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RESUMEN

Se han evaluado las alteraciones acido-base de 63 ejemplares
juveniles de tortuga boba varados, concluyendo que hasta un 53,9%
de las tortugas presentaron alteraciones acido-base de leves a
moderadas. Se han comparado la eficacia y los efectos sobre el
equilibrio acido-base y electrolitico de cuatro soluciones cristaloides
(solucién salina fisiolégica, solucién salina fisiolégica mas Ringer
lactato, Plasmalyte, y solucién de Jarchow) como tratamientos
fluidoterapicos en dichos ejemplares. EI mayor porcentaje de mejora
y/o resolucién de las alteraciones acido-base y electroliticas tras tres
dias de fluidoterapia se consiguié con la mezcla de solucién salina
fisiolégica mas Ringer lactato, mientras que el tratamiento con la
solucién de Jarchow presentd los peores resultados en cuanto a la

restauracion del equilibrio acido-base.

Se han estudiado los hallazgos anatomopatolégicos vy
microbiologicos en casos de varamiento y muerte por ingestién de
erizos de mar en tortugas bobas, observando que puede producir
lesiones severas a nivel digestivo, y por lo tanto ser una causa de
varamiento que, aunque con baja prevalencia, debe ser incluida en el
diagndstico diferencial de enfermedades gastrointestinales en tortugas
bobas, particularmente ejemplares subadultos.
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Finalmente, se han estudiado lesiones inusuales y fatales
asociadas a la infeccién por Citrobacter freundii, tales como colecistitis
caseosa, diverticulitis intestinal y adenitis caseosa de glandulas
excretoras de sal, permitiendo hipotetizar sobre su potencial patégeno

en esta especie de tortuga marina.
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ABSTRACT

The acid-base disturbances of 63 stranded juvenile loggerhead
turtles were evaluated, concluding that up to 53.9% of the turtles had
mild to moderate acid-base disturbances. The efficacy and effects on
acid-base and electrolyte balance of four crystalloid solutions
(physiological saline, physiological saline plus lactated Ringer's
solution, Plasmalyte, and Jarchow's solution) were compared as fluid
therapy treatments in these specimens. The highest percentage of
improvement and/or resolution of acid-base and electrolyte
disturbances after three days of fluid therapy was achieved with the
physiological saline plus lactated Ringer's solution mixture, while
treatment with Jarchow's solution showed the worst results in terms of

restoration of acid-base balance.

We have studied the anatomopathological and microbiological
findings in cases of stranding and death by sea urchin ingestion in
loggerhead turtles, observing that it can produce severe lesions at the
digestive level, and therefore be a cause of stranding that, although with
low prevalence, should be included in the differential diagnosis of
gastrointestinal diseases in loggerhead turtles, particularly subadult

specimens.
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Finally, unusual and fatal lesions associated with Citrobacter
freundii infection, such as caseous cholecystitis, intestinal diverticulitis
and caseous adenitis of salt excretory glands, have been studied,
allowing us to hypothesise about its pathogenic potential in this sea

turtle species.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Tal como se ha mencionado
en la Introduccion, los centros de
recuperacion dedicados a la
rehabilitacién y reintroduccion de
marinas

tortugas cumplen

funciones importantes, no
solamente tratando individualmente
aquellos  ejemplares  varados
posibilitando su rehabilitacion, sino
también relacionadas con la
recopilacion de informacion
relevante para la conservacion de
estas especies animales (causas
de varamiento, identificacion de
enfermedades emergentes, nuevos
tratamientos experimentales, etc.).

Se ha mencionado también
la escasez de estudios sobre los
cambios metabdlicos producidos en
tortugas marinas tras la
administracion de distintas

soluciones fluidoterapicas, practica

terapéutica por otra parte,
ampliamente estudiada en otras
especies animales a las que la
medicina  veterinaria se ha
dedicado clasicamente. Asimismo,
se han destacado las dificultades
en la practica clinica llevada a cabo
en los centros de recuperacion,
cuyos recursos econoémicos
generalmente escasos dificultan la
identificacion de la causa de
varamiento, asi como el
seguimiento completo de cada caso
con diagndsticos complementarios,
lo que repercute negativamente en
el porcentaje de ejemplares
rehabilitados y liberados (Oroés y
cols., 2016).

Por todo ello, los estudios
llevados a cabo en la presente tesis
Doctoral tienen como OBJETIVO
GENERAL el contribuir a Ia

optimizacién de la rehabilitaciéon de

tortugas bobas (Caretta caretta)
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varadas, mediante los siguientes

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

PRIMERO. Comparar la
eficacia y los efectos sobre el
equilibrio acido-base y electrolitico
de cuatro soluciones cristaloides
(solucion salina fisiologica, solucion
salina fisioldgica mas Ringer
lactato, Plasmalyte, y solucion de
Jarchow) como tratamientos
fluidoterapicos  en

ejemplares

juveniles varados de tortuga boba.

SEGUNDO. Describir los
hallazgos anatomopatoldégicos vy
microbiolégicos en casos de
varamiento y muerte por ingestion
de erizos en tortugas bobas,
alertando a veterinarios y bidlogos
de centros de rehabilitacion de
fauna marina de esta causa de

varamiento.

XXIV

TERCERO. Describir los
hallazgos anatomopatoldgicos vy
microbiolégicos en lesiones
inusuales y de curso fatal asociadas
con la infeccién por Citrobacter
freundii en tortugas bobas con el fin
de resaltar su potencial

patogenicidad en esta especie de

tortuga marina.









1. TORTUGAS MARINAS:

GENERALIDADES

Los ancestros de las tortugas
marinas datan de hace méas de 100
millones de afios, dando lugar a
cuatro familias taxonémicas de las
cuales dos se extinguieron
(Toxochelydae y Protostegidae). En
la actualidad se reconocen dos
familias y siete especies de tortugas

marinas (Pritchard, 1996; Frazier,

2003).

La familia Cheloniidae consta
de seis especies: la tortuga boba
(Caretta caretta), la tortuga verde
(Chelonia mydas), la tortuga
olivacea (Lepidochelys olivacea), la
tortuga  carey

(Eretmochelys

imbricata), la tortuga golfina
(Lepidochelys kempii), y la tortuga
de espalda aplanada (Natator

depressus) (Pritchard, 1996).

La familia Dermochelyidae es
la segunda de las familias de
tortugas marinas, siendo la tortuga
ladd (Dermochelys coriacea) la
Unica especie perteneciente a esta

familia (Pritchard, 1996).

Todas estas especies estan
amenazadas en mayor o menor
medida, y se encuentran recogidas
en la Lista Roja de Especies
Amenazadas de la Unidn
Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza.
Su situacion varia entre
“vulnerable” y “amenazada de
forma critica” segun la especie, a
excepcion de la tortuga de espalda
aplanada, de la cual no se cuenta
con datos suficientes como para
establecer su estado de amenaza
(Abreu-Grobois y Plotkin, 2008;
Mortimer y Donelly, 2008; Wallace y
cols., 2013; Casale y Tucker., 2017;

Wibbels y Bevan, 2019;
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International Union for
Conservation of Nature [IUCN],

2022; Seminoff, 2023).

Las tortugas marinas tienen
una gran importancia bioldgica y
ecoldgica, ya que actdan tanto
como depredadores de un gran
namero de especies, ayudando a
controlar su poblacién, al tiempo
que son presas y una fuente de
alimentacion importante de grandes
depredadores marinos. Ademas,
sus habitos de busqueda de comida
y su actividad migratoria ayudan al
transporte  de  epibiontes vy

nutrientes (Frazier, 2003).

Debido a este caracter
migratorio, las tortugas marinas son
animales con una  amplia
distribucion mundial,
estableciendo sus puntos de
nidificacion y alimentacion en zonas
de aguas tropicales y templadas.

Estas migraciones generalmente
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siguen rutas desde las playas en las
gue eclosionan hasta las areas de
alimentacion, y cuando son adultos
emprenden de nuevo migraciones
para reproducirse y nidificar en las
mismas zonas en las que

eclosionaron (Bowen y Karl, 2007).

El comportamiento de las
tortugas marinas en la etapa de
migraciéon inicialmente se ha
estudiado mediante la toma de
muestras y recogida de datos de los
individuos que se acercan a las
playas en época de nidificacion o
mientras se encuentran en las
Zzonas costeras en su etapa juvenil,
si bien las investigaciones mas
recientes se estdn desarrollando
mediante telemetria por satélite. Se
dispone por tanto de poca
informacion sobre los afios de vida
en migracion, aunque de forma
general se sabe que casi todas las

especies pasan varios afios



mientras son juveniles en aguas
oceanicas hasta que llegan a sus
zonas de alimentacion, donde
suelen permanecer durante afios
hasta que alcanzan la madurez

sexual (Bowen y Karl, 2007).

Sin embargo, hay dos especies
que no siguen este patrén
oceanico: la tortuga de espalda
aplanada, que se mantiene en las
aguas cercanas a Australia en
todas sus etapas (Bowen y Karl,
2007); y la tortuga laud, cuyos
movimientos hasta la madurez
sexual no se conocen exactamente

(Bowen y Karl, 2007).

De las siete especies de
tortugas marinas que se han
mencionado  anteriormente, la
tortuga boba es la mas
comunmente encontrada en el mar
Mediterraneo, y los ejemplares

que se avistan en este mar

provienen de poblaciones atlanticas

y poblaciones que han eclosionado
en la region este del Mediterraneo,
siendo las tortugas mediterraneas
mas pequefias que las originarias
del Atlantico. Estas dos
poblaciones coinciden en la zona
oeste del Mediterraneo, pero se
desconoce exactamente el nivel de
interaccion entre ellas en su etapa
de alimentacibn y hasta que
vuelven a sus zonas de
apareamiento y nidificacién cuando
alcanzan el tamafio de adultos o
subadultos (Margaritoulis y cols.,
2003; Carreras y cols., 2006).
Muchos de los primeros estudios
realizados teorizaban que los
ejemplares juveniles de tortuga
boba realizaban estas rutas
arrastradas por las corrientes, pero

investigaciones mas recientes
demuestran que migran a voluntad
y a veces en contra de las mismas

corrientes (Carreras y cols., 2006).
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El canal de Sicilia divide el mar
Mediterrdneo en dos regiones con
distintas condiciones de
temperatura y salinidad. Esta es la
causa de que las tortugas del
Mediterraneo aniden en la zona
este y se alimenten en la oeste.
Dentro de la zona este, las regiones
en las que mas nidificaciones se
identifican de tortuga boba son
Chipre, Grecia vy Turquia
(Margaritoulis 'y cols., 2003),
mientras que las tortugas verdes
nidifican también en  Egipto

(Camifias y cols., 2020).

Las aguas espafolas se
encuentran dentro de la zona oeste
del Mediterrdneo y las Islas
Canarias, y normalmente se han
caracterizado por ser zonas de
alimentacion considerandose
histéricamente como zonas de “no
nidificacion” o] “nidificacion

ocasional’, ya que en los ultimos
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aflos Unicamente se  habia
encontrado un embrién
completamente desarrollado en el
Delta del Ebro (Margaritoulis y cols.,
2003; Carreras y cols., 2014;
Camifias y cols., 2020). Esto se
debia principalmente a que las
tortugas marinas son especies
filopatricas (aquellas que tienen
tendencia a reproducirse en sus
lugares de nacimiento) y a que las
playas espafiolas no tenian las
temperaturas necesarias para la
incubacion de nidos de tortuga
boba hasta 2010, exceptuando
veranos puntuales con

anormalmente

temperaturas

elevadas (Cardona y cols., 2023).

En 2001 se describi6 el primer
nido de tortuga boba en territorio
espafiol, y desde entonces se han
comenzado a publicar articulos y
medios de

noticias en

comunicacién que demuestran el



incremento  del ndmero de
nidificaciones de tortuga boba
(Tomasy cols., 2002). No fue hasta
2006 cuando se observé la
segunda nidificacion en las costas
valencianas (Tomas y cols., 2008),
y desde entonces se ha ido
incrementando el nimero de nidos
de tortuga boba encontrados en
playas espafolas de la zona del
Mediterraneo, especialmente
desde 2020, y se ha detectado que
las hembras provienen tanto de
poblaciones atlanticas como
mediterraneas (Baez y cols., 2020;
Toméas y cols., 2020; Gonzélez-
Paredes y cols., 2021; Hochscheid
y cols., 2022; Estacion Biolégica de
Dofiana-Consejo  Superior  de
Investigaciones Cientificas [EBD-
CSIC], 2023). Asi mismo, se estan
observando nidificaciones en otras

regiones del planeta que no se

consideraban de nidificaciébn, como

ocurre en Perd, y se hipotetiza que
el aumento de nidificaciones en
estas regiones pueda estar
relacionado con el calentamiento

global (Baez y cols., 2020).

De las especies de tortugas
marinas que podemos encontrar en
territorio espafiol, la tortuga boba es
la mas comin tanto en el
Mediterrdneo como en las Islas
Canarias, seguida de la tortuga
verde, existiendo estudios que
demuestran que las poblaciones de
estas tortugas que se encuentran
en aguas esparfiolas suelen tener
menor diversidad genética que las
que se encuentran en el indico y el
Pacifico (Vilaca y cols., 2021).
Existen datos que avalan el
avistamiento y la pesca accidental
de algunos ejemplares de tortuga
golfina, tortuga olivacea, tortuga
carey (Gnicamente en las Islas

Canarias) y tortuga ladd
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(avistandose también en aguas
cantabricas), pero estos
avistamientos son esporadicos y no
se han encontrado zonas de
nidificacion (Margaritoulis y cols.,
2003; Carreras y cols., 2014), por lo
que se hipotetiza que se
encuentran en zonas de

alimentacion (Paladino y Morreale,

2001; Camifias y cols., 2021).

1.1. Amenazas para las

tortugas marinas

Se puede cometer el error
de asumir que la interaccion entre
tortugas marinas y el ser humano
se remonta a los ultimos cientos de
afios y ha ido creciendo al ritmo de
la industrializacion y el uso cada
vez mayor de los espacios marinos.
En realidad, esta interaccion se
remonta a miles de afios, existiendo

pruebas zoo-arqueoldgicas en gran
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variedad de culturas con el uso
tanto alimentario como estético de

estas especies (Frazier, 2003).

Dada su amplia distribucién
a nivel mundial, las tortugas
marinas se ven afectadas por una
gran cantidad de amenazas no soélo
en sus rutas oceénicas, sino
también en sus zonas de
alimentacion y nidificacién. Algunos
estudios enfocados en la zona del
Atlantico indican que dentro de
estas amenazas se incluyen
predadores naturales y especies
invasoras en las zonas de eclosion,
enfermedades naturales, alteracién
de sus habitats tanto marinos como
terrestres, interacciones con
distintos sistemas de pesca y el
cambio climatico, entre otros.
Existen estudios recientes en la
region atlantica que catalogan a la
tortuga boba como la segunda

especie de tortuga marina con



mayor indice de amenaza, tras la

tortuga golfina (Lopez-
Mendilaharsu y cols., 2020; Ashford

y cols., 2022).

Dependiendo de la especie
de tortuga y su comportamiento de
alimentacion, migracion y puesta,
las  amenazas de  origen
antropogénico pueden afectar de
una manera o de otra, siendo mas
graves para unas especies que
para otras (Ashford y cols., 2022).
Hay diversos estudios que
demuestran cémo la actividad
humana en las zonas costeras hace
que las tortugas marinas
modifiquen su comportamiento de
nidificacion. Estudios mas recientes
incluso sefialan que la actividad
humana puede modificar las zonas
y los comportamientos de
alimentacion de las tortugas
juveniles,

regresando los

ejemplares a estas zonas vy

acercandose mas a la costa cuando
disminuye dicha actividad humana

(Schofield y cols., 2021).

Ya desde los afios 80
existen estudios sobre las causas
de varamiento de tortugas marinas
que llegan muertas a la costa Este
de Estados Unidos, demostrandose
gue éstas representan solamente
un pequefio porcentaje del total de
muertes (7-13%), ya que las
corrientes pueden hacer que nunca
lleguen a las playas (Epperly vy
cols., 1996). En muchos estudios se
especifica que en un porcentaje
variable de los ejemplares que
llegaron a necropsia, las causas de
muerte no se pudieron establecer
dado el estado de descomposicién
del cadaver. También existe un
dato comudn, y es que los
varamientos suelen ser mas
comunes en los meses de

primavera y verano, y algunos
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estudios indican una desviacion
mas hacia verano y otofio (Oros vy
cols., 2005; Chaloupka y caols.,
2008; Monteiro y cols., 2016;

Cantor y cols., 2020).

Mientras que los estudios
anteriores identifican la pesca como
el motivo mas comun de muerte,
otros estudios realizados en
tortugas verdes de Hawai
establecen como principal causa de
varamiento la fibropapilomatosis,
seguida de causas antropogénicas,
sospechandose también que pueda
haber mas muertes que
varamientos, debido también a las

costas estrechas y las corrientes

marinas (Chaloupka y cols., 2008).

Existen otras amenazas de
origen antropogénico que
indudablemente afectan a la
supervivencia de las tortugas

marinas (Pritchard, 1996). La

ingestion de anzuelos y deshechos
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marinos es una causa frecuente de
varamiento, y dentro de éstos, los
plasticos y microplasticos
constituyen un namero elevado,
pudiendo provocar problemas de

salud y/o lesiones, a veces con fatal

desenlace (Caminas y cols., 2021).

Otra amenaza es el
aumento de las temperaturas de las
aguas debido al cambio climatico, lo
que puede producir alteraciones en
los porcentajes de determinacion
del sexo de estos reptiles, que se
establecen segun la temperatura de
incubacion de los huevos (Camifas

y cols., 2021).

Otras amenazas
generalmente menos valoradas
pero que también pueden afectar a
la supervivencia de estos animales
son el aumento del namero de
contaminantes en los océanos:
plasticos, metales pesados, aceites

y petréleo, entre otros, y la



reduccion de playas donde poder
nidificar debido a la sobrepoblacion
de las costas (Camifias y cols.,

2021).

LAS TORTUGAS MARINAS EN

LAS ISLAS CANARIAS

Las Islas Canarias son una
Zoha muy rica en vida marina
debido a varias razones, entre las
gue cabe citar su situacion
geografica, su origen volcanico, la
profundidad de sus aguas en zonas
cercanas a la costa, y una
combinacion entre la Corriente de
Canarias y un fenémeno
denominado afloramiento. Estos
factores hacen que las aguas
costeras de Canarias sean ricas en
nutrientes (Nave y cols., 2001), lo
que las convierte en una ruta de
migracién y alimentacion para un
gran numero de fauna marina,
incluyendo varias especies de
marinas

tortugas (Resolucion

MEPC. 134(53), 2005).

De las siete especies de
tortugas marinas mencionadas con

anterioridad, seis de ellas han sido
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observadas en las costas canarias:
la tortuga boba es la especie de
tortuga marina mas comdn en las
Islas Canarias, al igual que en el
resto de las aguas espafiolas,
siendo su poblacién estimada de
varios centenares (Monz6n-
Argtello 'y Varo-Cruz, 2020);
seguidamente, se pueden
encontrar tortugas verdes, incluso
con algunas pequefias poblaciones
que se han llegado a considerar
“residentes temporales” dado que
permanecen en las mismas costas
durante afios (Liria y cols., 2021); la
tortuga ladd utiliza las aguas que
rodean las Islas Canarias como
zona de paso entre zonas de
alimentacion o  reproduccion,
siendo la tercera tortuga que mas
cominmente se avista y vara en
Canarias, normalmente siendo

varamientos pasivos (Liria y cols.,

2021); la tortuga carey cuenta con
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menos de 20 avistamientos desde
1980, sugiriéndose que algunos
individuos acaban en esta zona
para alimentarse (Varo-Cruz vy
cols., 2017); la tortuga olivacea
tiene pocos avistamientos vy
varamientos en aguas Canarias, y
Su presencia se considera como
accidental (Varo-Cruz vy cols.,
2015); y finalmente, la tortuga
golfina, de la cual hay unicamente

un avistamiento hasta la fecha (Liria

y cols., 2021).

Los ejemplares de tortuga
boba mas frecuentes en las Islas
Canarias son individuos juveniles
de distintos tamafios, procediendo
principalmente de las costas de
Florida, México y Cabo Verde,
siendo muy raro el avistamiento de
ejemplares adultos (Liria y cols.,
2021). Morfolégicamente, la tortuga
boba es la tortuga marina con la

cabeza mas grande en



comparacién con el cuerpo,
llegando a medir hasta 28
centimetros de ancho en los
especimenes adultos. El caparazon
es alargado, con la parte posterior
mas estrecha que la anterior y la
curvatura mas pronunciada a nivel
del quinto escudo vertebral. El color
del caparazébn es marronaceo-
rojizo, y el tegumento ventral y el
plastron es de  coloracion
marronacea-amarillenta, con un par
de ufias en las aletas. El caparazén
de los adultos puede llegar a medir
hasta 1 metro (longitud recta del
caparazén), y los ejemplares
adultos pesan en torno a los 150

kilogramos (Pritchard y Mortimer,

1999; Tortosa, 2022).

La tortuga verde eclosiona en
playas de zonas tropicales vy
subtropicales, principalmente

costas del Caribe y africanas, y

comienzan una ruta de migracion

que dura varios afios hasta zonas
de alimentaciéon en las que se
asientan durante minimo varios
meses, como son las Islas
Canarias. Es en estas areas de
alimentacion donde comienzan a
transitar de una alimentacion
herbivora a omnivora, consistiendo
su dieta en algas de gran tamairio,
pasto marino, medusas, moluscos y
crustaceos encontrados en habitats
que no exceden de 200 metros de
profundidad, lo que se conoce
como fase neritica. Es por esto por
lo que se establecen pequefias
poblaciones en zonas costeras y de
puerto, como se puede apreciar en
el sur de Tenerife, ya que la regién
cubre las necesidades de estos
ejemplares ya sea de forma natural
0 por la interaccién con el turismo y
barcos pesqueros que suplementan
su alimentacién (Monzon-Arguelloy

cols., 2018).
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2.1. Varamientos de tortuga
boba e importancia en las Islas

Canarias

Hay una gran variedad de
causas que pueden originar los
varamientos de tortugas marinas.
Podemos clasificar estos
varamientos en: varamientos
activos, que son aquellos en los
que los ejemplares acaban en la
costa mientras estan  vivos;
varamientos pasivos, en los que
los ejemplares se encuentran
muertos en la costa; y los
varamientos a la deriva, en los
cuales los animales son

encontrados flotando a la deriva

(Carrillo, 2018).

En las Islas Canarias
destaca el estudio desarrollado
sobre 1.860 ejemplares de tortuga
boba varados entre 1998 y 2014 en
los que se valoraron sus causas de

varamiento, concluyendo que el

38

enmallamiento fue la principal
causa de varamiento, con mas de
un 50 % de prevalencia, seguido de
causas indeterminadas (20,37 %) e
ingestion de anzuelos (11,88 %).
Las otras

causas primarias

(traumatismos, enfermedades
infecciosas, ingestién de petréleo,
otras causas) tuvieron frecuencias

inferiores al 6% (Oros y cols.,

2016).

Con respecto a las causas
de muerte, otro estudio abarcando
un periodo de tiempo mas breve,
determindé que un 69,89% de los
ejemplares murieron por lesiones
asociadas a la accion
antropogeénica, siendo el
enmallamiento la primera causa
con un 24,73 %, seguido de colision
con embarcaciones (23,66 %) e
ingestion de anzuelos y

monofilamentos (19,35 %) (Oros vy

cols., 2005).



Otros estudios con mas de
1.500 ejemplares, desarrollados
entre los afios 2003 y 2009 en las
Islas Canarias también
establecieron que la mayor causa
de varamiento fue debido a
enmallamientos, variando entre un
42,98% y 66,36% dependiendo del
afio. La Unica causa de origen
antropogénico que sufri6 un
descenso significativo en su
prevalencia a lo largo de los afios

fue la pesca accidental (Farifias-

Bermejo y cols., 2017).

Con respecto a los
ejemplares que son mas
susceptibles a este tipo de causas,
los animales méas pequefios
demostraron ser mas afectados por
los enmallamientos, mientras que
aquellos de mayor tamafio
ingresaron en centros de

recuperacién con mayor afeccion

de ingestion de anzuelos vy

colisiones con embarcaciones

(Oré6s y cols., 2016).

Es destacable que, en
comparacién con otros estudios
realizados en otras regiones del
mundo, no se observaron
varamientos por fibropapilomatosis

en las tortugas de las Islas Canarias

(Or6s y cols., 2005, 2016).
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3. CENTROS DE
RECUPERACION Y

TORTUGAS MARINAS

Los centros de
recuperacién son entidades
regidas por instituciones
publicas, empresas privadas o
voluntarios, que cuentan con un
personal formado, dedicandose
a la atencibn de especies
silvestres que de no recibir los
cuidados necesarios podrian
morir en la naturaleza (Garcés,
2022). En muchas ocasiones,
esta atenciébn es necesaria
debida a la accion
antropogénica, ya sea de forma
primaria (como pudieran ser
disparos en rapaces, O
varamiento en redes de pesca
en animales marinos), o
secundaria (por ejemplo, la
nichos

desaparicién de

ecolégicos por el crecimiento

de la poblacién) (Trociniy cols.,

2008; Garceés, 2022).

3.1. Funciones de los centros de

recuperacion

Segun el International
Wildlife Rehabilitation Council, la
recuperaciéon de un animal salvaje
se define como “el tratamiento y
cuidados temporales de animales
que han sufrido dafos,
enfermedades o han  sido
desplazados y la  posterior
liberacion de animales sanos a
habitats apropiados en la

naturaleza” (Miller, 2012). Por
tanto, este es el objetivo principal
de los centros de recuperacion de
fauna silvestre, cuyo nimero se ha
incrementado significativamente en
las Ultimas décadas en todo el

mundo (Miller, 2012).



Ademas de la recuperacion
y reintroduccién, otras labores que
realizan estos centros pueden
incluir la cria y reintroduccion de
especies en peligro, la colaboracién
con centros e instituciones
educativas; colaboracién en
estudios sobre anatomia, fisiologia
0 patologias de algunas especies, 0
la identificacibn temprana de
problemas que puedan afectar
gravemente a la poblacion general
como pudieran ser la caza furtiva o
enfermedades emergentes (Trocini

y cols., 2008; Paterson y cols.,

2021; Garcés, 2022).

Muchos de estos centros
colaboran con programas de cria 'y
reintroduccion de especies que se
encuentran amenazadas o0 en
peligro de extincion, creando un
ambiente que favorezca la cria
natural de ejemplares para la

posterior introduccién de las crias

en sus habitats naturales. Algunos
ejemplos de estos programas a
nivel nacional son el Programa de
Ampliacion del Habitat reproductor
de la tortuga boba en Ia
Macaronesia en el que participan
tanto entidades puablicas como
privadas (Liria, 2016), o el Proyecto
Monachus para la reintroduccion
del buitre negro en el Sistema
Ibérico (Grupo de Rehabilitacion de
la Fauna Autéctona y su Habitat

[GREFA], 2017).

En estos centros colaboran
distintos profesionales para poder
aportar conocimientos clinicos,
ecolégicos, biolégicos y legales.
Todo este personal cualificado se
centra en la recuperacion de
ejemplares individuales, pero hay
estudios que demuestran que su
recuperacion tiene un impacto en la
poblacién general, especialmente si

los animales recuperados son
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adultos de poblaciones con
crecimiento lento y larga esperanza

de vida (Paterson y cols., 2021).

Existe un gran nimero de
centros de recuperacion
distribuidos por todo el mundo
dedicados a la rehabilitacion y
reintroduccion de tortugas marinas.
Algunos de ellos se encuentran
establecidos en acuarios como por
ejemplo el Centro de Rehabilitacién
de Tortugas Marinas de Florida, el
Proyecto de Rehabilitacion de
Tortugas de Dubai o el Hospital de
Tortugas de la  Fundacion
Oceanografic (Valencia). Otros son
organizaciones no
gubernamentales y sin animo de
lucro como la Sociedad de
Proteccion de Tortugas Marinas de
Grecia ARCHELON, el Hospital de
Tortugas de Florida o el Centro

Marino Atoll en las Maldivas. Por

Ultimo, podemos encontrar centros
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de recuperacion asociados a
organismos gubernamentales
como pueden ser los Centros de
Recuperacion de Fauna Silvestre
de Tafira (Cabildo de Gran Canaria)
y de La Tahonilla (Cabildo de

Tenerife).

A pesar de la gran labor
que realizan estos centros,
actualmente tienen una serie de

limitaciones que también han de ser

mencionadas.

Las dotaciones
presupuestarias suelen ser
escasas, dado que muchos de los
centros estan regidos por ONGs
con voluntarios, y dependen de
ayudas de empresas privadas o
donaciones particulares. Este limite
de fondos hace que no todos los
centros dispongan de los mismos
medios  materiales para la

rehabilitacion de ejemplares. No

s6lo pueden verse afectadas las



instalaciones, sino también el
acceso a ciertas pruebas
diagndsticas (radiografias,
analiticas, pruebas de imagen
avanzada), o tratamientos (ya sean

médicos o quirdrgicos) (Trocini y

cols., 2008).

Existe la tendencia en
muchos centros de recuperacion de
clasificar a los ejemplares segun su
causa de entrada en lugar de por
patologias. Esto suele deberse a
una combinacién de falta de fondos
para poder realizar las pruebas que
aseguren un diagndstico definitivo y
en ocasiones un déficit de personal
cualificado (Trocini y cols., 2008;

Garcés, 2022).

Si bien la recopilacion de
datos para estudios debe ser
recogida de forma sistematica y
protocolizada, al existir en estos
centros una gran cantidad de

voluntarios no siempre se recogen

los datos de la misma manera y
pueden existir pérdidas de
informacion (Trocini y cols., 2008;

Garcés, 2022).

3.2. Técnicas diagnésticas

Las técnicas diagnésticas
utilizadas en tortugas marinas son
similares a las que se usan en otras
especies animales, especialmente
otros quelonios. A pesar de esto,
hay muchos aspectos que hacen
que los resultados sean mas
dificiles de interpretar que en otras
especies, como por ejemplo la
escasez de parametros de
referencia, las variaciones en los
resultados segun el estado del
paciente, y el método analitico

empleado (Herbst y Jacobson,

2003; Campbell, 2014).

La toma de muestras

sanguineas es sencilla, y puede
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aportar informacion sobre

hormonas, analisis genéticos,

bioguimicos o hematoldgicos.
Estos analisis se realizan con el
objetivo de establecer un
diagnostico clinico, lo que en
reptiles se ve dificultado por
factores como la edad, el sexo, o la
temperatura. Ademas, en reptiles, y
especialmente en quelonios, es
relativamente sencillo que la
muestra se contamine con liquido
linfatico, lo que resulta en una
alteracibn de los parametros
bioguimicos (Campbell, 2014). De
forma habitual, se suele realizar
una extraccion en tubos de
heparina para la evaluacion
sanguinea en estos animales, ya
que el anticoagulante EDTA puede
producir lisis celular en quelonios.

Ademas, dependiendo de la prueba

a realizar, puede congelarse
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plasma o sangre entera (Herbst y

Jacobson, 2003; Campbell, 2014).

Entre los parametros a
evaluar con la extraccién de sangre,
podemos destacar la hematologia,
la bioquimica, la evaluacién de los

electrolitos y el estado acido-base.

Dado que los eritrocitos de
los reptiles son nucleados, gran
parte de la hematologia no puede
realizarse en medios
automatizados como en mamiferos
y se realiza de forma manual,
posibilitando la evaluacion de las
células sanguineas, tanto de forma
cuantitativa como cualitativa. Se
pueden observar las células al
microscopio  Optico para su
evaluacion morfolégica, valorar la
presencia de parasitos hematicos y
detectar alteraciones en la formula
leucocitaria que sugieran
infecciones o]

inflamaciones;

también se incluye la determinacion



del microhematocrito para
descartar anemias; y ademas sirve
para monitorizar la respuesta de
una enfermedad al tratamiento
(Herbst y  Jacobson, 2003;

Campbell, 2014).

Con respecto a los
parametros bioquimicos pueden
verse afectados por factores
externos como la temperatura, o
internos como la edad, el sexo o el
estado nutricional del animal. Se
deben tener en cuenta estas
variaciones a la hora de interpretar
los resultados, asi como las
diferencias fisiolégicas de las
tortugas con respecto a otros
animales. Por ejemplo, las tortugas
marinas excretan acido Urico,
amoniaco y urea como metabolitos
renales, siendo la urea y la
creatinina indicadores poco fiables
de fallo renal y mortalidad

secundaria a ello (Campbell, 2014).

Para la correcta regulacion
de los electrolitos 'y su
concentracibn en sangre, las
tortugas marinas poseen glandulas
excretoras de sal. Ademas, el sodio
se reabsorbe a nivel intestinal y es
excretado o reabsorbido a nivel
renal. Con respecto al potasio, se
ha observado en algunos estudios
que en tortugas en épocas de
alimentacion el potasio es mas
elevado que en aquellas en época
de nidificacion, lo que sugiere que
es dependiente de la alimentacion.
Estos electrolitos varian en funcién
del estado acido-base, y se ven
influenciados por la presencia de
acidosis o alcalosis (Campbell,
2014). Estas variaciones estan
poco estudiadas en reptiles,
particularmente en tortugas
marinas, y los estudios publicados

indican que pueden ser importantes

para el prondstico clinico y el
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tratamiento de las tortugas varadas
(Innis y cols., 2009; Camacho y
cols., 2013; Campbell, 2014;

Camacho y cols., 2015).

Las pruebas de imagen
incluyen desde las mas sencillas
como la radiografia, hasta técnicas
més avanzadas como la tomografia
computarizada (TC) o la resonancia
magnética (RM), pasando por la
ecografia y la endoscopia. El coste
de cada una de ellas es un factor
limitante, y la dificultad para
interpretar las imagenes obtenidas
por estos métodos depende de la
experiencia del clinico (Herbst vy
Jacobson, 2003; Valente y cols.,
2007). Con respecto a la TC y la
RM, los avances en los Ultimos
afios han permitido un mayor
acceso a estas técnicas, lo que
aumenta la precision a la hora de
visualizar la anatomia (Arencibia y

cols., 2006, 2012, 2021) y las
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patologias (Spadola y cols., 2016),
evitando una de las mayores
desventajas de la radiografia
convencional: la superposiciéon de
estructuras, mas acusada en
guelonios debido a la presencia de
plastron y caparazén (Wyneken,

2014).

En cuanto a la ecografia,
desde los afios 80 se han descrito
principalmente las caracteristicas
del sistema reproductor en tortugas
marinas (Rostal y cols.; 1989, 1990;
Heck y cols., 1997), siendo en los
Ultimos afios cuando se han
desarrollado varios estudios sobre
otras estructuras anatémicas. Estos
estudios han contribuido a la
extension de esta técnica para
valorar patologias de tortugas en
recuperacion, lo que supone un
avance en la medicina de tortugas
marinas, ya que se trata de una

técnica no invasiva y réapida



(Valente y cols., 2007; De Majo y
cols., 2016; Franchini y cols., 2018;
Gunawany cols., 2020; Muramoto y
cols. 2020). La desventaja de la
ecografia es la inversion primaria
en el equipo y sondas adecuadas
para el tamafio del paciente, las
ventanas ecograficas disponibles
en tortugas marinas, Yy los
conocimientos previos que debe
tener el clinico para poder obtener
imagenes de calidad e
interpretarlas

(Hochleithner 'y

Holland, 2014).

Puede también realizarse
toma de muestras para biopsia, lo
que aporta una evaluacién
histolégica que puede confirmar o
descartar una patologia. Como en
otros animales, la toma de
muestras debe realizarse de forma
estéril, y ser introducida lo antes

posible en formol al 10% (Herbst y

Jacobson, 2003), o en medios

adaptados si queremos realizar
examenes microbiolégicos o}
toxicolégicos (Divers, 2014). Un
método minimamente invasivo para
la obtencién de estas muestras en
vivo es la endoscopia, que ha ido
avanzando con el paso de los afios
desde que comenzé a utilizarse de
forma esporadica en los afios 90
para la extraccion de cuerpos
extrafios digestivos (Guilford, 1990;
Pressler y cols.,, 2003; Divers,
2014). Ademas, esta técnica ha
sido utilizada en estudios recientes
para la obtencion de muestras
fecales en animales en libertad, lo
gue supone un avance para la
obtencion de informacién de forma
minimamente invasiva y rapida en
ejemplares sanos (Kaleel y cols.

2023).
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3.3. Lanecropsia como fuente

de informacioén

La necropsia consiste en la
diseccibn de un cadaver para
determinar las alteraciones que
pudieran haber provocado la
muerte del animal o para confirmar
0 descartar una enfermedad.
Ademas de la diseccion vy
valoracion de los érganos, se debe
realizar la recoleccién de muestras
para histopatologia, microbiologia o

toxicologia (Nation, s.f.).

La necropsia es unatécnica
ampliamente utilizada en medicina
veterinaria y se realiza tanto en
situaciones de campo como en
instalaciones  especificas para
llevar a cabo el examen post
mortem. Es importante que se
realice por personal cualificado
conocedor de la anatomia y las

enfermedades de la especie que se

esta estudiando. Ademas, se debe
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tener en cuenta que desde el
momento de la muerte comienza la
autolisis, lo que puede afectar a la
calidad de las muestras. Por ello se
recomienda la realizacion de las
necropsias antes de las 24 horas
tras el fallecimiento del ejemplar,
manteniéndolo en refrigeracion si
no se va a realizar de forma

inmediata (Nation, s.f.).

Para obtener la mayor
informacion  posible de una

necropsia  existen  protocolos

generales de necropsia, Yy
protocolos especificos segun la
especie. Estos protocolos tienen
como objetivo el reducir al minimo
la manipulacién y contaminacion de
Organos y tejidos, de forma que los

resultados no se vean alterados o

no sean concluyentes (Nation, s.f.).

Con respecto a las tortugas
marinas, es extremadamente

importante que el veterinario que



realice la necropsia esté
familiarizado con su anatomia, ya
que los animales marinos tienen
adaptaciones anatomicas que
difieren de otras tortugas. Existen
atlas 'y guias anatomicas
(Wyneken, 2001), asi como
manuales de necropsia especificos
(Orés y Torrent, 2001; Flint y cols.,
2009; Universidad de Florida [UF],
s.f.) que pueden resultar de ayuda
al clinico o patélogo que se esté

iniciando en las necropsias de estos

ejemplares.

Gracias a estos estudios
post mortem se han descubierto
patologias que se desconocian con
anterioridad. Al tener acceso a
muestras que no se pueden obtener
de animales salvajes en libertad, se
amplia el conocimiento de
enfermedades que pueden afectar

a estas especies, lo que ayuda a

mejorar la supervivencia en su

medio natural (Work y coals., 2015;
Oros y cols., 2016; Foley y cols.,
2019; Guarino y cols., 2020;

Franchini y cols., 2021).

3.4. Dificultades en la practica

clinica

La rehabilitacion de

aquellas especies animales
protegidas como las tortugas
marinas implica valorar muchas
mas variables ademas de la propia
medicina veterinaria. Se deben
tener en cuenta las leyes que

afectan a los animales tratados, el

tipo de infraestructura a utilizar, la

formacién especializada del
personal, la posibilidad de
proporcionar una correcta

alimentacion, y el poder disponer de
un centro médico con equipacion
adecuada, implicando todo ello

unos altos costes (Norton vy
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Kopersky, 2017; Escobedo-Bonilla
y cols., 2022). Ademas, existen
estudios que avalan el
enriquecimiento ambiental y el
promover su  comportamiento
natural como métodos para mejorar
las posibilidades de supervivencia
de los animales rehabilitados, ya
que algunos de ellos pueden tardar
meses 0 incluso afios en
recuperarse y volver a ser puestos
en libertad; el acostumbrarse al ser
humano y a dietas monétonas
durante ese tiempo puede en
algunos casos imposibilitar su
liberacion  (Escobedo-Bonilla 'y

cols., 2022; Diggins y cols., 2022).

A pesar de existir un gran
namero de centros de recuperacion
y de alcanzar unos elevados
porcentajes de liberacion de las
tortugas ingresadas (Oros y cols.,
2016), el numero de tortugas
rehabilitadas es

pequefio en
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comparacion con la poblacién total,
por lo que esta accién, interpretada
de forma aislada, no supone un
cambio  significativo a  nivel
poblacional. Los centros deben
incorporar otros aspectos que
incluyan la educacién de Ila
poblacién general que posibilite
cambios de comportamiento y leyes
gue ayuden a la conservacién de
las tortugas marinas (Norton vy

Kopersky, 2017; Escobedo-Bonilla

y cols., 2022).

Con respecto a la
formacion especializada de los
trabajadores de los centros, existe
cierta dificultad para la adquisicion
de los conocimientos necesarios, y
en muchas ocasiones requiere que
los interesados en este tipo de
medicina asistan a congresos,
conferencias y voluntariados fuera

de los canales habituales de



formacion universitaria o cursos de

postgrado (Miller, 2012).

Algunas de las infecciones
gue afectan a tortugas marinas
pueden tener caracter zoonético,
por lo que se recomienda la
adopcién de medidas basicas de
higiene para trabajar con estos
animales, de tal modo que aquellas
personas con inmunosupresion no
deberian tener contacto con los
animales en rehabilitacion o el agua
(Stamper y cols., 2017). Se debe
seguir por tanto un correcto
protocolo de higiene, aunque no
exista personal especialmente
sensible, y un uso racional de los
antibioticos siguiendo siempre la
legislacion vigente en cada pais

(Miller, 2012).

4. ENFERMEDADESY
PATOLOGIAS EN

TORTUGAS MARINAS

4.1. Lesiones de origen

antropogénico

Como se ha mencionado
en apartados anteriores, las
tortugas marinas se enfrentan a una
serie de amenazas de origen
antropogénico, y algunas de ellas
pueden comprometer gravemente
la supervivencia de los ejemplares
afectados (Tortosa, 2022). Asi, un
estudio demostré que
aproximadamente el 70 % de las
tortugas marinas varadas en las
Islas Canarias murieron de forma

secundaria a lesiones de origen

antropogénico (Oros y cols., 2005).

En la evaluacion de
afecciones del sistema digestivo

se describen: dermatitis erosivas
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mandibulares que pueden variar
desde superficiales y leves, hasta
ser mas graves Yy llegar a producir
osteomielitis mandibular (Parga,
2012); esofagitis ulcerativa vy
fibrinosa, asi como perforaciones
esofagicas, secundarias a la
ingestion de anzuelos, siendo una
de las lesiones mas comunmente
observadas a nivel esofagico en
algunos estudios (Ords vy cols.,
2004, 2005; Valente y cols., 2007);
enteritis necrética secundaria a
intususcepcién intestinal, siendo
todos los casos observados
secundarios a ingestion de cuerpos
extrafios lineales, mas
concretamente monofilamentos de
redes de pesca (Orés y cols., 2004,

2005; Casale y cols., 2008;

Swimmer y cols., 2014).

Con respecto al sistema
musculoesquelético, las

interacciones con la actividad
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humana han demostrado producir:
caquexia y miopatias que pueden
llegar a desembocar en miositis
necrotica, todo ello secundario al
enmallamiento en redes de pesca
(Oros y cols., 2005); amputaciones
traumaticas y fracturas de
extremidades, también secundarias
a enmallamientos en redes de
pesca 0 impactos con
embarcaciones. En muchos de
estos casos, se puede contar con
radiografias ante mortem (Oros vy
cols., 2005); traumatismos, heridas
o fracturas de  caparazon,
principalmente asociadas al

impacto con embarcaciones (Oros

y cols., 2005).

A nivel cardiorrespiratorio se han
descrito: lesiones pulmonares y
neumonias unilaterales,
secundarias a traumatismos en el
caparazon (Oros y cols., 2005);

pericarditis y miocarditis



relacionadas con la ingestion de
anzuelos que perforan el sistema
digestivo craneal, anatémicamente
muy cercano al corazén (Oros y

cols., 2005; Casale y cols., 2008).

Existen pocas lesiones
secundarias a la actividad humana
que afecten al sistema nervioso,
describiéndose algunos casos de
compresiéon medular y hemorragias
secundarias a

meningeas

traumatismos (Orés y cols., 2005).

Algunas patologias
secundarias a la accion
antropogénica no producen

alteraciones en un Unico sistema,
sino que afectan a varios sistemas,
como puede ser la ingestion de
petréleo, que puede producir
lesiones a nivel digestivo
(impactacion esofégica y
gastroenteritis necrética), hepatitis

necrdtica y tubulonefrosis renal

(Oré6s y cols., 2005; Camacho y

cols., 2013) y dermatitis necrotica
(Camacho y cols.,, 2013). La
ingestion de anzuelos y la
perforacién del sistema digestivo
puede  producir celomitis vy
septicemia, frecuentemente de
prondstico grave, siendo causa de
muerte de la mayoria de los
animales que padecen esta
patologia (Oros vy cols., 2005;
Casale y cols., 2008). Desde hace
pocos afios se esta observando que
las tortugas marinas también
pueden sufrir de enfermedad
descompresiva secundaria a la
pesca accidental, produciendo
sintomas neurol6égicos (estado
mental estuporoso, pérdida de
sensibilidad en  extremidades,
paresia), burbujas de gas en vasos
sanguineos de distintos Grganos
(pulmones, riflones, higado,

corazoén, bazo y sistema nervioso

central), necrosis miocardica y
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edema periférico y alveolar (Garcia-
Parragay cols., 2014; Pargay cols.,

2020).

4.2. Enfermedades infecciosas

4.2.1. Infecciones viricas

Los virus son
microorganismos que dependen de
un hospedador para ejercer su
accion, viéndose ésta determinada
por su virulencia, el érgano diana y
la respuesta inmune del propio
hospedador. Si el sistema
inmunoldgico del hospedador no es
capaz de eliminar completamente
el virus, puede mantenerse como
transmisor asintomatico 0
desarrollar la enfermedad. Ademas,
las reacciones secundarias a la
presencia de virus pueden producir
inmunosupresibn 0 mutaciones
neoplasicas en el hospedador

(Page-Karjian y Herbst, 2017).
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Se han observado cuatro
familias de virus que pueden afectar
a tortugas marinas, aunque con

desigual incidencia.

Los herpesvirus son los
virus méas ampliamente descritos en
tortugas marinas. De forma general
pueden afectar a tejido epitelial
(produciendo  hiperplasia  que
desemboca en ulceracion vy
necrosis de la piel afectada),
linfoide o nervioso (Page-Karjian y
Herbst, 2017). Se han descrito

distintos tipos de herpesvirus en

tortugas marinas.

El herpesvirus queldnido
1 (ChHV1) fue el primer herpesvirus
descrito en tortugas marinas,
también conocido por sus siglas en
inglés GPDV (grey patch disease
virus) (Rebell 'y cols., 1975).
Presenta dos formas clinicas:
placas epidérmicas que llegan a

cubrir la piel de la cabeza, el cuello,



los ojos y las aletas; y lesiones
papulares que suelen evolucionar a
Ulceras (Page-Karjian y Herbst,
2017). En las décadas de 1970 y
1980 hubo una gran afeccién en
granjas de tortuga verde, con
ejemplares asintomaticos, otros
con lesiones cutaneas con remision
espontanea al cabo de varios
meses, Y otros (los ejemplares méas
jovenes) muriendo sin llegar a
desarrollar los sintomas cutaneos.
Se sospechd de transmision
vertical y a través del agua, y solo
se ha descrito en tortuga verde,
aunque algunos autores
encuentran ciertas similitudes con
el LOCV que se observa en tortuga
boba (Page-Karjian y Herbst,

2017).

El herpesvirus quel6nido
6 (ChHV6) es también conocido
como LETV (lung-eye-trachea

virus). Se describid por primera vez

en los afios 80 en las mismas
granjas marinas en las que se
observé la infeccion por ChHV1,
muriendo los animales tras varias
semanas de presentar sintomas y
lesiones compatibles con traqueitis,
bronconeumonia, queratitis vy
conjuntivitis  (Jacobson 'y cols.,
1986; Page-Karjian y Herbst, 2017).
Existen estudios en los que se
observo la presencia de
anticuerpos frente a este virus en
tortugas verdes y bobas no

afectadas clinicamente (Coberley y

cols., 2001).

El herpesvirus genital-
respiratorio de tortuga boba
(LGRV) se ha descrito en tres
tortugas bobas atlanticas con
Ulceras en la traquea y en el tejido
circundante a la cloaca y el falo
(Stacy vy cols., 2008). La forma de
transmision no  se

conoce

exactamente, pero se sospecha
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que pueda ser horizontal, sexual,
por contacto con superficies
contaminadas, o0 por sanguijuelas
del género Ozobranchus, como
sucede con otros herpesvirus
(Marschang, 2010). Se considero
oportunista por tratarse de tortugas
con lesiones graves secundarias a
toxicosis, traumatismos o debilidad
generalizada cronica. El virus es
genéticamente similar al ChHV6,
sugiriéndose que algunos
ejemplares inicialmente
diagnosticados como infectados
por ChHV6, pudieran haberlo

estado realmente por LGRV (Stacy

y cols., 2008).

El herpesvirus
orocutaneo de tortuga boba
(LOCV) fue descrito por primera
vez en el mismo estudio en el que
se describio el LGRV. Afect6 a tres
tortugas bobas atlanticas con

lesiones en mucosa oral y piel, y
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Ulceras en orofaringe. Al igual que
el LGVR, se considerd patdégeno
oportunista, vy los autores
recomendaron continuar con el
aislamiento y estudio de estos virus

en tortuga boba (Stacy y cols.,

2008).

El herpesvirus de tortugas
marinas mas ampliamente
estudiado es el Scutavirus

guelénido 5, antes conocido como
herpesvirus quelénido 5
(ChHV5). Se encuentra
ampliamente estudiado en tortugas
marinas ya que se cree que esta
involucrado en el desarrollo de la
fibropapilomatosis, por lo que
inicialmente se le nombré6 como
CFPHV (chelonid fibropapilloma-
associated virus) (Page-Karjian vy
Herbst, 2017). Se ha asociado con
fibropapilomas cutéaneos y fibromas

viscerales en tortugas afectadas

por la enfermedad, asi como en



muestras de piel sana (Lackovich y
cols., 1999; Alfaro-Nufez y cols.,
2014, 2016). Todas las especies de
tortugas marinas son susceptibles a
la infeccién, pero la mayor parte de
los casos reportados son en tortuga
verde, siendo habitualmente los
animales afectados ejemplares
juveniles, sin diferencias en
prevalencia segun el sexo (Jonesy
cols., 2016; Page-Karjian y Herbst,
2017; Rao y cols., 2020). La
fibropapilomatosis se considera
una enfermedad epizodtica de
distribuciéon global, pudiendo ser
primera causa de varamiento en
algunas é&reas, o describiéndose
algunas zonas actualmente libres
de esta enfermedad (Oros vy cols.,
2005; Chaloupka y cols., 2009;
Work y cols., 2015; Jones y cols.,
2016; Balladares y cols., 2017). Las
lesiones consisten en tumores que

afectan tanto a estructuras

cutaneas y regién ocular, como a
6rganos internos (Jones y coals.,
2016; Page-Karjian y Herbst, 2017).
En caso de que la localizacion de
estos tumores cutaneos dificulte el
normal desenvolvimiento de los
ejemplares afectados, esta descrita
la extirpacion quirargica (Balladares
y cols., 2017). Los estudios indican
que pueda transmitirse de forma
horizontal en las zonas neriticas o
de alimentacion, sospechandose
que pueda afectar a aquellos
ejemplares que estén sufriendo
procesos que conlleven una
inmunosupresion asociada.
Ademas, existen vectores que
pueden ser transmisores de la
enfermedad, siendo las
sanguijuelas marinas
(Ozobranchus spp.) los parasitos
en los que mayor carga viral se ha
También se ha

detectado.

hipotetizado que la eutrofizacion o
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enriquecimiento excesivo de
nutrientes en el medio marino y la
subsecuente  proliferacion  de
macroalgas  enriguecidas  con
arginina, fuente de alimentacién de
las tortugas verdes, pudiera
favorecer su infeccién (Van Houtan
y cols., 2014; Jones y cols., 2016;
Page-Karjian y Herbst, 2017). El
aislamiento del virus se consigui6
por primera vez in vitro en cultivos
de células cutaneas de tortuga
verde (Work y cols., 2017). Se esta
valorando actualmente que existan
otros factores que puedan estar
involucrados en el desarrollo de la

enfermedad (Mashkour y cols.,

2021).

Los retrovirus son virus
cuyas infecciones pueden resultar
asintométicas, 0 desarrollar
neoplasias benignas y sintomas
neurolégicos (Mashkour, 2019). Se

desconoce exactamente la
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significancia clinica de este virus en

tortugas marinas, aunque se

sospecha que pueda haber

transmision  horizontal  (Page-
Karjlan y Herbst, 2017). En un
estudio realizado en tortuga verde
en Hawai se identifico este virus en
la mayoria de los animales
testados, con y sin fibropapilomas,
pero no se pudo concluir su

patogenicidad (Casey vy cols.,

1997).

Los papilomavirus son
virus de pequefio tamafio que se
han asociado a lesiones de piel
proliferativas que pueden llegar a
desembocar en neoplasia, tanto en
reptiles (incluyendo tortugas
marinas) como en otras especies
(Page-Karjian 'y Herbst, 2017).
Producen lesiones papilomatosas,
y se han descrito dos virus especie

especificos: papilomavirus 1 de

Chelonia mydas (CmPV-1) vy



Dyozetapapilomavirus 1 (antes
conocido como papilomavirus 1
de Caretta caretta CcPV-1)
(Herbst y cols., 2009).
Recientemente se ha identificado
CmPV-1 en ejemplares con
fibropapilomatosis junto con
herpesvirus, sospechandose una
posible  participacibn en la
enfermedad, si bien no hay estudios
concluyentes (Mashkour y cols.,
2018). Recientemente, en un
estudio con 275 tortugas marinas
en libertad, se detectd
molecularmente de forma
concomitante CmPV-1y ChHV5 en

el 43,5% de los fibropapilomas

cutaneos (Mashkour y cols., 2021).

Gracias a los nuevos
métodos de secuenciacién virica,
como puede ser la metagenomica
virica, se ha descrito un nuevo virus
denominado sea turtle tornavirus

1 (STTV1) en dos tortugas verdes

afectadas con fibropapilomatosis,
sugiriéndose que este virus pueda
coinfectar a tortugas marinas con
fibropapilomatosis, aunque todavia
se desconoce su participacion en la
patogenia de la enfermedad (Ng vy

cols., 2009).

4.2.2. Infecciones bacterianas

Las bacterias se
encuentran de forma ubicua
también en el medio marino.
Algunas de las bacterias que
afectan a tortugas marinas pueden
afectar a otras especies, incluyendo
al ser humano. En la mayoria de las
ocasiones estas infecciones tienen
caracter oportunista, llegando a ser
mortales en algunos casos (Innis y
Frasca Jr., 2017; Ebani, 2023).
Existe una gran variedad de

bacterias que pueden afectar a

tortugas marinas, pero hay ciertos
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grupos que se encuentran mas
ampliamente descritos en la
bibliografia como bacterias
desencadenantes de enfermedad

en tortugas marinas.

Las bacterias
pertenecientes al género
Mycobacterium son bacterias
gram positivas, acido alcohol
resistentes, que se encuentran de
forma ubicua en el ambiente, con
diversas familias dentro de este
género (Rosenthal y Mader, 2006;
Ebani, 2023). Existen publicaciones
desde principios del siglo XX
marinas

describiendo  tortugas

afectadas por Mycobacterium
chelonae (Ebani, 2023), y desde
entonces se han publicado distintos
estudios que demuestran el
caracter patdgeno de este grupo de
bacterias en tortugas marinas. En

una tortuga golfina en recuperacion

se comenzaron a observar lesiones
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en las aletas anteriores con
inflamacion articular que
desembocd en amputacion de una
de las extremidades debido a la
diseminacion de las lesiones
osteoliticas, aislandose M.
chelonae tanto de la articulacién
afectada como de lesiones
cutaneas en otra aleta, por lo que
se eutanasio al ejemplar ante una
infeccion sistémica. Posteriormente
se confirmd en necropsia la
afeccion de pulmones, higado,
bazo, rifiones y pericardio,
constituyendo el primer caso
descrito de afeccién osteoarticular
por este patbgeno en tortugas
marinas (Greery cols., 2003). Estan
descritos otros casos de afeccion
por M. chelonae en tortuga golfina,
con resultados que muestran la
resistencia de esta bacteria a

distintos tipos de antibidticos y que

en la mayoria de los casos acaban



con la muerte o la eutanasia de los
animales afectados por lesiones
compatibles con osteomielitis,
sinovitis, afeccion de vias aéreas y
pulmones (Hirokawa y cols., 2009;
Innis y Frasca Jr., 2017). Con
respecto a otras especies de
tortugas marinas, hay
publicaciones de infecciones en:
tortuga boba por M. chelonae con
sintomas respiratorios y afeccién
del parénquima pulmonar, rifiones,
higado, bazo, piel y cerebro
(Nardini 'y cols.,, 2014), y M.
marinum con retraso del
crecimiento, emaciacion y debilidad
secundarias a neumonia
granulomatosa  (Ebani, 2023);
tortuga verde por M. gordonae con
inflamacion  granulomatosa en
pulmones, miocardio, higado, bazo
y cerebro (Goldberg y cols., 2023);

tortuga ladad por M. haemophilum

con inflamacién granulomatosa en

sistema  nervioso, pulmones,
higado, bazo, rifiones, pancreas y
médula dsea (Donnelly y cols.,
2016). La mayoria de ellas han sido
diagnosticadas post mortem, y solo
algunos casos en los que la
patologia es inicial ha habido una
buena respuesta a tratamiento y se
ha podido liberar a los animales
rehabilitados (Innis y Frasca Jr.,
2017). Ademéas de ser bacterias
resistentes al tratamiento, su
aislamiento muchas veces no
puede llevarse a cabo de forma
satisfactoria  debido a sus
necesidades especificas de
crecimiento, lo que conlleva que en

ocasiones no pueda identificarse la

especie (Ebani, 2023).

Las bacterias
pertenecientes al género
Enterococcus son bacterias gram

positivas que pueden encontrarse

como parte de la flora intestinal, en
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cavidad oral y piel. Como otras
bacterias, suelen encontrarse de
forma  asintomatica en  sus
hospedadores, pero en ocasiones
pueden producir lesiones mas o
menos graves tanto en animales
como en el ser humano (Ebani,
2023) y suelen verse asociadas a
infecciones nosocomiales  en
hospitalizaciones de larga duracion,
alteraciones en el sistema inmune y
fallo renal (Innis y cols., 2014). En
tortugas marinas no es un patdgeno
que esté ampliamente descrito,
pero se han desarrollado estudios
en distintas especies: en tortuga
golfina  se  han  observado
alteraciones  compatibles  con
neumonia, lesiones en piel,
esteatitis, artritis, osteomielitis,
septicemia, necrosis hepatica vy
colecistitis, y se han aislado

distintas cepas de Enterococcus en

hemocultivos y cultivos de piel,
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hueso o liquido sinovial, tejido
adiposo y tracto respiratorio. En los
pacientes vivos que presentaban
sintomas se realizaron distintos
tratamientos antibiéticos, pero no
todos los animales respondieron
correctamente, valordndose la
necesidad de realizar estos cultivos
desde el momento del ingreso para
determinar si eran infecciones
nosocomiales (dado que algunos
animales comenzaron a presentar
sintomas después de \varias
semanas) o secundario al uso de
cefalosporinas de tercera
generacion (Innis y cols., 2014,
Innis y Frasca Jr., 2017; Turner y
cols., 2021); en tortuga verde se ha
descrito un caso de un animal
tratado con ceftazidima al ingresar
con anemia, osteolisis y problemas
de flotabilidad, tras lo que se

realizaron hemocultivos y cultivo

del liquido sinovial y se aislo E.



hormaechei con resistencia a
cefalosporinas de tercera
generacion, por lo que se adapté la
pauta antibiotica, aunque la tortuga
acabé muriendo de forma
secundaria a una celomitis
(Goldberg vy cols., 2019). Otros
autores han observado
Enterococcus spp. asociado a
cuadros de osteomielitis, neumonia
y septicemia (Innis y Frasca Jr.,
2017), o se ha descrito en animales
con infecciones viricas
concomitantes (Ebani, 2023); en
tortuga olivacea se han observado
casos de osteomielitis en aletas
anteriores secundarios a E. faecalis
diagnosticados in vivo, siendo esta
cepa multirresistente. El animal
murié finalmente sin  mostrar
mejoria clinica (Tsai y cols., 2019);
en tortuga boba se ha descrito un

caso clinico de una hembra varada

en redes de pesca en la que se

observd6 un cuerpo extrafio
compatible con plas de manta raya
tanto en una de las extremidades
posteriores como perforando un
asa intestinal. Se aislé E. faecalis
de la herida en piel y en el
hemocultivo, y tras varias
intervenciones 'y meses de
tratamiento con terapia de vacio y

antibiéticos se pudo liberar al

animal (Bezjian y cols., 2014).

Las bacterias
pertenecientes al género
Chlamydia son bacterias gram
negativas de caracter intracelular y
potencialmente zoon@tico
(Rosenthal y Mader, 2006), y se
han descrito distintos casos que
afectan a quelonios, pudiendo
ocasionar desde sintomas oculares
0 respiratorios hasta la muerte por
septicemia, pasando por lesiones
sintomas

granulomatosas,

gastrointestinales o  animales
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portadores asintomaticos (Pace vy
cols. 2022; Ebani, 2023). En
tortugas marinas se observé un
brote de clamidiosis en tortugas
verdes con sintomas como
dificultad para el buceo vy
flotabilidad, debilidad, letargia y
muerte. En necropsia  se
observaron lesiones hepaticas,
cardiacas y esplénicas y se
diagnostico la  presencia de
Chlamydia spp. en estos érganos
mediante estudios
inmunohistolégicos y de
microscopia electrénica (Homer vy
cols., 1994). En tortuga boba se han
realizado estudios en lItalia que
demuestran la presencia de esta
bacteria en mucosa nasal,

conjuntival y oral de tortugas

asintomaticas (Pace y cols., 2022).

Las enterobacterias son
bacterias gram negativas

anaerébicas facultativas que se
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encuentran de forma ubicua en el
ambiente, incluyendo especies
patébgenas y otras oportunistas
(Ebani, 2023). Se citan a
continuacion algunos de los

géneros mas frecuentes.

Salmonella spp. suelen
ser consideradas bacterias
patdégenas cuya virulencia depende
del serotipo, aunque muchos
reptiles pueden portar estas
bacterias de forma asintomatica, lo
gue supone un problema ya que
son patdgenos con caracter
zoonotico y liberacion intermitente a
través de las heces (Rosenthal y
Mader, 2006; Ebani, 2023). Existen
estudios en los que se han aislado
distintos serotipos de Salmonella
de muestras fecales o hisopados
cloacales de hembras nidificantes
asintomaticas (o de los propios

huevos), y de algunos ejemplares

libres o capturados de forma



accidental por redes de pesca
(Dutton y cols., 2013; Edwards y
cols., 2021; Ebani, 2023). Por otro
lado, en un estudio en el que se
realiz6 la necropsia de 171 tortugas
olivaceas se observaron
granulomas renales con lesiones
compatibles con nefritis  por
Salmonella typhimurium, tanto en
ejemplares aparentemente sanos
que murieron por pesca accidental
como animales varados muertos,
pero se precisan mas estudios para
determinar si la infeccién puede ser
ascendente de origen intestinal, de
origen septicémico, y si fueron
hallazgos incidentales o si pudieran
ser la causa de muerte o estar

relacionada con la misma (Work y

cols., 2019).

Escherichia coli forma
parte de la flora intestinal de
muchos reptiles, lo que dificulta

determinar si su presencia es 0 no

patolégica, ya que en ocasiones
puede producir septicemias
concomitantes a enterotoxemias de
distinto origen (Rosenthal y Mader,
2006; Ebani, 2023). Un estudio
realizado en las Islas Canarias con
93 tortugas varadas observo la
presencia de estas bacterias
asociada a esplenitis necrotica,
abscesos, esofagitis ulcerativa y
fibrinosa, enteritis fibrinonecratica,
perihepatitis fibrinosa y hepatitis
granulomatosa y necrética
asociada a procesos septicémicos.
Muchas de estas lesiones
concuerdan con un estudio anterior
realizado en la misma é&rea,
focalizandose el 61,7% de las

lesiones en el sistema digestivo

(Orés y cols., 2004, 2005).

Hay estudios recientes
realizados con 200 ejemplares que
identifican bacterias del género

Enterobacter Unicamente  en
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animales enfermos y que no habian
sido sometidos con anterioridad a
tratamientos antibiéticos, con varios
casos de cepas multirresistentes
(Trotta y cols., 2021), por lo que
muchos autores sugieren que las
tortugas bobas puedan ser
portadoras y transmisoras de
bacterias multirresistentes, algunas
de caracter zoonotico (Alduina y

cols., 2020; Trotta y cols., 2021,

Ebani, 2023).

Citrobacter spp. se
pueden encontrar tanto en el tracto
digestivo de gran cantidad de
especies como en ambientes
acuéticos o terrestres (Golderbg y
cols., 2016), pudiendo producir
intoxicaciones  alimentarias 0
infecciones urinarias (Guo y cols.,
2022). Existen varios estudios que
asocian su presencia en procesos

debilitantes, pero no como causa de

la muerte o enfermedad primaria:
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en tortugas golfinas se ha
observado en hemocultivos, cultivo
de hueso, lavados traqueales y
cultivos de pulmén, pero no se
determind si contribuyeron o no a la
muerte de los ejemplares (Innis vy
cols., 2014); otros estudios en
tortugas golfinas hipotérmicas con
esteatitis demostraron la presencia
de C. freundii y C. braakii,
asociandose su presencia con
procesos debilitantes (Turner vy
cols., 2021); en tortugas verdes con
Ulceras de caparazén se desarrollo
un estudio para establecer la
poblacién bacteriana presente, y
aunque se demostré una presencia
elevada de C. freundii, se concluy6
gue eran otro tipo de bacterias las
causantes de las Ulceras (Guo vy
cols., 2022). Hay pocos articulos
gue relacionen la presencia de
Citrobacter spp. con afecciones

graves que puedan  haber



colaborado o sido la causa de la
muerte de los animales afectados:
en tortuga verde se ha observado
osteolisis y osteomielitis asociada a
infecciones multirresistentes de C.
freundii sugiriéndose tener en
cuenta aquellas tortugas que se
encuentren en zonas con alta
contaminacion para valorar
infecciones con importancia clinica
(Goldberg vy cols., 2019); en otro
caso, en la necropsia de un
ejemplar juvenil de tortuga verde se
observaron abscesos en cavidad
celémica, inflamacion de casi todos
los 6rganos celdomicos y celomitis,
aislandose C. freundi y C.
amalonaticus (Goldberg y cols.,
2016); en las Islas Canarias se ha
asociado la  presencia de
Citrobacter spp. con neumonia
granulomatosa, esplenitis

nefritis

granulomatosa,

granulomatosa, cistitis, esofagitis

ulcerativa y hepatitis
granulomatosa y necrotica en
tortuga bobas (Orés y cols., 2004,

2005).

Vibrio spp. son bacterias
de caracter zoondético gram
negativas, anaerobicas facultativas,
que se encuentran de forma
habitual en ambientes acuaticos,
especialmente en aguas templadas
o calidas. Al igual que otros
animales marinos, se ha descrito a
las tortugas marinas como
portadoras asintomaticas de
distintas especies de Vibrio, como
se observd en Costa Rica al aislar
estos patdgenos de nidos, huevos y
cloaca de hembras nidificantes de
varias especies de tortugas
marinas (Zavala-Norzagaray vy
cols., 2015; Ebani, 2023). También
se han observado casos de Vibrio

en tortugas con patologias graves

que en ocasiones han acabado en
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la muerte del animal afectado: se ha
aislado de animales con neumonias
crénicas o agudas (Innis y cols.,
2014; Turner y cols., 2021), en
infecciones  multifactoriales  en
Ulceras graves de caparazon de
tortugas bobas mantenidas en
cautividad (Wiles y Rand, 1987), en
muestras de cerebro en animales
varados muertos (Fichi y cols.,
2016), en animales afectados con
rinitis  obstructiva secundaria a
estomatitis ulcerativa (Glazebrook y
cols., 1993) vy en distintas
observadas en

alteraciones

necropsias de distintas especies de

tortugas marinas (dermatitis
ulcerativa, bronconeumonia,
esplenitis necrotica, nefritis
granulomatosa, esofagitis

ulcerativa y fibrinosa, gastritis
fibrinosa y necropurulenta, enteritis

fibrinonecrotica, miositis y hepatitis
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necrética y granulomatosa) (Orés y

cols., 2004, 2005).

Pseudomonas spp. son
bacterias gram negativas que se
encuentran de forma ubicua tanto
en medio marino como terrestre
afectando a humanos y animales,
muchas veces de forma oportunista
(Oliveira y cols., 2017). A pesar de
que los reptiles suelen ser
hospedadores asintomaticos, estan
descritas varias patologias
secundarias a distintas cepas de
Pseudomonas (Ebani, 2023). Se
han realizado varios estudios en
tortugas en libertad o recién
ingresadas en  centros  de
recuperacion con muestras de
cloaca de tortuga laud, tortuga
verde, tortuga olivacea y tortuga
boba, observandose distintas
poblaciones de bacterias gram

negativas entre las que se

encontraban algunas cepas de



Pseudomonas (Kuschke, 2022).
Con respecto a las patologias,
estan descritas tanto en necropsia
como en vivo las dermatitis
ulcerativas, estomatitis,
inflamaciones a lo largo de todo el
sistema respiratorio (Innis y Frasca
Jr., 2017), septicemia y
osteomielitis (Innis y cols., 2014),
esofagitis fibrinosa y ulcerativa
asociada a lesiones traumaticas
(Oros y cols., 2004), y neumonia
granulomatosa y  perihepatitis
fibrinosa (Ords y cols., 2005). Una
de las mayores preocupaciones
con respecto a estas bacterias es la
presencia de Pseudomonas
multirresistentes  que  pueden
afectar a humanos, y ya se estan
comenzado a observar cepas
resistentes a varios antibidticos en
tortugas marinas, por lo que se ha
mantener  una

recomendado

vigilancia periddica de este tipo de

bacterias zoonéticas (Oliveira vy

cols., 2017).

Existe una gran variedad de
lesiones y patologias, como
lesiones en piel y caparazon,
hepatitis, neumonia,  distintos
grados de estomatitis, rinitis o
septicemia, en las que intervienen
una combinacién de bacterias,

como  Staphylococcus  spp.,

Streptococcus  spp., Listeria
monocitogenes, Bacillus,
Corynebacterium,  Aeromonas

spp. (Orés y cols., 2004, 2005;
Innis y Frasca Jr., 2017; Mashkour

y cols., 2020; Ebani, 2023).

4.2.3. Infecciones micoticas

Muchos de los hongos que
afectan a tortugas marinas suelen
ser patégenos oportunistas cuando
los ejemplares se encuentran en

situaciones debilitantes o con
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compromiso del sistema
inmunitario (Innis y Frasca Jr.,
2017), aumentandose el nimero de
casos descritos en los ultimos afios
como consecuencia del cambio
climatico (Gleason y cols., 2020).

Los géneros comunmente descritos

son mencionados a continuacion.

El género Fusarium puede
encontrarse en ambientes
terrestres y marinos, y es un
patégeno que afecta a humanos,
plantas y otros animales ademas de
tortugas marinas (Gleason y cols.,
2020). Algunos estudios
correlacionan distintas especies de
estos hongos con mortalidad de
tortugas marinas en el nido,
produciendo un bajo numero de
eclosiones (Sarmiento-Ramirez vy
cols., 2014). En adultos de tortugas
marinas se han encontrado estos

hongos en un caso de tortuga

golfina en necropsia, con signos de
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neumonia granulomatosa multifocal
(Orés y cols., 2004), y distintos
casos de lesiones cutdneas en
varias especies de tortugas

marinas (Innis y Frasca Jr., 2017,

Greeff-Laubscher y Jacobs, 2022).

También se han observado
infecciones conjuntas por
Beauveria. En ejemplares de
tortugas boba, verde y golfina,
produciendo afecciones
pulmonares que se determinaron
mortales en algunos  casos.
Ademas, estos mismos hongos han
sido descritos en un caso de
celomitis granulomatosa en tortuga
carey, siendo especialmente
sensibles  al itraconazol vy
voriconazol (Schumacher y cols.,
2014; Innis y Frasca Jr., 2017;
Horgan vy cols., 2022). Otros
estudios demostraron que estas

infecciones primarias pulmonares

se diseminaron a intestino, bazo,



pancreas, higado y rifiones (Innis y

Frasca Jr., 2017).

Los hongos del género
Purpureocillium (antes
Paecilomyces) también estan
relacionados con patologias
respiratorias tanto de vias altas
como bajas (Innis y Frasca Jr.,
2017). Existen casos descritos en
tortugas bobas con desérdenes de
flotabilidad, que tras la necropsia se
asociaron a pleuritis y neumonia
(Schumacher y cols., 2014); otros
autores han observado
recientemente lesiones similares en
tortugas golfinas en las que se han
asilado hongos de estos tres
géneros (Fusarium, Beauveria y

Purpureocillium) (Mastrostefano vy

cols., 2023).

La infeccién por Candida
spp. se describio por primeravez en
una tortuga boba en las Islas

Canarias con enteritis necrética,

hemorragias y edema duodenal,
congestion hepaética, pericarditis
fibrinosa y enfisema pulmonar
(Orés y cols., 2004). Otros casos
descritos afectan a una tortuga
verde con fracturas de caparazon e
infeccion secundaria por Candida
palmioleophila en las fracturas y en
hemocultivo que finalmente murio
varios meses después. En el
examen histolégico se observé
diseminacién del patégeno a
articulaciones, cerebro y pulmones
(Wang y cols., 2021). En un estudio
realizado con muestras de cloaca y
orofaringe de 17 tortugas marinas,
se demostr6 su resistencia al
fluconazol e itraconazol, siendo
todos los aislados sensibles a la
anfotericina B (Brilhante y cols.,

2015).

Otros géneros descritos en
lesiones respiratorias en tortugas

marinas son Cladosporidium,

71



Sporotrichium,
Scolecobasidium, Penicillium y
Rhodotorula (Innis y Frasca Jr.,
2017). Trichophyton spp. fue
demostrado
inmunohistolégicamente en una
tortuga olivacea con poliserositis
intestinal, celomitis, pleuritis vy

neumonia (Orés y cols., 2011).

4.3. Alteraciones metabdlicas

La evaluacion de los
parametros sanguineos es
importante en muchas ocasiones
para poder establecer un
diagnéstico clinico, aunque su
interpretacion puede verse
dificultada en reptiles tanto por el
ambiente en el que se encuentren

como por la propia fisiologia de

estos animales (Campbell, 2014).

La creatinina y la urea son
los metabolitos renales mas
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importantes en mamiferos,
mientras que en tortugas marinas
también se excreta acido Urico y
amoniaco (Campbell, 2014). La
urea en sangre suele ser mayor en
aquellos animales de alimentacion
carnivora, y lo mismo sucede en
tortugas con este tipo de
alimentacion, siendo las tortugas
verdes las que tienen una menor
concentracion de urea en sangre
dado que son las que presentan un
comportamiento mas herbivoro de
todas las tortugas marinas.
Diversos autores han descrito
niveles bajos de urea en ejemplares
debilitados que ingresan en centros
de recuperacion, y se ha observado
gue estos niveles tienen tendencia
a aumentar mientras estan
ingresadas 'y en tratamiento
(Camacho y cols., 2013, 2015;
Stacy e Innis, 2017; McNally y cols,

2020). En tortugas marinas estas



variaciones no estan relacionadas
con un fallo renal, y se sospecha
que las disminuciones de urea en
sangre se deban a estados de
anorexia, deshidratacion o una
funcion hepética reducida, mientras
que el aumento que se observa tras
estar ingresadas pueda deberse a
una correccioén de la deshidratacion
y de las funciones organicas y una
dieta elevada en proteinas por lo
que los valores de aquellas tortugas
consideradas sanas suelen ser mas
elevados sin que haya sospecha de
fallo renal (Innis y cols., 2007; Stacy
e Innis, 2017; McNally y cols, 2020).
Mientras que la creatinina no se
considera un valor resefiable a la
hora de determinar la presencia de
fallo renal en tortugas marinas, si lo
es el acido Urico, ya que en
diversos estudios se ha observado
hiperuricemia en animales con fallo

renal crénico, alteracion de la

funcionalidad y afeccion renales
secundaria a infecciones (Stacy e

Innis, 2017).

En cuanto a la glucosa,
podemos encontrar tanto
hiperglucemia como hipoglucemia.
La hipoglucemia suele verse
asociada a periodos largos de
anorexia y septicemia, de forma
primaria, por lo que es frecuente
observarlo en tortugas debilitadas
que ingresan en centro de
recuperacién (Anderson vy cols.,
2011; Camachoy cols., 2013, 2015;
Stacy e Innis, 2017; Stacy y cols.,
2018). La hiperglucemia ha sido
descrita en animales en situaciones
de estrés y secundariamente a
tratamiento con fluidos con glucosa,
sospechandose que pueda estar
relacionada con hepatopatias,
alteraciones

pancreéticas o}

tratamiento con corticoesteroides
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(Camacho y cols., 2013, 2015;

Stacy e Innis, 2017).

El origen de las
alteraciones electroliticas no esta
suficientemente  estudiado  en
tortugas marinas. Se sospecha que
alteraciones del sodio y cloro
puedan estar relacionadas con
deshidratacién y se han descrito
casos en los que sus valores
aumentaban de forma secundaria a
una adenitis de las glandulas de sal,
mientras que las alteraciones en el
potasio se relacionan con
alteraciones metabdlicas,
miopatias, alteraciones renales,
anorexia y pérdidas digestivas

(Orés y cols., 2011; Bloodgood,

2016; Stacy e Innis, 2017).

El lactato tiene un valor
predictivo en cuanto a la mortalidad
de aquellos animales en los que se
observa hiperlactatemia, pudiendo

aumentar en situaciones de estrés
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y metabolismo anaerébico, como
enmallamientos en redes de pesca,
buceos involuntarios y mantenidos
en el tiempo o anestesias, pudiendo
producir todas estas situaciones
hipoventilacion e hipoperfusion

(Stacy e Innis, 2017).



5. TERAPEUTICA EN

TORTUGAS MARINAS

Como el resto de los
reptiles, las tortugas marinas son
animales ectotérmicos, y el correcto
funcionamiento de todos los
O6rganos y sistemas depende de
gue se encuentren en su zona de
temperatura Optima preferencial
(conocida normalmente por sus
siglas en inglés POTZ: preferred
optimal temperature zone).
Encontrarse en ese rango
repercute en la farmacocinética y
farmacodinamica del farmaco
administrado, asi como en una
correcta respuesta del sistema
inmunoldgico (Mader y Rudloff,

2006; Mitchell, 2006; Gibbons,

2014).

La eleccion de la via de
administracion de un farmaco
depende de la absorcién de éste,

utilizadndose mas comldnmente en

quelonios la via oral (PO),
subcutdnea (SC), intramuscular
(IM), intravenosa (IV), intradsea
(I0) e intracelomica (IC), si bien
existe  controversia sobre la
efectividad de estas dos (ltimas en
ciertas especies de reptiles

(Wilkinson, 2004; Mitchell, 2006;

Gibbons, 2014).

Muchos autores coinciden
en que la via oral, si esta
disponible, debe usarse como ruta
de hidratacion para cualquier
animal, incluyendo los reptiles
(Mader y Rudloff, 2006; Gibbons,
2009). El problema surge en
grandes reptiles y especialmente
en quelonios, ya que a veces se
debe recurrir a la colocacion de un
tubo de esofagostomia cuando
estan enfermos o débiles, lo que
puede no ser practico (Mader,
2006). En el caso de tratamientos

médicos via oral, es posible
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administrarlos en alimentos
altamente palatables en aquellos
animales que estén comiendo por si
mismos, o realizar la intubacion
esofagica, evitando lacerar el
eso6fago o que la sonda quede
enganchada en las

papilas

esofagicas (Innis y cols., 2017).

Se ha estudiado la
posibilidad de hidratar a las tortugas
marinas enfermas, varadas muchas
veces con distintos grados de
deshidratacion, mediante bafios
con agua dulce. Algunos autores
han observado que esta via de
hidratacion puede producir
depleciones electroliticas o]
sobrehidratacion en algunos
pacientes, si bien estos estados
suelen revertirse en un plazo de
unos pocos dias después de
reintroducirlas en agua salada. Esta

forma de hidratacién no es usada

cominmente dado el grado de
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monitorizacién requerido (Innis,

2019).

La via intravenosa (seno
subcaparacial y vena coccigea)
debe usarse con precaucion a la
hora de administrar cualquier tipo
de farmaco dada la cercania de
ambos vasos al espacio medular.
Por ello, la vena yugular es la mas
recomendada para la instauracion
de fluidoterapia intravenosa (Innis,
2019). Sin embargo, no siempre es
accesible y es necesaria la
sedacion o anestesia del paciente
para poder exponer esta vena

(Gibbons, 2009).

La via intra6sea esta
descrita, pero muchos autores la
consideran innecesaria dada la
existencia de otras vias, el dolor
gue puede producir su colocacion,
asi como la posibilidad de

extravasacion y de osteomielitis



(Mader y Rudloff, 2006; Innis,

2019).

La via intraceldmica esta
descrita en reptiles, pero requiere
de experiencia para evitar la
laceracion o traumatismo de
organos internos (Gibbons, 2014).
En quelonios esta administracion
implica un menor riesgo si se
administra en la fosa prefemoral
con una ligera inclinacion del
paciente (Innis y cols., 2017). Esta
via permite la administracion de
medicacion y fluidos que, por su
gran volumen, no se puedan
administrar de forma subcutanea o
intramuscular. Ademas, existe la
posibilidad de instaurar catéteres
intracelémicos en caso de
tratamientos de larga duracion
(Mader, 2006; Innis, 2019). Esta es
la via de eleccibn en muchos
centros de recuperacion de

tortugas marinas, ya que el

volumen de fluidoterapia a
administrar puede variar entre 10 y
20 ml/kg al dia, lo que suele
suponer un gran volumen dado el

tamafio de estos reptiles (Innis,

2019).

Aunque existe cada vez
mas informacién sobre las rutas de
administracion y dosis, muchos
farmacos todavia se utilizan a dosis
empiricas o extrapoladas de otras
especies (Marin y cols., 2009;
Gibbons, 2014). Los farmacos que
mas se utilizan en la rehabilitacion
de tortugas marinas son los
antibidticos, los antiparasitarios,

antifiingicos y analgésicos.

Al igual que en otras
especies animales, no esta
recomendado el uso de
antibioticos sin un cultivo y un
antibiograma ya que el uso
profilactico e indiscriminado puede

llevar a resistencias
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antimicrobianas, lo que supone un
problema grave tanto para los
clinicos como para el medio natural
(Wilkinson, 2004; Mitchell, 2006;
Foti y cols., 2009). En ocasiones
existen casos graves en los que no
es posible esperar a los resultados
y se selecciona el antibiético de
forma empirica, para lo que son
necesarios conocimientos tanto del
comportamiento del farmaco en la
especie a tratar, como de los
patégenos que  normalmente
producen la enfermedad que se
esté tratando en ese momento
(Mitchell, 2006; Gibbons, 2014).
Dentro de los antibidticos mas
comunmente utilizados en tortugas
marinas de los cuales se ha
estudiado su farmacocinética
encontramos los aminoglucésidos,
las fluoroquinolonas, las

cefalosporinas, las tetraciclinas y

las lincosamidas.
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Los aminogluc6sidos son
antibiéticos con accion bactericida y
con excrecion renal, siendo la
gentamicina y la amikacina los més
habituales (Wilkinson, 2004;
Mitchell, 2006). Ya desde los afios
70 existen estudios que
demuestran la nefrotoxicidad de
estos farmacos, siendo esta dosis-
dependiente, pudiendo producir
desde edema tubular hasta
necrosis tubular y gota visceral
secundaria (Montali y cols., 1979).
Asi, se realizaron estudios para
determinar la concentracién minima
inhibitoria que no supusiera un
riesgo para la funcionalidad renal
(Raphael y cols., 1985). Dado que
tienen un rango terapéutico
estrecho, es recomendable evaluar
la funcién renal antes de su uso

(Mitchell, 2006), y estan indicados

en sepsis por gram negativos, como



E. coli, Klebsiella o Pseudomonas,

entre otros (Wilkinson, 2004).

Las fluoroquinolonas son
antibiéticos con accion bactericida
frente a aerobios gram positivos y
gram  negativos, siendo la
enrofloxacina y la marbofloxacina
las més utilizadas (Mitchell, 2006).
Existen suficientes estudios en
otras especies que demuestran que
las fluoroquinolonas pueden
producir problemas articulares vy
condropatias en animales en
desarrollo, por lo que se
recomienda no asumir el riesgo que
supone el uso de estos antibiéticos
en ejemplares en crecimiento.
(Burkhardt y cols., 1997; Maslanka
y cols., 2004; Yabe y cols., 2004;
Hruba y cols., 2019; Fishman y
cols., 2022). Se ha observado que
la enrofloxacina puede producir

molestias y necrosis en el punto de

inyeccién en reptiles, por lo que se

ha valorado la opcion de su
administracion PO en tortuga boba,
concluyendo que la administracién
de esta fluoroquinolona a una dosis
de 20 mg/kg una vez a la semana
puede ser necesaria para tratar
infecciones bacterianas con
resistencias intermedias a
antibidticos y antibiogramas con
unas concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) elevadas
(Jacobson y cols.,, 2005). Un
estudio mas reciente en tortuga
verde demostré6 el uso de
enrofloxacinaIM e IV adosisde 5y
7,5 mg/kg para el tratamiento de
microorganismos que presentaban
antibiogramas con bajas CMI sin
que los animales presentasen
efectos adversos en la zona de
inyeccion, sugiriendo la realizacion
de més estudios con mayor nimero

de pacientes (Poapolathep y cols.,

2021). Con respecto al uso de
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marbofloxacina, dosis de 2 mg/kg
PO no producen efectos adversos
en tortuga boba, y tiene un uso
prometedor dada su
farmacocinética (Marin y cols.,
2009). La administracion parenteral
IM e IV a 2 mg/kg tampoco han
mostrado tener reacciones
adversas en tortuga boba, y la
farmacocinética también sugiere
que puede utilizarse  para
infecciones bacterianas en esta

especie (Laiy cols., 2009; Nardini y

cols., 2015).

Las cefalosporinas son
antibioticos bactericidas de la
familia de los beta-lactamicos,
siendo la ceftazidima uno de los
més utilizados en medicina de
reptiles dada su efectividad frente a
Pseudomonas y bacterias gram
negativas en general (Mitchell,
2006; Gibbons, 2014; Innis y cols.,

2017). Como ocurre con otros

80

antibiéticos, hay pocos estudios
sobre su farmacocinética en
tortugas marinas. Estudios en
tortuga boba y tortuga golfina
concluyeron que la ceftazidima a
dosis de 22 mg/kg cada 72 horas
via IM o IV podia ser utilizada para
el tratamiento de bacterias

sensibles (Stamper y cols., 1999;

Innis y cols., 2012).

Las tetraciclinas son
antibioticos con accion
bacteriostética, siendo la doxiciclina
la tetraciclina mas utlizada en
veterinaria y con accion frente a
algunos organismos anaerobios
(Mitchell, 2006). Un estudio en el
que valoré la administracion de
doxiciclina via IM e IV en tortugas
marinas concluyd que puede
administrarse frente a aquellos
organismos sensibles a una dosis
inicial de 42 mg/kg y mantenimiento

de 21 mg/kg cada 72 horas, o una



dosis inicial de 84 mgl/kg vy
mantenimiento de 42 mg/kg cada

72 horas (Harms y cols., 2004).

Dentro de las
lincosamidas el antibidtico mas
empleado es la clindamicina, que
actua frente a gram positivos tanto
aerobios como anaerobios y suele
tener accion bacteriostatica,
aunque a dosis altas esta descrito
que tiene accidén bactericida
(Asociacion Espafiola de Pediatria
[AEP], 2020); se ha usado de forma
empirica en tortugas marinas a una
dosis de 5 mg/kg cada 24 horas, o
2,5-5 mg/kg cada 12 horas (Innis y
cols., 2017). Un estudio piloto
realizado con concentraciones de 5
mg/kg IM e IV establecié que esa
concentracién no era suficiente, por
lo que el estudio principal doblé la
dosis a 10 mg/kg cada 24 horas

usando las vias PO, IM e IV,

observando que ninguna de ellas

alcanzaba la dosis terapéutica. Por
tanto, no es recomendable el uso
de este antibidtico hasta establecer
la dosis o frecuencia adecuadas

(Harms y cols., 2011).

Las tortugas marinas se
ven afectadas por trematodos de la
familia Spirorchiidae en muchas
partes del mundo. Esta parasitosis
afecta al sistema circulatorio,
pudiendo llegar a ser mortal. Un
estudio realizado con tortugas
bobas prob6 distintas dosis de
praziguantel observandose que
una dosis de 50 mg/kg PO ocasion6
necrosis de la piel en algunos
ejemplares, mientras que la
administracion de 3 dosis de 25
mg/kg en un mismo dia con una
separacion de 3 horas entre cada
dosis (similar al tratamiento que se
realiza en humanos con este tipo de

trematodos) alcanzé la dosis
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terapéutica sin efectos adversos

(Jacobson y cols., 2003).

Si bien las infecciones
fungicas no son habitualmente
frecuentes en tortugas marinas
sanas, si pueden afectar a
ejemplares con el sistema inmune
comprometido (Mitchell, 2006). Se
ha estudiado la farmacocinética del
fluconazol para infecciones
fungicas tanto superficiales como
sistémicas en tortugas bobas, y se
han descrito dosis de 10 mg/kg
cada 5 dias después de una
primera administracion de 21 mg/kg
de forma SC (Mallo y cols., 2002).
Otro estudio en tortuga golfina
concluyé que el mismo antifingico
no es efectivo en esta especie,
sugiriendo que puede deberse a la
alta presencia de resistencias a
antifingicos que tienen los hongos

filamentosos que afectan
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tipicamente a esta especie (Innis y

cols., 2012).

Los analgésicos puros
més usados en veterinaria son los
opioides, habiéndose estudiado la
farmacocinética del tramadol en
tortuga boba dada su accién
analgésica sin depresion
respiratoria. Se demostré6 que el
uso de tramadol a 10 mg/kg PO
tuvo una concentracion plasmatica
dentro de los niveles terapéuticos
en tortuga boba de hasta 72 horas
(Norton 'y cols., 2015). Los
antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) se han utilizado
ampliamente en medicina
veterinaria por su accién analgésica
y antinflamatoria, y aunque no son
tan potentes como lo opioides, hay
estudios en reptiles que
demuestran que su administracion

puede ser suficiente para evitar el

dolor en algunos procedimientos



(Sladky, 2014). Varios autores han
estudiado la farmacocinética del
meloxicam en tortugas marinas. Un
primer estudio determind que las
dosis de 0,1 mg/kg administradas a
tortuga boba de forma IM fueron
insuficientes dado que los niveles
plasmaticos tuvieron una duracion
menor a 8 horas (Lai y cols., 2015).
Otros estudios mas recientes
observaron la necesidad de dosis
més elevadas, con una dosis de 1
mg/kg via SC cada 12 horas en
tortuga golfina, y 1 mg/kg via SC
cada 48 horas en tortuga verde
(Norton y cols., 2021), mientras que
en tortuga boba no se apreciaron
concentraciones plasmaticas que
se considerasen terapéuticas 4
horas después de administrar dosis
de 2 mg/kg via SC (Norton y cols.,
2021). Otros estudios han usado
ketoprofeno con resultados mas

esperanzadores, administrandose

dosis de 2 mg/kg vias IM o IV cada
24  horas, demostrando unos
niveles plasmaticos dentro del
rango terapéutico descrito para
otras especies (Thompson vy coals.,

2018).

5.1. Laimportancia de la

fluidoterapia

El mantenimiento hidrico es
imprescindible para un correcto
funcionamiento de la fisiologia y
bioguimica del organismo, siendo
por tanto necesaria la
correspondiente osmorregulacion.
Algunos autores postulan que la
deshidratacién puede llevar a
desequilibrios incluso en el sistema
inmune de los animales afectados
(Moeller y cols., 2013). El agua
corporal total depende de Ila
especie, siendo en reptiles entre el

60% y el 75% de la masa corporal,
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distribuyéndose entre los
compartimentos intracelular vy
extracelular, dependiendo el
porcentaje y la distribucion del
ambiente en el que vivan

(Parkinson, 2023).

En los afios 70 se comenzo
a investigar sobre la composicion
de estos compartimentos en
reptiles, y se obtuvieron resultados
que sugerian que las
concentraciones de iones,
especialmente de sodio, son mas
irregulares en reptiles que en
mamiferos y aves, teniendo éstos
menor  variabilidad  estacional
(Dantzler y Bradshaw, 2009). En
reptiles los niveles de sodio
pueden variar entre 120 y 170
mmol/L, y las tortugas marinas
suelen tener un rango mas alto
(150-170 mmol/L). Las pérdidas de
deberse a

sodio suelen

alteraciones en el sistema
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digestivo, renal, de las glandulas
excretoras de sal o por
sobrehidratacion, mientras que la
hipernatremia suele ser secundaria
a deshidratacién (Campbell, 2006,

2014).

Las concentraciones de
cloro se encuentran entre 100 y
130 mmol/L en la mayoria de los
reptiles, aunque el rango varia
segun la especie. La hipercloremia,
al igual que la hipernatremia, suele
estar causada por deshidratacion,
pero este anion también puede
verse afectado en aquellos
animales con enfermedades que
afecten a las glandulas excretoras
de sal o a los tubulos renales. La
hipocloremia no es una alteracion

que se observe normalmente

(Campbell, 2006, 2014).

Conrespecto al potasio, su
concentracién normalmente varia

entre 2 y 6 mmol/L, dependiendo



tanto de la dieta como del tiempo
gue se mantenga la sangre entera
en tubos heparinizados. La
hipokalemia puede deberse a
situaciones de alcalosis, en
animales con baja ingesta de
alimento o con pérdidas a nivel
digestivo. Por el contrario, la
hiperkalemia puede darse en
situaciones de acidosis, fallo renal o
al mantener durante un largo
periodo de tiempo una muestra
heparinizada sin centrifugar para

separar el plasma (Campbell,

2014).

Ademas de tener en cuenta
la deshidratacion de cada paciente
para poder comenzar un
tratamiento  fluidoterapico, es
importante elegir el fluido que sea
mas balanceado para la especie a
tratar sin extrapolar de otras

especies, ya que fluidos que para

algunas son balanceados pueden

no serlo para otras y empeorar una
patologia existente (Mitchel, 2006;
Martinez-Jiménez y Hernandez-
Divers, 2007; Parkinson, 2023).
Ciertos estudios realizados en
tortuga boba determinan una
osmolaridad por encima de los 300
mOsm/L (Camacho y cols., 2013,
2015), encontrandose la
osmolaridad de otros reptiles entre
250 y 290 mOsm/L, pero en
condiciones de deshidratacion en
reptiles de climas desérticos o
aridos puede aumentar de forma
fisiologica por encima de 400
mOsm/L  (Martinez-Jiménez vy

Hernandez-Divers, 2007).

La  eleccion de la
fluidoterapia en reptiles, incluyendo
las tortugas marinas, lleva afios
siendo un tema controvertido,
existiendo diversas publicaciones
que recomiendan distintos tipos de

fluidoterapia, si bien muchos
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autores  concluyen que es
recomendable seleccionarla en
funcion de analiticas sanguineas
(Prezant y Jarchow, 1997; Mader,
2006; Mader y Rudloff, 2006;
Mitchell, 2006; Gibbons, 2009;
Camachoy cols., 2015; Innis, 2019;

Parkinson, 2023).

Los fluidos que
normalmente estan aceptados para
la rehidratacién de reptiles y de facil
acceso en Espafa son: suero salino
al 0,9%, Ringer Lactato,
Plasmalyte, solucién 1:1 de 2,5%
de dextrosa junto con Ringer
Lactato y solucién de Jarchow

(Rudloff, 2005; Martinez-Jiménez y

Hernandez-Divers, 2007).

La solucion salina al 0,9%
presenta una osmolaridad de 308
mOsm/L, considerdndose de forma
habitual un cristaloide isotonico
para mamiferos. En reptiles se

puede considerar un fluido
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hiperténico, hipotoénico Si
comparamos con reptiles en
deshidratacién fisiologica

(Martinez-Jiménez y Hernandez-
Divers, 2007) e isoténico en el caso
de tortugas bobas (Camacho vy
cols., 2013, 2015). Segun estas
caracteristicas, este cristaloide
podria resultar atil para
reestablecer los niveles de sodio y
cloro cuando se encuentran bajos o
en casos de hipovolemia o alcalosis
(DiBartola, 2006; Autran de Morais

y Biondo, 2006).

El Ringer Lactato tiene
una osmolaridad de 275 mOsm/L,
por lo que se puede considerar un
cristaloide isoténico en algunos
reptiles, pero hipotdnico en tortugas
bobas. Su contenido en lactato (28
mEq/L) puede estar indicado para
revertir estados de acidosis

metabdlicas ya que actia como

buffer produciendo bicarbonato a



nivel hepatico, por lo que se
considera un fluido correcto en
aquellos animales que mantengan
una buena funcionalidad hepéatica
(Martinez-Jiménez y Hernandez-
Divers, 2007; Camacho y cols.,

2013, 2015).

El Plasmalyte tiene una
osmolaridad de 294 mOsmiL,
pudiéndose considerar hiperténico
en algunos reptiles (al igual que la
solucién salina al 0,9%) (Martinez-
Jiménez y Hernandez-Divers,
2007;), y ligeramente hipotonico en
tortugas bobas (Camacho y cols.,
2013, 2015). Esta compuesto por
140,98 mEg/L de sodio, 98 mEq/L
de cloro, 5 mEqg/L de potasio, 27
mEQ/L de acetato y 23 mEg/L de
gluconato. Su uso esta indicado en
situaciones de acidosis metabdlica,
pero a diferencia del Ringer

Lactato, en este fluido es el

gluconato el que actiia como buffer,

produciendo bicarbonato en la
musculatura 'y en los tejidos
periféricos (Baxter, 2016; Ergin vy

cols., 2016).

Las  soluciones con
dextrosa son controvertidas, ya
que algunos autores consideran
beneficiosa la administracion de
dextrosa o

glucosa en la

fluidoterapia, puesto que en
mamiferos este tipo de
suplementacion puede favorecer el
paso de fluidos al compartimento
intracelular. Sin embargo, y a
excepcion de aquellos casos en los
que se pretenda corregir una
situacion de hipoglucemia, hay
estudios que concluyen que en
reptiles, dada su lenta
metabolizacion, puede no ser
recomendable la administracion de
este tipo de fluidos ya que
niveles de

mantienen los

hiperglucemia durante varios dias,
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lo que puede ser contraproducente
e incluso dafiino segun estudios de
hiperglucemia mantenida en otras
especies (Camacho vy cols., 2015;
Innis y cols., 2017; Parkinson y

Mans, 2020; Parkinson, 2023).

La solucién de Jarchow
estd compuesta por  suero
glucosado al 5%, Ringer Lactato y
solucion salina al 0,9% en una
proporcion 1:1:1, con una
osmolaridad de 278 mOsm/L, y se
ha recomendado como
fluidoterapia para reptiles en el
pasado

(Martinez-Jiménez y

Hernandez-Divers, 2007).

Ademas de las alteraciones
electroliticas, es importante
determinar las alteraciones acido-
base ya que parte del tratamiento
debe consistir en compensarlas. Se
entiende como acidosis o alcalosis

aguellos procesos en los que

existen cambios en la cantidad de
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acidos o bases que se encuentran
en el organismo. Por otro lado,
deben distinguirse la acidemia y la
alcalemia, términos que se refieren
a los cambios de pH en sangre.
Esta diferenciacién es importante,
ya que algunos pacientes pueden
mostrar alteraciones &cido-base a
nivel sistémico sin que haya
cambios significativos en el pH,
debido a desérdenes mixtos o que
estan siendo

compensados

(DiBartola, 2006).

Las alteraciones acido-
base pueden clasificarse segin su

origen.

Las alteraciones de origen
metabdlico pueden clasificarse en
acidosis o alcalosis, y son
desdrdenes en los que se alteran
acidos no volatiles, valordndose
principalmente mediante el

bicarbonato (HCOs) (DiBartola,

2006).



Las alteraciones de origen
respiratorio contemplan acidosis o
alcalosis en los que se alteran
acidos  volatiles, valorandose
mediante la presion parcial de
dioxido de carbono (pCO2)
(Johnson y Autran de Morais,

2006).

También pueden
clasificarse por el tipo de alteracién
primaria, encontrandose la acidosis
y alcalosis metabdlica, y la acidosis

y alcalosis respiratoria como

alteraciones principales.

La acidosis metabdlica es
aquella en la que desciende el
HCOs vy el pH y existe un aumento

de H*. Algunas de las causas

incluyen ciertos tipos de
intoxicaciones, diabetes
cetoacidotica, acidosis  lactica,
hipoadrenocorticismo, diarreas,

dafio renal o por administracion de

solucién salina de forma rapida

(DiBartola, 2006).

La alcalosis metabdlica
es aquella en la que aumenta el
HCOs y el pH y existe una
disminucién del H*. Suele estar
causada por pérdida de cloro ya
sea por via digestiva o renal,
hiperadrenocorticismo, deficiencias
de potasio o magnesio o la
realimentacién rapida después de
un largo periodo de anorexia

(DiBartola, 2006).

La acidosis respiratoria
es aquella en la que aumenta la
pCO2. Las causas incluyen
obstrucciones de vias aéreas
(como por aspiracién o masas de
distintos origenes), hipercapnia
secundaria a un déficit de
ventilacion a nivel alveolar o
enfermedades

intersticial,

neuromusculares o perforacion
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pulmonar (Johnson y Autran de

Morais, 2006).

La alcalosis respiratoria
es aquella en la que disminuye la
pCO2. Se produce por cualquier
patologia que desemboque en una
hipoxia (anemia severa,
hipotensién severa, disminucion del
gasto cardiaco, edema de pulmén,
enfermedad pulmonar intersticial), y
por patologias que provoquen una
hiperventilacion
(hiperadrenocorticismo,
enfermedad hepética, golpes de
calor, enfermedades del sistema

nervioso central) (Johnson y Autran

de Morais, 2006).

Por otro lado, las alcalosis
0 acidosis pueden ser secundarias
a una diferencia iénica, pudiendo
deberse a cambios en el cloro, la
albimina o el lactato, ya que son
compuestos con fuertes cargas

idbnicas y pueden influir en la
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pérdida o ganancia de bases. La
hipocloremia o la hipoalbuminemia
pueden producir un aumento de
bicarbonato, resultando en una
alcalosis metabdlica. Por el
contrario, una hipercloremia o la
hiperlactatemia pueden producir
una disminucién de bicarbonato,
desembocando en una acidosis
metabdlica. Puede determinarse la
ganancia o pérdida de bases
secundarias al cloro a través del
ratio sodio/potasio, pero los valores
de referencia son escasos en la
mayoria de las especies, por lo que

es un dato dificil de evaluar (Autran

de Morais y Leisewitz, 2006).

Para poder diferenciar

entre acidosis metabolicas
secundarias o no a la hipercloremia,
se puede hacer uso del anion gap,
gue es la diferencia entre los iones
no mensurables. En aquellas

acidosis causadas por una



hipercloremia, el anion gap se
mantiene sin cambios ya que se
produce una disminucion de
bicarbonato de forma
compensatoria, lo que se observa
como una acidosis hiperclorémica
con valores normales de anion gap.
Sin embargo, aquellas acidosis en
las que el cloro no sufre
alteraciones, la disminucién de
bicarbonato puede deberse al
aumento de otros compuestos
como el lactato, lo que produce que
los iones no mensurables sufran un
aumento, observandose una
acidosis metabdlica con anion gap
elevado o acidosis hormoclorémica.
Ademas de verse influenciado por
lo anteriormente mencionado, el
anion gap también se basa en la
albumina y las proteinas totales,
habiéndose demostrado en perros

que su disminucién produce una

bajada del anion gap (Autran de

Morais y Leisewitz, 2006).

Todas estas alteraciones
primarias se ven compensadas por
respuestas adaptativas del sistema
complementario. Por ejemplo, una
acidosis metabdlica suele ir
acompafiada de una alcalosis
respiratoria compensatoria cuyo
objetivo es devolver el pH a un valor
normal, pero esta compensacion no
ocurre en todas las especies. Estas
compensaciones ocurren en
cuestion de horas en caso de que la
adaptacién sea respiratoria, pero
puede tardar varios dias en el caso
de que la alteracion primaria sea
respiratoria 'y  necesite  una
compensacion metabdlica (Autran

de Morais y Leisewitz, 2006;

DiBartola, 2006).

Cuando una alteracién
primaria tiene una compensacion

gue es excesiva o demasiado débil,
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puede que se estén dando dos tipos
de alteraciones &cido-base en un
mismo paciente, denominandose
alteraciones mixtas (Autran de
Morais y Leisewitz, 2006; DiBartola,
2006). Es importante la deteccion
de estos desérdenes, ya que
pueden indicarnos una mala
respuesta al tratamiento, o un
diagndstico temprano de

complicaciones graves en algunas

enfermedades.

Existen pocos estudios que
hayan evaluado las alteraciones
osméticas y acido-base de las
tortugas marinas, siendo incluso
mas escasos aquellos que hayan
correlacionado la evolucion de
estas alteraciones con el tipo de
fluido seleccionado. La mayoria de
los reptiles suelen tener un pH entre
7,5y 7,7 entre 23°C y 25°C, siendo
éste variable en funcién de la

temperatura, produciéndose una
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disminucién cuando hay

temperaturas mas altas. Se
sospecha que puede haber
variaciones hacia alcalosis
metabodlica en situaciones de
debilidad, postprandiales y en
anestesias (Campbell, 2014; Petritz
y Son, 2019), mientras que las
acidosis metabdlicas suelen estar
ocasionadas por fallo renal,

diarreas e hipovolemia (Petritz vy

Son, 2019).

Una de las especies de
tortugas marinas en la que mas se
han estudiado estas alteraciones es
la tortuga golfina. Estan descritos
los valores hematolégicos,
bioquimicos y de acido-base de las
tortugas golfinas que varan en las
costas de Estados Unidos con
cuadros de hipotermia severos.
Estos animales presentaron
alteraciones

compatibles  con

acidosis metabdlica secundaria a la



disminucién de  temperatura,
bradipneay taquipnea, resueltas en
el momento de la liberacién, pero el
estudio no especifica el tipo de
fluidoterapia utilizada en cada caso
(Innis y cols., 2007). Estudios mas
recientes relacionaron esas
alteraciones con muerte en los
primeros dias de rehabilitacién, y
concluyeron que aquellos
ejemplares que presentaban
elevaciones severas de potasio y
lactato, asi como disminucion
marcada del pH, pO: y bicarbonato
tenian un peor prondstico,
recalcando la importancia de la
evaluacion sanguinea y del estado
acido-base no solo en el momento
del ingreso, sino también la
realizacion de seguimientos para
poder establecer un tratamiento
adecuado (Keller y cols., 2012;

Stacy vy cols., 2013). Ademas, en

los dltimos afios se han

desarrollado bases de datos de
ejemplares capturados en libertad
y, por lo tanto, teéricamente sanos

(McNally y cols., 2020).

Un estudio realizado con
tortugas ladd valord las
alteraciones en gases sanguineos y
bioquimica de ejemplares
capturados para estudios
ecolégicos, y determiné que estos
animales tenian una ligera acidosis
metabdlica comparando con datos
obtenidos de hembras en el
momento de nidificacion,
corrigiéndose levemente antes de
su liberacion, habiéndose
encontrado esta acidosis en otros
estudios realizados en tortuga laud
con captura directa (Innis y cols.,
2010, 2014). Se concluy6 que esta
mejoria podria deberse a una
respiracion voluntaria mientras se

encontraban en superficie (Innis vy

cols., 2014).
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Con respecto a otras
especies, se ha estudiado el estado
acido-base de tortuga verde y
tortuga carey, pero no su
correlacion con patologias
concomitantes ni sus cambios
después de tratamiento o]
fluidoterapia. Desde hace varios
afios se ha comenzado a analizar
muestras de tortugas carey en
libertad, pero se recomienda
precaucion a la hora de extrapolar
los datos, ya que se observan
diferencias analiticas entre las
distintas etapas de vida (Mufoz-
Pérez y cols., 2017; Stacy y cols.,
2023). Lo mismo ocurre en tortuga
verde, en la que se han evaluado
los gases sanguineos y parametros
bioquimicos y hematolégicos en
distintas localizaciones,
concluyendo que puede haber

diferencias en los resultados segun

la region y el estado nutricional de
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los ejemplares (Lewbart y cols.,

2014; McNally y cols., 2020).

Se han desarrollado
estudios similares con tortugas
bobas, en los que se han evaluado
las alteraciones acido-base
comparando dos métodos de
captura (pesca por arrastre y
almadrabas). Los ejemplares
afectados por la pesca por arrastre
presentaron acidemia marcada y
acidosis lactica, manteniéndose la
acidosis lactica 30 minutos después
de la captura y antes de su
liberacién. Con respecto a los
ejemplares atrapados en
almadrabas, se observé una
acidosis lactica moderada,
pudiendo deberse a los intentos de
escapar de la red (Harms y cols.,
2003). Otros estudios realizados
con mas de sesenta ejemplares
alteraciones

valoraron las

metabdlicas y acido-base de



ejemplares juveniles de tortugas
bobas varadas en las Islas
Canarias, observando alteraciones
metabolicas en la mayoria de los
animales varados y siendo la
acidosis metabdlica la alteracion
mas comdn, probablemente
secundaria a una acidosis lactica y
coincidiendo con otros autores en
sus causas (estar sumergidas de
forma involuntaria, esfuerzos para
escapar de las redes, mala
perfusion tisular debido a shock o
por mala

perfusion renal)

(Camacho y cols., 2013).

Hasta 2015 no se realiz6 un
estudio evaluando los cambios
metabdlicos que se producen en
tortugas marinas tras la
administracion de distintos tipos de
fluidoterapia. Se evaluaron las
alteraciones A4cido-base de 56

ejemplares de juveniles de tortuga

boba que vararon en las Islas

Canarias, y se establecieron cuatro
grupos de fluidoterapia a una dosis
de 20 ml/kg por dia. Se evalué la
respuesta a la fluidoterapia para
determinar cual de las soluciones
resolvia con mayor eficacia las
alteraciones acido-base,
volviéndose a valorar el estado
metabdlico de los ejemplares antes
de la liberacién, cuando se
consideraron sanos. De las
soluciones seleccionadas en este
estudio, la que tuvo mayor efecto en
la recuperacién del estado acido-
base fue la combinacion de Ringer
Lactato junto con suero fisioldgico
en una proporcion 1:1. Por otro
lado, las soluciones que peor
respuesta tuvieron a la hora de
recuperar la normalidad &cido-base
fueron el Ringer Lactato y la
soluciébn que combinaba dextrosa
con suero fisiolégico (Camacho y

cols., 2015).
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Comparison between effects of four
crystalioid solutions on acid-base and
electrolyte abnormalities in stranded juvenile
loggerhead sea turtles (Caretta caretta)
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Comparison Between Effects of Four
Crystalloid Solutions on Acid-Base
and Electrolyte Abnormalities in
Stranded Juvenile Loggerhead Sea
Turtles (Caretta caretta)

Alicia Inurria’, Angelo Santana?, Ana B. Casal®, Pascual Calabuig*,
Alejandro Suarez-Pérez*® and Jorge Orés ™

" Department of Morphology, Veterinary Faculty, University of Las Palmas de Gran Canaria, Las Palmas, Spain, ? Department
of Mathematics, University of Las Palmas de Gran Canaria, Las Palmas, Spain, ° Fuerteventura Sea Turtle Rehabilitation and
Conservation Center (Cabildo de Fuerteventura), Centro Veterinario Sur, Péjara, Spain, * Tafira Wildlife Rehabilitation Center
(Cabildo de Gran Canaria), Las Palmas, Spain, ° La Tahonilla Wildlife Rehabilitation Center (Cabildo de Tenerife), San Cristobal
de La Laguna, Spain

Dehydration, electrolyte abnormalities, and acid-base alterations are common findings in
stranded sea turtles. Fluid therapy is essential for reestablishment of homeostasis. The
aim of this study was to compare the efficacy and effects on acid-base and electrolyte
status of four different crystalloids (0.9% NaCl solution, 0.9% NaCl and lactated
Ringer’s solutions 1:1 ratio, Plasmalyte, and Jarchow’s solution) in 63 stranded juvenile
loggerhead turtles (Caretta caretta). Crystalloid fluids were administered intracoelomically
on the day of admission for a duration of three consecutive days at a rate of
20 ml/kg/day through the inguinal fossa. Blood samples were collected at three
timepoints: on admission, 24 h after discontinuing fluid therapy and prior to release.
Samples were analyzed using a portable electronic blood analyzer for pH, pCO», pO»,
bicarbonate, lactate, sodium, potassium, chloride, glucose, and BUN concentration.
Thirty-four loggerhead turtles (53.9%) had some type of acid-base alteration at the
time of admission. The combination of 0.9% NaCl and lactated Ringer’s solutions
resulted in the highest percentage of improved/resolved acid-base and electrolyte
abnormalities (33.4 % more animals with normal acid-base status compared to the
admission time) compared to Jarchow’s solution, which was the least effective (15.8%
decrease in the number of animals with normal acid-base status compared to the
admission time). This study constitutes the second controlled study of fluid therapy in
sea turtles, and corroborates the recommendation made previously on the use of 0.9%
NaCl + lactated Ringer solution to resolve mild to moderate acid-base alterations in
juvenile loggerhead turtles. In addition, convalescent acid-base, electrolyte and plasma
biochemical reference intervals are also provided as a standard profile for sea turtle
rehabilitation centers.

Keywords: Caretta caretta, fluid therapy, homeostasis, loggerhead, sea turtle
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Fluid Therapy in Sea Turtles

INTRODUCTION

The loggerhead turtle (Caretta caretta) is an endangered species
commonly found on the Canary Islands, because this location
is in their migration routes. Stranding of loggerhead turtles is
common for the Canary Islands (1), and diseases and causes of
mortality and/or stranding among loggerhead turtles stranded in
their coasts have been described (2-4). Causes of anthropogenic
origin are the most frequent (72%), including entanglement
in fishing nets and/or plastics (51%), ingestion of hooks and
monofilament lines (12%), boat strikes (5%), crude oil (3%),
and ingestion of plastics (1%) (4). Dehydration, electrolyte
abnormalities, and alterations of acid-base homeostasis are
common findings in many of these stranded animals, as
evidenced the retrospective study carried out on 66 stranded
juvenile loggerhead turtles, in which it was observed that acid-
base disorders were present in 86.36% of turtles at the time of
admission to our rehabilitation facility (1).

Most studies on metabolic and respiratory alterations in sea
turtles have been focused on cold-stunned Kemp’s ridley turtles
(Lepidochelys kempii) (5-7); hyperkalemia, low venous pH, low
venous pO,, low bicarbonate concentration, and an elevated
venous pCO; usually carry a poor prognosis in these turtles (6, 7).
In a study on captured loggerhead turtles, pound nets and trawls
caused alterations in blood gas, acid-base, and lactate status,
though alterations were greater in trawl captured turtles (8). It
has also been reported that severe lesions in the salt glands can
cause stranding and/or death of loggerhead turtles due to high
plasma concentrations of sodium and chloride (9).

Studies on acid-base and electrolyte status of stranded
loggerhead turtles are scarce (I, 8, 10, 11). The effects of
several crystalloid fluids on the acid-base and plasma biochemical
values in stranded juvenile loggerhead turtles in the Canary
Islands were reported (12), being the only controlled study
published in reptiles. Authors used four different crystalloid
fluids: 0.9% NaCl solution, 5% dextrose and 0.9% NaCl
solutions 1:1 ratio, 0.9% NaCl and lactated Ringer’s solutions
1:1 ratio, and lactated Ringer’s solution. The highest percentage
of acid-base recovery and electrolyte balance was detected in
loggerhead turtles treated with mixed saline-lactated Ringer’s
solution followed by 0.9% NaCl solution, lactated Ringer’s
solution, and 5% dextrose and 0.9% NaCl solutions 1:1
ratio (12).

Expanding on our previous work, the aim of this new
study was to compare the efficacy and effects on acid-base
and electrolyte status of different crystalloid fluids in stranded
juvenile loggerhead turtles. The due to their poor performance
in improving acid-base and electrolyte abnormalities, the
lactated Ringer’s solution and dextrose-saline solutions from the
previous study were replaced with Plasmalyte (a commercial
isotonic crystalloid fluid buffered with gluconate and acetate)
(13) and Jarchow’s solution, containing 5% dextrose, lactated
Ringer’s solution and 0.9% NaCl solution in a 1:1:1 ratio
(14, 15). Our hypothesis was that Plasmalyte could present a
high efficacy, while Jarchow’s solution, given its composition,
could present similar results to the mixed dextrose-saline
solution (12).

MATERIALS AND METHODS

Animals

A total of 63 loggerhead turtles that stranded between April
2017 and September 2021 and were admitted to the Tafira
Wildlife Rehabilitation Center or the Fuerteventura Sea Turtle
Rehabilitation and Conservation Center were included in this
study. No visualization of the gonads was performed. Median
(lower quartile, upper quartile; range) straight carapace length
(SCL) of the turtles included in this study was 38 (31, 47; 19-
56) cm, and weight was 8.8 (6.3, 16.9; 1.1-46.6) kg. Based on
SCL, all specimens were identified as juvenile (16). The causes
of stranding were entanglement in derelict fishing gear and/or
plastics (n = 42; 66.6%), ingestion of hooks and monofilament
lines (n = 6; 9.5%), traumatic injuries caused by boat strikes (n
= 4; 6.3%), buoyancy disorders (1 = 2; 3.2%), malnutrition (n =
1; 1.6%), and unidentified causes (n = 8; 12.7%). Median (lower
quartile, upper quartile; range) length of stay in the rehabilitation
centers was 81 (53, 137; 18-210) days.

Fluid Administration

Four groups were established depending on the crystalloid
fluid administered. Group 0.9% NaCl solution (n = 13); group
0.9% NaCl + lactated Ringers solutions 1:1 ratio (n=12);
group Plasmalyte (Baxter, Deerfield, IL) (n = 10); group
Jarchow’s solution (n = 15). An untreated control group
(n = 13) was also included. Each time a loggerhead turtle
arrived at the rehabilitation center, it was assigned to one
of the five groups (including the control group) in a cyclic
order, regardless of disease severity. Crystalloid fluids were
administered intracoelomically on the day of admission for a
duration of three consecutive days at a rate of 20 mL/kg/day
through the inguinal fossa (17-19). When necessary, other
surgical and/or medical procedures were performed. Turtles were
transferred to individual outdoor pools with continuous flow of
filtered sea water. Data were collected daily, including clinical
status, physical activity, food ingestion, cloacal temperature, and
weight (19, 20).

Venous blood (0.2 ml) was obtained from the cervical sinus
using a nonheparinized syringe. Samples were immediately
analyzed using a portable electronic blood analyzer (i-STAT,
Heska, Loveland, CO) and CG4+ cartridges (Heska, Loveland,
CO) for pH, pCO,, pO3, bicarbonate, and lactate concentration,
and EC8+ cartridges (Heska, Loveland, CO) for concentrations
of sodium, potassium, chloride, glucose, and BUN. All turtles
were sampled at three timepoints: (a) on admission, prior to any
treatment for evaluating the type of acid-base or biochemical
disorder, (b) 24h after the last fluid therapy dose, and (c)
prior to release only if they had not received any drug 7
days prior. The same time intervals were used in the control
group. Each turtle was released when the veterinary services
of each rehabilitation center evaluated it as clinically healthy
(1, 12). The reference intervals for convalescent acid-base
and electrolyte values (measured at the third timepoint) were
used to assess severity of the abnormalities at admission (first
timepoint) and after fluid therapy (second timepoint). A turtle
was considered to have a normal acid-base status if all pH, pCO,
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and bicarbonate concentration were within the ranges of the
obtained reference intervals.

Because the portable analyzer i-STAT performs the blood
tests at 37°C, cloacal temperature of each turtle was recorded
with a digital thermometer (Digi-Sense Thermocouple T, Cole-
Parmer Instrument Co, Vernon Hills, IL) and several equations
more adequate for sea turtles than the algorithms of the i-STAT
were used to correct these parameters. The pH, pCO,, and pO,
were corrected for the cloacal temperature using the following
equations (21) (where AT = 37°C—cloacal temperature):

Corrected pH = pH (at 37°C) + 0.014 AT
Corrected pCO; = pCO;, (at 37°C) 1070019 AT
Corrected pO, = pO; (at 37°C) 1070058 AT

Corrected HCO3 concentrations were calculated using the
Henderson-Hasselbalch equation. The CO; solubility coefficient
(aCO,) and pK were calculated using specific equations for sea
turtles (22).

Anion gap (mmol/l) and osmolality (mOsm/kg) were
calculated using the following equations (23):

Anion gap = (sodium concentration

+ potassium concentration)

— (chloride concentration

+ corrected HCOj concentration).
Osmolality = 2(sodium concentration

+ potassium concentration)

+ (glucose concentration/18)

+ (BUN concentration/2.8).

Statistical Analysis

The statistical analysis was performed using the R statistical
environment version 4.1.2 (R Development Core Team, Vienna,
Austria). Variables with normal distribution were described as
mean and standard deviation. Not normally distributed variables
were described as median and quartiles. For every treatment
(group), differences between variable values through the study
(i.e., at admission, after fluid therapy, and prior to release)
were assessed by using repeated measures ANOVA for normally
distributed and repeated measures Friedman test form not
normally distributed variables. Those cases in which there were
significant differences between measures, post-hoc tests were
carried out using pairwise t-tests for normal variables, and
pairwise Wilcoxon tests for not normally distributed variables.
In both cases, P-values were adjusted with Bonferroni method.
For comparing baseline characteristics of the loggerhead turtles
in the different treatment groups upon admission, and also the
effects of the different treatments after fluid therapy, analysis
of variance was used for normally distributed variables, and
Kruskal-Wallis test for not normally distributed variables. When
significant differences were observed, post-hoc comparisons were
made using Tukey tests for normally distributed variables, and
Conover tests for not normally distributed variables. Values of
P < 0.05 were considered statistically significant.

Reference intervals for convalescent loggerhead turtles were
obtained from the pre-release values of convalescent turtles. Each
variable was assessed using histograms, boxplots and normal
probability plots. Normality was tested by using the Shapiro-Wilk
test, and Box Cox transformations were performed on variables
that were not normally distributed. For variables that after
transformation did not conform to a Gaussian distribution, non-
parametric method was used for reference interval estimation.
In addition to visual examination of boxplots and histograms,
outliers were identified using the Horn outlier detection
algorithm (24) and were manually removed from reference
interval estimation. The 95% reference intervals were estimated
using the robust method following AVSCP reference intervals
guidelines (2.5-97.5 percentiles) (25). Associated 90% confidence
intervals (CIs) for the limits of each interval were computed by
bootstrap methods following same guidelines. All computations
were made by using the R package Reference Intervals.

RESULTS

Thirty-four turtles (53.9%) had some type of mild to moderate
acid-base alteration at the time of admission. Of these, thirteen
(20.6%) had metabolic and respiratory acidosis, and seven turtles
(11.1%) had respiratory acidosis or metabolic acidosis. Of those
with metabolic and respiratory acidosis, four turtles had high
anion gap values, and the other nine had normal anion gap
values with hyperchloremic acidosis. There were no statistically
significant differences between treatment groups at baseline.

Fourteen turtles died or were euthanized during their stay
in the rehabilitation center after receiving fluid therapy, so
that pre-release values could not be obtained; therefore, the
reference intervals were calculated based on 49 released turtles.
Neither euthanasia nor death during stay in the rehabilitation
facilities were overrepresented in any group. Nine additional
turtles that had died or had been euthanized between admission
and complete fluid therapy, and therefore the biochemical blood
values could not be obtained, were excluded from the study.

The group treated with 0.9% NaCl + lactated Ringer’s
solution showed the highest percentage of resolution of acid-
base abnormalities (33.4% compared to admission) followed by
the group receiving 0.9% NaCl (28.8% compared to admission).
In comparison in the control group, only 9.8% of the turtles
showed resolution of the acid-base abnormalities (Figure 1).
When Plasmalyte and Jarchow’s solutions were used, a 10% and
15.8% decrease in the number of animals with normal acid-
base status compared to the admission time were observed,
respectively. It was observed an increase in the number of turtles
with metabolic alkalosis in the Plasmalyte group.

Values of pH, blood gas and plasma biochemical parameters at
the three timepoints (on admission, 24 h after fluid therapy, and
prior to release) for treated groups and control group are shown
in Tables 1, 2, respectively.

There were several statistically significant differences between
admission values and those values obtained after therapy and
just prior to release. Initial pH values were significantly lower
(P = 0.0017) than post-therapy values in the group treated

Frontiers in Veterinary Science | www.frontiersin.org

May 2022 | Volume 9 | Article 855744



Inurria et al.

Fluid Therapy in Sea Turtles

100%

0.9% NaCl

solution o I I:l
o6 =

Before fluid

0.9% NaCl ™™
and lactated
Ringer’s 0%

H 20%
solution - .- I:I

(1:1 ratio) Before fluid

60%
Plasmalyte . I
20% l
% /

Before fluid

100%

80%

Jarchow’s 6056

solution 0%
20%

0% | s s |
Before fluid
100%

80%
Untreated

control
group

40%

20%

[l
Before fluid
100%

80%

Total
turtles

60%

20% I
-ED_
0%

Before fluid
@Equilibrium?

@ Metabolic acidosis
@Respiratory alkalosis

@ Metabolic and respiratory alkalosis

of the obtained reference intervals.

100%

80%

60%

60%

40%

20%

100%

80%

60%

20%

100%

80%

60%

20%

0%

FIGURE 1 | Acid-base status upon admission and after fluid therapy for each loggerhead turtle group. @All pH, pCO, and bicarbonate concentration within the ranges

i i |
After fluid therapy

H =

After fluid therapy

After fluid therapy

. — . -
Afterfluid therapy

After fluid therapy

.—l:l_-_

After fluid therapy

B Respiratory acidosis
Metabolic and respiratory acidosis

@ Metabolic alkalosis

@ Metabolic acidosis and respiratory alkalosis

Frontiers in Veterinary Science | www.frontiersin.org

May 2022 | Volume 9 | Article 855744



Fluid Therapy in Sea Turtles

Inurria et al.

'SeoualBYIp 1UBIYIUBIS A[eosie)S yum a1eolpul sanje pjog “(Tp/buw O 1) JezAleue ay)
10 8buel [pONAfEUE Y} SBILNY AUBLL Ul POPEBIXS SSNEA NNG SSNBOSq PAIBWIISaISPUN 8iam 8SBajes 0} Jolud Paulelqo Sanfea NN PUB AJBIoWSO , ‘dnoib yoes Ulyjim senjea 8sesjal 0} 1oLd pUe UOISSIWIPE USMISq SSoUSIaYID 1UBOIUB)S
Alrponsies., ‘dnoub yoee ujyum senjen esesjel o} Joud pue senjes Adeiey piny Jeye usemieq SeoUSIBHID JUBIIUBIS Al[ROSHEIS  ‘dno.b yore Ulyjm senfen Adeieys piny Jeye pue UOISSILUPE Usemieq SeOUSIBHID JUBOyIUBIS A[BonshelS

46264 71:3 48 o8Pk ab9' b p(B>1/10WSOW)

€L FGG'19E  F2olee VL FEBEE G8LTFBGYIE  TFOY'6EE  LLOC F vGOEE o186 F G909 T LOVCE 1.8 F G0'8ZE 9L F8GG9E  FHO'EEE S0z F 6086  Auelowso

(1/10ww)

€89 F L960} ovb'9 F8OVOL €96 FOOM VLOF LL'LiL L9V FL66 V6'EF8LOL 8Y9F 960+ LGLFGV/0L «CH8FTrELh 86'CEF L'vhl o689 F €L°L0L c€9°G F Z6'EHE apuoyy

(1/1oww)

8LV FLO0r GY'8FGCYY 92LFO9ULE [GSGFOVLE oG6F 6805 :660LFO00F SGGFEM GLTLFLL6E cb6'8FV8LE oLOEF 1'8E  COF¥T8E  o6L'LL F88VE €0OH

(BHww)

8Ly FLL0S L6F2908 809FIr8e ¥OeFE86e L98F8LYE 8L'8FB8LGE S8V FGY8C  6CLF 608 LGSF LS8 SOV FOI66C L9V FET62  ¥r'SF96LC Z00d

panquisip AjjewoN

vk ‘SL LY gkt '09) (08 ‘g'8v) (vt 'eel) (G286 °Ge99)  (SO0H ‘Se2S) v+ ‘eet) (22 g9) (Gz09°‘g6e)  (Ovh ‘OvH) (12 g8v) (06 ‘v€) p(Tp/B)

0bk qkL €9 -8EL qG'6L oG HL 20Fk 489 €609 20Fk 485 o NNg

(gL 'ger) QL1 v01) (261 'c00k)  (G0k‘sLg8)  (Gveh‘GL8) (GS0L‘ST/9)  (GYhL‘Gee) (eet “22) (G261 'g28)  (0zk ‘52'201) (621 ‘08 (GL1-28) (lp/Bw)

SBhE ver sel 86 ehl 6 G0k 98 SOLk Szhh 00} 20k asoon|n

(90°6 ‘66°€) (682 ‘2€°0) (¥9'9 'sze) (122 '66°9) (69 'e'er) (86'G '6'07) (809 ‘68°0) (852 '21°0) G 1L1ee) 897 ‘16°0) ®L2°T1) (826 ‘6€9) (1/10ww)

z'9 z8'L 69'G 28G°L 660~ 68°€ sL'e S8°0 «SY'S 286°€ 8ey €EL dep uojuy

(9¢ ‘8e2) ce‘sa (9¢ ‘592) (¢ ‘282 Gre v (207 ‘ee) GLe‘eLe) (8€‘62 (18 ‘5672 ege ze) (l'e‘ss2) B8€'22 (1/10ww)

82 1T ze 2G2'€ S6'C £G8'E 2962 Gb'e se €e qk'€ eG€ wnissejod

(951 ‘151 (151 ‘ggort) (es1 ‘srt) (S1 ‘0sh) (620Gt ‘Lvh)  (egh‘szovt)  (¥SL 'S Lv)) (G 2p1'gp)  (Ge'hSL ‘vl)  (eSk‘szevh)  (1LGL‘Govi) (G181 (1/10ww)

262Gk q6Yk [ole]8 Sest 61 S5k K]} q9vt 6V L SIGH 61 oSk wnipos

(7’1 'sv°0) (Y] (21 '88°H) @®6°+°2°0) (721 '87°0) (96'9 ‘v5°2) (©9't 'v°0) 021190 (lg's'622)  (@QF1 250 (11280 (158 28°}) (V1oww)

290"k Se't 2Le 260 120 Eas 86'0 A0 e G20 S8°0 6L eejoe]

(86'96 ‘'9'29)  (6'60} 282 (€6vel ‘€2l (958 L 19)  (18'88°22°09) (€518 '9S6S) (L1212 '2€89) (P¥6LL ‘STl 6 (€TSrl ‘OLy.) (6672L°66°19) (1918 ‘86'29) (25°9. '68°€9) (BHww)

9v°'G/ 08 9res8 €6'G/ 6129 gzel [ 168 €e8 85¢L 9y €9'89 Zod
(19'2 '962) (892 19°2) (692 52) (92952 (L2 '65°2) (7G'252) 892 °19'2) (19'2 '¥5°2) (2672 5¥°2) (2972 '552) (792 '55°2) (19'2 ‘6¥°2)

65L 59/ 192 9G'/ 2L 1672 299°L qlS'L 8Y'L 9L 29, 152 Hd

paINqLIsIp Ajjewniou JoN

asesjal Adesayy aseajal Adesayy aseajal Adesayy aseajal Adesayy
0} Joud PNy} 1oy uolssiwpy 0} Joud PNy} 1oy uolssIwpy o} Joud pInjy Jopy uolssiwpy 0} Joud pInjy Jopy uolssiwpy

(oneu L:1) suonnjos
uonnjos s;moyoaer aMjewseld 19bury pajeroe| + |9eN %6°0 1DBN %60

*sdnoub jusuyess) INoj 8u} Jo Buldues Jo sawi Buunp sisjeweled [eoilayoolq ewsed pue sef poojd ‘Hd JO UOHBIAGP PIEpUB)S PUE UBSW PUE ‘(sejienb pue) uepsA | 1 31avL

May 2022 | Volume 9 | Article 855744

Frontiers in Veterinary Science | www.frontiersin.org



Inurria et al.

Fluid Therapy in Sea Turtles

TABLE 2 | Median (and quartiles), and mean and standard deviation of pH, blood
gas and plasma biochemical parameters during times of sampling of untreated
turtles (control group).

Admission Control day Prior to release
Not normally distributed
pH 7.65 7.68 7.69
(7.51,7.7) (7.65,7.71) (7.58,7.73)
pO2 (MmHg) 109.09 90.12 82.16
(92.19, 126.31) (74.14,135.2) (75.81,104.18)
Lactate (mmol/L) 4.36° 1.93° 1.09°
(2.8,7.01) (0.84, 2.17) (0.47,1.42)
Sodium (mmol/L) 149 150 151
(147, 150) (147.5, 152) (149.25, 156)
Potassium (mmol/L) 3.7? 3.20 275
(3.4,3.7) (2.8,3.3) (2.52,3.18)
Anion Gap (mmol/L) 7.332 —0.59 5.13
(6,10.37) (-2.53, 1.11) (4.56, 5.66)
Glucose (mg/dL) 99 98 107
(82,110) (90, 117) (99, 123.25)
BUN (mg/dL)? 592 108° 140°
(47, 93) (71.5,120.5) (140, 140)
Normally distributed
pCO; (mmHg) 23.79 + 5.86% 29.37 + 4.65 26.20 + 4.46
HCO3 (mmol/L) 32.57 +8.132 47.34 + 8.83° 40.29 + 5.72°
Chloride (mmol/L) 113.31 £ 5.23°  104.82 + 6.87° 110.2 £ 6.97

Osmolality 336.79 £ 17.79° 345,19 £ 17.3° 365.09 + 12.07°

(mOsmol/kg)?

aStatistically significant differences between admission and control day values;
bStatistically significant differences between control day values and prior to release
values; ©Statistically significant differences between admission and prior to release values.
9d0smolality and BUN values obtained prior to release were underestimated because BUN
values exceeded in many turtles the analytical range of the analyzer (140 mg/dL). Bold
values indicate statistically significant differences.

with 0.9% NaCl + lactated Ringer’s solution. Bicarbonate
concentrations were significantly higher after fluid therapy
compared to the admission concentrations in all treated groups
(P < 0.0247), and were significantly higher prior to release
compared to the admission concentrations in groups 0.9% NaCl
solution (P = 0.0247) and 0.9% NaCl + lactated Ringer’s
solutions (P = 0.0082). Post-therapy lactate concentrations were
lower than those obtained on admission, but only statistically
significant (P = 0.011) in the group treated with Plasmalyte.
Post-therapy sodium concentrations were lower than initial
concentrations in all treated groups, but these differences were
statistically significant (P = 0.02) only in the group treated
with 0.9% NaCl + lactated Ringers solution. Post-therapy
chloride concentrations were significantly lower than those
obtained on admission in all groups (P < 0.025). Potassium
concentrations were lower after fluid therapy compared to
the admission concentrations in all treated groups, but only
statistically significant in the groups treated with 0.9% NaCl
(P = 0.0498) and Plasmalyte (P = 0.03). Although differences
in glucose concentrations after treatment compared to initial
concentrations were not significant in any group, post-therapy
hyperglycemia was observed in 69.2% of the turtles treated with
Jarchow’s solution.

Reference intervals and 90% confidence intervals for portable
blood gas analyzer (i-STAT) parameters in convalescent
loggerhead sea turtles are presented in Table 3.

DISCUSSION

Over half of stranded loggerhead turtles (53.9%) exhibited some
type of mild to moderate acid-base alteration at the time of
admission, which is consistent with that reported in previous
studies on juvenile loggerhead turtles stranded in the Canary
Islands (1, 12). Other studies, particularly on cold-stunned
turtles showed more extreme acid-base derangements (6, 11).
Metabolic acidosis is very common in stranded sea turtles, being
associated with an increased production of acid or loss of base (1);
potential causes of acid gain include entanglement in fishing nets,
involuntary submergence, shock, and renal disorders (1). Among
the causes of loss of base are digestive disorders (e.g., diarrhea),
and renal disorders (26). Respiratory acidosis occurs due to CO;
retention, as seen with hypoventilation, upper or lower airway
obstruction (such as bronchopneumonia) or hypoxia (27).

The choice of the appropriate fluid to administer to the turtle
should be made according to the condition of each individual
(18), but these analytical determinations are not always possible,
especially in rehabilitation centers with limited material and
human resources. Crystalloid fluids containing gluconate, acetate
and lactate contribute to increasing alkalinity thus counteracting
acidosis (28). In the present study, the crystalloid solutions with
the worst results in the 2015 study (lactated Ringer’s solution
and dextrose-saline solutions) were replaced by two different
solutions: Plasmalyte and Jarchow’s solution. The solutions
with the best results in the 2015 study (mixed saline-lactated
Ringer’s solution, and saline solution) were maintained in order
to corroborate the results of the previous study, and also
comply with the guidelines of the Ethical Committee for Animal
Experimentation. Because the study involved clinical actions on
animals with special protection, it was necessary to guarantee, in
addition to investigating possible treatments, the highest possible
survival rate. As in the previous study (12), the greatest increase
in the number of animals with normal acid-base status compared
to the admission time after 3 days of therapy was observed
when the mixed saline-lactated Ringer’s solution was used.
Although several authors suggested that lactated crystalloids
may exacerbate hyperlactatemia in reptiles (29, 30), concerns
that its use may be harmful to reptiles have not been validated
(13). Lactate is rapidly converted to bicarbonate in the liver,
and its use is recommended unless there is concern for hepatic
dysfunction (31).

Treatment with Jarchow’s solution presented the worst
results restoring the acid-base balance, as was observed in the
previous study (12) when a similar solution containing 1:1 5%
dextrose 4+ 0.9% NaCl was administered. Administering this
dextrose solution to a hypovolemic patient would not only
fail to expand the intravascular space and restore acid-base
balance, but would also lead to extravasation, edema, altered
oxygen transportation to the tissues and therefore potentially
exacerbate acid-base abnormalities. Furthermore, similarly to
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TABLE 3 | Reference intervals and 90% confidence intervals for portable blood gas analyzer (i-STAT) parameters in convalescent loggerhead sea turtles.

Median (range)

Lower limit (90%Cl) Upper limit (90% CI)

pH 7.60 (7.51-7.77)
pCO, (MmHg) 29.38 (17.29-42.52)
pO, (MmMHg) 75.91 (50.93-198.07)
HCO3 (mmol/L) 39.52 (29.99-51.64)
Lactate (mmol/L) 0.89 (0.30-6.72)
Sodium (mmol/L) 151.50 (143.00-160.00)
Potassium (mmol/L 3.00 (2.10-4.10)

Chloride (mmol/L)
Anion Gap (mmol/L)

110.50 (98.00-122.00)
4.70 (~8.24 10 14.07)
110.00 (70.00-152.00)

364.58 (333.91-381.27)

Glucose (mg/dL)
Osmolality (mOsmol/kg)

7.47 (7.49-7.44)
21.68 (19.84-23.38)
51.72 (55.00-48.43)
29.32 (27.20-31.17)

7.76 (7.80-7.72)
37.03 (35.72-38.49)
129.83 (153.61-113.26)
49.47 (47.32-51.61)

0.23 (0.28-0.18) 7.34 (13.13-4.53)
144.29 (142.67-145.67) 159.68 (158.21-161.34)
1.99 (1.80-2.18) 4.07 (3.89-4.27)

98.35 (95.91-100.58)
—1.37 (-2.85 t0 —0.03)
77.33 (69.23-85.30)
341.5-378.22

123.39 (121.02-126.12)
11.42 (10.19-12.79)
143.84 (137.17-150.10)
345.62-383.7

the study in 2015 (12), the highest post-therapy glucose levels
were observed when Jarchow’s solution was administered, due
to its dextrose content. Recently, administration of Jarchow’s
solution for rehydration of experimentally dehydrated bearded
dragons (Pogona vitticeps) resulted in severe hyperglycemia and
significant reductions in plasma osmolarity and sodium and
phosphorus concentrations (32).

Results after Plasmalyte treatment were unexpected.
Plasmalyte is commonly used in reptile medicine (32), especially
as its buffers (gluconate and acetate) are not liver dependent due
to their pharmacokinetics (30). Gluconate produces bicarbonate
in peripheral tissues and muscles, but excessive administration of
this compound may lead to metabolic alkalosis and hypokalemia
(30). When alkalosis occurs, there is a gastrointestinal and renal
compensatory hydrogen loss, which also produces electrolyte
loss that may lead to hypokalemia (33). Considering that most
of the turtles in this study had mild to moderate acid-base
abnormalities, Plasmalyte might have overcorrected those.
Therefore, Plasmalyte might be only appropriate to correct
severe acid-base abnormalities and it should be reserved for
those cases.

The present study had several limitations when evaluating
clinical fluid therapy for loggerhead turtles. Although its use
is widespread in rehabilitation centers around the world, the
portable electronic blood analyzer i-STAT is not validated for
use in reptiles. In addition, hepatic, pancreatic, and complete
renal panels were not performed in this study. It would have
been useful to know how possible disorders of these organs
could influence the response to fluid therapy. And finally, there
were several additional factors (cause of stranding and associated
diseases, medical treatments received, and length of stay in the
rehabilitation facilities) that could have influenced the results of
our study.

In conclusion, up to 53.9% of the stranded loggerhead turtles
of this study presented a mild to moderate acid-base alteration.
The highest percentage of acid-base and electrolyte balance after
3 days of therapy was observed when the mixed saline-lactated
Ringer’s solution was used, which corroborates a previous study

in which other solutions were administered (12). Furthermore,
establishment of convalescent acid-base, electrolyte and plasma
biochemical reference intervals could be useful for rehabilitation
centers caring for stranded loggerhead turtles.
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Abstract

Aims

The aims of this study were: a) to describe the pathological and laboratory findings in a case
series of stranding and mortality associated with ingestion of large amounts of sea urchins
in loggerhead turtles (Caretta caretta), and b) to alert veterinarians and biologists involved in
sea turtle conservation of this cause of stranding and/or death.

Methods

The six loggerheads studied were stranded on the coasts of Gran Canaria, Canary Islands,
Spain, between 2008 and 2015. Post mortem studies included pathological, microbiological,
and sea urchin species identification procedures.

Results

All turtles showed severe intestinal impaction caused by large amounts of sea urchins,
mainly affecting the colon and the caudal half of the small intestine. Histologically, severe
focal fibrinonecrotic enteritis was diagnosed in two turtles. In the remaining turtles, lesions
ranged from mild desquamation of the intestinal epithelium to severe congestion of the
blood vessels of lamina propria, submucosa, muscular and serosa, and edema. Vibrio sp.
was isolated from the spleen and intestinal mucosa of a loggerhead in which focal fibrinone-
crotic enteritis had been diagnosed. In five turtles, all the remains were fragments from long-
spined sea urchins (Diadema africanum); the last turtle contained a mixture of long-spined
sea urchin (90%) and purple sea urchin (Sphaerechinus granularis) (10%) remains.

Conclusions

Although the prevalence of this cause of stranding was low (< 1.6%) compared to other mor-
tality causes, continued overfishing and anthropogenic climate change could increase its
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incidence. Intestinal impaction with large amounts of sea urchins should be included in the
differential diagnosis of gastrointestinal diseases in sea turtles, and the possible toxic effect
of some sea urchin species on sea turtles should also be investigated.

Introduction

Conservation medicine is a discipline that links animal health with ecosystem health and
global environmental change [1]. Clinical and pathological studies on stranded sea turtles are
essential activities for sea turtle conservation around the world. The loggerhead sea turtle (Car-
etta caretta) is the most common turtle species in the Canary Islands, and the North East
Atlantic loggerhead subpopulation is included on the IUCN Red List of Threatened Species as
‘endangered’ [2].

Loggerhead diets are typically carnivorous, mainly comprised of mollusks and crustaceans
that occur in neritic habitats, and to a lesser extent, fishes and cephalopods as discarded by-
catch; sea urchins do not comprise an important part of their diet [3,4]. A variety of digestive
diseases have been reported in loggerheads [5,6]. Some of them occur naturally, but other con-
ditions, such as the digestive lesions associated with the ingestion of fishing hooks, fishing
lines and crude oil, have an anthropogenic origin [5,7].

Mass extraction of fish for human use is a major stressor on marine ecosystems [8]. In the
last decades, some coasts around the world have suffered an increase of the sea urchin popula-
tions, possibly due to the decrease of natural predators, mainly due to overfishing [9,10].

It has been recently mentioned the possibility of intestinal obstruction and perforation in
loggerheads that fed extensively on pen shells (Atrina spp.) and sea urchins, but no additional
data were provided by the authors [11]. The aim of this study was to describe the pathological
and laboratory findings in a case series of stranding and mortality associated with ingestion of
large amounts of sea urchins in loggerhead turtles.

Materials and methods
Ethics statement

Sea turtle rehabilitation program at the Tafira Wildlife Rehabilitation Center (TWRC) was
conducted with authorization of the Wildlife Department of the Canary Islands Government
(Ms. Guacimara Medina, Vice-chairman of Environmental Issues of the Canary Islands Gov-
ernment), and the Environment Department of the Cabildo de Gran Canaria (Ms. Maria del
Mar Arévalo, Chairman of Environmental Issues of the Cabildo de Gran Canaria). Animal
work and all sampling procedures were specifically approved as part of obtaining the authori-
zation by the TWRC Animal Care Committee and the insular government Cabildo de Gran
Canaria, and were consistent with standard vertebrate protocols and veterinary practices. No
method of euthanasia was applied because the animals died naturally as a result of their
lesions.

Animals and study area

The six loggerheads studied were stranded on the coasts of Gran Canaria (27° 44’-28°
11’North, 15° 21’-15° 50'West), Canary Islands, Spain, between 2008 and 2015. Of these, three
turtles had been submitted for health evaluation and possible rehabilitation, but died within
the first hours. The mean * standard deviation of the straight carapace length (SCL) and
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weight of the turtles were 66.5 + 8.2 cm and 39.8 + 3.2 kg, respectively. Based on SCL, all speci-
mens were identified as sub-adult. The turtles stranded alive were lethargic and non-respon-
sive to external stimuli.

Methodology

Necropsies were performed at the Veterinary Faculty (ULPGC) using the procedures previ-
ously described [12,13]. Macroscopic lesions were recorded and tissue samples from all major
organs were fixed in 10% neutral buffered formalin, embedded in paraffin, sectioned at 5 um
for light microscopy and stained with hematoxylin and eosin; special stains performed on
selected samples also included Gram-stain for bacteria.

Samples from gross lesions and from spleen were cultured on a variety of selective and non-
selective media (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK), including blood agar, Mac-Conkey agar, Baird
Parker agar for staphylococci, and Sabouraud Dextrose agar for fungi and yeasts. Bacteria were
identified based on the biochemical profile (API 20 E, API 20 NE, and API 20 Staph, BioMér-
ieux, Marcy-I’Etoile, France).

Sea urchin remains, including the pyramids that make-up part of Aristotle’s lantern, were
cleaned, dried, measured and later photographed, in order to proceed with their correct identi-
fication using the procedures previously described [14].

Results

At necropsy, all turtles showed good body condition with abundant amount of adipose tissue
in the celomic cavity. No turtle showed lesions compatible with entanglement or other fishing
gear interaction. All turtles showed severe intestinal impaction caused by large amounts of test
fragments, broken spines, and pieces of feeding apparatus of sea urchins (2.1 + 0.3 kg), mainly
affecting the colon and the caudal half of the small intestine, whose mucosal surfaces were
hyperemic. Two turtles showed deposits of fibrin, 2-5 cm in diameter, in areas of the small
intestinal mucosa (Fig 1). The stomach and the complete small intestine of a turtle were also
affected by the impaction. No perforations of the intestinal wall were observed. No gross
lesions were visible in other organs. No parasites were detected in any of the turtles.

Histologically, severe focal fibrinonecrotic enteritis was diagnosed in two turtles (Fig 2). In
the remaining turtles, lesions ranged from mild desquamation of the intestinal epithelium to
severe congestion of the blood vessels of lamina propria, submucosa, muscular and serosa, and
edema. No histological lesions were detected in other major organs.

Vibrio sp. was isolated from the spleen and intestinal mucosa of a loggerhead in which focal
fibrinonecrotic enteritis had been diagnosed.

In five turtles, all the remains were fragments of tests and black spines, 4-5.5 cm long, from
long-spined sea urchins (Diadema africanum). The last turtle contained a mixture of long-
spined sea urchin (90%) and purple sea urchin (Sphaerechinus granularis) (10%) remains
(Fig 3).

Discussion

Although digestive diseases are frequently diagnosed in stranded sea turtles, there are no
detailed reports of mortality associated with ingestion of sea urchins in sea turtles. Since
anthropogenic causes are frequently reported, gastrointestinal obstruction is well documented
for cases of ingestion of plastic bags or fishing nets [15]. Other causes, dietary in origin, are less
frequently observed, and often are associated with diminished nutritional condition and
underlying motility or ileus [11].
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Fig 1. Gross findings in stranded loggerhead sea turtles caused by ingestion of large amounts of sea urchins. A) Severe colonic impaction, and B) deposits of
fibrin (arrows) in the mucosal surface of the ileum of the same turtle; note also the edema of the intestinal wall. C) Severe intestinal (jejunum) impaction, and D)
mucosa of the jejunum of the same turtle focally covered by deposits of fibrin.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0221730.g001

Fig 2. Severe focal fibrinonecrotic enteritis in the jejunum of a loggerhead sea turtle stranded due to ingestion of
large amounts of sea urchins. HE. Bar = 500 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0221730.g002
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Fig 3. Sea urchin remains obtained from the intestine of a stranded loggerhead sea turtle. Note the fragments of
tests with pieces of feeding apparatus (Aristotle’s lantern) and spines. Long black spines (thick arrow) belong to
Diadema africanum whereas small white spines (thin arrow) are from Sphaerechinus granularis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0221730.g003

Gastrointestinal foreign bodies are commonly diagnosed in wild and captive marine turtles
[16]. Wild turtles often swallow rocks, stones, coral and shells while foraging, and the presence
of these objects alone, commonly seen upon radiographic evaluation, is not necessarily associ-
ated with disease [17]. It has been suggested that under certain poorly defined conditions, such
as immunosuppression or altered motility of the gastrointestinal tract, these objects may con-
tribute to complete or partial obstruction of the intestine [16]. It can also be difficult to deter-
mine if the presence of foreign material in sick turtles is a primary cause of illness or if other
factors such as infection-related gastrointestinal stasis are present [16].

Health status of free-living sea turtle species are usually evaluated using the epidemiological
data of turtles admitted to wildlife rehabilitation hospitals [7,18]. In a recent study on causes of
stranding and mortality of loggerheads in Gran Canaria (1998-2014), the most frequent causes
of admission for 392 sub-adult specimens were ingestion of hooks and monofilament lines
(36%), entanglement in fishing gear and/or plastics (33.4%), and unknown/undetermined
(14.8%). The other primary causes (trauma, infectious disease, crude oil, other causes) had fre-
quencies below 9% [7]. Our results indicate that the incidence of mortality of sub-adult logger-
heads due to ingestion of sea urchins is less than 1.6%. In addition, we detected 7 more cases of
stranding possibly attributed to the ingestion of smaller amounts of sea urchins, although after
the elimination of these remains of sea urchin tests and spines in the feces during the hospitali-
zation period, the turtles were released.

Several authors suggested sea urchins as an increasing component in the loggerhead turtles
diet, due to the lack of usual preys, which is a direct cause of overfishing [3,19]. Since logger-
heads are not high-speed predators, they usually have an opportunistic behavior [3]. The
increase of sea urchins in some areas can also be explained by the reduction of their natural
predators due to the overfishing and the rise of the average temperature of the coastal waters
[20]. Therefore, overfishing can have a double consequence: it can cause an increase in the
populations of sea urchins due to the reduction of their natural predators, and, on the other
hand, it reduces the availability of usual sea turtle preys, inducing them to consumption of
unusual preys such as sea urchins.

Regarding the pathogenesis, in cases where the large intestine is affected by impaction,
death is primarily associated with absorption of bacterial toxins through the intestinal wall and
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subsequent toxemia, and water and electrolyte balance are not severely affected [16]. In our
study, fibrinonecrotic enteritis was only diagnosed in two turtles, and bacteremia caused by
Vibrio sp. was detected only in one of them; however, no histological lesions were detected in
the spleen from which Vibrio sp. was isolated. The latter together with the mild lesions
observed in the remaining turtles and the general good body condition of all the turtles suggest
that the disorder was acute.

Unfortunately, early diagnosis was not possible in the turtles stranded alive due to the death
of the animals within the first hours. Diagnostic procedures, including contrast radiography,
ultrasound, and celioscopy, can provide early diagnosis for intestinal impactions [11,16]. Com-
puted tomography and magnetic resonance imaging are less frequently used because are less
available and more expensive techniques [11]. Medical therapy using white petrolatum and
light mineral oil has been reported to manage an intestinal partial obstruction caused by rub-
ber items in a loggerhead turtle [21].

Some sea urchin species are venomous, but no fatal interaction with sea turtles has been
reported. The hollow primary spines of some diadematid sea urchins are suggested to contain
bioactive substances, and the toxopneustid sea urchins have globiferous pedicellaria with
pharmacologically-active substances [22,23]. No studies about possible bioactive substances
from Diadema africanum have been reported. However, the venom apparatus of the globifer-
ous pedicellaria of the toxopneustid Sphaerechinus granularis has been described [24]. In the
case of the turtle with a mixture of sea urchin species, a possible toxic effect added to the effects
of intestinal impaction can’t be ruled out.

Vibrio alginolyticus has been associated with mass mortality of Diadema africanum in the
Canary Islands [25]. In our case, health status of the ingested sea urchins was not investigated.
Bacteremia caused by Vibrio sp. was detected only in a turtle, in which focal fibrinonecrotic
enteritis had been diagnosed. Although we can’t rule out that the origin of the infection were
the ingested sea urchins, Vibrio sp. is very frequent in the marine water and cloaca of appar-
ently healthy sea turtles, being also able to enter to the blood vessels from the intestinal lesions
[26].

In conclusion, although the prevalence of this cause of stranding was low compared to
other mortality causes, continued overfishing and anthropogenic climate change could
increase its incidence. In addition, intestinal impaction with large amounts of sea urchins
should be included in the differential diagnosis of gastrointestinal diseases in sea turtles, partic-
ularly in sub-adult specimens. Finally, the possible toxic effect of some species of sea urchins
on sea turtles should be investigated.
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Abstract

Citrobacter freundii, an opportunistic bacterial pathogen belonging to the family Enterobacteriaceae, has been sporadically
reported in sea turtles. Here, the authors describe 3 unusual lesions associated with C. freundii infection in 3 loggerhead sea
turtles stranded on the coast of Gran Canaria Island, Spain. It is possible that these 3 distinct lesions played a major role in the
death of these turtles. The first turtle had caseous cholecystitis, a lesion not previously described in sea turtles. The second
turtle had large intestinal diverticulitis, a rare condition in loggerheads. The third turtle had bilateral caseous salt gland adenitis.
Histologically, numerous gram-negative bacilli were observed at the deepest edge of inflammation in all cases. Pure cultures of
C. freundii were obtained from these 3 lesions. Molecular detection of C. freundii DNA in formalin-fixed paraffin-embedded
samples from the lesions of the 3 turtles confirmed the microbiological isolation. These cases, in addition to expanding the limited
body of knowledge on bacterial infections in sea turtles, highlight the potential pathogenic role of C. freundii in loggerhead turtles.

Keywords

Caretta caretta, cholecystitis, Citrobacter freundii, diverticulitis, loggerhead turtle, salt gland adenitis

The loggerhead turtle (Caretta caretta) is the most common
sea turtle species in the Canary Islands, whose subpopulation
is included in the International Union for Conservation of
Nature Red List of Threatened Species as “endangered.”
According to a 17-year retrospective study in which the causes
of stranding of 1860 loggerhead turtles admitted to the Tafira
Wildlife Rehabilitation Center (TWRC) (Gran Canaria Island,
Spain) were analyzed, the most frequent causes of stranding
were entanglement in fishing gear and/or plastics (51%),
unknown/undetermined causes (20%), ingestion of hooks
(12%), infectious diseases (5.5%), and trauma (boat strike)
(5.2%)."® The survival/release rate observed for turtles
stranded due to entanglement was high (92.4%).'® However,
the survival/release rate for turtles stranded due to infectious
diseases decreased to 68.6%.'® Authors suggested that finan-
cial and time constraints in many rehabilitation centers often
make it difficult to establish an accurate diagnosis, particularly
for infectious diseases.'®

Citrobacter freundii, an opportunistic bacterial pathogen
belonging to the family Enterobacteriaceae, has been sporadi-
cally reported in sea turtles with septicemic cutaneous ulcer-
ative disease,'! septic arthritis,'’ ulcerative and fibrinous
esophagitis caused by fishing hooks,'>!” pulmonary lesions,’
and steatitis associated with cold-stunning.?? It has also been
isolated from the cloaca of both healthy'* and stranded sea
turtles.® In addition, recent studies on the global concern of

antimicrobial resistance have been focused on sea turtles as
potential carriers of multiresistant bacterial strains, particularly
Enterobacteriales.'* We describe the gross and histopathologi-
cal characteristics of unusual and fatal lesions associated with
C. freundii infection in 3 loggerhead sea turtles stranded on the
coast of Gran Canaria Island, Spain, between 2016 and 2020.
These cases also highlight the potential pathogenic role of
C. freundii in loggerhead turtles.

The first turtle (subadult; female; straight carapace length =
52.5 em; weight = 21 kg) was found floating on the shore,
lethargic, weak, and nonresponsive to external stimuli, and died
5 hours later at the TWRC. The second turtle (subadult; male;
straight carapace length = 62 cm; weight = 34.6 kg) was found
stranded in a rocky area and was very weak and covered with
numerous algae and epibionts. Once placed in one of the TWRC
pools, the turtle presented a buoyancy disorder, floating mainly
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along its caudal body. Radiographic (SRL Collimator Ralco,
Italy) and computed tomography (Toshiba Astelion 16, Japan)
imaging failed to establish a diagnosis, and the turtle was treated
with enrofloxacin (5 mg/kg intramuscularly, every 48 hours for
1 month) and lactated Ringer’s solution (20 mL/kg intracoelo-
mically, every 48 hours for 2 months). The turtle gradually lost
weight and died 4 months later. The third turtle (juvenile; male;
straight carapace length = 40 cm; weight = 9.5 kg) was found
stranded, presenting with dehydration and cachexia. Intravenous
fluid therapy with lactated Ringer’s solution (10 mL/kg, every
12 hours) was attempted, but it died 1 day later.

Necropsies and histological processing were performed fol-
lowing previously described protocols.!” Special stains per-
formed on selected samples included Brown-Hopps (modified)
stain for gram-positive and gram-negative bacteria, Ziehl-
Neelsen stain for acid-fast organisms, and Grocott’s methena-
mine silver nitrate stain for fungi.

Tissue samples from the main gross lesions (discarding the
caseous material and selecting the leading edge of inflamma-
tion) and spleen of each turtle were cultured on brain-heart infu-
sion (BHI) medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and incubated at 25°C and 37°C for 48 hours. Reseeding
was done on chocolate agar, blood agar, and MacConkey agar
(Thermo Fisher Scientific) and was incubated at 25°C and 37°C
for 24 hours. Identification and antimicrobial susceptibility test-
ing were performed using the Vitek-2 Automated System
(BioMérieux, France) with Vitek-2 GN ID Card and Vitek-2
AST-GN98 Card, respectively. A polymerase chain reaction
assay to detect C. freundii DNA targeting a specific region of
the cfa gene encoding a cyclopropane fatty acids synthase’ was
performed on formalin-fixed paraffin-embedded samples from
the 3 turtles using procedures previously described.'?

At necropsy, the first turtle had generalized subcutaneous
edema. The most significant gross lesions were hepatic atrophy
and severe distention (30cm X 35cm) of the gallbladder (Fig.
la), which was distended and filled with tightly packed lamel-
lar deposits of green, caseous material (Fig. 1b). The wall of the
gallbladder was thickened. No parasites were detected.
Histologically, heterophilic cholecystitis with loss of the gall-
bladder epithelium, infiltration of the gallbladder mucosa by
numerous heterophils with bile pigment deposits, presence of
numerous gram-negative bacilli at the deepest edge of inflam-
mation, and edema of the propria-submucosa were observed
(Fig. 1c). Thin hepatic cords with intracytoplasmic accumula-
tion of bile pigment and canalicular bile stasis were observed in
the hepatic sections. No histological lesions were detected in
other major organs.

The most relevant gross lesion observed in the second turtle
was the presence of a 26-cm-diameter intestinal diverticulum
that protruded from the mesenteric aspect of the large intestine
(Fig. 1d). The intestinal diverticulum weighed 3.1 kg, was dis-
tended by yellow, firm, lamellated, caseous exudate (Fig. le),
and the wall was attenuated to 1.5 to 2.0 mm. Several adhe-
sions were also observed between the serosa of the diverticu-
lum and the serosa of the stomach and small intestine. No
perforations of the intestinal wall were observed. The liver was

friable. No gross lesions were visible in other organs. No para-
sites were detected. Histologically, heterophilic intestinal
diverticulitis was diagnosed. The caseous material within the
center of the diverticulum was composed of layers of degener-
ate heterophils and numerous gram-negative bacilli. The
mucosa was ulcerated and completely replaced by heterophils
and multinucleated giant cells; numerous gram-negative bacilli
were also observed in the deeper layers of the mucosa (Fig. 1f).
No muscular layers were observed. Severe dilation of the lym-
phatic vessels of the serosa of adjacent intestinal sections was
also observed. A granuloma characterized by a necrotic center
surrounded by macrophages and multinucleated giant cells was
observed in a hepatic section; no gram-negative or gram-
positive bacteria, acid-fast organisms, or fungi were detected in
this granuloma. No histological lesions were detected in other
major organs.

At necropsy, the third turtle had mild cachexia. The most
important gross lesion was bilateral caseous salt gland adenitis,
with yellow caseous necrotic debris occupying up to a third of
the total volume of each gland (Fig. 2a). Histologically, abun-
dant eosinophilic material composed of heterophils and cell
debris was observed occupying the lumen of the main ducts
and some secondary ducts of the glandular lobes; numerous
gram-negative bacilli were observed in some of these second-
ary ducts (Fig. 2b). Incidentally, an Anisakis sp larva was
observed embedded in the hepatic capsule. No histological
lesions were detected in other major organs.

Pure cultures of C. freundii were obtained from the gallblad-
der (turtle 1), intestinal diverticulum and spleen (turtle 2), and
salt glands (turtle 3). Molecular detection of C. freundii DNA
in formalin-fixed paraffin-embedded samples from the lesions
of the 3 turtles confirmed the microbiological isolation. Results
of antimicrobial susceptibility tests are summarized in
Supplemental Table S1.

There are very few studies on the pathogenicity of C. freun-
dii in sea turtles.*'%!1722 Some studies suggest that C. freundii
may form part of the intestinal microbiota of sea turtles,
although there is no unanimity because other studies have not
detected it.'®1?

Abnormal conditions of the hepatobiliary system are rare in
sea turtles and are usually associated with trematode infection.?
Chronic bacterial infection has also been suggested for spo-
radic cases in which the inflammatory exudate can obstruct the
gallbladder and extrahepatic bile ducts.> However, there are no
descriptions of such severity or of biliary infections due to
C. freundii in sea turtles.”

Diverticulitis affecting the digestive system is rare in log-
gerheads. Two cases of esophageal diverticulitis were reported
in loggerheads,'* one of them associated with Aerococcus viri-
dans infection.?! However, large intestinal diverticulitis is a
common necropsy finding in leatherback turtles.'>*° These
lesions are generally small, 2 to 9 cm in diameter, and not
implicated as a cause of stranding or death, although authors
suggested the possibility of perforation, obstruction, and septi-
cemia.'>* Morganella morganii and Proteus spp have been
isolated from these lesions.'>
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Figure 1. Digestive lesions associated with Citrobacter freundii infection in loggerhead sea turtles (Caretta caretta). (a) Caseous cholecystitis
characterized by a distention of the gallbladder (thick arrow). Note the hepatic atrophy (thin arrow). (b) The gallbladder contains greenish
solid caseous material arranged in concentric layers. (c) Histopathological features include loss of the gallbladder epithelium, infiltration of
the gallbladder mucosa by numerous heterophils with bile pigment deposits, and edema of the propria-submucosa (Hematoxylin and eosin,
HE). Inset: the presence of numerous gram-negative bacilli (arrows) at the deepest edge of inflammation (Brown-Hopps [modified], BH). (d)
Intestinal diverticulum (arrow) emerging from the mesenteric aspect of the large intestine. (e) The intestinal diverticulum contains abundant
yellow, firm, lamellated, caseous exudate. (f) Histopathological features include loss of the intestinal epithelium and infiltration of the
mucosa by heterophils and multinucleated giant cells; no muscular layers are present (HE). Inset: numerous gram-negative bacilli (arrows) in
the deeper layers of the mucosa (BH).

Partial blockage of the gastrointestinal tract by the pressure intestinal sections) could be responsible for the turtle’s poor
exerted by the diverticulum (as shown by the severe dilation body condition and buoyancy disorder. Abnormal buoyancy in
of the lymphatic vessels of the serosa of adjacent sea turtles is not always due to lung disease but also due to the
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Figure 2. Caseous salt gland adenitis associated with Citrobacter freundii infection in loggerhead sea turtle (Caretta caretta). (a) Note the
yellow caseous necrotic debris (arrow) occupying the ventral third of the right salt gland. (b) An abundant eosinophilic exudate composed
of heterophils and cell debris is observed occupying the lumen of the main duct (asterisk) and some secondary ducts (thick arrows) of this
glandular lobe (Hematoxylin and eosin). Inset: numerous gram-negative bacilli (thin arrows) in a secondary duct with cell debris (Brown-
Hopps).

presence of gas and/or foreign bodies within the gastrointesti-
nal tract.® Acquired digestive diverticula are described as either
pulsion or traction forms.?! The most common pulsion diver-
ticula result from increased intraluminal pressure or herniation
of mucosa through a disruption in the muscular layer of the
intestinal wall, and they do not contain layers of the muscle
wall. Traction diverticula are less common and occur second-
ary to peri-intestinal inflammation in which all layers of the
intestinal wall are pulled away from the lumen to form an evag-
ination in the intestinal wall.*! The lack of identification of all
layers of the intestinal wall in the diverticulum of this logger-
head suggests it may have been a pulsion diverticulum.

Members of the family Enterobacteriaceac may play an
important role as opportunistic agents, becoming pathogenic in
immunocompromised animals.'® Although the digestive loca-
tion of the lesions observed in the first 2 turtles could have
favored colonization by C. freundii, the pathogenic role of C.
freundii cannot be ruled out, especially in the first turtle, in
which no additional underlying causes were identified.

Salt gland adenitis as the only cause of stranding of logger-
heads, as seen in the third case, was reported for the first time
in 2011." The most frequently isolated bacteria were
Aeromonas hydrophila, Staphylococcus sp, and Vibrio algino-
Wyticus.'* Although Citrobacter sp was also isolated from one
case, no species identification was attempted.'* Authors
reported that plasma concentrations of sodium and chloride
from 2 affected loggerheads were higher than normal values
(by 45.7% and 69.2%, respectively), suggesting that severe
lesions in the salt glands can cause failure to maintain homeo-
stasis and subsequent stranding and/or death.'* Several studies
to characterize the ocular bacterial flora in free-living and cap-
tive sea turtles have failed to identify Citrobacter spp.*” The
absence of lesions in other organs in this turtle rules out possi-
ble septicemia, thus being a primary infection of the salt glands.
Based on our studies, although the incidence of these bilateral

lesions represents less than 1% of strandings, their notable
impact on homeostasis requires the attention of the veterinary
services of the rehabilitation centers. In addition, C. freundii
must be included in the etiological differential diagnosis for
this disease.

Further studies are necessary to provide more information
about the clinical significance of C. freundii in sea turtles and
to analyze their ability to acquire multiple resistance genes to
various antibiotics.
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Supplement Table S1. Antimicrobials susceptibility/resistance of Citrobacter freundii
isolates from three loggerhead sea turtles (Caretta caretta).

Loggerhead Loggerhead Loggerhead
No. 1 No. 2 No. 3

Amikacin
Amoxicillin-Clavulanic acid
Ampicillin

Cefpodoxime

Ceftazidime

Ceftiofur

Cephalexin
Chloramphenicol
Ciprofloxacin

Doxycycline

Enrofloxacin

Gentamicin

Imipenem

Marbofloxacin
Nitrofurantoin
Trimethoprim-sulphamethoxazole
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R: resistant; S: susceptible; I: intermediate
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PRIMERA. En este estudio,
en el que hasta un 53,9% de las
tortugas bobas (Caretta
caretta) varadas presentaron
alteraciones acido-base de
leves a moderadas, el
mayor porcentaje de mejora y/o
resolucion de las alteraciones
acido-base y electroliticas tras
tres dias de fluidoterapia se
consiguié con la mezcla de
solucién salina fisiolégica mas
Ringer lactato, mientras que el
tratamiento con la soluciéon de
Jarchow presenté los peores
resultados en cuanto a la
restauracion  del  equilibrio
acido-base.

SEGUNDA. Los valores de
pH, gases sanguineos y
parametros bioquimicos

sanguineos en tortugas bobas

hospitalizadas aportados en
este estudio suponen una
fuente de referencia de
aplicaciéon practica en otros
centros de recuperacion de
tortugas marinas.

TERCERA. La impactacion
intestinal por ingestiéon de
grandes cantidades de erizos
marinos debe ser incluida en el
diagnodstico  diferencial  de
enfermedades
gastrointestinales en tortugas
bobas, particularmente
ejemplares subadultos.

CUARTA. Aun presentando
una baja prevalencia (< 1,6%)
comparativamente con otras
causas, el varamiento y muerte
de tortugas bobas por ingestién
de grandes cantidades de
erizos marinos podria

incrementar  su incidencia
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debido a la sobrepesca y el
cambio climatico.

QUINTA. Este
estudio ha demostrado Ila
asociacion de  Citrobacter
freundii con lesiones inusuales
y fatales en tortugas bobas,
como colecistitis caseosa,
diverticulitis intestinal y adenitis
caseosa de las glandulas
excretoras de sal.

SEXTA. Si bien |la
localizacion digestiva de las
lesiones inusuales descritas
(colecistitis caseosa y
diverticulitis intestinal) pudiera
favorecido la

haber

colonizacion por Citrobacter

freundii como agente
oportunista, no se puede
descartar Su potencial

patogenicidad, especialmente

en el primer caso.

SEPTIMA. Citrobacter
freundii debe ser incluido en el
diagndstico diferencial
etiolégico de las adenitis
caseosas de las glandulas

excretoras de sal.
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