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RESUMO

STELZER BINDACO, ADRIANO L. Identificacdo da microbiota esofagica e sua
provavel associacdo com lesdes caseosas obstrutivas em tartarugas-verdes
(Chelonia mydas). 2020. 46p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES, 2020. A ocorréncia de lesdo caseosa no esodfago de
tartarugas-verdes (Chelonia mydas) da costa do Brasil tem sido descrita como de
carater obstrutivo e pode causar a morte dos animais. No entanto, sua etiologia
ainda permanece pouco esclarecida. Objetivou-se caracterizar a microbiota
esofagica das tartarugas-verdes (C. mydas) da costa brasileira e verificar sua
possivel participacao na etiologia das lesdes caseosas. Foram utilizados 42 animais,
33 vivos e saudaveis, e nove mortos naturalmente que apresentavam lesdo
esofagica, provenientes de Anchieta e Piima, Espirito Santo, nos quais foram feitos
testes microbiolégicos e avaliacdo morfolégica do es6fago. Foram isolados 14
agentes bacterianos diferentes nas amostras de animais saudaveis, com prevaléncia
de Pseudomonas aeruginosa (36,36%), Staphylococcus aureus (33,33%),
Aeromonas hydrophila (27,27%) e Vibrio alginolyticus (24,24%). Nos animais mortos,
foram isolados apenas trés agentes distintos, S. aureus, A. hydrophila e V.
alginolyticus. A avaliacdo morfologica revelou predominancia da lesdo em juncédo
gastroesofagica, com distribuicdo multifocal a coalescente, intensidade discreta e
auséncia de obstrucao. Observou-se ainda ulceracdo e exsudato caseoso, infiltrado
inflamatorio, ovos de parasitos e células gigantes do tipo corpo estranho, além de
grumos bacterianos e de alteragcbes glandulares, como necrose, adenite e
fragmentos de parasitos adultos. Houve correlagcéo positiva dos grumos bacterianos
com cultivo microbiolégico e negativa dos grumos bacterianos e cultivo
microbiolégico com parasitos. Assim, nota-se que a microbiota esofagica de C.
mydas € constituida predominantemente por bactérias Gram-negativas como P.
aeruginosa, A. hydrophila e V. alginolyticus, além de diversas enterobatérias e por
Gram-positivas, como S. aureus e esses agentes estdo envolvidos na etiologia da

esofagite caseosa.

Palavras-chave: micro-organismo; esofago; tartarugas marinhas



ABSTRACT

STELZER BINDACO, ADRIANO. Identification of the esophageal microbiota and
it's probable association with obstructive caseous lesions in green turtles
(Chelonia mydas). 2020. 46p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinérias) -
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES, 2020. The occurrence of caseous lesion in the
esophagus of green turtles (Chelonia mydas) from the coast of Brazil has been
described as obstructive and can cause the death of animals. However, its etiology
remains unclear. The aim of this study was to characterize the esophageal
microbiota of green turtles (C. mydas) from the Brazilian coast and to verify their
possible participation in the etiology of caseous lesions. Were used 42 animals, 33
alive and nine naturally dead who presented esophageal lesion, from Anchieta and
Pilima, Espirito Santo, in which microbiological tests and morphological evaluation of
the esophagus were performed. Were isolated 14 different bacterial agents from
healthy animal samples, with prevalence of Pseudomonas aeruginosa (36.36%),
Staphylococcus aureus (33.33%), Aeromonas hydrophila (27.27%) and Vibrio
alginolyticus (24.24%). In the dead animals, only three distinct agents, S. aureus, A.
hydrophila and V. alginolyticus, were isolated. The morphological evaluation revealed
a predominance of the lesion at the gastroesophageal junction, with multifocal to
coalescent distribution, discrete intensity and absence of obstruction. Ulceration and
caseous exudate, inflammatory infiltrate, parasitic eggs and foreign body giant cells
were also observed, as well as bacterial lumps and glandular alterations, such as
necrosis, adenitis and fragments of adult parasites. There was a positive correlation
between bacterial lumps and microbiological test and a negative correlation between
bacterial lumps and microbiological test with parasites. It is noted that the
esophageal microbiota of C. mydas is predominantly composed of Gram-negative
bacteria such as P. aeruginosa, A. hydrophila and V. alginolyticus, in addition to
several enterobacteria and Gram-positive bacteria, such as S. aureus and these

agents are involved in the etiology of caseous esophagitis.

Keywords: micro-organism; esophagus; sea turtles
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1. INTRODUCAO

Atualmente a tartaruga-verde (Chelonia mydas) € considerada pela Unido
Internacional para Conservacgéo da Natureza (IUCN) como uma espécie “Vulneravel”
(VU) no Brasil e “Em Perigo” (EN) em escala global (IUCN, 2020). Apesar de a agéo
antrépica ser a responsavel pelo elevado indice de mortalidade de C. mydas na
costa brasileira (GAGLIARDI; LOPES; SERAFINI, 2018), doencas virais,
parasitarias, fungicas e bacterianas, também representam importantes causas de
mortes desses individuos (DOMINICANO et al., 2017; GAZEBROOK; CAMPBELL,
1990).

Diversos estudos sugerem a participacdo da microbiota em lesdes
inflamatdrias em diversos tecidos de tartarugas-verdes (OROS; CALABUIG; DENIZ,
2004). Em répteis a infeccdo bacteriana pode desencadear inflamacdo do tipo
caseosa, caracterizada macroscopicamente por material branco-amarelado e friavel,
e microscopicamente, pela exsudacdo de heterdfilos degranulados e degenerados
(MONTALLI, 1988).

Nesse contexto, a ocorréncia comum de esofagite caseosa em tartarugas-
verdes é relatada, associada com parasitos trematodas e cocos Gram-positivos
(CALAIS JUNIOR, 2015; RIBEIRO et al., 2017; SANTORO et al., 2007). Santoro et
al. (2007) propuseram que as bactérias possuem provavel origem da flora esofagica,
enquanto Calais Junior (2015) sugeriu que as mesmas sejam mais relevantes no
desenvolvimento da resposta inflamatéria e formacéo do caseo, no entanto, néo foi
informado o género e/ou espécie bacteriana encontrados nas lesées.

Embora ndo se tenha completamente estabelecido a etiopatogenia da
esofagite caseosa, Calais Junior (2015) verificou alta prevaléncia (82,22%) da
enfermidade nos animais avaliados na costa capixaba. Este mesmo autor observou
gue o exsudato caseoso gerado pelo processo inflamatério, por vezes pode obstruir
totalmente o limen esofégico. Histologicamente h& ulceracdo da mucosa associado
ao acumulo de heteroéfilos (caseo), adenite parasitaria, inflamacdo em lamina
propria, colonias de bactérias Gram-positivas, além de tecido conjuntivo fibroso
(RIBEIRO et al., 2017).

Diante desse cenario, observa-se que a esofagite caseosa pode se tornar

obstrutiva e ocasionar diminuicdo da ingestdo de alimentos, caguexia e morte dos
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animais, o que pode contribuir para a reducédo da populacdo da espécie. Além disto,
na literatura consultada, ndo existem dados sobre a microbiota do eséfago de C.
mydas, bem como quais sdo 0s agentes bacterianos encontrados nos processos
inflamatorios do esbéfago. Assim, objetivou-se identificar a populacédo bacteriana do
esbfago de C. mydas e também comprovar o seu provavel envolvimento na etiologia
das esofagites caseosas. Também preconizou-se realizar avaliagdo morfolégica
macro e microscopica dos esbéfagos acometidos, a fim de se contribuir para o melhor

entendimento da etiologia e fisiopatogenia da enfermidade.



16

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tartaruga-verde (Chelonia mydas)

A tartaruga-verde ou aruand (Chelonia mydas) habita aguas tropicais e
subtropicais dos oceanos Atlantico, indico e Pacifico. E a espécie de tartaruga
marinha com maior populacdo nos mares do Brasil. Seu ciclo de vida é longo e
complexo. Os filhotes nascem com 25 g e ap6s uma semana, tornam-se juvenis, e
permanecem nesta fase até a carapaca alcancar 40 cm de comprimento, dai em
diante passam a ser subadultos. A fase adulta é alcancada ap6s a maturidade
sexual, que ocorre entre 26 e 46 anos, quando a carapaca mede em torno de 70 a
100 cm de comprimento (HIRTH, 1997; SANTOS et al., 2011).

O acasalamento ocorre em alto mar e as fémeas retornam a praia do seu
nascimento para ovoposi¢cdo. Depositam em média 122 a 125 ovos, durante o
periodo de dezembro a junho no Brasil. Utilizam como areas de desova as ilhas
oceanicas brasileiras, como a llha da Trindade, a Reserva Biol6gica do Atol das
Rocas e o Arquipélago de Fernando de Noronha, localizadas nos estados do
Espirito Santo (ES), Rio Grande do Norte (RN) e Pernambuco (PE),
respectivamente. A llha de Trindade — ES se destaca por abrigar o maior nimero de
desovas de C. mydas, com o registro de 3.500 ninhos entre os anos de 2009 a 2010
(PROJETO TAMAR, 2020; SANTOS et al., 2011).

Quando filhote a tartaruga-verde € onivora com tendéncia carnivora e adquire
habito alimentar exclusivamente herbivoro a partir da fase juvenil. Alimentam-se
principalmente de gramineas marinhas e macroalgas e, devido a sua dieta, passam
a maior parte do seu ciclo de vida em baias rasas e areas proximas a costa na qual
a vegetacdo marinha € abundante, tornando-se a espécie de tartaruga marinha a
apresentar habitos mais costeiros (BJORNDAL, 1985; ROMANINI, 2014).

Morfologicamente C. mydas possui a cabeca pequena e arredondada, com
bico ligeiramente serrilhado. O plastrdo é de coloracdo branca em filhotes e
amarelada nos adultos, e na extremidade das longas nadadeiras ha a presenca de
uma unha. Sua carapaca € larga, ovalada e coberta por placas justapostas de
gueratina (cinco centrais e quatro pares laterais), de coloracdo castanha esverdeada

ou acinzentada, que em filhotes varia de marrom a negro. As placas também estéo
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presentes na regido pré-frontal (um par) e na regido pdés-orbital (dois pares)
(PRITCHARD; MORTIMER, 1999).

Assim como todas as demais espécies de tartarugas marinhas, C. mydas é
considerada pela Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN), uma
espécie ameacada de extincdo em escala mundial, sendo classificada como
“vulneravel” (VU) no Brasil e no ambito internacional como “em perigo” (EN) (IUCN,
2020).

Diversas causas levam a reducéo da populacdo desses animais nos mares do
Brasil. A principal é a acdo antropica, que causa a perda de areas de desova e
alimentacdo, mortalidade (interagcdo com a pesca), além de gerar carga de residuos
ndo biodegradaveis e poluentes aos oceanos (SANTOS et al., 2011). Por outro lado,
agentes virais, bacterianos, fungicos e/ou parasitarios podem causar infec¢coes em
diversos tecidos e oOrgdos e ocasionar a morte das tartarugas-verdes
(BAPTISTOTTE, 2014; DOMICIANO et al., 2017).

2.1.1 Principais agentes etiolégicos diagnosticados em tartarugas-verdes
(Chelonia mydas)

2.1.1.1 Agentes virais

Em Chelonia mydas a Familia Herpesviridae compreende o0s principais
agentes virais de importancia para espécie. O herpesvirus quelénio 5 (ChHV-5)
causa o desenvolvimento de neoplasias cutaneas e/ou viscerais benignas em
tartarugas-verdes. Representa ameaca crescente para a espécie, com 0 Virus
associado a fatores ambientes como poluicio do ecossistema marinho e
temperatura da agua (MATUSHIMA et al., 2001; MONEZI et al., 2016).

Os tumores sdo mais comuns em nadadeiras, pescoco, cabeca, regiao
inguinal e axilar, e base da cauda, e afetam a locomocéao, alimentacéo, respiracao,
visdo, e a condicdo geral de saude das tartarugas, tornando-as propensas a
doencas bacterianas ou parasitarias secundarias, predacdo e até mesmo a morte

(MATUSHIMA et al., 2001). Histologicamente os neoplasmas séo classificados de
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acordo com o tipo de proliferacédo tecidual em papiloma cutaneo, quando ha apenas
proliferacdo de tecido epitelial; fiboroma, quando ha proliferacdo restrita ao tecido
conjuntivo e fibropapiloma, quando se observa a proliferacdo de ambos os tecidos
(HERBST, 1994).

Por outro lado, o herpesvirus quelénio 1 (ChHV-1) esta relacionado a
dermatite necrética (Gray patch disease), principalmente em filhotes. Enquanto que
o herpesvirus quelénio 6 (ChHV-6) desencadeia lesbes no trato respiratério como
traqueite necrotica e pneumonia severa (DOMICIANO et al., 2017; GLAZEBROOK;
CAMPBELL, 1990).

2.1.1.2 Agentes bacterianos

O tegumento e o sistema imune eficiente das tartarugas marinhas reduzem a
oportunidade de micro-organismos penetrarem e colonizarem os tecidos do
organismo. Entretanto, poluicdo e alteracdo da temperatura e salinidade da agua,
bem como traumatismos e/ou aspiragdo d’agua podem predispor a infecgdo por
bactérias, oriundas da microbiota e/ou do ambiente (BAPTISTOTTE, 2014;
DOMINICANO et al., 2017).

Todo réptil apresenta microbiota oportunista e patogénica. Santoro et al.
(2006) identificaram 10 géneros de bactérias Gram-negativas (Aeromonas,
Bordetella, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pasteurella, Proteus,
Pseudomonas, Serratia e Vibrio) e trés de Gram-positivas (Bacillus, Enterococcus e
Staphylococcus) que compdem a flora nasal e cloacal de fémeas de Chelonia mydas
em nidificagdo. Estes mesmos autores notaram a maior frequéncia de K. pneumonia
e seqguida de S. intermedius, K. oxytoca, S. aureus, E. agglomerans e P. mirabilis.
Na mesma linha, Reis et al. (2010) evidenciaram a alta prevaléncia de Vibrio spp. e
Aeromonas spp. em regides oral, nasal e de ferimentos, em tartarugas-verdes
juvenis.

No caso das tartarugas marinhas, o ambiente aquatico também é considerado
importante fonte de contaminacdo, devido a ampla distribuicdo de Vibrio spp.
Aeromonas spp. nesse ecossistema (PEIXOTO, et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2001).
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Em tartarugas-verdes cativas é comum o desenvolvimento de doencas
bacterianas secundarias associadas a imunossupressdo (estresse) e trauma
causados pelo cativeiro. Enquanto que, nos filhotes, o sistema imunolégico ainda em
desenvolvimento, torna as infec¢cdes mais frequentes e fatais (GAZEBROOK;
CAMPBELL; THOMAS 1993; VEGA-MANRIQUEZ et al., 2018).

Os patogenos bacterianos isolados a partir de lesdes de C. mydas (cativas e
de vida livre) pertencem aos géneros Achromobacter, Aeromonas, Arizona, Bacillus,
Burkholderia, Citrobacter, Enterococcus, Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella,
Moraxella, Mycobacterium, Pasteurella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,
Serratia, Shewanella, Staphylococcus, Streptococcus e Vibrio (DOMICIANO et al.,
2017; GAZEBROOK; CAMPBELL, 1990; OROS; CALABUIG; DENIZ, 2004).

C. mydas que vivem em cativeiro sGo comumente acometidas por infecgdes
causadas principalmente por Pseudomonas sp., V. alginolyticus, A. hydrophila,
Flavobacterium sp., S. lentus, C. braaky e E. faecium. Esses patdgenos estdo
relacionados com estomatites, dermatites, rinites e broncopneumonias, lesées que
podem ocorrer de forma concomitante nos animais (GLAZEBROOK; CAMPBELL;
THOMAS, 1993; VEGA-MANRIQUEZ et al., 2018).

Os micro-organismos relatados em enfermidades bacterianas em tartarugas-
verdes, bem como as lesdes de quais foram isolados s&o exibidos na tabela a seguir
(Tabelal).
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Tabela 1. Agentes etiolégicos isolados de infeccbes em tartarugas-verdes (Chelonia
mydas) e seus respectivos processos patologicos, distribuidos por sistema. Fonte:
Domiciano et al., 2017; Gazebrook; Campbell, 1990; Gazebrook; Campbell; Thomas,
1993; Oros; Calabuig; Déniz, 2004; Orés et al., 2005; Vega-Manriquez et al., 2018.

Sistema/Local Processo patolégico Agentes bacterianos associados
Tegumento Dermatite ulcerativa Aeromonas hydrophyla, Flavobacterium sp., Pseudomonas
traumatica* aeruginosa, P. fluorescense, Staphylococcus spp. e Vibrio
alginolyticus
Osteomuscular Osteomilete Flavobacterium sp. e V. alginolyticus
Enddcrino Adenite abscedativa P. aeruginosa
(glandula de sal)
Nervoso Meningoencefalite Corynebacterium spp.
granulomatosa
Respiratorio Broncopneumonia A. hydrophila, Arizona hinshaln, Escherichia coli,
Flavobacterium sp., P. aeruginosa, P. fluorescens e
V. alginolyticus
Pneumonia

Mycobacterium sp.
granulomatosa

Rinite caseosa obstrutiva A. hydrophila, Flavobacterium sp., P. aeruginosa

P. fluorescens e V. alginolyticus
A. hydrophila, Citrobacter braaky, E. coli, Enterococcus
faecium, Flavobacterium sp., Klebsiella pneumoniae, P.
aeruginosa, P. fluorescens, S. maercescens, S. lentus,
Streptococcus spp. e V. alginolyticus
Achromobacter sp. e Burkholderia capacia

Estomatite ulcerativa
caseosa

Glossite ulcerativa
caseosa
Esofagite ulcerativa

A. hydrophila, E. coli, Pseudononas spp., Staphylococcus spp.
fibrinosa/fibrinonecroética

e V. alginolyticus

traumatica*
Gastrite Proteus spp., Staphylococcus spp. e V. alginolyticus
fibrinosa/necropulurenta
Enterite Bacillus spp., E. coli, Pasteurella spp., Proteus spp., S.
Digestorio catarral/fibrinonecrotica/

marcescens, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e V.
alginolyticus

Bacillus spp., E. coli, Pasteurella spp., Proteus spp., Serratia

marcescens, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e V.
alginolyticus

Bacillus spp., E. coli, Pasteurella spp., Proteus spp., S.

marcescens, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e V.

alginolyticus

necropulurenta
Abscessos e granulomas
intestinais

Serosite fibrinosa

Figado Hepatite granulomatosa A. hydrophila, Citrobacter sp., Proteus spp.,
necrotizante Staphylococcus spp. e V. alginolyticus
Hepatite Salmonella enteritidis
linfogranulomatosa
Ocular Blefarite ulcerativa Achromobacter sp., B. capacia, Flavobacterium sp. e P.
caseosa aeruginosa
Celoma Celomite

Citrobacter amalomaticos e C. freundii

*Infec¢des associadas a trauma tecidual prévio
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2.1.1.3 Agentes parasitérios

As tartarugas-verdes sdo comumente infectadas por endoparasitos e sdo
consideradas a espécie de tartaruga marinha com a maior abundancia média e
riqueza de helmintos. Estudos comprovaram a alta frequéncia de infeccdo em
Chelonia mydas, com mais de 50% dos individuos com carga parasitaria, a maioria

constituida por mais de um tipo de parasito (BINOTTI et al., 2016).

A populacdo parasitaria é influenciada pela dieta, habitat, migracao,
densidade populacional e imunidade das tartarugas-verdes. A alimentacdo é um dos
meios mais provaveis de infeccdo. Acredita-se que os hospedeiros intermediarios
dos parasitos utilizam as algas marinhas como possivel substrato para o seu
desenvolvimento. Além disso, durante a transicdo de filhote para juvenil, C. mydas
adquire habito alimentar herbivoro, e passa a habitar regibes mais costeiras. Nesse
contexto, essas alteracdes podem levar a imunossupressdo, a0 mesmo tempo, que
0S animais entram em contato com novas formas infectantes, até entédo
desconhecidas (SANTORO; MORALES; RODRIGUES-ORTIZ, 2006; WERNECK,
2011).

Os parasitos consomem sangue, tecidos sélidos e/ou nutrientes, e causam
necrose tecidual, obstrucéo do trato gastrointestinal, producéo de toxinas e reacdes
inflamatorias. A constituicdo da carga parasitaria pode ser influenciada pela
imunidade, dieta e habitat do hospedeiro, densidade populacional, e processos
migratorios. (KLINGENBERG, 2007).

Aproximadamente 30 espécies de trematodas foram descritos em tartarugas-
verdes. As espécies predominantes pertencem a Classe Trematoda, com destaque
para Cricocephalus albus (estdbmago e intestino delgado), Metacetabulum
invaginatum (estbmago, intestino delgado e intestino grosso), Neoctangium
travassosi (intestino delgado e intestino grosso), Pronocephalus obliquus e
Pleurogonius longiusculus, que parasitam todas as por¢des do trato gastrointestinais
ja citadas, além do figado (BINOTTI et al., 2016; GOMES et al., 2017; WERNECK,
2011).

Os agentes parasitarios estdo frequentemente associados a processos

inflamatorios. Ovos e parasitos adultos da familia Spirorchiidae sdo causas de
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lesbes cardiovasculares em tartarugas-verdes. O parasito fixa-se no endocardio e/ou
permanece livre dentro das camaras e vasos cardiacos, e pode disseminar para
varios outros 6rgaos. A espécie mais comum é o Learedius learedi, que possui
predilecdo por vasos sanguineos, levando a inflamacdo granulomatosa na parede
vascular, com relatados de lesées em estbmago, coracao, figado, baco, pulmdes,
rins e mesentério (WERNECK et al., 2006).

Rameshwarotrema uterocrescens, identificado em glandulas esofégicas, esta
relacionado com inflamacéo caseosa e ulcerativa do es6fago de tartarugas-verdes
(RIBEIRO et al., 2017; SANTORO et al., 2007). Ao passo que Rhytidodoides similis
leva a hiperplasia de mucosa e a inflamacao linfocitica em bexiga (DOMINICANO et
al., 2017).

Em seu estudo sobre a hemintofauna de C. mydas, Binotti et al. (2016)
descreveu a primeira ocorréncia de Deuterobaris intestinalis e Enodiotrema
reductum em intestinos, e R. similis em vesicula urinaria de tartarugas verdes da
costa do Brasil. O mesmo autor também observou a nivel histolégico presenca de
ovos integros e degenerados em diversos Orgdos como encéfalo, pulmdes,
pancreas, figado, baco e rins, associados a células gigantes do tipo corpo estranho.
As formas adultas dos parasitos foram encontradas em 6rgaos cavitarios, como

estbmago, intestinos delgado e grosso, vesicula urinéria e nas camaras cardiacas.

Apesar da menor frequéncia, nematoides podem parasitar tartarugas-verdes.
Espécies como Anisakis simplex e A. typica se alojam no estdmago levando a
gastrite ulcerativa hemorragica, além de serosite. O parasito Sulcascaris sulcata
também pode desencadear ulceras gastricas, gastrite fibrinopurulenta, gastrite
cronica e/ou serosite (BURKE; RODGERS, 1982).

2.1.1.4 Agentes fungicos

Mesmo incomum em tartarugas-verdes, as infeccfes fungicas também foram
relatadas, principalmente secundarias a infec¢des bacterianas ou relacionadas a
imunossupressao, causando micose sistémica, enfermidades respiratorias e
gastrointestinais (GAZEBROOK; CAMPBELL; THOMAS 1993).
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Os principais relatos sdo de traqueite granulomatosa causada por
Cladosporium spp., Cochliobolus spp., Ochroconis spp. e Veronaea botryosa
(DONNELLY et al., 2015). Além de pneumonia granulomatosa associada a
Paecilomyces spp., e associacdo com parasitos em casos de hepatite

granulomatosa necrética.

2.1.2 LesOes caseosas esofagicas em tartarugas-verdes (Chelonia mydas)

O esbfago de Chelonia mydas € caracterizado por papilas cbnicas e
pontiagudas, orientadas casualmente na direcdo do estdbmago. Essas estruturas
facilitam a degluticdo e retém o alimento, o que impede sua regurgitacdo frente a
mudancas de pressdo (causadas pelo ato de mergulhar), e também durante a
contracdo da musculatura esofagica para expulsdo do excesso de agua (CALAIS
JUNIOR; DAVID; NUNES, 2015; MAGALHAES et al., 2010).

E dividido em quatro regides, no sentindo craniocaudal: regides proximal (P),
medial (M), distal (D), e juncao gastroesoféagica (JGE), esta Ultima que se difere das
demais regides por apresentar pregas reticulares longitudinais e glandulas
produtoras de muco. Ap6s a JGE, o lumen esofagico sofre intenso estreitamento e
forma o esfincter gastrico, que delimita a transicdo para regido inicial (cardica) do
estdbmago (CALAIS JUNIOR; DAVID; NUNES, 2015).

Doencas que comprometam o funcionamento do esdfago podem levar a
morte da tartaruga-verde, tendo em vista a importancia do 6rgdo na nutricdo do
animal. A esofagite ulcerativa fibrinosa/fibrinonecrética em C. mydas é causada por
perfuracdo do esodfago e infeccdo bacteriana secundéaria por Aeromonas hydrophila,
Escherichia coli, Pseudononas spp., Staphylococcus spp. e/ou Vibrio alginolyticus.
Artefatos da atividade pesqueira anzol e/ou nylon sédo os principais causadores de
lesdo traumatica em esdfago (OROS et al., 2005). Na mesma linha, residuos
antropicos também podem levar a ulceracdo e necrose de mucosa e obstrucédo do
[imen esofagico (AWABDI; RODRIGUES; BENEDITTO, 2013).

A inflamacdo caseosa do es6fago € relatada em tartarugas-verdes,
principalmente da costa brasileira. Ribeiro et al. (2017) e Santoro et al. (2007)

denominaram a enfermidade como gastroesofagite caseosa ulcerativa com etiologia
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pelo parasito Rameshwarotrema uterocrescens, que leva a adenite com posterior
necrose e infec¢do secundaria por cocos Gram-positivos.

Calais Juanior (2015) verificou a ocorréncia de lesdes caseosas em esodfago de
37 exemplares de C. mydas no litoral do Espirito Santo, com oito animais
apresentando obstrucédo total do limen esofagico pelo caseo. Este autor associou a
doenca a quatro tipos diferentes de trematodas, entre eles R. uterocrescens, e
bactérias Gram-positivas, no entanto constatou a presenca de parasitos sem a
ocorréncia da lesdo. O estudo ainda observou maior associacdo das bactérias com a
formacao do exsudato caseoso e sugeriu que esses micro-organismos tenham um
papel importante no desenvolvimento do caseo e da obstrucao.

Ochoa (2017) também ponderou a doenca e descreveu a alteracdo como
gastroesofagite severa necrotizante parasitaria e bacteriana, além de relatar outras
lesbes em esbfagos de tartarugas-verdes como vasculite granulomatosa parasitaria

e esofagite supurativa ulcerativa (sem etiologia).



25

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas tartarugas vivas, de vida livre, para obtencdo de amostras
microbiolégicas, bem como exemplares encontrados mortos naturalmente que foram
submetidos a necropsia e exames morfolégicos. Os animais vivos foram capturados
pela equipe do Instituto de Pesquisa e Conservacdo Marinha (IPCmar), base de
Anchieta, Espirito Santo. Por sua vez, os cadaveres foram provenientes do projeto
de pesquisa “Ecologia de tartarugas marinhas nas ilhas costeiras do municipio de
Piuma/ES” (protocolo SISBIO n°43135-3), coordenado pelo Professor e Doutor
Thiago Holanda Basilio, e vinculado ao Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e
Tecnologia do Espirito Santo (IFES), campus Piuma, bem como, aqueles recolhidos
pela equipe de monitoramento de praias do IPCmar.

Este protocolo de pesquisa possui autorizacdo para atividades com finalidade
cientifica SISBIO n° 39329-4 e aprovacdo pelo Comité de Etica do Uso Animal
(CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo, sob protocolos 01/2018 e
16/2018.

De cada animal foi obtido peso (Kg), comprimento curvilineo da carapaca
(CCQ), largura curvilinea da carapaca (LCC) e local de captura por sistema de
posicionamento global (GSP). A idade foi estabelecida pelos parametros exibidos na
Tabela 2. Nos animais mortos o sexo foi determinado também pela observacédo das

gonadas.

Tabela 2. Determinacéo da idade em tartarugas-verdes (Chelonia mydas) por meio
da biometria macroscoépica. Fonte: Hirth, 1997; Santos et al., 2011.

Idade Determinacédo
Filhote Até uma semana de vida
Juvenil CCC até 40 cm
Subadulto CCC maior que 40 cm
Adulto Maturidade sexual (CCC entre 70 e 100 cm)

CCC Comprimento Curvilineo da Carapaca.
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3.1 Exames microbiolégicos

Nos animais vivos, a coleta de material biologico foi feita mediante a
contencdo fisica dos animais, seguida da utilizacdo de abre boca adaptado do
modelo para pequenos ruminantes. Posteriormente, foi introduzido swab estéril (15
cm) no es6fago dos animais e realizada a esfoliacdo de toda a mucosa do 6rgéao
(Figura 1.A). Apos serem retirados, os swabs foram acondicionados individualmente
em meio Stuart para transporte, e encaminhados sob refrigeracéo para o Laboratério
de Inspecéo de Produtos de Origem Animal do Hospital Veterinario da Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias (Figura 1.B).

Figura 1: A. Contencdo fisica e coleta para exame microbiolégico em tartaruga-verde
(Chelonia mydas) por meio de swab estéril e abre boca adaptado. B. Swab
devidamente acondicionado em meio Stuart para transporte e identificado

Nos animais mortos, durante a necropsia foi avaliada a mucosa do eséfago e
observada presenca de exsudato caseoso e a regido acometida. Em seguida foi
introduzido swab estéril da area lesionada, que imediatamente foi armazenado em
meio Stuart para transporte e encaminhados sob refrigeracdo para o laboratério

anteriormente citado.
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Todos os swabs foram inoculados em meios de culturas seletivos para
bactérias Gram-negativas, como Agar MacConckey (Enterobactérias), Agar seletivo
para Pseudomonas Aeromonas — Agar GSP (Aeromonas spp./Pseudomonas spp.) e
Agar de tiossulfato, citrato, bile e sacarose — Agar TCSB (Vibrio spp.). Para
identificacdo de bactérias Gram-positivas foi utilizado o Agar BHI (Brain Heart
Infusion). Todos os meios foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 a
48 horas.

As colbnias com crescimento em meio BHI e nos agars seletivos (GSP,
MacConckey e TCBS), foram submetidas a coloracdo de Gram para classificagdo
em positivas ou negativas.

Para as bactérias Gram-positivas foram realizados testes bioquimicos de
acordo com Anvisa (2008) para comprovacdo do género e consequente espécies
dos agentes.

Para as bactérias Gram-negativas foram avaliadas ainda coloracdo e textura
das colbdnias e, posteriormente, foram realizados testes bioquimicos segundo Anvisa
(2004), para identificagdo de espécies de Aeromonas, Pseudomonas e
enterobactérias e de acordo com Ministério da Saude (2010) para deteccdo de

espécimes de Vibrio.

3.2 Exames morfoldégicos macro e microscopicos

Os cadéaveres foram necropsiados no IFES-Piima ou no Setor de Patologia
Animal do Hospital Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (HOVET-CCAE-UFES). A necropsia foi de
acordo com técnica estabelecida por Wolke e George (1981), com exame externo
completo e analise de todos os 6rgaos.

Durante o exame necroscépico, 0os es6fagos que apresentavam exsudato
caseoso aderido a mucosa foram coletados individualmente e fixados em formalina a
10%, e encaminhados para o Laboratério de Patologia Animal do HOVET-CCAE-
UFES, para avaliagdo macro e microscopica.

Inicialmente cada 6rgdo foi fotodocumentado, medido (cm), e nas areas

lesionadas foram descritas a localizacao, distribuicdo, intensidade e tamanho do
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caseo, além do status de obstrucéo do limen esofagico de acordo com Calais Junior
(2015).

Foram consideradas quatros regides do esofago: regiao proximal (P), regido
medial (M), regido distal (D), e juncdo gastroesofagica (JGE). Os tecidos sofreram
processamento histolégico de rotina; desidratacdo (concentragdo crescente de
etanol de 70° GL a 100° GL), diafanizacdo em xilol, impregnacgéo e inclusdao em
parafina, para enfim serem cortados em micrétomo rotativo manual em seccodes de 3
Mm de espessura.

As laminas resultantes foram submetidas a coloracdo por Hematoxilina e
Eosina (HE) e amostras da JGE também foram coradas pela técnica de Acido
Periodico-Schiff (PAS). Em seguida as amostras foram analisadas em microscépico
optico de luz. As variaveis avaliadas na descricdo microscopica sao exibidas na
Figura 2.

Figura 2. Variaveis utilizadas para avaliacdo microscopica dos es6fagos de
tartarugas-verdes (Chelonia mydas) com esofagite caseosa da costa brasileira, entre
janeiro e outubro de 2019.

Mexosa — ! L localizaggo * |

Ulceracao: D ! - distrbuiggo :

Caseo: — Focal

Grumos bacterianos: L, DeJ | — Focalmenteextensa

Infilrado inflamatorio: T, L, D |  Multifocal

T RIS, i — Muliifocala coalescente
el ! — Difusa
Glandulas esofagicas : Eintensidade
P i  —Discreta

— Inﬂam_a\gao. Tel { _, Moderada

— Parasito: presencaouauséncia | _ |niensa :
| Muscular e Serosa : T: tipo de infiltrado inflamasrio :

INfiltrado INAAMALON0: T, D @ § ireeeevereeeesssrrereessssnsesssssnneennansd

Quantificacdo (mucosa, muscular e serosa)

— Ovos de parasito integros e/ou degenerados

— Células gigantes multinucleadas (GCM) do tipo corpo
estranho

— Ovos de parasito integros ef/ou degenerados + GCM
do tipo corpo estranho

— Parasitos adultos

Fonte: o autor
* As variaveis de localizacado, distribuicao, intensidade e tipo de infiltrado inflamatério foram
feitas segundo Ackermann (2013)
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Os dados foram avaliados por estatistica descritiva, baseada em percentuais
e, para as variaveis caseo, grumos bacterianos, parasitos e cultivo microbiologico

utilizou-se o teste de correlacédo de Spearman a nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

Foram utilizados 42 espécimes de Chelonia mydas, sendo 33 vivas, de vida
livre, obtidas em 84,85% (28/33) das capturas na Praia do Além (20°48'03.3"S
40°34'57.0"W) e em 15,15% (5/33) na Praia Marvila (20°48’47.4”S 40°39'58.8"W),
ambas no municipio de Anchieta, ES e nove animais mortos, 77,78% (7/9) e 22,22%
(2/9) provenientes dos municipios de Piuma (20°50°’31.9”S 40°43’46.0"W) e Anchieta
n(20°48°'03.3"S 40°34’57.0"W), respectivamente.

Os dados sobre comprimento curvilineo da carapaga (CCC), largura curvilinea
da carapaca (LCC) e peso dos 42 animais avaliados estdo dispostos na Tabela 3.
Sobre a idade dos animais, 83,33% (35/42) foram juvenis, enquanto que 16,67%
(7/42) subadultos. Dentre os animais mortos, nos quais foi possivel fazer a
diferenciacdo sexual, foram analisados 77,78% (7/9) individuos machos e 22,22%
(2/9) fémeas.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdao do comprimento curvilineo da carapaca
(CCCQ), largura curvilinea da carapaca (LCC) e peso de acordo com a idade das
tartarugas-verdes (Chelonia mydas) de vida livre, vivas e encontradas mortas
naturalmente na costa brasileira, no periodo de janeiro a outubro de 2019.

C. mydas N Idade CCC (cm) LCC (cm) Peso (Kg)
Vivas 26/42 Juvenil 34,89 (+ 2,63) 32,37 (+ 3,10) 4,76 (£ 1,07)
7/42 Subadulto 43,04 (+ 4,22) 39,97 (+ 4,68) 9,19 (£ 3,00)
Mortas 9/42 Juvenil 34,39 (+ 1,82) 31,73 (x 2,13) 4,59 (+ 1,06)

N 'nimero de exemplares de C. mydas em relacdo ao total de animais

O cultivo microbiol6gico evidenciou os agentes descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Bactérias isoladas da microbiota do es6fago de tartarugas-verdes
(Chelonia mydas) de vida livre, bem como agentes isolados a partir de leséo
caseosa esofagica em exemplares encontrados mortos naturalmente na costa
brasileira, no periodo de janeiro a outubro de 2019.

Bactérias Familia e/ou Espécie C. mydas C. mydas
isoladas Género vivas mortas
Mucosa %* Leséo %+
esofagica* caseosa*

Aeromonas A. hydrophila 9/33 27,27 1/4 25,00
Citrobacter freundii 2/33 6,06 0/4 00,00
Enterobacteriaceae  Enterobacter cloacae 4/33 12,12 0/4 00,00
Gram- Escheria coli 6/33 18,18 0/4 00,00
negativas Proteus vulgaris 3/33 9,09 0/4 00,00
Pseudomonas P. aeruginosa 12/33 36,36 0/4 00,00
V. alginolyticus 8/33 24,24 1/4 25,00
V. fluvialis 4/33 12,12 0/4 00,00
Vibrio V. metschnikovii 3/33 9,09 0/4 00,00
V. parahaemolyticus 5/33 15,15 0/4 00,00
S. aureus 11/33 33,33 2/4 50,00
Gram- Staphylococcus S. epidermidis 3/33 9,09 0/4 00,00
positivas S. intermedius 2/33 6,06 0/4 00,00
Bacillus Bacillus spp. 2/33 6,06 0/4 00,00

Mucosa esofagica n(jmero de bactérias isoladas em relagdo ao total de mucosas esofégicas esfoliadas em
animais vivos

%" porcentagem de bactérias isoladas em relacdo ao total de mucosas esofagicas esfoliadas em
animais vivos

Lesdo caseosa n(imero de bactérias isoladas em relagdo ao total de lesGes caseosas esfoliadas em
animais mortos.

%* ndmero de bactérias isoladas em relagdo ao total de lesbGes caseosas esfoliadas em animais
mortos.

Dos nove animais mortos avaliados macroscopicamente com esofagite
caseosa 0 comprimento dos es6fagos médio foi de 14,61cm (+1,43). Observou-se
que 100% (9/9) das lesdes foram verificadas na juncao gastroesoféagica (JGE), com
44,45% (4/9) do exsudato caseoso focal, 33,33% (3/9) multifocal a coalescente e
22,22% (2/9) multifocal. A intensidade foi discreta em 77,78% (7/9) e moderada em
22,22% (2/9). O tamanho do caseo variou de 0,1 cm a 2,5 cm, com 88,89% (8/9) dos
animais sem obstrucdo esofagica e 11,11% (1/7) com obstrucdo parcial do lumen
(Figura 3).
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Figura 3. Fotomacrografia de esofagite caseosa em tartarugas-verdes (Chelonia
mydas) encontradas naturalmente mortas na costa brasileira entre janeiro e outubro
de 2019 com evidenciagao do caseo (circulo pontilhado e setas). A) distribuicao
focal e intensidade discreta (circulo pontilhado). B) distribuicdo multifocal e
intensidade discreta (setas). C) distribuicdo multifocal a coalescente e intensidade
moderada (setas). D) distribuicdo multifocal a coalescente com obstrucao parcial
discreta do lumen (setas).
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Fonte: o autor

Microscopicamente, na mucosa, observou-se ulceracdo focal em 44,45% (4/9)
dos epitélios, focalmente extensa em 33,33% (3/9) e multifocal a coalescente em
22,22% (2/9). Observou-se ainda presenca de caseo discreto em 55,55% (5/9) e
moderado em 44,45% (4/9) das areas ulceradas. Na lamina propria observou-se
infiltrado inflamatorio mononuclear com distribuicdo multifocal a coalescente em
44,45% (4/9) das amostras, multifocal em 33,33% (3/9) e focal em 22,22% (2/9). A
intensidade do infiltrado inflamatério foi discreta em 55,55% (5/9) e moderada em
44,45% (4/9) (Figura 4).

Constatou-se a ocorréncia de grumos bacterianos em 66,67% (6/9) das
lesBes, concomitante ao caseo e/ou a ulceracdo. A distribuicdo foi multifocal em
50,00% (3/6) das amostras, multifocal a coalescente em 33,33% (2/6), e focal em
16,67% (1/6), com 66,67% (4/6) das colbnias com intensidade discreta e 33,33%
(2/6) moderada (Figura 4).
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Em todas as amostras foram observados ovos de parasitos de coloragéo
marrom a dourada (integros e degenerados) e/ou células gigantes multinucleadas do
tipo corpo estranho em epitélio e/ou lamina prépria da mucosa. Houve

predominéancia dessas estruturas na lamina prépria (Figura 4).

Figura 4. Fotomicrografia de esofagite ulcerativa caseosa em tartarugas-verdes
(Chelonia mydas) encontradas mortas naturalmente na costa brasileira entre janeiro
e outubro de 2019. A) Caseo (asterisco) aderido a mucosa ulcerada (seta) HE. Barra

= 100,00 pum. B) Infiltrado inflamat6rio mononuclear (asterisco) e ovos de parasito
(setas) em lamina prépria HE. Barra = 100,00 um. C) Ovos de parasitos em epitélio
(seta) e em lamina propria (asterisco) HE. Barra = 50,00 um. D) Células
multinucleadas do tipo corpo estranho em lamina propria (setas) HE. Barra = 50,00
pum. E) Ovo de parasito (asterisco) circundado por células multinucleadas do tipo
corpo estranho em lamina propria (seta) HE. Barra = 50,00 um. F) Colbnias bactérias
(seta) aderidas ao césgo (asterisco) HE. 50,00 pm.
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Forite: 0 autor

A analise microscopica ainda revelou 77,78% (7/9) das glandulas esofagicas
com inflamag&o mononuclear e necrose e em 57,14% (4/7) dos casos verificou-se
também a presenca de fragmentos de parasitos adultos. Em 22,22% (2/9) das
glandulas nédo foram observadas alteracbes e, em apenas 14,28% (1/9) das

amostras, foi observado fragmento de parasito adulto junto ao caseo (Figura 5).
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Sobre a ocorréncia das alteragbes nas demais camadas do es6fago, constatou-se
apenas a ocorréncia de infiltrado inflamatério em 22,22% (2/9) na musculatura lisa,
multifocal discreto em ambos os casos. Nao foram observadas alteracdes na serosa.

Figura 5. Fotomicrografia de glandulas esofagicas tartarugas-verdes (Chelonia
mydas) encontradas mortas naturalmente na costa brasileira entre janeiro e outubro
de 2019. A) Glandula sem alteracbes com conteido mucoso evidenciado (asterisco)
PAS. Barra = 100,00 um. B) Infiltrado inflamat6rio mononuclear periglandular (seta) e

no limen glandular e necrose (asterisco) HE. Barra = 100,00 um. C) Conteudo

necroético no lumen glandular (setas) HE. Barra = 50,00 um. D) Fragmento de
parasito adulto (seta) associado a necrose glandular (asterisco) HE. Barra = 100,00
um. E) Fragmento de parasito adulto (seta) associado a necrose glandular
(asterisco), ulceracao (cruz) e caseo (triangulo) HE. Barra = 100,00 um. F) Presenca
de fragmento de parasito adulto em area de ulceracao (seta) com céseo (asterisco)
HE. Barra = 100,00 pm.

A correlacdo de Spearman demonstrou que ndo houve correlacdo entre
caseo, grumos bacterianos, parasitos e cultivo microbiol6gico. No entanto, houve
correlacdo positiva entre grumos bacterianos e cultivo microbiolégico (p=0,16) e

negativa entre grumos bacterianos e parasitos (p=-0,16) e entre parasitos com

cultivo microbioldgico (p=-0,1).
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5. DISCUSSAO

A biometria dos animais utilizados neste estudo assemelha-se com os de
Forattini (2011) que avaliou 31 animais também na costa capixaba e verificaram
massas corpoéreas entre 2,6 e 20,2 kg (6,8 £ 2,9 kg), valor de CCC de 27,6 a 53,4 cm
(38,4 + 5,09 cm) e LCC entre 26,1 e 49,7 cm (34,6 = 4,6 cm). Isto evidencia a alta
ocorréncia de Chelonia mydas juvenis no litoral do Espirito Santo.

A predominancia de individuos na fase juvenil também foi observada por
Bezerra et al. (2012), pois é nessa fase que a tartaruga-verde adquire habito
alimentar herbivoro, e passa a habitar aguas costeiras onde a vegetacdo marinha é
abundante, assim, sdo comumente observados em regifes prOximas a costa
(BJORNDAL, 1985).

Os dados do presente estudo revelaram que a microbiota do es6fago de C.
mydas € constituida por maior diversidade de bactérias Gram-negativas e, em menor
proporcao, Gram-positivas. As bactérias mais prevalentes nos es6fagos dos animais
vivos foram Pseudomonas aeruginosa, seguido de Staphylococcus aureus, depois
de Aeromonas hydrophila e Vibrio alginolyticus. De forma semelhante, Santoro et al.
(2006) encontraram 21 espécies de agentes Gram-negativos e oito de Gram-
positivos em regifes nasais e cloacais de tartarugas-verdes fémeas em nidificacao,
com a identificacdo de A. hydrophila, Escherichia coli, P. aeruginosa, S. aureus, e V.
alginolyticus, por exemplo. Por outro lado, estes mesmos micro-organismos foram
isolados por Oros et al. (2005) em casos de esofagite ulcerativa e/ou fibrinosa em C.
mydas e Caretta caretta de vida livre, verificando a infeccdo secundaria dos agentes
ao trauma por artefatos de pesca ha mucosa esofégica.

Neste contexto, os exames microbiolégicos das esofagites caseosas
revelaram bactérias que também foram encontrados nos esbéfagos de C. mydas
higidas, com predominio de S. aureus, A. hydrophila e V. alginolyticus. Com isso,
observa-se que a tartaruga-verde, assim como todo réptil, exibe microbiota diversa,
constituida por espécies bacterianas oportunistas e com potencial patogénico. E
apesar de nao ter sido encontrada nenhuma lesdo traumatica por anzol ou qualquer
outro artefato de pesca neste estudo, acredita-se que as infec¢des bacterianas nas
esofagites possam ser desencadeadas por diversos outros fatores como o

comprometimento do sistema imune, por exemplo.
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Vale ressaltar que A. hydrophila, Staphylococcus spp. e V. alginolyticus sao
patdogenos oportunistas comumente isolados de lesGes em diversos 6rgaos de C.
mydas de vida livre e cativas. No cativeiro estes agentes estdo comumente
relacionados com o desenvolvimento de dermatite e estomatite ulcerativas, rinite
obstrutiva e broncopneumonia, tendo o estresse e/ou trauma como fatores
predisponentes para infecgcdo (GAZEBROOK; CAMPBELL; THOMAS, 1993). No
entanto, Oros et al. (2005) isolaram os mesmos agentes em tartarugas-verdes de
vida livre acometidas por dermatite ulcerativa, pleurite e pneumonia granulomatosa,
esplenite necrotizante, esofagite ulcerativa, hepatite granulomatosa/necrotizante e
miosite. Além disso, Ords, Calabuig e Déniz (2004) detectaram o0 género
Staphylococcus em 22,58% das doencgas bacterianas em tartarugas marinhas de
vida livre. Com isso, pode-se sugerir que as tartarugas-verdes de vida livre, assim
como as cativas, estdo sujeitas a fatores predisponentes para infeccdo da microbiota
como, por exemplo, traumas (de origem antrOpica), poluicdo, doencas virais e
parasitismo.

A ocorréncia de espécies de Vibrio (V. alginolyticus, V. fluvialis, V.
metschnikovii e V. parahaemolyticus) pode ser explicada pelo fato destes micro-
organismos habitarem ambientes marinhos e estudrios, que apresentam cloreto de
sédio (NacCl), necessario para o seu crescimento (SILVEIRA et al., 2016). Reis et al.
(2010) detectaram 88,2% de resultados positivos para Vibrio em regides oral, nasal,
cloacal e de ferimentos de C. mydas juvenis de vida livre. Assim, acredita-se que
devido ao esbfago estar em contato constante com a agua salina, por meio da
alimentacao e expulsdo do excesso d’agua, possa ocorrer o favorecimento desses
agentes na mucosa esofagica.

Aeromonas e Pseudomonas estdo presentes na agua doce e salgada
(NARAYANAN, 2016) e sua presenca no esbfago de C. mydas pode ser justificada
pelos mesmos fatores da ocorréncia de Vibrio. Reis et al. (2010) observaram 59,2%
de Aeromonas spp. em regides oral, nasal, cloacal e de ferimentos de tartarugas-
verdes juvenis. No mesmo contexto, Santoro et al. (2006) constataram a ocorréncia
de 25,7% de P. aeruginosa e 22,8% de A. hydrophila em cavidade nasal e cloaca de
fémeas de C. mydas adultas.

No presente estudo P. aeruginosa foi o micro-organismo com maior
frequéncia de isolamento nos esdfagos de C. mydas higidas e a explicacéo para isto

pode ser devido ao fato do agente ser um forte indicador de contaminacgéo hidrica
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(GUILHERME; SILVA; OTTO, 2000). A regiao costeira, onde os animais foram
obtidos, sofre com a ocupagéo e pressdo humana, 0 que torna o espaco sujeito a
acao antrépica e introducédo de fontes de poluicdo, como induastrias, agricultura e
atividades domeésticas, que fornecem produtos quimicos e matéria organica aos
mares. O esgoto, por exemplo, contém diversas impurezas, que podem transmitir
doencas, causar intoxicacdo e até mesmo a morte da flora e fauna marinha
(FERNANDES, 2016).

Foram verificadas quatro espécies de enterobactérias (Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae, E. coli e Proteus vulgaris) no presente estudo. A familia das
Enterobacteriaceae inclui 46 géneros e 293 espécies e constitui a maior e mais
heterogénea familia de bactérias Gram-negativas (MOXLEY, 2016), o que justifica a
diversidade de agentes desta familia observados no estudo. Santoro et al. (2006)
constatou 53,1% de enterobactérias em regiées nasais e cloacais de tartarugas-
verdes, com isolamento de E. agglomerans, E. cloacae, E. coli, K. oxytoca, K.
pneumoniae e Serratia marcescens.

Ribeiro et al. (2015) comprovaram a predominéncia desses micro-organismos
na microbiota gastrointestinal de jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria), com a
maior ocorréncia de Escherichia coli, corroborando com os dados do presente
estudo. As enterobactérias de modo geral, especialmente E. coli, sdo mais
comumente encontradas no trato digestorio devido as condi¢cbes apropriadas para o
seu crescimento como nutrientes e temperatura adequada (MOXLEY, 2016).

Espécies de Staphylococcus estdo presentes na pele e nas superficies
epiteliais de todos os animais de sangue quente (SMELTZER; BEENKEN, 2016),
com relatos em cloaca e cavidade nasal de tartarugas-verdes (SANTORO et al.,
2006) e cavidade oral de cagado-de-barbicha (Phrynops geoffroanus)
(FERRONATO et al. 2009). No entanto, até o presente momento, este agente ainda
nao havia sido relatado em esodfago higido de C. mydas. O género esta comumente
envolvido com o desenvolvimento de doencas bacterianas em tartarugas marinhas,
com desenvolvimento de lesbes em diversos tecidos e 6rgdos de carater secundario
e oportunista. Orés, Calabuig e Déniz (2004) detectaram o género em 22,58% das
doencas em tartarugas marinhas, entre elas casos de esofagite ulcerativa, esplenite
granulomatosa, estomatite ulcerativa, pneumonia granulomatosa e pericardite.

Considerados agentes onipresentes na natureza, Bacillus spp. habita solo,
agua, ocorrendo em diversas superficies (STEWART; THOMPSON, 2016). E, assim
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como todos 0s micro-organismos previamente citados, fazem parte da microbiota de
C. mydas, sendo isolado em proporcdo semelhante ao presente estudo, por Santoro
et al. (2006) em cavidade nasal e cloaca de tartarugas-verdes.

Em relacdo as alteracbes morfoldgicas da esofagite caseosa, notou-se que
todas as lesGes eram localizadas na jungcdo gastresofégicas, assemelhando-se aos
achados de Calais Junior (2015). O fato de a JGE apresentar glandulas produtoras
de muco (CALAIS JUNIOR, DAVID, NUNES, 2015), que podem albergar parasitos
trematodas (CALAIS JUNIOR, 2015; RIBEIRO et al., 2017; SANTORO et al., 2007)
pode justificar a alta prevaléncia de lesdo nessa porgao. Parasitos, como
Rameshwarotrema uterocrescens sao responsaveis por inflamacdo e necrose
glandular no es6fago de C. mydas (JERDY et al. 2019; SANTORO et al., 2007).

O presente estudo verificou a predominancia de lesGes caseosas
macroscopicas multifocais a coalescentes, divergindo de Calais Junior (2015) que
observou a prevaléncia da distribuicdo multifocal. Tendo em vista que cédseo se
desenvolve até obstruir por completo o limen esofagico, é possivel que a lesdo se
inicie em varios focos que se unem até formar massa caseosa maior.

Histologicamente, observou-se caseo e ulceracdo em todas as amostras
avaliadas, além de infiltrado inflamat6ério mononuclear. A inflamacédo caseosa é
comumente observado em répteis, e é caracterizada pelo exsudacéo de heterdfilos
(degranulados e/ou degenerados) que se acumulam e formam, macroscopicamente,
massa branco-amarelada de consisténcia friavel. O heteréfilo dos répteis
corresponde ao neutrofilo de mamiferos e tem papel importante no combate a
invasdo de micro-organismos como bactérias, fungos, virus e protozoarios
(MONTALLI, 1988). A ulceracdo da mucosa também foi observada por Calais Junior
(2015), Jerdy et al. 2019; Ribeiro et al. (2017) e Santoro et al. (2007), e pode estar
relacionada ao parasito, quando situado em lamina propria, ou até mesmo as
enzimas lesivas liberadas durante o processo inflamatorio (MONTALI, 1988).

O infiltrado inflamat6rio mononuclear em lamina prépria também foi observado
por Calais Junior (2015). Com isso pode inferir que as areas de inflamacao indicam
um processo crénico na mucosa esofagica, uma vez que de acordo com Pereira
(2011) inflamagdes cronicas sao caracterizadas por exsudacdo de células
mononucleares (como macréfagos e linfécitos), necrose e/ou degeneracdo e
regeneracdo e/ou reparacdo, alteragbes encontradas nos tecidos esofagicos

avaliados.
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O estudo em questédo constatou colonias bacterianas nas esofagites caseosas, fato
comprovado também por outros autores (CALAIS JUNIOR, 2015; JERDY et al. 2019;
OCHOA, 2017; RIBEIRO et al.,, 2017; SANTORO et al., 2007). A relevante
associacdo bacteriana pode ser explicada pelo fato do heterdfilo ter um papel
importante no combate a invaséo bacteriana (MONTALI, 1988). Calais Junior (2015)
observou cocos Gram-positivos em 56,75% das lesbes caseosas e concluiu que as
bactérias sdo importantes para formacao do caseo e obstrucdo do esofago.

Além disso, a ocorréncia bacteriana foi concomitante a presenca de ovos
trematodas em mucosa e/ou fragmentos de parasitos adultos associados a necrose
e adenite. Parasitos adultos estdo relacionados com processos inflamatorios agudos
e crénicos em diversos tecidos e 6rgdos de tartarugas-verdes (STACY et al., 2010).
Santoro et al. (2007) identificaram parasitos da familia Spirorchiidae associados a
inflamacgdes crénicas em tecidos cardiovascular, gastrointestinal e pulmonar, além
de relatar casos de infeccdo bacteriana secundarias associadas as lesdes
parasitarias. Jerdy et al. (2019), Ribeiro et al. (2017) e Santoro et al. (2007)
descreveram que os quadros de esofagite em tartarugas-verdes sédo decorrentes do
parasitismo em glandulas esofagicas por Rameshwarotrema uterocrescens com
infeccdo bacteriana secundaria por agentes Gram-positivos. Entretanto, Calais
Junior (2015), em um estudo realizado também na costa capixaba, observou a
ocorréncia de quatro familias diferentes de trematodas (Pronocephalidae,
Microscaphidae, Cladorchiidae e Rhytidodiae) nos es6fagos com lesdo, sendo a
familia do R. uterocrescens, uma dentre as descritas, além de bactérias Gram-
positivas. Estes dados indicam que muitos outros parasitos, além do género
Rameshwarotrema podem estar envolvidos na etiologia das lesdes esofagicas
obstrutivas em C. mydas.

Com isso, acredita-se que esses parasitos atuam como agentes lesivos
primarios nas inflamacdes de es6fago, gerando porta de entrada para infecgdo por
bactérias oportunistas e patogénicas, da propria microbiota, ou mesmo, que a leséo
seja de origem multifatorial, em que os parasitos e as bactérias agem como co-
fatores, ou seja, associados.

Os parasitos, principalmente, trematodas sdo de ocorréncia comum em C.
mydas e depositam seus ovos em diversos 6rgados, que nao levam a morte da

tartaruga-verde, no entanto, podem contribuir para o encalhe e morte de animais
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juvenis (devido a imunidade ndo desenvolvida), ou predispor a doencas secundarias
(SANTORO; MORALES; RODRIGUES-ORTIZ, 2007).

Em sua pesquisa Binotti et al. (2016) encontrou ovos de parasitos intactos ou
degenerados, com ou sem células gigantes, em baco, pulmdo, musculos estriados
esqueléticos, intestino delgado e grosso, rim, glandulas salgadas, figado, estdtmago,
musculo cardiaco, pancreas, pele, esbéfago, glandulas supra-renais sem lesfes
macroscopicas. A presenca do ovo leva ao desenvolvimento das células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho, que sao formadas pela fusdo de macrofagos
e se formam ao redor de estruturas ndo imunogénicas como fios de suturas e ovos
de parasito (PEREIRA, 2011). Com isso pode-se sugerir que a observagdo somente
das células gigantes multinucleadas indica que o ovo foi fagocitado e eliminado do
tecido. Além disso, acredita-se que a presenca do ovo no tecido nao,
necessariamente, causa leséo.

Neste estudo também se observaram adenite e necrose glandular na mucosa
esofagica que Jerdy et al. (2019), Ribeiro et al. (2017) e Santoro et al. (2007)
associaram ao agente R. uterocrescens, no entanto, ndo foi possivel identificar a
espécie dos parasitos, limitando-se a classificar os agentes como trematodas.

Desta forma, a localizacdo dos trematodas intraglandulares pode justificar a
presenca dos ovos em lamina prépria. No entanto, ndo existem dados na literatura
sobre o ciclo bioldgico dos parasitos encontrados nos esdfagos de C. mydas, néo
sabendo exatamente o percurso realizado pelo agente parasitario para se alojar na
glandula, bem como, a maneira com que 0s mesmos depositam seus ovos.

Por outro lado, os dados obtidos neste estudo, pelos testes estatisticos,
também mostraram que quando ha aumento de bactérias, seja pela observacdo dos
grumos a microscopia ou pelos agentes microbianos isolados, ha diminuicdo da
carga parasitaria. No entanto, a correlacdo negativa observada foi muito fraca e,
pode estar relacionada a cronicidade da leséo e ao fato do parasito ndo mais ser

observado.
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6. CONCLUSAO

A microbiota esofdgica de Chelonia mydas é constituida por predominio de
bactérias Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila e
Vibrio alginolyticus, além de diversas enterobatérias e por agentes Gram-positivos,
com maior prevaléncia de Staphylococcus aureus e esses agentes estdo envolvidos

na etiologia da esofagite caseosa.
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