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Resumen

Este estudio retrospectivo evalta las principales enfermedades infecciosas y parasitarias en 131 anfibios remitidos
para estudio histopatolégico (127 casos post mortem y 5 biopsias) procedentes de zoos (106/131; 80,9%) o
colecciones privadas (25/131; 19,1%). Las especies mas representadas son el sapito balear (Alytes muletensis)
(38/131; 29%) v, en conjunto, los dendrobatidos (48/131; 36,6%). Las infecciones eran principalmente bacterianas,
particularmente la micobacteriosis (19/131; 14,5%), y fingicas. Entre estas ultimas se contabilizaron GUnicamente 6
casos de quitridiomicosis (6/131; 4,6%) y 3 por hongos pigmentados (3/131; 2,3%), incluidos 2 de feohifomicosis y 1
de cromomicosis. No se observaron evidencias de infecciones viricas, salvo una dermatitis epizoé6tica en escuerzos de
Cranwell (Ceratophrys cranwelli); sin embargo, no se realizaron técnicas de deteccién de genoma o antigeno virico
en ningun anfibio. De entre las enfermedades parasitarias destaca la estrongiloidiasis (19/131; 14,5%), que afecto
principalmente a sapitos baleares, en los cuales se asocié frecuentemente a proctitis, prolapso rectal/proctocloacal

e intususcepciones intestinales.
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Introduccién

La popularidad creciente de los anfibios y el declive
de numerosas especies! se ha acompafiado de la crea-
cién de programas de cria en cautividad, conservacién
in situ 'y reintroduccién para algunas especies, asi como
de un incremento en la bibliografia médica de este
grupo taxonémico. Sin embargo, las enfermedades en
anfibios en cautividad y vida libre no estdn, en gene-
ral, ampliamente documentadas, con excepcién de la
quitridiomicosis, la micobacteriosis, las infecciones por
ranavirus y las enfermedades parasitarias notorias por
su repercusion en poblaciones salvajes, como la trema-
todiasis causada por Ribeiroia.® Incluso especies po-
pulares como los dendrobatidos, mantenidas con fre-
cuencia en cautividad, se encuentran en esta situacién.

Contacto: noahspath.cjuansalles@gmail.com
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Este estudio retrospectivo evaltia las principales
enfermedades infecciosas y parasitarias observadas
en 131 anfibios remitidos para diagnéstico histopato-
l6gico. Se incluyen en este estudio 38 sapitos baleares
(Alytes muletensis), los cuales aportan una informacién
valiosa en cuanto a las enfermedades mds relevantes
detectadas en dos colonias de crfa en cautividad de
dicha especie. El sapito balear, especie endémica de
la isla de Mallorca, estd sujeto a un programa de con-
servacién in situ y de cria en cautividad desarrollado
por diversas instituciones, incluidas administraciones
publicas y zooldgicos.* Sin embargo, existen escasas
descripciones de las enfermedades que afectan a esta
especie.
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Materiales y métodos

Se revisaron los archivos médicos y de patologia de
anfibios de las instituciones y centros privados colabo-
radores en este estudio para recabar casos documenta-
dos de enfermedad y muerte en anfibios desde el 2005
hasta el 2018. De este estudio se eliminaron los anfibios
autoliticos sin evidencias consistentes de enfermeda-
des relevantes para su inclusién en el mismo. Poste-
riormente, se filtraron los archivos para incluir casos
de enfermedades infecciosas y parasitarias.

Se revisaron los historiales clinicos, las radiografias,
las fotograffas macroscépicas y los informes de pato-
logia. Los tejidos de biopsia y necropsia habian sido
procesados para su evaluacién histopatolégica (fijados
en formol al 10 %, incluidos en parafina y tefiidos con
hematoxilina y eosina) para diagndstico rutinario pre-
viamente a la realizacién de este estudio y fueron eva-
luados por un tnico patélogo.

En este estudio se incluyen 131 anfibios en un total
de 132 remisiones (de uno de ellos se habia evaluado
una biopsia de branquias previamente a su muerte)
que cumplian los criterios de seleccién de casos. Estas
132 remisiones corresponden a biopsias (5 casos) y te-
jidos de necropsia (127 casos) de 28 especies diferen-
tes. De los 127 anfibios muertos incluidos, 113 fueron
remitidos enteros y procesados en cortes transversales
seriados de todo su cuerpo. Se realizaron tinciones es-
peciales, particularmente la tincién de Ziehl-Neelsen,
también para diagnéstico rutinario.

La Tabla 1 detalla la distribucién por especies. De
estos 131 anfibios, 117 pertenecian al orden Anura y
14 al orden Caudata. Tres especies sumaban 69 de los
131 anfibios (52,6 %): el sapito balear (Alytes muletensis;
38/131 procedentes de dos zoos), la rana flecha azul
(Dendrobates azureus; 20/131) y la rana flecha amarilla y
azul (Dendrobates tinctorius; 11/131). Un total de 48 an-
fibios pertenecian a la familia Dendrobatidae (36,6 %).
Todos ellos eran mantenidos en cautividad. De los 131
anfibios, 106 procedian de zoos, acuarios y centros afi-
nes, mientras que los 25 restantes fueron remitidos por
clinicas de animales exdticos.

Resultados

Los procesos mds frecuentes en esta casuistica in-
clufan las enfermedades infecciosas y parasitarias, se-
guidos a distancia por la enfermedad 6sea metabdlica
y la mineralizacién de tejidos blandos. En esta primera
parte del estudio se revisaron las enfermedades infec-
ciosas y parasitarias, asi como las lesiones inflamato-
rias asociadas a las mismas. La Tabla 2 describe las en-
fermedades infecciosas y parasitarias diagnosticadas
en estos 131 anfibios.

En cuanto a las infecciones bacterianas, se diagnos-
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Especie Orden
Sapito balear (Alytes muletensis) Anura
Rana flecha azul (Dendrobates azureus) Anura
Rana flecha amarilla y azul (Dendrobates tinctorius) Anura
Rana tomate (Dyscophus guineti) Anura
Rana dardo verdinegra (Dendrobates auratus) Anura
Axolote (Ambystoma mexicanum) Caudata
Sapito minero (Dendrobates leucomelas) Anura
Sapillo de vientre de fuego oriental (Bombina orientalis) Anura
Escuerzo de Cranwell (Ceratophrys cranwelli) Anura
Salamandra mandarina (Tylototriton shanjing) Caudata
Rana venenosa reticulada (Dendrobatus ventrimaculatus) Anura
Rana toro (Lithobates catesbeianus) Anura
Rana arbérea gigante (Litoria infrafrenata) Anura
Rana arboricola de White (Litoria caerulea) Anura
Rana toro africana (Pyxicephalus adspersus) Anura
Rana junco arboricola africana (Hyperolius concolor) Anura
Rana verde de ojos rojos (Agalychnis challidras) Anura
Pollito de las montafas (Leptodactyllus fallax) Anura
Mantella (Mantella sp.) Anura
Rana de punta de flecha roja (Oophaga pumilio) Anura
Sapo buey (Rhinella schneideri) Anura
Rana dardo dorada (Phyllobates terribilis) Anura
Rana globo espinosa (Scaphiophryne marmorata) Anura
Rana globo de Madagascar (Scaphiophryne pustulosa) Anura
Salamandra jaspeada (Ambystoma opacumn) Caudata
Trit6n de vientre de fuego japonés (Cynops pyrrhogaster) Caudata
Tritén punteado de Kaiser (Neurergus kaiseri) Caudata
Tritén cocodrilo de Kweichow (Tylototriton kweichowensis) — Caudata

ticaron 48 casos en los 131 anfibios (36,6 %), aunque
en numerosos pacientes, particularmente animales con
lesiones cutdneas, no eran necesariamente primarias ni
la causa (o tinica causa) de la muerte.

La infeccién bacteriana mads frecuente fue la mico-
bacteriosis con 19 casos en los 131 anfibios (14,5 %), 15
de ellos en dendrobétidos procedentes de dos zoos. El
diagndstico se basé en la presencia de lesiones granu-
lomatosas o histiociticas con bacilos dcido-alcohol re-
sistentes intralesionales mediante la tincién de Ziehl-
Neelsen (Figs. 1 y 2), que en la mayorfa de casos no
eran abundantes y se caracterizaban por ser alargados
(Fig. 2A y 2D). No se dispone de estudios de PCR/
cultivo de micobacterias en ninguno de estos anfibios.
Esta infeccion afecté a 2 o més 6rganos en 18 de los
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Tabla 2. Enfermedades infecciosas y parasitarias

diagnosticadas en 131 anfibios

Enfermedades infecciosas y parasitarias n (%)
Infecciones bacterianas 48 (36,6)
Micobacteriosis 19 (14,5)
Dermatitis bacteriana o con componente bacteriano® 15 (11,5)
Bacteriemia 13 (9,9)
Celomitis fibrinosupurativa 5 (3,8)
Gastroenteritis fibrinohemorrédgica-enfisematosa 1(0,8)
Colecistitis 1(0,8)
Colangiohepatitis secundaria a colelitiasis 1(0,8)
Infecciones fungicas 24 (18,3)
1\/,Iic0.sis superficiales o dermatitis con componente 21 (16)
fangico®
Quitridiomicosis 6 (4,6)
Micosis profundas 3(2,3)
Feohifomicosis 2(1,5)
Cromomicosis 1(0,8)
Microsporidiosis 1(0,8)
Infecciones viricas 1(0,8)
Protozoos 13 (9,9)
Ciliados 7 (5,3)
Flagelados 6 (4,6)
Nematodiasis 43 (32,8)
Nematodiasis intestinal 34 (26)
Estrongiloidiasis 19 (14,5)
Nematodiasis respiratoria 9 (6,9)
Pulmonares (Rhabdias) 7 (5,3)
Nasales 2 (1,5)
Nematodiasis géstrica 4(3,1)
Nematodiasis renal tubular 1(0,8)
Cestodiasis 4(3,1)
Trematodiasis 1(0,8)

a Estan incluidos los anfibios con dermatitis causada por micobacterias.

® En algunos de los anfibios incluidos no se pudo descartar que estas micosis
correspondieran a colonizacion fungica posterior a la muerte.

Nota: algunos pacientes estaban afectados por dos o mas de estos procesos.

Figura 1. (A) Rana flecha azul (Dendrobates azureus). Sobre la superficie del
higado se aprecia un nédulo (granuloma micobacteriano) blanquecino. Barra:
1 cm. (B) Cavidad celémica; rana toro (Lithobates catesbeianus). El bazo esta
marcadamente aumentado de tamafo (cabezas de flecha blancas) y contiene
focos blanquecinos. La piel en la regién inguinal muestra focos alargados de
ulceracion (cabezas de flecha negras); e: estémago, h: higado. (C) Cavidad ce-
lémica; axolote (Ambystoma mexicanum). El higado contiene numerosos focos
blanquecinos. (D) Cavidad celémica; rana toro (Lithobates catesbeianus). El
epicardio muestra numerosos focos blanquecinos (cabezas de flecha) corres-
pondientes a pericarditis por micobacteriosis, y en la serosa celémica visceral
se distingue un nédulo blanquecino (flecha blanca) correspondiente a cestodos
enquistados; h: higado.
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Figura 2. (A) Bazo; rana toro (Lithobates catesbeianus). Se aprecian macroéfagos con numerosos bacilos fantasma en su citoplasma. Diff-Quick, x1000.
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(B) Piel, seno linfatico subcutaneo; rana flecha azul (Dendrobates azureus). La dermis (d) contiene un granuloma (flechas). El seno linfatico subcutaneo esta
dilatado y parcialmente obstruido por un trombo de fibrina (f) e inflamacién granulomatosa (cabezas de flecha) (endolinfangitis granulomatosa y trombética);
e: epidermis. Hematoxilina-eosina, x200. Recuadro: bacilos acido-alcohol intralesionales en granuloma endolinfatico. Tincién de Ziehl-Neelsen, x400. (C)
Cavidad celémica; sapito balear (Alytes muletensis). Se observa un granuloma con gran centro necrético (flechas) en el higado (h); c: cavidad celémica, p:
pulmon, e: es6fago. Hematoxilina-eosina, x48. (D) Bazo; rana toro (Lithobates catesbeianus). Se aprecian numerosos bacilos acido-alcohol resistentes alar-

gados en una zona de esplenitis granulomatosa. Ziehl-Neelsen, x480.

19 anfibios (94,7 %). Los 6rganos mds frecuentemente
afectados fueron higado, rifién, pulmén, bazo, tejido
subcutdneo, hueso/médula 6sea, piel, serosa cel6-
mica e intestino. En algunos casos, las lesiones eran
visibles macroscépicamente como nédulos blanqueci-
nos de hasta 2-3 mm de didmetro, particularmente en
higado (Fig. 1A), serosa celémica visceral y rifién. En
el seno linfatico subcutdneo, las lesiones se caracteri-
zaban habitualmente por un componente fibrinoso/
trombético prominente (endolinfangitis trombética),
lesién que ocluia parcialmente la luz de dicho vaso
linfético (Fig. 2B).

Se observaron 11 casos de celomitis bacteriana, en los
que se contabilizaron 5 anfibios con micobacteriosis y
5 con celomitis supurativas y/o fibrinosas caracteri-
zadas por acumulaciéon de exudado abundante en la
cavidad celémica (Fig. 3) como principal proceso de
enfermedad o asociadas a otras lesiones inflamatorias,
particularmente nefritis. El caso restante consistia en

una bacteriemia intensa con celomitis leve y acumula-
cién de liquido proteico en la cavidad celémica de una
rana junco arboricola africana (Hyperolius concolor). No
se dispone de aislamiento bacteriano de estos casos.

De un brote de mortalidad de salamandras manda-
rinas (Tylototriton shanjing) de 5 meses de edad proce-
dentes de una misma puesta, se aislé Pseudomonas de
una de las salamandras; histolégicamente se observé
bacteriemia aguda con edema subcutdneo, celulitis
necrotizante y necrosis renal tubular focal aguda sin
evidencias de procesos de enfermedad subyacentes a
la bacteriemia.

Numerosas lesiones cutdneas de etiologia diversa,
sin incluir los casos de dermatitis por micobacterias,
tenfan un componente bacteriano.

Del resto de infecciones bacterianas, es interesante
un caso de enteritis fibrinohemorrdgica y enfisemato-
sa con gastritis también enfisematosa en una rana toro
africana (Pyxicephalus adspersus); intralesionalmente
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auratus). La cavidad celémica contiene exudado con material proteico
(asterisco) y células inflamatorias (flechas); n: nervio, r: rifién, o: oviducto.
Hematoxilina-eosina, x100. (B) Cavidad celémica; rana dardo verdinegra
(Dendrobates auratus). Detalle del exudado de la cavidad celémica, con
granulocitos, eritrocitos, material proteinaceo y bacterias (flechas); n: ner-
vio. Hematoxilina-eosina, x400.

se observaron numerosos bacilos con tincién polar o
bipolar compatibles con Clostridium. Destaca también
un sapito balear con colecistitis ulcerativa-fibrinosa y
bacilos en la bilis (Fig. 4) y otro con colelitiasis grave
de la vesicula biliar y obstruccién de vias biliares com-
plicada con colangiohepatitis bacteriana y embolismo
de secreciones biliares con bacterias en el seno linfatico
subcutdneo. Finalmente, un axolote (Ambystoma mexi-
canum) con signos nerviosos mostraba una meningi-
tis supurativa y piogranulomatosa con coroiditis, asi
como una otitis hemorragica; a pesar de observarse
aparentes cocos con la tincién rutinaria, las tinciones
de Gram y Ziehl-Neelsen no revelaron patégenos in-
tralesionales.

Se observaron 24 casos de micosis (18,3 %), si bien
en anfibios autoliticos con escasa respuesta tisular aso-
ciada resultaba dificil descartar la colonizacién fingica
posterior a la muerte. En cuanto a las infecciones fin-
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Figura 4. Vesicula biliar; sapito balear (Alytes muletensis). Se observa
colecistitis caracterizada por una zona de necrosis, erosion y depédsito
de fibrina en la mucosa (flecha) con depdsito de exudado proteinaceo
sobre la serosa visceral (cabezas de flecha). La bilis contiene un tapén
de material biliar (asterisco). Hematoxilina-eosina, x120. Recuadro: la bi-
lis adyacente al foco de necrosis-erosion contiene numerosas bacterias.
Hematoxilina-eosina, x480. h: higado.

gicas superficiales, se observé quitridiomicosis tinica-
mente en 6 de 131 anfibios (4,6 %), 5 de ellos proce-
dentes de dos colonias. Estos inclufan una salamandra
mandarina (Tylototriton shanjing) con dermatitis vesi-
cular caracterizada por la formacién de vesiculas epi-
dérmicas y acantolisis con hongos quitridos (Fig. 5A)
y bacterias intralesionales; 3 dendrobdtidos con hiper-
plasia epidérmica y /o hiperqueratosis de grado bajo o
moderado; 1 sapito balear con degeneracién vacuolar
de queratinocitos, hiperqueratosis y dermatitis leve; y
1 rana tomate (Dyscophus guineti) con inflamacién dér-
mica y glandular, necrosis de queratinocitos y células
glandulares, hiperplasia epidérmica, hiperqueratosis y
una infeccién intensa por hongos quitridos acompafia-
dos por un componente bacteriano superficial (Fig. 5B).

Tres anfibios mostraron infecciones flingicas pro-
fundas (2,3 %), todas ellas causadas por hongos pig-
mentados (2 de feohifomicosis y 1 de cromomicosis).
La feohifomicosis fue diagnosticada como infeccién
sistémica en 2 ranas arboricolas de White (Litoria caeru-
lea) con afectacion de higado, rifién, tejido subcutdneo,
pulmén y corazén (Fig. 6A). Las lesiones eran necroti-
zantes, supurativas o granulomatosas y contenian hi-
fas fingicas de color marrén, no ramificadas, septadas,
de bordes paralelos y hasta unas 2 micras de didmetro
(Fig. 6B); estas lesiones se acompafaban de tromboem-
bolismo fangico y vasculitis fingica. La feohifomicosis
fue la causa de la muerte o principal contribuyente a la
misma en estas ranas. En cuanto al caso de cromomico-
sis, se trataba de un sapo buey (Rhinella schneideri) con
un foco portal de hepatitis granulomatosa incidental
en cuyo interior se distinguieron cuerpos esféricos sep-
tados y de color marrén (cuerpos escleréticos), caracte-
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Figura 5. (A) Piel; salamandra mandarina (Tylototriton shanjing). Vesicula
subcorneal (v) con queratinocitos acantoliticos en una epidermis leve-
mente hiperplasica, en la que se observan numerosos hongos quitridos
intralesionales, principalmente talos vacios que en ocasiones muestran
septos internos (“talos coloniales”) (flechas largas), pero también un
zooesporangio con esporas basdfilas distintivas (cabeza de flecha) y talos
uninucleados (flechas gruesas); g: glandula granular de la dermis. Hema-
toxilina-eosina, x400. (B) Piel; rana tomate (Dyscophus guineti). La epider-
mis muestra hiperplasia con focos de hiperqueratosis y colonizacién de la
queratina por numerosos hongos quitridos (focos delimitados con cabe-
zas de flechas); sl: seno linfatico subcutaneo. Hematoxilina-eosina, x240.

risticos de dicha enfermedad (Fig. 6C).

Esta serie de anfibios incluye un caso de micros-
poridiosis en un escuerzo de Cranwell (Ceratophrys
cranwelli) con un incremento marcado del tamafio de
ambos rifiones debido a nefritis tabulo-intersticial di-
fusa grave, con numerosas colonias intratubulares de
microorganismos ovalados de aproximadamente 2,5-
3,5 x 2-3 pm que presentaron una tincién Gram y PAS
positiva. Se realizé una PCR para Encephalitozoon, En-
terocytozoon, Vairimorpha y Nosema mediante métodos
previamente descritos® sobre rifién parafinado, la cual
resulté negativa.

En cuanto a enfermedades protozoarias, solo se
diagnosticaron infecciones digestivas por flagelados en
6 anfibios (5/6 intestinales), ocasionalmente asociadas a
enteritis. Un caso correspondié a una infeccién cloacal
luminal e invasiva de la mucosa, pero sin reaccién tisu-
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Figura 6. (A) Cavidad celémica; rana arboricola de White (Litoria coeru-
leoalba). Se observan zonas blanquecinas y rojizas en el I6bulo derecho del
higado (flechas) y rifién izquierdo (r), el cual esta incrementado de tamafrio;
e: estémago, h: 16bulo izquierdo del higado, *: vesicula biliar. (B) Corazon;
rana arboricola de White (Litoria coeruleoalba). El miocardio esta comple-
tamente remplazado por inflamacién granulomatosa con células gigantes
multinucleadas (flechas) y fibrosis; dispersas en esta lesién se distinguen
numerosas hifas fungicas no ramificadas (cabezas de flecha). Hematoxili-
na-eosina, x240. Recuadro: A mayor aumento, se puede constatar que las
hifas estan septadas y son de color marrén. Hematoxilina-eosina, x100.
(C) Higado; sapo buey (Rhinella schneideri). Granuloma hepatico (cabe-
zas de flecha) con células gigantes multinucleadas que contienen cuerpos
escleroticos de hongos de color marrén fagocitados en su citoplasma (fle-
chas); h: hepatocitos perilesionales. Hematoxilina-eosina, x400.
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lar. Adicionalmente, 6 anfibios mostraban colonizacién
intestinal (5) o gdstrica (1) por protozoos ciliados, tam-
bién sin lesiones asociadas.

Las enfermedades parasitarias de mayor frecuencia
eran, en conjunto, diversas nematodiasis: 43 de 131
anfibios (32,8 %) mostraban nematodos en una o mas
localizaciones, particularmente el intestino y el tracto
respiratorio. En 34 anfibios se observé nematodiasis in-
testinal. Teniendo en cuenta la morfologia, el tamafio, y
la capacidad del parasito de invasién del epitelio intes-
tinal, 19 de los 34 casos correspondian a estrongiloidia-
sis entérica, de los que 14 afectaban a sapitos baleares
(Alytes muletensis) y 5 a ranas flecha azul (Dendrobates
azureus). Doce de los 14 sapitos baleares procedian de
una misma colonia y los restantes 2 del mismo cen-
tro que habia presentado 5 casos en ranas flecha azul.
Cinco sapitos baleares afectados mostraban prolapso
cloacal/ proctocloacal y uno de estos, ademds, intusus-
cepcién (Fig. 7A). Esta enfermedad parasitaria estaba
asociada a grados variables de enteritis, que en 3 sa-
pitos baleares mostraba un componente proliferativo
(Fig. 7B). En ocho de los sapitos baleares con estron-
giloidiasis se apreci6 inflamacién en la piel y/u 6rga-
nos internos, particularmente el higado (excluidos los
casos de micobacteriosis concurrente); en ningtin caso
se pudo constatar la presencia de larvas rabditiformes
migrantes intralesionales de Strongyloides con la tin-
cién rutinaria en los planos de corte evaluados.

En cuanto a la nematodiasis de vias respiratorias,
7 anfibios mostraban nematodiasis pulmonar y 2 en la
cavidad nasal. Los pardsitos pulmonares correspondian
a Rhabdias segtin la morfologfa caracteristica de los ne-
matodos, con presencia de un intestino cargado de pig-
mento marrén-amarillo (Fig. 8), titero con larvas rabdi-
tiformes en diversos estadios de desarrollo (Fig. 8B) y
cuerdas laterales vacuolizadas. Las especies afectadas
inclufan 4 anuros (2 Scaphiophryne spp., 1 Dyscophus
guineti 'y 1 Dendrobates tinctorius) y 3 tritones (Tylototri-
ton spp.). En uno de estos animales, una rana globo de
Madagascar (Scaphiophryne pustulosa), se observé un
alto nimero de pardsitos asociados a inflamacién su-
purativa luminal (Fig. 8) relacionada con necrosis de
algunos de los nematodos, que estaban colonizados por
bacterias (Fig. 8B), asi como zonas de infiltracién inten-
sa de la mucosa respiratoria por macréfagos alrededor
de nematodos. En los 6 pacientes restantes no se apre-
ci6 respuesta tisular a los nematodos. Dos anfibios, un
dendrobétido y una mantella, mostraban nematodiasis
en la cavidad nasal sin respuesta tisular salvo erosién y
compresién de la mucosa nasal en la zona de contacto
con los pardsitos (Fig. 9).

Del resto de casos de nematodiasis, destacan 4 anfi-
bios con nematodos en la luz del estémago y 1 rana to-
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Figura 7. (A) Sapito balear fijado en formol (Alytes muletensis). Se apre-
cia un prolapso proctocloacal grave. (B) Recto; sapito balear (Alytes mu-
letensis). Se observa hiperplasia del epitelio de la mucosa, con presencia
de numerosos nematodos en su interior (flechas largas). El mesotelio (ca-
bezas de flecha) esta hipertréfico. Hematoxilina-eosina, x240. Recuadro:
algunos enterocitos muestran atipia caracterizada por pérdida de polari-
dad nuclear, asi como hipertrofia nuclear y nucleolar con aumento de la
relacion nucleo:citoplasma (flechas cortas). Hematoxilina-eosina, x480.

mate (Dyscophus guineti) con nematodiasis renal tubu-
lar Juminal leve asociada a nefritis tibulo-intersticial
grave con componente bacteriano.

El resto de helmintiasis incluyeron 4 casos de cesto-
diasis y un tnico anfibio con trematodiasis. De las ces-
todiasis, 2 eran subcutdneas, 1 gastrica (en las tdinicas
musculares del estémago) y 1 involucraba a un tejido no
identificable; de las subcutdneas, una se asociaba a un
nédulo de calcinosis circunscrita (Figs. 10A y 10B). La
trematodiasis afect6 a una salamandra jaspeada (Ambys-
toma opacum) con una masa axilar (Fig. 10C) caracteriza-
da microscépicamente por una celulitis y rabdomiositis
necrotizantes con bacterias intralesionales; en el pericar-
dio de este animal se apreci6 depésito de fibrina, lesién
que contenia trematodos y bacterias (Fig. 10D).

En cuanto a las lesiones inflamatorias, destacan las
dermatitis (38), hepatitis (35), nefritis (34), neumonias
(16), celomitis (15), celulitis (13), glomerulonefritis (10),
rabdomiositis (10), linfangitis (8), osteomielitis (7) y pe-
ricarditis (5).

Las dermatitis generalmente se observaban en anfi-
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Figura 8. (A) Puimén; rana globo de Madagascar (Scaphiophryne pustu-
losa). Imagen de bronconeumonia supurativa con exudado (flechas) aso-
ciado a la presencia de nematodos en la luz pulmonar (cabezas de flecha)
caracteristicos de Rhabdias por el pigmento marrén oscuro en la luz de
su intestino y los Uteros gravidos con larvas en desarrollo. Hematoxilina-
eosina, x40. (B) Mismo caso que Fig. 8A. A mayor aumento, se observa
el exudado purulento (cabezas de flecha rojas) alrededor de secciones
de nematodos con pigmento marrén oscuro en la luz de su intestino (fle-
chas gruesas) y los Uteros gravidos con larvas en desarrollo (cabezas de
flecha negras), caracteristicos de Rhabdias. Dos de los nematodos estan
necroticos (asteriscos) y colonizados por abundantes bacterias (flechas
delgadas). Hematoxilina-eosina, x400.

Figura 9. Cabeza; sapito minero (Dendrobates leucomelas). Seccién
transversal de la cabeza a nivel de la cavidad nasal que demuestra la
presencia de nematodos (flechas) en la cavidad nasal (cn) y glandulas
salivares (gs); p: piel, sl: seno linfatico subcutaneo. Hematoxilina-eosina,
x48. Recuadro: nematodos nasales a mayor aumento, en uno de los cua-
les (derecha) se aprecian proyecciones alares laterales; estos parasitos
causan atrofia por compresién de la mucosa nasal (cabeza de flecha).
Hematoxilina-eosina, x480.

Figura 10. (A) Biopsia de nédulo subcutaneo; rana toro (Litoria infrarena-
ta). Paréasito en nédulo subcutaneo, sin cavidad corporal ni tubo digestivo,
sino un parénquima laxo (asterisco) en el cual estan dispersos numerosos
corpusculos calcéareos (flechas) y fibras musculares (cabezas de flecha);
dicho parasito estéa recubierto por un tegumento eosinéfilo. Hematoxilina-
eosina, x100. (B) Mismo caso que Fig. 9A. Foco de calcinosis circuns-
cripta (depésitos de mineral rodeados por una capsula fibrosa) asociado
al cestodo en el mismo tejido de biopsia de un nédulo subcutaneo. He-
matoxilina-eosina, x100. (C) Salamandra jaspeada (Ambystoma opacum).
Se observa una masa en la zona axilar. (D) Corazén; salamandra jaspeada
(Ambystoma opacum) de la Fig. 9C. El pericardio contiene depodsitos de
fibrina (flechas) con 4 trematodos intralesionales (cabezas de flecha).
C: corazén, v: valvula cardiaca. Hematoxilina-eosina, x200.

bios con bacterias y/u hongos intralesionales; de los
38 casos, en 9 se pudieron demostrar agentes etiol6gi-
cos especificos (micobacteriosis en 5, quitridiomicosis
en 3 y feohifomicosis en 1). En otros 3 casos de quitri-
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diomicosis no se aprecié inflamacién. En otros casos de
infecciones bacterianas y fliingicas, la inflamacién cuté-
nea generalmente era leve, pero en algunos anfibios se
llegaban a observar lesiones macroscépicas como focos
y placas pélidas ligeramente elevadas (Fig. 11A) y dl-
ceras con membranas blanquecinas débilmente adhe-
ridas a la piel (Fig. 11B). Destaca un caso de dermatitis
y celulitis en una rana flecha amarilla y azul (D. tincto-
rius) con infeccién concurrente por bacterias, hongos y
protozoos escuticociliados en la regién periocular, con
inflamacién conjuntival y de la glandula de Harder
asociada a la colonizacién de dichos tejidos por estos
protozoos. Algunos anfibios con infecciones bacteria-
nas mostraban un componente vesicular en las derma-
titis. En un tritén cocodrilo (Tylototriton kweichowensis)
se observé una dermatitis caracterizada por zonas de
edema intercelular en la epidermis (espongiosis) y for-
macién de vesiculas epidérmicas, alguna de las cua-
les contenia en su interior queratinocitos acantoliticos
y necréticos con colonias bacterianas intralesionales
(Fig. 12); 1a piel y los tejidos subyacentes en la cola

Figura 11. (A) Piel; rana flecha azul (Dendrobates azureus). Se aprecian
placas circulares blanquecinas elevadas en la piel (cabezas de flecha).
(B) Piel; rana flecha azul (Dendrobates azureus). La zona inguinal caudal
y muslo contienen una amplia zona de ulceracién (cabezas de flecha);
sobre la misma extremidad se distingue una membrana blanquecina ad-
herida multifocalmente a la piel (flecha). Barra: 1 cm.
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mostraron necrosis intensa con hongos y bacterias in-
tralesionales. También se observé dermatitis vesicular
en un tritén emperador con quitridiomicosis y bacte-
rias en el interior de las vesiculas. Por otro lado, en un
escuerzo de Cranwell procedente de una colonia con
alta mortalidad, se diagnosticé una dermatitis grave
con cariomegalia y citomegalia de células epidérmicas
y conjuntivales; los estudios de microscopia electréni-
ca en curso han evidenciado particulas viricas. En una
rana tomate, la dermatitis estaba asociada a un parési-
to no identificado. La colonizacién fliingica y bacteriana
de la piel sin dermatitis o con dermatitis de bajo grado
histolégico era frecuente, particularmente en anfibios
autoliticos, en los cuales, y en ausencia de inflamacién
o necrosis franca, se consideraba un probable hallazgo
posterior a la muerte. En cuanto a las lesiones inflama-
torias del tejido subcuténeo (14 anfibios), generalmen-
te correspondian a extensiones de dermatitis o, por lo
menos, se asociaban a dermatitis; en cuanto a agentes
etiolégicos especificos, en 5 de estos 14 anfibios la cau-
sa era micobacteriosis, en 2 era feohifomicosis y en
otros 2, cestodiasis subcutdneas.

De la misma forma, 19 de los 35 casos de hepatitis
se debieron a infecciones bacterianas; en total, en 17
anfibios correspondian a granulomas o lesiones histio-
citicas con micobacterias intralesionales. Tres casos se
debian a infecciones por hongos pigmentados (2 anfi-
bios con feohifomicosis y 1 con cromomicosis [Fig. 6C],
descritos previamente).

Las causas principales de nefritis fueron infecciones
bacterianas (17 /34 casos); en 13 de estos 17 anfibios co-
rrespondian a micobacteriosis. En un caso de nefritis
tdbulo-intersticial bacteriana se observaron también
nematodos en la luz de escasos ttbulos renales. De los
17 casos restantes, destacan 2 ranas arboricolas de Whi-
te (Litoria caerulea) con feohifomicosis y 1 caso de un
agente compatible morfolégica e histoquimicamente
con microsporidios (descrito previamente) en un es-
cuerzo de Cranwell (Ceratophrys cranwelli).

Figura 12. Piel; triton cocodrilo de Kweichow (Tylototriton kweichowen-
sis). Imagen de una vesicula epidérmica repleta de queratinocitos acanto-
liticos (flechas largas) y necréticos, y colonias bacterianas (flechas cortas);
*: transicion con la epidermis no afectada, d: dermis, g: glandula granular.
Hematoxilina-eosina, x200.
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La casuistica de neumonia (16 pacientes) incluye 8 an-
fibios con micobacteriosis (neumonia granulomatosa), 2
con feohifomicosis (1 con neumonia granulomatosa y
1 con neumonia supurativa), 1 con nematodiasis pul-
monar por Rhabdias (descrito previamente [Fig. 8]) y 5
de causa desconocida; en uno de estos casos, un sapito
balear, se asociaba a colecistitis bacteriana.

Entre los 15 anfibios con celomitis, 11 presentaban
bacterias intralesionales, incluidos 5 casos de micobac-
teriosis (celomitis granulomatosa) y 6 por otras bacte-
rias (celomitis supurativas/ fibrinosupurativas en 5 de
ellas; Fig. 3).

En cuanto a las glomerulonefritis, eran predominan-
temente membranoproliferativas o mesangioprolifera-
tivas (Fig. 13). De los 10 anfibios afectados, 7 mostra-
ban enfermedades bacterianas sistémicas (6 de los cua-
les correspondian a micobacteriosis) y 7 nematodiasis
concurrentes.

En 10 anfibios se observé rabdomiositis que, en ge-
neral, se debia a extensién de inflamacién en tejidos
adyacentes (principalmente osteomielitis vertebral y
dermatitis/ celulitis) o a infecciones sistémicas (3 mico-
bacteriosis, 1 bacteriemia aguda, 1 feohifomicosis) que,
en alguno de los casos, se acompafiaban de necrosis
con fragmentacién de miocitos.

Las linfangitis, diagnosticadas en 8 anfibios, invo-
lucraron al seno linfético subcutdneo de animales con
dermatitis y/o celulitis, siendo bacteriana o de compo-
nente bacteriano en 6 de ellos. La causa especifica més
frecuente fue, nuevamente, micobacteriosis (4/8 casos);
las endolinfangitis causadas por micobacterias se ca-
racterizaban habitualmente por lesiones trombdéticas
y /o granulomatosas que obstrufan parcialmente la luz
del seno linfético subcutaneo (Fig. 2B).

Siete anfibios mostraban osteomielitis, que general-
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Figura 13. Rifo6n; sapito balear (Alytes muletensis). Se observa hiperce-
lularidad intensa con engrosamiento leve del mesangio de un glomérulo
(flechas) e infiltraciéon y marginacién de células inflamatorias en capilares
(glomerulonefritis mesangioproliferativa); arriba en el centro se distingue
un glomérulo no afectado para comparaciéon. Una lesiéon adicional con-
siste en vacuolizacion citoplasmatica del epitelio tubular o degeneracion
vacuolar franca (cabezas de flecha) y necrosis (asterisco). Hematoxilina-
eosina, x480.
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mente afectaba a la columna vertebral, incluidos cuatro
dendrobétidos con micobacteriosis. En los 3 anfibios
restantes, la osteomielitis vertebral estaba caracteri-
zada por necrosis, depo6sito de fibrina, lisis del hueso
vertebral e infiltracién de macréfagos, linfocitos y gra-
nulocitos con extensién variable a los tejidos blandos
perivertebrales e incluso a las meninges, las raices de
los nervios espinales y la médula espinal. Las tincio-
nes especiales realizadas en dos de ellos (Gram, Ziehl-
Neelsen y Stamp) no identificaron patégenos intrale-
sionales.

En cuanto al corazén, 5 anfibios mostraban pericar-
ditis (3 bacterianas, incluido 1 paciente con micobac-
teriosis [Fig. 1B] y otro con trematodiasis concurrente
[Fig. 12]; 1 feohifomicosis; 1 de causa desconocida); 3
presentaban endocarditis trombética, trombética-su-
purativa o granulomatosa (2 micobacteriosis, 1 feohi-
fomicosis); y en 2 se observé miocarditis (1 micobacte-
riosis, 1 feohifomicosis).

Discusion

Este estudio retrospectivo detalla las causas princi-
pales de enfermedades y muerte en 131 anfibios, en-
tre los que destacan 38 sapitos baleares y 48 dendro-
batidos como especies més representadas; la totalidad
de estos sapitos baleares y 38 de los 48 dendrobétidos
procedian tnicamente de dos centros, por lo que sus
respectivas condiciones de manejo y representatividad
en el total de los 131 anfibios pueden haber influido
considerablemente en la frecuencia de las diversas en-
fermedades en estas especies y en el conjunto de los
131 anfibios. En cuanto a los sapitos baleares, este estu-
dio aporta datos relevantes sobre las principales enfer-
medades de dos colonias de cria en cautividad de esta
especie, particularmente la estrongiloidiasis.

Las principales causas de enfermedad y muerte en
los anfibios incluidos en este estudio retrospectivo con-
sistian en infecciones, sobre todo bacterianas y fingi-
cas, y enfermedades parasitarias, habitualmente nema-
todiasis del tracto digestivo.

La micobacteriosis fue la enfermedad de mayor fre-
cuencia en esta casufstica, que afecté principalmente
a dendrobdtidos (78,9 % de los casos) de dos colonias
de zoo, en las cuales se observd tinicamente un caso
de micobacteriosis en sapitos baleares (de los 37 pro-
cedentes de estas mismas instituciones) y otro en un
axolote. Estos hallazgos sugieren una mayor suscep-
tibilidad de los dendrobétidos que otros anfibios a la
micobacteriosis, la existencia de unas condiciones epi-
zootiolégicas y de manejo que favorecieron la trans-
misién en individuos de esta familia y/o una mayor
representacion de estas especies dentro de los anfibios
en las respectivas instituciones zoolégicas. A pesar de

R

AVEPA.



las numerosas descripciones de micobacteriosis en an-
fibios existentes en la bibliografia,®**> los dendrobati-
dos no estan representados de forma amplia en ellas.
Esta casuistica incluye también dos casos en axolotes;
en esta y otras especies de anfibios del orden Cauda-
ta, la micobacteriosis estd muy raramente descrita, con
un tnico estudio reciente en tritones de Hong Kong
(Paramesotriton hongkongensis)."® La micobacteriosis se
comporté habitualmente como una enfermedad sis-
témica cuyos 6rganos diana principales eran higado,
rifién, pulmén, bazo, médula sea/hueso, tejido sub-
cutdneo, intestino y piel; esta observacién concuerda
con lo descrito para la enfermedad en anfibios, si bien
existe una descripcién reciente de una presentacién lo-
calizada como artritis-sinovitis en 20 ranas jaspeadas
(Hyperolius marmoratus).® Aunque la inflamacién es ha-
bitualmente granulomatosa,®?'> se han descrito tam-
bién lesiones necrotizantes en tritones de Hong Kong."?
A pesar del caracter sistémico de la infeccién y de la
cronicidad de la inflamacién, los anfibios afectados en
este estudio habitualmente mostraban una buena con-
dicién corporal. Las micobacterias que causan enfer-
medad en anfibios pertenecen habitualmente al medio
acudtico; M. liflandii, M. marinum, M. chelonae, M. xe-
nopi o M. szulgai son las especies mas frecuentemente
descritas.*"*'> Las micobacterias involucradas en esta
casuistica no fueron tipificadas.

Del resto de infecciones bacterianas, destacan los ca-
sos de celomitis fibrinosas/ fibrinosupurativas agudas
y casos esporaddicos de bacteriemia con lesiones necro-
tizantes incipientes en diversos érganos, aunque solo
se dispone de cultivo bacteriano (Pseudomonas) en uno
de estos anfibios. Bacterias como Aeromonas hydrophila,
Chryseobacterium (Flavobacterium) o Pseudomonas son
aislamientos frecuentes en anfibios con bacteriemia/
septicemia y lesiones como edema subcutdneo, hipe-
remia cutdnea (“red leg”), hidroceloma, celomitis, me-
ningitis, otitis e inflamacién y /o necrosis sistémica.'¢?

En cuanto a las infecciones flingicas, es notoria la
observacién de solo 6 casos de quitridiomicosis en es-
tos 131 anfibios a pesar de la diseminacién geografica
global de los hongos quitridos causantes, Batrachochy-
trium dendrobatidis y B. salamandrivorans, involucrados
en el declive de numerosas especies de anfibios a nivel
mundial'®* y objeto de numerosos estudios cientifi-
cos en los ultimos afios; este hallazgo indica que la qui-
tridiomicosis era de baja frecuencia en esta casuistica.
Dado que la casi totalidad de los anfibios se procesa-
ron en cortes transversales seriados de todo el cuer-
po, se evalué una superficie de piel considerable de
cada anfibio y de todas las localizaciones corporales,
lo que hace dificil que la histopatologia haya pasado
por alto la deteccién de casos de quitridiomicosis con
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lesiones cutdneas compatibles y/o grado de infeccién
relevante, con excepcién de raros casos de anfibios que
hubieran podido expulsar las capas queratinizadas de
la epidermis infectadas de forma completa y, por otro
lado, de animales infectados subclinicamente con esca-
sos hongos quitridios.! Sin embargo, no se realizaron
estudios moleculares (PCR) ni de inmunohistoquimica
para descartarlos completamente.

Las infecciones flingicas cutdneas fueron considera-
das habitualmente secundarias y, en algunos pacientes,
resulté dificil distinguirlas de proliferacion post mortem
debido a la escasa o nula respuesta tisular. Con excep-
cién de las infecciones flingicas cutdneas, el resto de
micosis fueron de muy baja frecuencia y solo destacan
dos casos sistémicos letales de feohifomicosis (el caso
de cromomicosis fue incidental). La feohifomicosis y
cromomicosis constituyen infecciones por hongos pig-
mentados que han sido descritas previamente en anfi-
bios, particularmente la cromomicosis.??

Entre las enfermedades parasitarias, destaca la es-
trongiloidiasis por su frecuencia y por su asociacién a
proctitis, prolapso rectal/proctocloacal e intususcep-
ciones intestinales en sapitos baleares, por lo que en
esta especie o en las dos poblaciones de cria en cauti-
vidad representadas en este estudio parece un proble-
ma de enfermedad mayor. En este sentido, en una de
ellas también se diagnostic estrongiloidiasis en 5 ranas
flecha azul que murieron de micobacteriosis sistémica,
pero sin la misma intensidad de infestaciéon ni presen-
tacién de prolapso proctocloacal, por lo que es posible
que estos dendrobétidos fueran menos vulnerables
a esta enfermedad. La estrongiloidiasis ha sido rara-
mente descrita como causa de enfermedad y muerte
en anfibios.” Se requieren estudios adicionales para la
caracterizacion del pardsito y del origen de la infesta-
cién, asi como para tratar de comprender la dindmi-
ca de relacién pardsito-hospedador y determinar una
posible mayor susceptibilidad de los sapitos baleares
a esta enfermedad. Se diagnosticaron otras enferme-
dades parasitarias, principalmente otras nematodiasis
gastrointestinales e infestacion pulmonar por Rhab-
dias spp., que se consideraron probablemente inciden-
tales teniendo en cuenta la carga parasitaria detectada
histolégicamente, la ausencia de respuesta tisular y/o
la buena condicién corporal de los anfibios afectados.
Sin embargo, una rana globo de Madagascar sufrié
una neumonia supurativa contribuyente a la muerte
y debida a infestacién por Rhabdias, que se complicé
con infeccién bacteriana y necrosis de los nematodos
pulmonares; esta infeccién y necrosis de los pardsitos
probablemente contribuyé a la neumonia. La infesta-
cién por Rhabdias ha sido considerada una causa de
mortalidad relevante en algunas especies de anfibios
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en cautividad.®*

Destaca también el caso de trematodiasis en una sa-
lamandra jaspeada (Ambystoma opacum) con una masa
axilar (celulitis y rabdomiositis necrotizantes con bac-
terias intralesionales) y pericarditis con trematodos y
bacterias intralesionales; es posible que la infecciéon
bacteriana hubiera sido consecuencia de la migracién
cutdnea de los trematodos. En este sentido, existe una
descripciéon de trematodiasis causante de lesiones no-
dulares subcutdneas y tractos de migracion con ex-
tensién a musculos esqueléticos en salamandras tigre
(Ambystoma tigrinum) por metacercarias de Clinosto-
mum sp.*® Otro caso relevante es la nefritis tdbulo-in-
tersticial mortal de un escuerzo de Cranwell causada
por un agente compatible con un microsporidio mi-
croscépica e histoquimicamente; las microsporidiosis
han sido raramente descritas en anfibios.*

Finalmente, es notoria la ausencia casi completa de
evidencias de infecciones viricas en esta casuistica, con
excepcién de un caso de dermatitis virica epizoética
en escuerzos de Cranwell. Cabe recordar, sin embargo,
que no se realizaron rutinariamente en estos 131 anfibios
técnicas de deteccién directa de genoma (por ejemplo,
PCR o hibridacién in situ), antigeno (inmunohistoqui-
mica) o particulas viricas (microscopia electrénica),
por lo que algunas infecciones podrian haber pasado
desapercibidas, particularmente en casos de lesiones
inflamatorias o necrotizantes sin agentes etiolégicos
identificados. A pesar de la importancia de la infeccién
por ranavirus como causa de altas mortalidades en
anfibios, principalmente en poblaciones salvajes,” no
se observaron evidencias de esta enfermedad en este
estudio que, por otro lado solo inclufa anfibios mante-
nidos en cautividad.

En conclusién, las especies més representadas en
este estudio retrospectivo fueron los sapitos baleares
y, en conjunto, los dendrobatidos. Las enfermedades

infecciosas mds frecuentes fueron las infecciones bacte-
rianas, particularmente la micobacteriosis, y las infec-
ciones ftingicas; solo se observaron evidencias histopa-
toldgicas de infeccién virica en un escuerzo de Cran-
well. La micobacteriosis, que afecté principalmente a
dendrobétidos, fue la enfermedad mads frecuente y se
caracterizé por una presentacién habitualmente sis-
témica. De las enfermedades parasitarias, destacé la
estrongiloidiasis, que afect6 particularmente a sapitos
baleares con proctitis, prolapso rectal/ proctocloacal e
intususcepcién intestinal.
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Summary

This is a retrospective study of the main infectious and parasitic diseases in 131 amphibians submitted for
histopathology (127 postmortem cases and 5 biopsies) originated from zoos (106/131; 80.9%) or private collections
(25/131; 19.1%). The most represented species are the Mallorcan midwife’s toad (Alytes muletensis) and, as a group,
the dendrobatids (48/131; 36.6%). Infections were mainly bacterial, particularly mycobacteriosis (19/131; 14.5%),
and fungal, with only 6 cases of chytridiomycosis (6/131; 4.6%) and 3 of pigmented fungi (2.3%), including 2 of
phaehyphomycosis and 1 of chromomycosis. No evidence of viral infections was noted, except for a single case of
epizootic dermatitis in a Cranwell’s horned frog (Ceratophrys cranwelli); nevertheless, genome or antigen detection
techniques were not performed in any amphibian. Among parasitic diseases, strongyloidiasis was the most frequent
(19/131; 14.5%) and mainly affected Mallorcan midwife’s toads, in which it was associated with proctitis, rectal/

proctocloacal prolapse and intestinal intussusception.
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