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Existen sospechas de que las intoxica-
ciones en poblaciones naturales de anfibios
son muy frecuentes, siendo ésta una de las
causas importantes de declives puntuales
de poblaciones silvestres (Whitaker & Wright,
2019). Sin embargo, hay pocos datos publi-
cados debido a que para su confirmacién
se tienen que realizar pruebas que resulten
concluyentes, lo que se puede realizar en es-
tudios de laboratorio pero que es muy dificil
en observaciones de campo. En la peninsu-
la ibérica, en concreto, las observaciones de
anfibios muertos relacionados con intoxica-
ciones suelen considerarse como sospechas
pendientes de confirmar. En el presente caso
se muestran varias evidencias que permiten
diagnosticar un caso de intoxicacién por
cobre en larvas de salamandra comun (Sa/z-
mandra salamandra).

Dentro del programa de deteccién de
enfermedades del periodo 2021-2023 esta-
blecido entre la Diputacién de Barcelona, el
Centro de Recuperacién de Anfibios y Rep-
tiles de Catalufia (CRARC) y la Societat Ca-
talana d’'Herpetologia (SCH), centrado en la
Red de Parques Naturales de la Diputacién
de Barcelona, se contempla la posibilidad de
analizar causas de mortalidad de anfibios ha-

bitualmente dificiles de diagnosticar, dentro
de un plan de vigilancia pasiva.

El 16 de diciembre de 2021 se encontra-
ron 35 larvas muertas de S. salamandra en
una cucona (nombre local adjudicado a una
excavacion natural en una pefa, en una losa,
etc., calcdrea donde la lluvia forma una pe-
quena balsa natural) situada en el término
municipal de Castellet y la Gornal, Barcelona
(UTM 31N/ETRS89 E(X) 387500 — N(Y)
4569500) (Figura 1). Todas ellas fueron fija-
das en etanol de 96°, recogiéndose también
en un recipiente 1 litro de agua de dicha cu-
cona. Estas muestras fueron depositadas en el

CRARC para la realizacién de los andlisis.

Figura 1: Imagen de la balsa “cucona” donde se encon-
gu g

traron las salamandras muertas. Se destaca una de ellas
dentro de un circulo amarillo.
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Las actuaciones diagnésticas, iniciadas
dentro de las primeras 24 h tras la recolec-
cién, fueron una necropsia, histologia, qPCR
y andlisis del agua. En la necropsia el aspecto
externo de las larvas entraba dentro de la nor-
malidad, sin lesiones aparentes. Si bien algu-
nas tenfan cierto estado de descomposicidn,
se seleccionaron las que se mantenian en buen
estado, por lo que fueron aprovechadas para
realizar histologia de los siguientes érganos:
higado, bazo, sistema renal, aparato digestivo,
pulmones, corazén y vascularizacién princi-
pal. La histologfa se realizé6 mediante técnica
de inclusién de los tejidos en bloques de pa-
rafina, cortes de tejido de 4 pm de espesor
y tincién de Hematoxilina/Eosina. La qPCR
(realizada segiin los protocolos de anilisis
del programa SOS ANFIBIOS de la Asocia-
cién Herpetoldgica Espanola) se realizé de
dos muestras tomadas, agrupando entre dos
y cuatro individuos completos (agrupados
en dos andlisis) para descartar enfermedades
emergentes provocadas por los hongos Batra-
chochytrium dendrobatidis, Batrachochytrium
salamandrivoransy el virus Ranavirus. El ana-
lisis quimico del agua (realizado segiin pro-
tocolo de andlisis de Laboratorios Laboklin)

consistié en la determinacién de niveles de
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Figura 2: Imagen histoldgica del higado donde se aprecian
las abundantes mitosis (flechas negras) y presencia de gra-
nulocitos (flechas blancas). Hematoxilina/Eosina, X600.

nitratos, nitritos, fosfatos, dureza total, dure-
za de carbonatos, cobre, pH y amonio.

La técnica de qPCR mostré negatividad a
los tres patgenos analizados. Histolégicamen-
te, el higado presentaba una elevada actividad
mitdtica en los hepatocitos y un abundante in-
filerado leucocitario granulocitico inflamatorio
entre el parénquima hepdtico (Figura 2). Todos
los demds érganos analizados estuvieron den-
tro de la normalidad. No se observaron otros
signos histolégicos de enfermedad infecciosa
ni enfermedad emergente de los anfibios. El
andlisis de agua mostr6 niveles anormalmente
altos de cobre (vease Tabla 1). El pH tenia un
ligero incremento (pH bdsico) aunque dentro
de lo aceptable para la supervivencia de los in-
dividuos. El resto de los valores estaban dentro
de la normalidad.

De los resultados obtenidos destacan la
reaccién hepdtica y los niveles altos de cobre.
La alteracién histolégica del higado, consis-
tente en un elevado niimero de mitosis (mds
alto de lo esperable en una larva de anfibio
en crecimiento) y una proliferacién de células
inflamatorias, se relaciona con un higado re-
activo de forma aguda en respuesta a una re-
accién tisular. En animales de laboratorio, la
alta frecuencia de mitosis se otorga a una res-
puesta reparadora posterior a la pérdida de he-
patocitos secundaria en la accién de cualquier
agente hepatotdxico (NTP, 1993). Los niveles de
cobre son también mds elevados dentro de lo
que cabe esperar en una balsa natural. El valor
obtenido de 170 pg/l es entre cinco y 10 veces
superior a lo descrito que pueden tolerar otros
urodelos (de 18,3 pg/l a 35,3 pg/l en larvas de
salamandra americana del género Ambystoma)
(Weir et al., 2019). Cabe considerar, ademds, que
el valor de pH discretamente elevado podria
incluso haber disminuido la concentracién
de cobre, y por tanto su toxicidad, ya que en
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Tabla 1: Resultados del andlisis del agua, en compa-
racién con los datos bibliogrificos de referencia. Se
resaltan los valores alterados. Referencia: Whitaker,
2001 para todos los parmetros menos Cobre (Whi-
taker 2019).

Pardmetro Valor muestra Rango deseable
Nitrato < 4,4 mg/l <50 mg/l

Nitrito < 0,07 mg/l <1 mg/l

Fosfato 2,52 mg/l 0,02 — 5,0 mg/l
Cobre 170 pg/l 18,3 pg/la 35,3 pg/l
Dureza total 11,00 >4 <150 mg/l
Carbonato 8,00 >4 <150 mg/l

pH 8,67 6,5-8,5

Amonio 0,017 mg/1 <0,02 mg/l

esas condiciones forma precipitados no téxicos
(Whitaker, 2001), favoreciendo una intoxicacién
crénica. Sin embargo, la presentacion del caso
(presencia de gran cantidad de larvas muertas)
se relacionaria mds con una intoxicacién agu-
da, ya que una intoxicacién crénica causaria
una mortalidad mds progresiva que se detecta-
ria a lo largo del tiempo.

La toxicosis del cobre es un trastorno meta-
bélico que puede causar insuficiencia hepdtica
crénica y problemas neurolédgicos que resultan
de desviaciones de los niveles normales de cobre
en el cuerpo. En larvas de anfibios, debido a su
tamano, los niveles de cobre son précticamente
imposibles de detectar, pero si la reaccién he-
patica que se ha visto en este caso. En anfibios,
si bien una elevacién de cobre ambiental se ha
descrito como estimulante del crecimiento en
larvas de rana leopardo meridional Lithobates
sphenocephalus (Lance et al., 2012), en este mismo
estudio se indica que niveles demasiado altos
provocan mortalidad. En otros experimentos
con larvas de rana leopardo septentrional Li-
thobates pipiens, las dosis crecientes de cobre
en el agua afectaron al desarrollo, crecimiento,
tiempo de metamorfosis y, en Ultima instan-
cia, supervivencia de los individuos (Chen et 4,
2007; Leduc et al., 2016).

El cobre aplicado en forma de sales inor-
gdnicas, como se hace en agricultura, es muy
soluble en agua. El origen de esta cantidad
anémala de cobre puede estar relacionado con
la transferencia de filtraciones de sulfato de co-
bre utilizado como fitosanitario en los campos
destinados al cultivo de la vifa o el olivo, o in-
cluso un vertido accidental de este compuesto
durante el limpiado de aperos agricolas. El oli-
var y el cereal son susceptibles de recibir trata-
mientos antifingicos en diciembre, aunque no
tanto el vinedo.

Como una opcién, todo este proceso po-
dria haberse desarrollado lentamente, antes
incluso de que la hembra de salamandra reali-
zara la puesta en el agua afectada, si bien esto es
muy dificil de demostrar. Otra posible explica-
cién serfa que los campos colindantes hubiesen
acumulado cobre de las sucesivas aplicaciones
de fungicidas y la aparicién de precipitacion
tras un periodo seco (como ha sido el invierno
de la deteccidén de este caso) hubiese arrastrado
grandes cantidades de cobre a la balsa.

Desde la gestién del parque y la Diputacién
de Barcelona se inicié una campana informati-
va a fin de sensibilizar a los colectivos implica-
dos y de evitar un nuevo accidente de este tipo
en el futuro.
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