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Resumen GeneraJ 

Puschendorf Fahrenkrug, Robert 
Batrachochytrium denárobatidis en Costa Rica, 

un hongo que ataca anfibios. 
Maestría en Biología. -San José, C.R. 

R.Puschendorf F., 2004.
67h.: .Sil.- 34refs.

Se propone examinar los patrones de infección de Batrachochytrium dendrobatidis, un 
hongo que crece sobre la piel de los anfibios, en especímenes colectados en eJ Parque 
Nacional Braulio Carrillo, en el año de 1986, fecha anterior a la desaparición del sapo 
dorado (Bufo periglenes) en Monteverde. Además, se propone revisar 12 partes distintas 
del cuerpo de 24 especímenes infectados de B. dendrobatidis en la rana 
Eleutherodactylus fitd,ngeri, utilizando dos técnicas histológicas distintas, buscando la 
mejor combinación (tinción x parte del cuerpo) para detectar la enfermedad. 

En la primera parte se utilizó la tincióo histológica Hematoxilina y Eosina. Los tejidos 
cutáneos se tomaron de la zona de la ingle. En la segunda parte se tomó piel de la ingle, 
el abdomen, la zona guiar, pie y mano. Se�altemó l�_tincj(?n 1.1!Uizando Hematoxilina y 
Eosina, con la tinción de PAS (Ácido Periódico de Scbjff), Se hicieron varios subcortes 
en cada sección para poder evaluar con mayor precisión, el poder de detección de la 
infección en las diferentes partes del cuerpo. 

La enfermedad estuvo presente en casi todas las familias de anuros, modos reproductivos 
y alturas categorizadas representadas en la colecta del Braulio Carrillo de 1986. No se 
presenta una correlación clara con las disminuciones de poblaciones de anfibios 
subsecuentes, las cuales están relacionadas con modos reproductivos acuáticos y con 
especies que se encuentran en alturas por encima de los 500 rn.s.n.m. En cuanto a la 
evaluación de la técnica, se detectó la enfermedad con mayor frecuencia utilizando la 
tinción de PAS, la cual es más específica a los hongos que la de Hematoxilina y Eosina. 
Además la zona de la ingle fue la mejor zona para detectar la enfermedad, siendo 
probablemente la pñmera zona del cuerpo en ser infectada, por su contacto con el 
substrato y por ser una zona de mucha humedad, por su importancia en la 
osmoreguJación de los anuros. 

ANFIBIOS, QillTRIDIOMICEfOS, EXTINCIONES, PODER DE DEfECCION 

Director de investigación: Federico Bolaños 

Escuela de Biología 
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Introducción 

La disminución y la extinción de varias especies de anfibios en zonas inalteradas han sido 

comunicadas desde la década de los ochenta (Blaustein y Wake, 1990). Durante años se ha 

discutido si este fenómeno es producto de una fluctuación normal en las poblaciones naturales 

(Pechmann et al., 1991; Pechmann y Wilbur, 1994) o si realmente se trata de una extinción 

masiva. Pounds y colaboradores (1997), argumentaron que en Costa Rica la reducción fue 

demasiado drástica y masiva como para poderse considerar un fenómeno natural. Ellos utilizaron 

estudios basados en datos poblacionales de varios años, con lo que estimaron la probabilidad de 

que ocurriera la extinción en especies de anfibios por medios naturales; posteriormente 

compararon estos datos con el número de especies desaparecidas en Monteverde, con lo que se 

obtuvo como resultado que la reducción en esta zona fue mucho más pronunciada de lo que el 

modelo predecía como normaJ. 

Se han realizado numerosos trabajos en los que los diferentes autores buscan un común 

denominador para todas las disminuciones alrededor del mundo, sin que hasta el momento se 

pueda encontrar uno satisfactorio. Estos estudios comprenden desde el cambio en los patrones 

climáticos mundiales hasta el efecto causado por el aumento de los rayos ultravioleta (Pounds y 

Crump, 1994; Pounds et al. 1999; Blaustein et al., 1994: Blaustein y Wake, 1995; Pecbmann y 

Wake, 1997; Nyman, 1986; Lips, 1998; Lips, 1999; Berger et al. 1998). Es posible que varios 

factores entren en juego a la vez. ya que cambios en el ambiente pueden producir estrés en las 

diferentes poblaciones naturales, y hacerlas más propensas a ataques de parásitos y patógenos 

(Crump y Pounds, 1985; Pounds y Crump, 1987; Carey, 1993, Pounds et al., 1999). 
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A principios de 1999 se describe un nuevo hongo Quitridiornicete aparente _patógeno de

ranas, clasificado en un nuevo género, Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore et al., 1999). 

Los Quitridiornicetes están conformados por cerca de 100 géneros y más de 1000 especies, la 

mayoría de éstas saprófitas (Barr, 1990). Entre sus hospederos se encuentran plantas vasculares, 

fitoplancton, musgos, nemátodos, mosquitos, escarabajos y otros hongos (Powell, 1993). Barr 

(1990), opina que la importancia real de estos microorganismos radica en su papel de invasores y 

descomponedores de materia orgánica, incluyendo quitina, queratina, celulosa y hemicelulosa. 

Además algunas especies han sido descritas como vectores de virus, que causan enfermedades de 

importancia económica (feakle, 1983). La mayoría de las especies cumpJen con su ciclo de vida 

en unos pocos días y por lo general no son difíciles de aislar en un medio de cultivo si se utiliza 

el medio correcto (Alexopoulus et al., 1996). B. dendrobatidis es la primera especie que se 

conoce como parásita de algún vertebrado (Longcore et al., 1999; Powell, 1993 ). 

B. dendrobatidis ha sido comunicado en especies de anfibios de Ecuador (Ron y Merino,

2000) Panamá, Australia (Berger et al., 1998) Estados Unidos (Nichols et al., 1998), España 

(Bosch et al., 2001) , Nueva ZeJandia (Richard y Waldman, sin publicar), y recientemente de 

Costa Rica (Lips et al., 2003; Puschendotf, 2003). Berger et al., (1998) sugieren que la misma 

especie del hongo es la encontrada en anfibios, tanto en Australia como en Panamá. Morehouse 

et al. (2003) utilizaron marcadores moleculares para confirmar parcialmente esta hipótesis. La 

presencia de este hongo ha sido relacionada con la disminución de al menos dos poblaciones de 

anfibios en el oeste de Panamá (Lips, 1999) y Costa Rica (Lips et al., 2003) y se ha determinado 

una asociación con la muerte en anuros mantenidos en cautiverio y silvestres (Longcore, et al. 

l999; Pessier et al., 1999; Berger et al. 1998; Berger et al. 1999; Laurence et al., 1996 ). 
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Longcore et al. (1999), afinnan que B. dendrobatidis crece sobre la queratina de la 

epidermis de los anfibios, sin embargo, en los renacuajos el efecto parece ser menor, ya que aun 

no han desarrollado la queratina postmetamórfica. Aún así, Lips (1999) comunica haber 

encontrado un 12 % de larvas de hílidos con las estructuras bucales deformadas en el occidente 

de Panamá. Se supone que el efecto drástico de la quitridiomicosis ocurre unas pocas semanas 

después de la metamorfosis, cuando se inicia la formación de.la queratina epidermal {Warburg et 

al., 1994; Berger et al., 1999). En Australia se comunicó una alta monalídad en adultos de Bufo 

marinus y Mixophyes fasciolatus en cautiverio, los cuales pasaron por el estado larval con una 

tasa de mortalidad baja, pero entre la 2a y 3a semana, luego de haber salido de la metamorfosis 

wsminuyeron en número1 y alcanzaron una mortalidad superior al 90% (Berger et al., 19()8}. 

Una debilidad de la mayoría de estos trabajos es que no presentan en detalle algunas 

observaciones clave, por ejemplo, no plantean el diseño experimental de forma clara, ni 

presentan datos de animales sanos e infectados (Berger et al., 1998),información básica para 

comprender el efecto real de este patógeno. En Longcore y colaboradores (1999) donde se 

describe el patógeno aparece un diseño experimental débil, pues se infectan dos animales y se 

utilizan solo tres individuos como testigos, uno de los cuales muere por "problemas 

metabólicos", sin que se describa de que forma se llegó a esta conclusión. 

No se, descarta que B. dendrobatidis pueda tener una fase saprófítica (Longcore et al., 

1999}. Las zoósporas pueden vivir un poco más de un dfa en el agua (Berger et al. 1999), por lo 

que el contagio en ríos o lagunas infectadas es factible. 

Los síntomas de la infección consisten en un engrosamiento de1 estrato córneo, dos a 

tres veces más de lo normal. Berger et al. (1998}, sugieren que el quitridio causa la muerte por la 
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hiperplasia epidermaJ que afecta la respiración cutánea y la osmoregulación. El efecto podría 

explicarse con el hecho de que se tienda a encontrar la infección en la zona pélvica (Berger et al., 

1998), una zona de gran importancia fisiológica para anuros, ya que en este sitio se absorbe una

gran parte del agua que requiere el organismo (Parson, 1994). Sin embargo hasta el momento no 

se ha hecho un trabajo en el que se examine esta supuesta relación entre la infección y problemas 

en la osmoregulación de los animales. 

Berger et al. (1999) examinaron 147 casos de anfibjos silvestres y en cautiverio con 

quitridiomicosis y encontraron enfermedades concurrentes en un l l % de los casos. No se 

utilizaron testigos en estos trabajos. Se encontraron otra serie de patógenos en los individuos 

infectados con el hongo, como septicemia (cuatro ranas), hepatitis microsporidial (una rana) 

dermatitis micótica hifal (dos ranas). Además se comunicó acerca de un animal con una 

infección de mucormicosis muy localizada, seis individuos con híperplasia o fibrosis en la bilis, 

y un individuo con miositis de cuerpo extraño, factores considerados como crónicos y de poca 

importancia por los autores. Aún no existe ninguna publicación que presente una revisión de las 

infecciones tisulares, ya sea por bacterias u otros patógenos, tanto en testigos como en animales 

infectados por B. derufrobatidis. 

Si es que el hongo ha contribuido a las extinciones, el hecho de que no todas las especies 

fueron eJiminadas por igual indica que el efecto de este patógeno puede ser distinto en diferentes 

especies, además de que pueda haber un efecto ambiental en la relación hospedero-patógeno 

(Pounds y Puschendorf. 2004). 

La tesis presentada consta de dos artículos científicos. ·'Patrones históricos, taxonómicos 

y geográficos de la infección de un hongo quitridiomicete en anuros de Costa Rica; poca 
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correlación con las disminuciones subsecuentes" escrito en el formato de la revista 

Conservation Biology, y el segundo capítulo, "La detección de Batrachochytrium dendrobatidis 

en Eleutherodactylus fin.ingerí: efectos de tinción y partes del cuerpo utiJizadas en los análisis", 

el segundo capítulo de este trabajo se escribió en el formato de la revista Joumal of Herpetology. 

Con este trabajo se pretendió explorar la relación que existe en Costa Rica entre este 

patógeno y las disminuciones de las poblaciones de anfibios. 

En cuanto al primer capítulo, existe la posibilidad de que este quitridio haya sido un 

factor que contribuyó, al menos en parte, en las extinciones costarricenses registradas entre 1986 

y 1994, las cuales se dieron en zonas arriba de los 500 m.s.n.m. (Bolaños, 2002). Se han 

encontrado tres individuos de Atelopus varius infectados entre 1986 y 199l, (Puschendorf, 

2003), por lo que históricamente el patógeno ya se encontraba en el sistema durante esas fechas. 

Probar esta hipótesis de forma contundente no es factible por la falta de colectas sistematizadas 

en las zonas sensibles durante la época. En el primer capítulo de esta investigación, se revisó 

u.na colecta de 1986, en el Parque Nacional Braulio Carrillo, en una época en donde especies 

claves como Atelopus varius, Rana vibicaria y Eleutherodactyfus del grupo rugulosus todavía 

podían ser encontrados. Se planteó la hipótesis de que las especies que subsecuentemente 

declinaron y las especies colectadas a alturas intermedias y altas serían las que presentarían 

infección en su piel. 

El objetivo del segundo capítulo fue el mejorar la precisión de la detección del hongo al 

tomar muestras que se analizarían por medio de técnicas histológicas. R� necesario saber cual es 

la zona idónea del cuerpo para obtener muestras de tejido. Esto podría resultar en subestimados 

significativos en las conclusiones que se puedan obtener sobre la tasa de infección. 
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Las muestras se obtuvieron del Museo de Zoología de la Universidad de Costa Rica y del 

Museo de Zoología de la Universidad ele Berkeley. En total se revisaron 202 especímenes de 30 

especies. Los tejidos que se tomaron de la zona de .la ingle, obteniendo al menos 3 mm2 de piel 

de cada individuo. Juveniles con un tamaño boca-ano menor a 1.5 cm o menor, no fueron 

considerados para el estudio, porque el daño al espécimen hubiera sido muy grande. De la misma 

forma se revisaron 18 especímenes de 5 especies colectados en la Reserva Forestal Escalera de 

Mono en la Universidad EARTH (10º14' 142 N, 83°34'039 W, 40 01.s.n.m.), en Guácimo, 

Limón, y en Guayacán de Siquirres (10002'597 N, 83º32'918 W, 650 m.s.n.m.). 

Procesamiento de las muestras 

Se colocó cada muestra en una cápsula porosa, debidamente identificada Se lavó por 12 

hr. en un flujo de agua constante, para eliminar cualquier rastro de etanol o de formalina residual. 

Seguidamente se colocaron las muestras en un buffer de fosfatos (Buffer de Serensen) durante 8 

hr. 

La fijación, deshidratación y emparafinada se realizó en un procesador Miles Scientific 

(Tissue Tek, VIP 3000) con ciclo programado. A lo largo del proceso de fijación y 

deshidratación las muestras se mantuvieron al vacío y a una temperatura constante de 40ºC. Para 

la inclusión en parafina, se mantuvo el vacío, pero la temperatura se aumentó a 60 ºC. 

La fijación consta de dos ciclos de formalina de 2 hr. cada uno. La deshidratación se 

realizó en ciclos de 05 hr.. primero con etanol al 70%, seguido por 2 etanoles al 95% y 
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finalmente con 4 etanoles al 100%. El proceso en la máquina se finalizó con 2 períodos de x.ilol 

de 0.5 hr. y de tres tratamientos en parafinas (Paraplast) de 1 hr. cada uno. 

Se liberó el tejido de la cápsula para iniciar la inclusión, colocándolo en un molde con 

parafina líquida. Se posicionó de tal forma que se pudieran hacer los cortes transversales. Los 

bloques se dejaron enfriar, sobre una plataforma congelada y se liberaron después de unos 15 

mio, con lo que se obtuvo un bloque de parafina sólido. 

Se utilizó como referencia para el tratamiento el libro de Luna (1986). Los cortes se 

hicieron de 3 micras de espesor. En aquellos bloques en que el tejido estuvo muy duro, se le 

aplicó crema humectante durante 15 min., se volvió a enfriar y se cortó nuevamente. Las tiras de 

parafina con el tejido se colocaron en baño María para que se estiraran y se montaran en un 

portaobjetos, que se colocó en un horno a 50 ºC, para adherir las muestras al portaobjetos. 

Tinción de Hematoxilina y Eosina 

La tinción de Hematoxilina y Bosina se realizó según la metodología de Luna ( 1986), con 

ciertas modificaciones recomendadas por el personal técnico del Hospital Nacional de Niños. En 

la tinción de rutina, la Hematoxjlina tiñe el núcJeo de morado, y Ja Eosina colorea el resto de la 

célula de rosado. Para real.izar la tiocióo, primero se desparafinó e hidrató las muestras. Este 

proceso consta de ciclos de 2 min. cada uno comenzando por dos períodos en xiloJ. seguido de 

etanol al 100% y último etanol al 95%. Para finalizar con la hidratación se lavó eJ material 

durante algunos minutos en un flujo de agua constante. 
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Una vez realizada la tinción en Hematoxilina, en la que se expuso a las muestras 

durante LS min. al reactivo seguido de un lavado en el que se perdió el exceso de tinte; se pasó a 

alcohol ácido (1 parte de ácido clorhídrico l N, 99 partes de etanol al 100%) durante unos 10 

segundos y se lavó, para que la Hematoxilina én el tejido perdiera un poco de intensidad; se

contratiñó con Eosina. Antes de realizar la tinción con la Eosina se trataron los tejidos durante 10 

segundos en una solución saturada de Carbonato de Litio y posteriormente se lavaron. El 

Carbonato de Litio se aplicó para que el morado de la Hematoxilina virara. es decir pasara de un 

morado intenso. casi negro, a un morado más claro para diferenciar mejor las estructuras 

celulares. La tincióo con Eosina tardó dos minuto. y se concluyó con un último lavado en agua. 

Para la deshidratación final se pasaron los tejidos, en períodos de 30 segundos, por dos 

baños de etanol de 95%, 2 al 100% y dos baños en xilol. Se montaron las muestras utilizando 

Cytoseal como medio de montaje y se dejó secar durante 20 min. 

La tinción del Ácido Periódico de Schitf 

La tinción del Ácido Periódico de Schiff se realizó según la metodología de Luna (1986). 

con ciertas modificaciones recomendadas por el personal técnico del Hospital Nacional de 

Niños. Se desparafina y se hidrata igual que con Ja tinción de H&E, pero después del lavado se 

ponen las muestras en ácido periódico al 2% durante 15 mio. Posteriormente se lava y se expone 

al reactivo de Schiff por 15 min., se lava se deshidrata y se monta como en la tinción de H&E. 



Revisión de los es.pecímenes de la colecta de 1986. :Y de la colecta del 2001 

Los especímenes utilizados para el primer capítulo de la tesis, fueron examinados 

utilizando únicamente cortes teñidos con la tinción de H&E. Se preparó únicamente una lámina 

con 6 cortes por animal. 

Infecciones de Batrachochvtrium dtndrobatidis en Eleutheroda.ctylus fitnn.geri: efecto de 

partes del cuerpo y tinción utili7.ada 
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En el segundo capítulo se evaluaron las técnicas histológicas que se utilizan en la mayoría 

de las publicaciones recientes sobre el tema. Para ello comparamos la tinción de la Hematoxilina 

y Eosina (H&E), con la del Acido Periódico de Schiff (PAS). Además se compararon 12 

diferentes partes del cuerpo, los cinco dedos del pie, cuatro de la mano, la ingle. e1 abdomen y 

piel de la zona guiar. 

Se escogió a Eleutherodactylus fitzingeri , por ser nna especie de amplia distribución, aún 

en las zonas secas del país como Puntarenas o Guanacaste (Savage, 2002). Además, en 

observaciones previas fue común detectar B.dendrobatidis en esta especie. 

Durante 2002 y 2003, 99 especímenes de E . .fitzingeri fueron capturados y preservados en 

fonnalina. Además los 237 especímenes del Museo de Zoología de la Universidad de Costa Rica 

fueron revisados. Se buscó la enfermedad en 336 especímenes, removiendo al menos 3 mm¿ de 

piel de la zona de la ingle. Las muestras se procesaron, de la manera descrita en el punto anterior, 
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preparando una lámina con 6 cortes, teñida en H&E y otra lámina teñida en PAS. Se evaJuaron 

las muestras y se encontraron 24 individuos infectados. 

De la zona guiar (GU), el abdomen (AB) y la ingle (PP) se hicieron 6 láminas, 

alternando, una teñida con H&E, otra con PAS (Figura 4). Se evaJuó la infección por corte 

(positivos o negativos). 

También se hicieron cortes en la pata (T 1-5) y mano izquierda (Fl-4) (Figura 4). Se 

descalcificaron en EDT A por 24 horas y se procesaron con el método anteriormente descrito. 

Tres secciones por lámina, con seis láminas aJtemando, H&E y PAS, fueron preparadas. Se 

evaluó la infección (positivo o negativo) por dedo. No se tomó en cuenta si la infección ocurría 

entre los dedos o en una membrana, porque se quiso simular lo que ocurriría si se estuviera 

realizando un estudio de marca y recaptura en el que solamente se cortan los dedos. 

RESULTADOS 

Distribución de las infección en las especies colectadas en el transecto La Selva-Volcán 

Barva en et año 1986 

Se encontró B. dendrobatidis en 5.94% de Jas especies colectadas (Cuadro 1). Todas las 

familias, excepto la Centrolenidae presentaron individuos infectados. Treinta y tres por ciento de 

las 13 especies que han declinado, como Ate/opus varius y Rana vibicaria tuvieron especímenes 

infectados, mientras que el 42% de las 18 especies que no han declinado como Dendrobates 

pumilio o Eleutherodactylus .fitzingeri también presentaron infección. Dos especies, que subsisten 
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en las zonas altas, HyLa pseudopuma y Eleutherodactylus podiciferus tuvieron especímenes 

infectados. La infección estuvo homogéneamente distribuida entre los grupos taxonómicos (G = 

30.33, 29 GL, P = 0.398), lo cual demuestra que este patógeno está adaptado a una gran cantidad

de hospederos y zonas de vida (Fig. 1). 

Infecciones de quitridios se encontraron en casi todas las alturas revisadas (Fíg. 2). La 

frecuencia más alta (17.6%) ocurrió eatre los 100 y los 399 m.s.n.m. También se encontró una 

tasa de infección moderada entre los 100-1299 m.s.n.m. y Jos 1900 y 2200 m.s.n.m (14.3%). 

Ranas con casi todos los modos reproductivos (desarrollo directo, vegetación, lótico, 

léntico) fueron encontradas infectadas (G= 2.7391 4 GL, P=0.602). Solamente las de desarrollo 

directo asociadas con quebradas no, pero esto se debe probablemente al bajo número de muestras 

revisadas (Fig. 3). 

Infecciones en Guayacán y EARTH en el año 2002 

Veinticuatro por ciento de Jos especímenes. de Eleutherodactylus colectados en el año 

2002 en estas dos localidades estaban infectados por eJ patógeno (Cuadro 2). Todas las 

infecciones eran muy leves, con apenas algunos esporangios presentes. Esto demuestra que Ja 

enfermedad sigue ocurriendo hoy en día en ecosistemas naturales. 



Poder de detección de quitricliomicosis. utili7.alldo diferentes partes del cuerpo y dos 

Unciones distintas 

l2 

Se encontraron más muestras infectadas utíJizaodo la tinción de PAS que la de H&E, 

pero después de una prueba a posteriori de tukey (F= 25.506, 1/23 GL, P=<0.0001), solamente 

en la zona de la ingle encontramos diferencias significativas. 

Las diferencias entre las 12 diferentes partes del cuerpo también fueron significativas. La 

fngle y el dedo uno de la mano fueron el mejor lugar para encontrar la enfermedad (F=&.032, 

11/253 GL, P= <0.0001). 

Se comparó el efecto de ambos factores con una prueba a posteriori de tukey, en la que 

se logró determinar que la mejor combinación se presentaba eo la ingle y el dedo uno de la 

mano, utilizando PAS. La zona guiar y del abdomen, fueron los lugares menos apropiados para 

encontrar la enfennedad (Fig. 5). 

Debido a que la combinación PAS X INGLE fue la mejor, se quiso poner a prueba en los 

casos con las infecciones más leves. En el caso más extremo, se necesita entre 16 y 17 cortes 

para llegar aJ límite superior del 95% de confianza (Cuadro 3). 
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CONCLUSIONES 

• Los quitridios se detectaron en el año de 1986 en una época en la que todavía se encontraban

especies que posteriormente declinaron (ej. Atelopus varius, Rana vibicaria y grupo

rugulosus de los Eleutherodactylus).

• Se hallaron individuos infectados, tanto en especies que posteriormente declinaron, como en

especies que persisten en zonas altas, y en especies comunes en zonas bajas.

• A excepción de la familia Centrolenidae, todas las familias representadas en el estudio

estuvieron infectadas.

• Casi todos los modos reproductivos tuvieron especímenes infectados.

• La enfermedad sigue siendo común hoy en día en animales de zonas bajas, queda la

interrogante de que si ocurre lo mismo con las zonas altas del país.

• Las técnicas histológicas producen un gran número de negativos falsos en los análisis.

• Se encontraron más cortes infectados utilizando la tinción de PAS, que la de H&E.

• La mejor combinación de lugares para detectar infecciones fue la ingle y el dedo uno de la

mano utilizando la tinción de PAS, los peores lugares fueron la zona gular y el abdomen.

• Si se utiliza la mejor combinación, con los individuos con infección más débil, se necesita

más de 16 cortes, para llegar al límite superior de confianza.
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Cuadro l. Especies examinadas para el transecto La Selva-Barva, presencia de B. dendrobatidis, elevación encontrada, modo 
reproductivo y estado poblacional en Costa Rica 

Es�k 
Bufonidac 

Ale/opus W1rius 
Ate/opus aena 

Dendrobatidac 
Dendrobales pwnl/io 

Hylidae 
Smilüca aordida 
Smil/Bea pl,aecta 
Hyla rivularis 
Hyla anp.,tillneata 
Hyla ¡neudopuma 
Due/1,rranolryla uranodíroa 
Duellmcmolryla rufiocufü 
Phy/lOfltedusa lem11r 

Centrolerúdae 
Centrol.ene pro.,oblepon 
Hyali110batrachium co/fymbiplrylum 

Leptodectylidae 
Eleutherodacty/u.r andl 
Eleutherodocty/113 fitzmgerl 
Eleuthuodactyl,a ditutema 
Eleutherodaclyl,a braneforclii 
Eleutherodactlus ta/amancae 
Eleut�liu oaryophy/loceus 
Eleutherodactylus megacephallus 
Eleutherodact/us CT1IOJJu3 
E/eutherodoctylu, altae 
Elewtherodactylus crassidigltus 
E/et4herodacty/,a hylaefonnia 
EletJtflerodactylw ucrucea 
Eleutherodactyliu melanO.ftlctiu 
Blelllherodactyhu podiclfena 
Ele111herodactyl11S cera.rimu 

Ranldae 

Rana vlbicarla 
Rana warsclutwit1chll 

o/'. hlfectado N Elevación { m} 

11.1 9 920 

o.o 3 

16.7 6 620 

o.o s 

o.o 1 

o.o 8 
o.o 7 
7.1 14 2050 
16.7 6 1000 

o.o 2 

o.o

o.o 7 
o.o 2 

o.o l 

so.o 6 280(-2), 1000 
o.o 10 
7.7 13 280 
so.o 2 800 

o.o 8 

0,0 s 

o.o IS 

o.o 2 
o.o 10 
o.o 8 
o.o 9 

o.o 4 
5,3 19 2300 
o.o ,S 

18.2 11 2050 (2) 
o.O 3 

UJCN cateaorlas listas rojas Estado �blacio■al en Costa Rica Modo !!J!rodaetivo 

En peligro critico Declinó Lótfoo 
En peligro critico P robable extinción Lótico 

Casi amena:zado No declinó Plantas 

f\leradepeligro No declinó Lótico 
Fuera de peligro No declinó Untico 

Amenazado Declinó Lótico 
En peligro critico Declinó Léntíco 
Fuera de peligro Declinó, pero se recuperó Léntico 

En pelig¡-o critico Declinó Lótico 
Fuera de peligro No declinó Lótico 

Vulnerable Declinó, todavfa OCUJTe en sitios bajos Untico 

Fuera de peligro No declinó Lótico 
Fuera de peligro No declinó Lótico 

En peligro critico Declinó, posiblemente' extinto Desarrollo directo-ríos 
Fuera ae peligro No declinó Desarrollo directo 
Fuera de peligro No declinó Desarrollo directo 
Fuera de peligro No declinó DesarroUodirecto 
fuera de peligro No declinó Desarrollo directo 
Fuera de peligro Declinó Desmullo directo 
Fuera de peligro No declinó Desarrollo directo 
Fuera de peligro No declinó Desarrollo directo 
Datos deficiente s Datos deficientes De.urrollo directo 
Fue ra de peligro No declinó Desarrollo directo 
Fuera de peligro No declinó Desarrollo directo 
En peligro critico Declinó, posiblemente extinto Desarrollo directo-ríos 
Datos deficientes Datos deficientes Desarrollo directo 
Fuera de ·peligro No declinó Desarrollo direct.o 
Fu era de peligro No declinó Desarrollo directo 

Declinó 
En peligro c ritico Decl.ined Lótico 
Fuera de 11!:IÍ![O Decllnó

1 
todavía oourre en zonas bajas Léntico 

23 



24 

Cuadro 2. Promedio de infección de quitridiomicosis en especies encontradas en Guayacán de 
Siquirres y en ela Reserva Forestal Escalera de Mono, en la Universidad EARTH, en el año 2002. 

Especie 
Eleutherodactylus talamancae 
Eleutherodactlus bransfordii 
Eleutherodactylus diastema 
Eleutherodactylus crass idigitus 
Eleutherodactylus ridens 

% infección N 

33.3 3 

25.0 4 

O.O 2 
16.7 6 
o.o 3 



Fig. 4. Partes del cuerpo de especímenes de Eleutherodactylus fitzingeri examinados 
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Fig. 5. Promedio y error estándar de infección, en las diferentes partes del cuerpo con las tinciones 
deH&EyPAS. 



Cuadro 3. Ntímero de cortes necesarios para alcanzar el límite superior de confianza. El promedio de infección de los 24 
animales infectados en la combinación de factores más poderosa en detección (PPXPAS), más los seis casos con las infecciones más 
leves se muestran aquí. 

# de positivos / 
total del # de cortes 

Número de cortes examinados (353/432) N= 24) (9/18) (N=2) (7 /18) (N= 2) (6/18) (N=1) (3/18) (N= 1) 
1 0.1829 0.50000 0.61111 0.6667 0.833 
2 0.0334 0.25000 0.37346 0.4444 0.6944 
3 0.12500 0.22822 0.2963 0.5787 
4 0.0625 0.13947 0.197 5 0.4823 
5 0.0313 0.08523 0.1317 0.4019 
6 0.05209 0.0878 0.3349 
7 0.03183 o.osas 0.2791 
8 0.0390 0.2326 
9 0.1938 

10 0.1615 
11 0.1346 
12 0.1122 
13 0.0935 
14 0.0779 
15 0.0649 
16 0.0541 

17 0.0451 
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Abstract 

Amphibian populations have decJined and djsappeared in protected and apparently 

undisturbed areas around the world. In Costa Rica declines have occurred mostly in the 

bighlands. A chytrid fungus has been linked to these declines. We examine an amphibian 

collection made in Parque Nacional Braulio Carrillo in 1986 for the chytrid fungus. Tlús 

collection was taken in ao altitudinal transect from 300 to 2600m just prior to tbe 

declines. Skin from the pelvic patch of 202 specimens of 30 species was examined 

histologically to check for the disease. We also test 18 specimens of 7 species of 

Eleutherodactylus from two other fowland Caribbean sites collected in 2001. Pattems of 

infection amoog species at different elevations in 1986 djd not correlate well with 

subsequent declines. The chytrid fungus was present in aJmost ali altitudes in 1986, 

including lower areas. The pathogen was also found in both species that later declined 

and in species that did not Chytrid fungus was very abundant in the 2001 survey. More 

retrospective museum surveys are needed in order to determine wbether it was found in 

the area before. 

Resumen 

Las poblaciones de anfibios han disminuido y en algunos casos hasta han desaparecido 

por completo en zonas aparentemente inalteradas alrededor de todo el mundo. En Costa 

Rica estas disminuciones han ocurrido en las zonas altas. Un hongo del grupo de los 

quitridiom.icetes ha sido relacionado con estas desapariciones. Examinamos una 

colección de anfibios realizada en 1986, justo antes de que se observaran las primeras 
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disminuciones, en un transecto altitudinal desde los 300 hasta los 2600 mnsm, en el 

Parque Nacional Braulio Carrillo. Piel de la zona de la ingle fue examinada en 202 

especímenes de 30 especies, utilizando técnicas histológicas. También revisamos J 8 

especímens de 7 especies de Eleutherodactylus de otros dos sitios en el Caribe de Costa 

Rica, colectados en el 2001. Los patrones de infección entre especies a diferentes 

elevaciones en 1986 no se correlacionaron bien con el patrón de las disminuciones. El 

hongo quitridiomicete estuvo presente en casi todas las alturas en 1986, incluyendo las 

zonas bajas. El patógeno también se encontró en especies que declinaron y en especies 

que no lo hicieron. Además pareciera ser una enfermedad común hoy en día. Más 

revisiones de especímenes de museo son necesarias para determinar si esta enfermedad 

estuvo presente antes de esta fecha en la zona. 

Introduction 

The decline and extinction of ruany amphibi.an populations in protected areas 

around the world is an alarming phenomenon with several possible causes (Alford & 

Richards, 1999). Authors have speculated on different possible causes, such as climate 

change (Pounds & Crump, 1994; Steward, 19CJ5; Pounds et al. 1999), UV radiation 

(Blaustein et al., 1994; Anzalone et al., 1998; Lizana & Pedrau. 1998), patbogenic 

diseases (Nyman. 1986; Carey, 1993; Berger et al. 1998), Other authors bave noted that 

combinations of these factors could be synergistic and catastroplúc for amphlbian 

populations (Blaustein et al., 1994; Long et al., 1995; Kiesecker & Blaustein, 1995; 

Kiesecker et al., 2001; Pounds, 2001; Pounds & Puschendorf, 2003). 
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Most Central America declines have occurred at elevations above 500 m 

(Young et al., 2001). The best documented cases in Central America are the golden toad 

(Bufo periglenes) and the harlequin frog (Ate/opus varius), from Monteverde (Pounds and 

Crump, 1994; Pounds el al., 1997) and the declines in Las Tablas (southwestetn 

highlands) of Atelapus chiriquiensis, Hyla calypsa and Bufo fastidiosus (Lips, 1998). 

Sites in the approximately 260 km of mountainous terraio between these two areas have 

suffered similar declines (Bolaños and Chaves, unpublished data). The Reserva de San 

Ramón for example, has suffered strong declines with tbe apparent loss of many species 

(Bolaños and Ehmcke, 1996). Bufo holdridgei, whicb was endemic to Cerro Cbompipe 

aod Ate/opus senex, also found at this site, may now be extinct (Savage, 2002). Fortuna, 

an area close to the Costa Rican border in the Panamanian Talarnanca region, has also 

suffered significant amphibian declines (Lips, 1999). Costa Rican declines have been 

characterized by a general reduction of reduced abundance at almost all amphibian 

species at mid to high elevations (Pounds et al., 1997). In total 23, .species have been 

affected, 10 of these have not been seen for more than a decade (Bolaños, 2002). 

Populatíon declines in Costa Rica have been linked to climate change (Pounds & 

Crump, 1994; Pounds et al., 1997), and to outbreaks of Batrachochytrium dendrobatidis 

(Lips et al., 2003; Puschendorf, 2003) a recently discovered species of chytrid fungus that 

grows on the epidermis of amphibians ( Longcore et al., 1999). This pathogen occurs in 

Australia. (Berger et al., 1998, 1999), Panama (Berger et al .• 1998; Lips, 1999), Spain 

(Bosch et al., 2001), Costa Rica (Lips et al., 2003; Puschendorf, 2003), Ecuador (Ron & 

Merino 2000), the United States (Pessier et al, 1999; Green & Sherman, 2001; Gregory 

et al., 2002) and Sonth Africa (Weldon, 2002). lt is reported to be non lethal for 
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amphibian larvae, since they only have keratin in their moutbparts and infection 

seems to be limited to this location (Berger et al., 1998, Longcore et al., 1999). in culture 

the fungus grows well at temperatures below 23 º C but dies at temperatures greater than 

29 ºC (Longcore et al., 1999). This suggests that in  the tropics ít could thrive only in the 

cooler highlands. 

We analyzed anuran museum specimens collected in l 986 from Braulio Carrillo 

National Park on the Atlantic slope of the CordilJera Volcánica Central for the presence 

of cbytrid fungus. We bypothesize that specimens of species that subsequently went 

extinct, and specimens collected from mid to high elevations (>500 m) would be most 

likely to show chytrid iofections. ln 2002, we also collected 18 specimens from 2 

different sites to see if the chytrid fungus could be found in amphibian populatíons, 

whicb have not gone extinct 

Methods 

Collection of specimens 

The La Selva - Volcán Barva expedition of 1986 

In March and April 1986, a team of biologists including botanists, mammalogists, 

entomologists, invertebrate zoologists and herpeté>logists participated in a month long 

expedition from La Selva (30-137m) to Volcán Barva (2906m) to collect museum 

specimens and to study various aspects of the biological richness of the area (fimm et al., 

1989). Life zenes included in the transect are: tropical wet forest, premontane rain forest, 

lower montane rain forest and mountain rain forest (Hartshom and Peralta, 1988� 
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Lieberman et al., 1996). This collection was divided between three different 

museums; we examined ali tbe anuran specimens available from the Museum of 

Vertebrate Zoology, University of California at Berkeley (MVZ) and the Museo de 

Zoología, Universidad de Costa Rica (UCR). 

Braulio Carrillo National Park and La Selva Biological Station encompasses a 

46000 ha reserve (Clark, 1990) on the Atlantic slope of Cordillera Volcánica Central in 

Costa Rica The team of herpetologists worked out of 7 camps, situated rougbly at 300 m, 

700 m, lQOO m, 1500 m, 1800 m, 2050 m and 2600m. Thirty-five species of anurans 

were collected. 

No dead or dying animals were encountered and tbere was no reason to believe 

that any of the animals were infected. However, declines were first noted in Monteverde 

(aprox. 75 km W of the transect) only two years later leading us to suppose that this 

coJlection could serve to test whether the chytrid was present in this area prior to the 

decline in Monteverde. 

The Reserva Forestal Escalera de Mono IBARTID and Guayacán surveys. 2002 

Guayacán (10°02'597 N, 83°32'918 W, 650 m elevation) is one of the most 

diverse sites in Costa Rica (Savage, 2002). Reserva Forestal Escalera de Mono at 

EARTH University (10014'142 N, 83º34'039 W, 40 m elevation) is in the Atlantic 

lowlands. We collected specimens of Eleutherodactylus by band, eutbaoized with Orajel, 

aod preserved in tbe field in formalin at two sites. We used this genus since tbe frogs are 

abundant at both sites throughout the year. 
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Histologic analysis for Batrachochytrium dendrobatidis 

We tested 202 specimens of 30 species from the La Selva-Barva expedition and 

18 specimens of 5 species from the EARTH and Guayacán locations. Six of the eight 

families of frogs in Costa Rica were represented. Samples were processed in the 

Laboratory of Pathology at the National Children's Hospital in San José, Costa Rica. 

Specimens preserved in formalin were soaked in water for 48 hours and 

transferred to 70 % ethanol for final storage. At least 2 mm' of skin from the pelvic patch 

was extracted from each indjvidual. Juveniles SVL 1.5 cm and smaller, were not used to 

avoid damaging the specimen. 

Using routine procedures, the samples were run through a Miles Scientific 

processor (fissue Tek, VIP 3000), in which they were dehydrated and embedded in 

paraffin. Four-micron thick sections were stained wjth hematoxylin and eosin (H&E). 

Skin sectioos were examined with a compound microscope for the presence of B.

dendrobatidis. Three different morpbs of the organism, probably representing different 

life stages were found in most samples: a uninucleated form containing homogenous 

basophilic cytoplasm; a fonn with multiple separated nuclei and a fonn witb well defined 

2-3 µm round to oval basophilic spores (Pessier et al., 1999). Empty tally were also

common. Ideally ultrasctructural (Barr� 1990) and genetic studies are used to confirm 

species ideotification of chytrids. However, as B. dendrobatidis is the only chytrid 

reported to grow on the amphibian integument, and tbere are no otber known frog 

parasites with a similar appearaoce, histological identification was considered adequate. 

Ultrastructural and genetic studies bave shown that B. dendrobatidis occurs in tbis region 
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(Ups, 1998, 1999; Lips et al., 2003; Berger et al., 1998� Morehouse et al. 2003; 

Puschendorf, 2003). 

Classification of Conservation Status and Reproductive Mode 

The preliminary classification of the current status of the Costa Rican populations 

of the species used in tbis study based on the frequency those species that continue to be 

observed and collected by UCR students and deposited in the Zoology Museum and on 

previous experience (Bolaños and Chaves, unpublished). Also, the current IUCN 

classification for this species list is included (InfoNatura: Birds� mammals, and 

amphibíans of Latín America [web application]. 2004. Version 3.1. Arlington. Virginia 

(USA): NatureServe. Avai table: http://www.natureserve.org/infonatura Accessed: April 

23, 2004). 

Reprodoctive habitat and mode was assigned to each species: Lothic (species that 

breed in fast movíng streams or rivers); Lenthic (species that use swamps, ponds or slow 

moving bodies of water); plant-breeders; the direct development in forest dwelJers and 

direct development in the stream dweller. 

The taxonomy of the species and -their reproductive mode was detennined using 

Savage (2002). The altitudes were categorized by 300 m intervals. Likelihood ratio G 

tests were used for the analysis. Although specimens of Eleutheroáactylus altae and 

Eleutherodactylus me/a,wstictus were collected during this expedition we did not include 

tbem in the analysis. These are rather uncomrnon species, and it is not clear if they have 

declined or not. 
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Results 

Of the specimens from the La Selva-Barva area in 1986, 5.94% had B. 

dendrobatidis present in their integument; 30% of the species bad at Jeast one infected 

individual. AH families except Centrolenidae were infected (Fig. 1). Thirty three percent 

of the 13 species, which have since declined, such as A. varius and Rana vibicaria, were 

infected. But 42% of tbe 18 species that have not subsequently declined, such as 

Eleutherodactylusfitzingeri and Dendrobates pumilío, were also infected (Table 1). Both 

Hyla pseudopuma and Eleutherodactylus podiciferus, two of the few species that can be 

stiU found at high altitudes (Pounds et al., 1997), were infected. The distribution of the 

fungus was spread homogeneously among the taxonomic groups (G = 30.33, 29 df, P = 

0.398). This pathogen is apparently adapted to a wide variety of hosts. 

Chytrid fnngus infection occurred at almost all altitudes (Figure 2). The highest 

frequency (17.6%) occurred between 100 and 399 m, but high infection rates also 

occurred at 1000-1299 m and 1900-2200 m (14.3%). The difference among the altitudes 

was significant (0=15.54, 7 df; P=0.030). The main reason was the lack of infected 

animals between 1300 and 1900 m. 

Frogs with ali reproductive modes, except the direct developing species in streams, 

were infected (Figure 3). Plant breeders, represented by one species, had a prevalence of 

20%, foUowed by lotbic breeders (7.1 %), direct developing species (5.6%) and lenthic 

breeders (4.3%). The differences in infection rate among tbe reproductive categories were 

not SigQificant (G:= 2. 739, 4 df, P=0.f>02). 

Fungus infectioos were found in 24% of the Eleutherodactylus specimens 

collected in 2002 (Table 2). Ali of these five species are common at present in the 
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Caribbean 1owlands. Ali the lowland infections were light, with just a few sporangia 

in the first layer of skin. 

Discussion 

Our results demonstrate that B. dendrobatidis was present in several frog species 

in 1986 in Costa Rica, prior to tbe first documented population decline jn Monteverde. 

Tbe pattern of infections in 1986 does not correlate well with subsequent declines. In tbe 

highlands, where declines occurred. we found infections not only in species sucb as R.

vibicaria and A. varius wbicb subsequently disappeared, but also in species sucb as E. 

podiciferus and H. pseudopurna which bave persisted (Pounds et al., 1997). In 

Monteverde tbe abundance of H. pseudopuma dropped sharply after the declines, and 

ne ver retumed to the levels seen in the beginning of tbe 80' s (Pounds et al., 1997). 

AJthough most of the amphibian declines in Costa Rica have occurred at elevation 

greater than 500 m (Lips 1998, 1999; Young et al., 2001), chytrid infections in 1986 were 

not restricted to tbe upland areas. Tlle chytrid continues to exist today in lowland areas in 

specíes such as D. pumilio and several species of Eleutherodacty/us. 

Chytrid infections in 1986 were not limited by a strictly aquatic habitat The fact 

tbat species such as E.fitzingeri or D. pumilio were infected (and continue to be infected) 

suggests that this pathogen can survive on the moist forest floor. Perhaps it lives there as 

a saprobe, as suggested by Longcore et al., (1999). 

There were no infected animals collected between 1300 and 1900 m in 1986. Our 

sample at this elevation is only 73 frogs, so it is possible that this chytrids free category 
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may be an artifact of our sample size. The same applies for the lack of observed 

infections in species in the direct developing river category, and the Centrolenids. 

Our results do not support simple predictions derived from the hypothesis that 

cbytrid infections caused the population declines. Tbey do not. however, eliminate this 

hypothesis. Perhaps infections are for sorne reason less darnaging in sorne species at 

sorne elevations. 

Daszak and collaborators (2003) state tbat cbytñdiomicosis shows the clearest 

link between disease and decline, but tbere is still too much basic biology and ecology of 

the pathogen in the wild that is unknown to make stronger conclusions. 

We strongly support the conclusion of Collins & Storfer (2003) tbat only witb an 

integrated team of muJtidisciplinary scientists will we eventually understand wby 

higbland anurans have disappeared. 
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Table l. Species examined from the La Selva - Barva, prevalence of B. dendrobatidis, elevation, current status in Costa Rica, and 
reprocluctive mode. 

S2eclet ¼ínf«ted N 

Bafunidae 
Attlo� wtrlus 11.1 9 

A,telcpus Sl!MX o.o 3 

Dcndrob11tidae 

Dendrobott.r pumll/o 16.7 6 

Hylidae 
Srrrili8ca aordlda o.o s 

Sm/lisca phaeota O.O 1 

Hyla rivwlarü o.o 8 
Hyla ang,utllineaJa o.o 7 
Hyla psetldopurrra 7.l 14 

Duelt,nanolry{a uranochroa 16.7 6 
Duellrrranohyla neficc,Jis o.o 2 

Phyl/amedusa lem11r o.o

Centrolenidae 

Centro/ene prosob/epor, o.o 7 
f/y4Jtnobotrochlum co1/ymblphylum o.o 2 

Leptodactylldae 
Eleutherodactylus andl o.o 1 
EleutherodactylUI �ngerl so.o 6 

Eleutherodactyliu dwtemo o.o 10 

E/eulMrodactylus bransfordil 7.7 13 
Elewtherodact/u., tolammrtM so.o 2 

E/Nhuodacly/u., coryoplryllaceiu o.o 8 

Eleutherodoctylia megacephollu., o.o 5 

Eln1therodact/u., crueritw o.o IS 

E/eutherodacty/111t .altae o.o 2 

Elmtherodoctyliu crassldlginis o.o 10 
Elmherodacty/11.r JrylaeformM o.o 8 

Eleutherodacty/u., � o.o 9 

Eleafherodactylus maanostlchi., o.o 4 
Eleudterodac(ylua podfc/ferilS S.3 19 
E/eu1herodocty/iu cerasinua o.o 5 

Ranidae 
Rana 11/bicaría 18.2 ll 
� WDNCMWillch/1 o.o 3 

Elention im} 

920 

620 

2050 

1000 

280(2), 1000 

280 
800 

2300 

2050(2) 

Sta.ta■ 

Declined 

Declíncd. po11Sibly C'Xtinci 

Nodectlne 

Nodec!inc 
No decline 

Oeclined 
Oeclined 

Dcclincd, buf recovcred 
Declined 

Nodecline 
Deélmed, still OCCUB in the lowlands 

No decline 
Declined. still occws in the Jowlands 

Declined, possibly exti.nct 
No declme 
No decline 
No decline 
1'4o decline 
Declined 

No decline 
No decline. 

Lilck:ing infonnatioo 
Nodccline 
No decline 

Declined, possibly extinct 
Lacking infonnation 

No decline 
No decline 

Deélined 
.Declined, stil.l occurs in !he lowlands 

R.epro<hicttve mock 

Lothic 

Lothk 

Plant 

Lothic 
Lcnthlc 
Lothic 
Lemhic 

Lenthio 
Lothlc 

Lothic 

Lend:uc 

Lothic 

Lothic 

Direct develop, R.iver 
Dlrectdevelop. 
P!rect develop. 
Olrect develop. 
Pircct develop. 
Directdevelop. 
Oirect develop. 
Oirect develop. 
Direct develo¡,. 
Pirect develo¡,. 
'l>irect develop. 

Direct develop. R.iver 
'Dlrect develop. 
Dlrect develop. 
Direct develop. 

Lcnlh,ic 

Lothic 

49 
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Table 2. Average of chytridiomycosis infection in species found in Alto de Guayacán and 
in the Reserva Forestal Escalera de Mono at EARTH University in 2002. 

Species 
Eleutherodactylus talamancae 
Eleutherodactlus bransfordii 
Eleutherodactylus diastema 
Eleutherodactylus crassidigitus 
Eleutherodactylus ridens 

% infected N 

33.3 3 
25.0 4 

o.o 2 

16.7 6 
O.O 3 
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ABSTRACT 

Batrachochytrium dendrobatidis is an integumentary pathogen that has beeo correlated 

with amphibian declines worldwide. Histopathologjcal techniques can be used to 

diagnose the disease, but their sensitivity has not been detennined. lt is also unclear 

whetbet the power of detection varies using skin from different body parts. Light 

infections might produce false negatives. We examined 24 Eleutherodactylusfitzingeri 

inf ected with chytridiomicosis. Tltis is a common frog species with a broad range and 

high abundance throughout most of Costa Rica. We sampled 12 different body parts in 

eacb animal, and altemated the staining between the routine stain, hematoxilin and eosin 

(H&E), and the more fungus specific stain periodic acid schiff (PAS). We found more 

samples infected using PAS than H&B in all body parts. Significant differeoces between 

body parts were also found. Tbe pelvic patch and finger I were the best places to find the 

disease. Using the best combination of factors (stain and body part), and the ·animals with 

the lightest infections, we calculated that at least 16 sections are needed in order to reach 

95% confidence that animal is or is not infected. lf light infections are common, multiple 

sections with more accurate stains are recommended in order to avoid false negatives. 

RESUMEN 

Batrachochytrium dendrobatidis es un patógeno que crece sobre la piel de los anfibios, 

cúya presencia ha sido relacionada con las declinaciones de anfibios alrededor del 

mundo. Las técnicas histológicas sirven para diagnosticar la enfermedad, pero su 

sensibilidad no ha sido determinada. Tampoco se ha medido el poder de detección de la 
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misma, al utilizar diferentes tinciones y piel de diferentes partes del espécimen. 

Infecciones leves podrían provocar un número alto de negativos falsos. Examinamos 24 

individuos de Eleutherodactylus fitzinger infectados con quitridiomicosis. Esta es una 

especie abundante, con un rango amplio de distribución en casi toda Costa Rica Se 

muestreol2 partes del cuerpo, y alternamos la tinción entre Hematoxilina y Eosina 

(H&E) y Acido Periódico de Schiff (PAS). Encontramos más muestras infectadas usando 

PAS que H&E en todas Las partes del cuerpo. Se encontró diferencias significativas 

también se dieron entre Jas diferentes partes del cuerpo. La zona de la ingle y el dedo 

pulgar de la mano fueron las mejores partes para encontrar la enfermedad. Utilizando la 

mayor combinación de factores (tinción y parte del cuerpo), y los animales con las 

infecciones más leves, calculamos que al menos 16 cortes son necesarios para 11egar al 95 

% del límite superior de confianza de que el animal está o no infectado. Si las infecciones 

leves son comunes, más secciones y el uso de tinciones más específicas son 

recomendadas para evitar un número alto de negativos falsos. 

lntroducrion 

The chytrid fungus Batrachochytrium dendrobatidis has been implicated in 

amphibian declines around the world (Berger et al., 1998; Daszak et al., 2003; Collins & 

Storfer2003). Chytrids from severa! sites wor)dwide show Jow genetic variabiJity 

(Morehouse et al., 2003), supporting the hypothesis that it is an emerging infectious 

disease (Daszak et al. , 1999, Daszak et al., 2003). In Costa Rica B. dendrobatidis has 



been found oo dead or dyíng anurans (Lips et al., 2003) and on museum specimeos 

collected (Puschendorf, 2003) prior to population crasbes (Pounds & Cmmp, 1994; 

Pounds et al., 1997; Lips 1998; Lips 1999). 
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Chytrid infections can be diagnosed by histopathological techniques (Pessier et 

al.,1999; Berger & Hyatt, 2000), which work well on heavily infected specimens. 

However, if light infections are common, a significant number of faJse negatives can be 

expected. Por example, Davidson and collaborators (2003) acknowledge the fact that this 

effect could have influenced their analysis of chytrid tiger salamander infections, but djd 

n9t attempt to quantify it. 

Herpetologists often cut amphibian fingers for mark-recapture studies to estímate 

population sizes (DonneHy & Guyer 1994), and recently this technique has been used to 

assess the presence of B. dendrobatidis in natural anuran populations (Berger et al., 

1999). No baseline study quantifies the possibility of false negatives using only fingers. 

In addition, histopathological techniques sometimes give results that are difficult to 

evaluate because chytrid zoospores can be confused with other cells, such as 

granulocytes. To improve histological detection, Berger and collaborators (2002) 

developed a chytrid-specific inmunoperoxidase stain. However, the technique is time 

consuming, making it difficult to deal wíth large samples. Similar problems are 

encountered with silver stains (Arrington, 1992). The objective of this study was to 

develop baseline data on the detection power of two histological techniques on skin from 

twelve different body parts on natural infections of chytridiomicosis in a native Costa 

Rican anuran species. Eleutherodactylus fitzingeri. 
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MA TERIALS AND MEfHODS 

We compared the routine stain bematoxilin and eosin (l-l&E) (Allen, 1992) to the 

periodic acid Schiff (PAS), which stains fungus glucogen, mucin, and sorne basal 

membranes magenta (Gaff ney, 1992). Both stains are easily performed in the laboratory 

and are time efficient when dealing with Jarge sample sizes. 

Eleutherodactylus fitzingeri was chosen because of its broad range and high 

abundance throughout Costa Rica, even including some dry areas such as the Guanacaste 

and Puntarenas provinces (Savage, 2002). Previous observations had shown that E.

fitzingeri is infected with B. dendrobatidis (Puschendorf et al, unpublished). 

During 2002 and 2003, 99 s_pecimens of E.fiztingeri were collected, euthanized, 

and preserved in formalin. The 237 specimens deposited in the herpetological collection 

of the zoology museum of Universidad de Costa Rica (UCR) were also analyzed. Chytrid 

infections wete sought in all of the 336 specimens by removing an approximate 3 mm"

patch of skin from the pelvic patch, dehydrating it, and embedding it in paraffin. Two 

slides with six ribbons of sections 4 µm each were stained, one with H&E, the other with 

PAS. Between the two slides, 8 µm of the block were wom off, to avoid resampling 

sporangia. Twenty-four E. fiztingeri were found infected and used in the subsequent 

analysis. Tissue samples from twelve dilferent body parts were obtained from these 

animals. At Jeast 2 mm:1. of skin from the pelvic patch (PP), on the abdomen between the 

anns (AB), and the guitar area (GU) were removed and processed (Fig. 1). Six slides of 

each of these three body parts were obtained eacb. with six ribbons of sections. The first, 

third, and fifth slides were stained with H&E. The second, fourth, and sixth were stained 

with PAS and examined for presence or absence of chytrid fungus. 
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The Ieft foot and hand were processed and embedded in paraffin after being 

decalcified for 24 hours in a solution of EDT A. Three sections of the entire foot or hand 

were fixed on each slide, and six slides per hand and foot were obtained. Again, the fiist, 

third, and fifth slides were stained with H&B, the second, fourth, and sixth were stained 

with PAS. For the hand and foot, a positive or negative valoe was given for each finger or 

toe, with four fingers in the hand (F 1-4), and five toes in the foot (T 1-5) (Fig. 1). Only 

the digits were used to detect djsease presence or absence. The reminder of the hand and 

foot were not considered, since we were sjmulating a study in which fingers were cut for 

a mark recapture study. Detecting one sporangium was sufficient to classify a sample as 

infected. 

We perf ormed heterogeneity tests to assess if the diff erent data sets were 

comparable and could be pooled (Zar, 1999). Both H&E (x "= 1314.7, 253 df, 

P<0.0001) and PAS (x" = 1213.8, 253 df, P <0.0001) were heterogeneous. Because of 

this, we converted the data into an infection ratio (positives/totals) and applied tbe arcsine 

transformation before perf orming a repeated-measure analysis of variance to determine 

differences between the two stains, and the di.ffereot body parts (Zar, 1999). 

RESULTS 

We found more samples infected witb cbytrid using PAS than H&E in all twelve 

body parts (F= 25.506, 1/23 df, P= <0.0001). However, after a post hoc homogeneous 

groups tukey test (a= 0.05), only the PP section was significantly different between 

stains (Fig. 1). 



57 

Differences among the twelve body parts were also significant (F=S.032, 11/253 

df, P=<0.0001). Pelvic patch and fiager l were the best places to fiad chytrid (Fig. 2). 

We compared the effects of both body part and stain using a post hoc bomogeneous 

groups tukey test (a= 0.05) to determine which interactions would be the best and worst 

in detecting chytrid infections. Skin from PP and Fl. both with the PAS stain, are the 

most effective in detecting infections. Samples from AB and GU were worst places to 

look for the disease, using either stain (Fíg. 2). 

Using the best combination of factors, we wanted to test bow powerful this 

technique is when dealing with relatively light infections. To this end, we chose the six 

least infected animals, and calculated how many sections without sporangia would be 

needed to confidently conclude that there was no infection. We used the binomial 95% 

confidence linút to calculate this parameter (fable l). lf all the samples ate pooled, only 

two sections are needed to be in the upper confidence Iimit But if the data are checked 

individually, there are sorne individuals in which up to 17, sections are needed to reacb 

the same confidence. 

DISCUSSION 

Although PAS was always slightly better at detecting chytrid infections, our 

results show that it was significantly better detecting the disease ooly in PP. Given tbe 

greater availability of H&E, we recomrnend its routine use in most samples, and use of 

special stains such as PAS when greater confidence is needed. 

lt is not surprising that skin from body sections in constant contact with the 

ground have a much higher chance of having chytridiomicosis than samples from other 
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areas, sucb as the GU and AB. However, no systematic sampling has been done with 

other species. A similar pattem of infection was found in one Hyalinobat-rachium 

fleischmanni specimen that bred and died in captivity, indicating, that this could be a 

sbared infectioo process across species (Puscbendorf and Kubicki, unpublisbed). 

lnfections probably start in these areas. As the disease develops, they probably spread to 

sections of the GU and the AB. The PP is an extremely vascularized area in most anurans 

because of its mayor role in osmoregulation (Duellmann and Trueb, 1994). The skin here 

js constantly moistened and in contact with the ground. Removing skin in this area in live 

animals for disease surveys might not be feasible, but should be included in any scraping 

techniques using PCR to detect th.e disease. 

In mark recapture studies, it is advised to spare the thumb from being cut, because 

that could limit sexual bebavior in males duriog amplexos (Duellman and Trueb, 1994). 

Most projects that have used fingers for th:eir analysis (Berger et al., 1999) probably 

underestimate infection rates. For example, our data show that with the T5 X H&B 

combination and 432 sections, onJy an average of 46 % of the samples were found 

infected. It is clear that even if the best combinations of factors are used, a few ribbons 

are not enougb to determine if a specimen is infected. A strong eff ort should be made 

before deciding that th.e fungus is absent. 

AJtbough new. and hopefully more accurate genetic assays for fun,gal infections 

have beeo developed (http://www.open.ac.uk/daptf/declines/decl2.btm), work on 

formalin fixed museum specimens will probably continue relying on histological 

tecbniques (Scbander and Halanych. 2003). Finding old museum specimens infected 

could become an impossible task, because of th.e relatively small sample size of 



amphibians found in collections per collection event. lf the abundance of B.

dendrobatidis were lower, even more samples would be needed. 
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Another way of improving the detection power would be acbieved by cutting 

down the skin from the ventral side, and rolling it up, before talcing a transversal sample 

of the roll of skin (Green, com. pers}. This technique increases the sampled area greatJy, 

but causes great damage to the specimen. 

In conclusion, a large sample size, botb in term of specimeos and of sections per 

specimen are necessary in order to mínimize false negatives. The data presented here 

show that it will especially hard to prove that B. dendrobatidis was not present at a site 

before the amphibians tbere disappeared. At least in the Neotropics, old and systematic 

collections of sites seem to be very scarce. Highland sites, which have presented no 

evident declines documented so far, might hold the key in proving if this pathogen is 

introduced or has always been around these sites, causing sporadic outbreaks in response 

to othet triggering factors. 
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Figure 1. Body parts examined 
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Figure 2. Average and standard error of infection in the clifferent body parts using the 

H&E and PAS stains. 



Table l. Number of sections needed in order to acbieve different confidence levels. The average infection of the twenty four animals 

on the most powerful detection combination (PP X PAS), plus tbe six animals witb tbe lightest PP infection are shown here. The 
probability tbat none of the sections examined were positive is shown bere. N equals the number of animals in tbe study with that 

inf ection rate. 

Number of sectlons examtned 

, 
2 

3 
4 

5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

12 
13 
14 
15 
16 
17 

# of positíves/ 

total # of sections 

(353/432) (N=24) 
0.1829 

0.0334 

(9/18) (N=2) 
0.50000 
0.25000 
0.12500 
0.0625 

0.0313 

(7 /18) (N=Z) 
0.61111 
0.37346 
0.22822 
0.13947 
0.08523 
0.05209 

0.03183 

(6/18) (N=l) (3/18) (N=-1) 
0.6667 0.833 
0.4444 
0.2963 
0.1975 
0.1317 
0.0878 
0.0585 

0.0390 

0.6944 
0.5787 
0.4823 
0.4019 
0.3349 
0.2791 
0.2326 
0.1938 
0.1615 
0.1.346 
0.1122 
0.0935 
0.0779 
0.0649 
0.0541 

0.0451 
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