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Abstract.– Altered ecological interactions between mutualistic microbes and hosts can lead to diseases, but understanding the 
interactions between the host, disease-causing microbes, and environment can contribute to strategies for disease prevention. The 
main objective of this work is to identify the microbial flora accompanying the skin of amphibians from the city of Benjamín Aceval, 
from skin swabs and microbiological, automated and biochemical techniques. A total of 40 skin swabs were collected corresponding 
to seven different species of amphibians. The results demonstrated the presence of the bacteria Aeromana hydrophila/punctata 
(caviae), Enterobacter cloacae complex, Citrobacter freundii, Vibrio vulnificus, Ochrbactrum antropi, Serratia fonticola, S. liquefaciens, and 
Klebsiella oxytoca. This work demonstrates the importance of analyzing and monitoring of free-living amphibians to avoid possible 
mass mortality crises and generate future management plans.

Keywords.– Anurans, culture, microbiology.

Resumen.– Las interacciones ecológicas alteradas entre los microbios mutualistas y los huéspedes pueden provocar enfermedades, 
pero la comprensión de las interacciones entre el huésped, los microbios y ambiente causantes de enfermedades puede contribuir a 
estrategias para la prevención de enfermedades. El objetivo principal de este trabajo es identificar la flora microbiana acompañante 
de la piel de los anfibios de la ciudad de Benjamín Aceval, a partir de hisopados de piel y técnicas microbiológicas, automatizadas y 
bioquímicas. Se colectaron un total de 40 hisopados de piel correspondientes a siete especies distintas de anfibios. Los resultados 
demostraron la presencia las bacterias Aeromana hydrophila/punctata (caviae), Enterobacter cloacae complex, Citrobacter freundii, Vibrio 
vulnificus, Ochrbactrum antropi, Serratia fonticola, S. liquefaciens y Klebsiella oxytoca. Este trabajo demuestra la importancia de los análisis 
y monitoreo de los anfibios en vida libre para evitar posibles crisis de mortandades masivas y generar planes de manejo a futuro.
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INTRODUCCIÓN 

Los anfibios han adquirido gran importancia en los últimos 
tiempos, no solo debido a su rol en el equilibrio del ecosistema, 
sino como controladores naturales de determinados insectos 

y otros artrópodos que pueden resultar incluso nocivos para 
la salud publica, y tambien servir como biomasa dentro de 
la piramide trófica, sino tambien, por los rasgos ecológicos y 
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MATERIAL Y MÉTODOS

Area de estudio
Se encuentra demarcada en los humedales periurbanos de 
ciudad de Benjamín Aceval, Departamento de Presidente Hayes 
(Fig. 1), iniciándose en las coordenadas (24° 59′ 51″ S y 57° 32′ 29″ 
W), en el que se trazó un polígono, de ~5 km de perímetro y un 
área de 1.5 km2, en donde se muestreó un humedal localizado a 
unos 200 m del casco urbano, el mismo presentaba un cuerpo 
de agua principal de una dimensión aproximada de 400 m de 
largo por 170 m de ancho, continuado de una porción pantanosa, 
característicos los bosques fluviales y las áreas deprimidas 
con alta cobertura de vegetación flotante libre, embalsados y 
camalotales, así como también, juncales y totorales, con una 
predominancia de sabanas con palmera caranday, también se 
puede denotar la presencia de animales domésticos en el área 
de estudios, principalmente bovinos y gallinas, (Mereles et al., 
2015). El estudio de campo se llevó a cabo durante los días 10 y 
14 de mayo de 2023 y el trabajo de laboratorio se extendió hasta 
junio del mismo año.

Colecta de datos. 
Para la colecta de los individuos se contó con el permiso de 
colecta del Ministerio del Ambiente y Desarrollo Sostenible 
(MADES N° 006/2023). Se capturó la mayor cantidad posible de 
anfibios, durante las últimas horas luz de sol del día y abarcando 
un poco la entrada de la noche, siguiendo el protocolo de Pereyra 
et al. (2021) para búsqueda activa y captura. 

Se realizaron frotis cutáneos, realizando 5 a 10 pasadas con 
hisopos estériles de algodón, en la región ventral, inguinal 
y plantar, como se observa en la Figura 2. Los hisopos se 
introdujeron en tubos de ensayo de 10 ml con medio TGhL caldo 
y se realzaron siembras in situ en placas de Petri con el medio gel 
TGhL (Ramírez-Castro, 2010; OIE, 2021), para posteriormente 
utilizar las muestras sembradas en las placas de petri y dejar las 
muestras sembradas en el caldo como duplicados. 

Cada ejemplar fue medido y pesado, teniendo en cuenta las 
medidas del hocico a la cloaca, utilizando un calibre y balanzas 
digitales, para luego realizar un promedio de las medidas por 
especie. Las especies fueron identificadas con base en Weiler 
et al. (2013) y la taxonomía sigue a Frost (2023). Posteriormente 
al hisopado, la medición de los individuos, y su identificación, 
estos fueron liberados en el mismo sitio de captura. Las muestras 
fueron trasladadas hasta el laboratorio de microbiología del 
Servicio Nacional de Calidad y Salud Animal (SENACSA).

filogenéticos que los hacen aún más interesantes a la hora de 
estudiarlos. Además, son considerados buenos indicadores de 
salud ambiental, dada la sensibilidad de sus fases larvarias a los 
contaminantes del agua y a que pasan la mayor parte de su vida 
en relación con el agua (Simons et al., 1997; Diaz Paez & Ortiz, 
2003).

La piel de los anfibios alberga una microbiota bastante diversa 
y muchos de estos organismos pueden resultar beneficiosos por 
formar parte del sistema inmune adquirido (defensa cutánea), o 
por poseer actividad antimicrobiana y antifúngica contra otros 
determinados agentes que pueden presentarse en la piel pero 
resultar perjudiciales para el hospedero, incluido el quitridio 
Batracochytrium dendrobatidis y otros patógenos potenciales, 
y que estos agentes pueden ser controlados de forma natural 
por otros microorganismos presentes en la piel de los anfibios, 
pero cuando las condiciones ambientales no son las óptimas, 
estos que resultaban beneficiosos podrían volverse patógenos y 
potenciar la virulencia de los demás agentes (Woodhams et al., 
2007; Flechas et al., 2012).

Existen varios métodos que permiten identificar la 
presencia de bacterias a través de medios de cultivo nutritivos, 
medios diferenciales y selectivos que ayudan a la búsqueda 
del cultivo puro (Webb, 2010). El VITEK® que es un dispositivo 
automatizado que realiza la identificación y caracterizados de las 
bacterias por medio de espectrometría que utiliza la tecnología 
de desorción/ionización láser asistida por matriz - Tiempo de 
vuelo (MALDI-TOF) (Jordá Vargas et al., 2005). El método de 
Enterosystem es una prueba practica y fácil de realizar, que se 
basa en la identificación de las colonias a partir de 24 pruebas 
bioquímicas en un panel de pocillos enfocado principalmente 
en Enterobacteriaceae gramnegativas y oxidasas negativas 
(Johnson & Wellehan, 2005).

Existen varios agentes bacterianos que pueden encontrarse 
en la piel de los anfibios, estos pueden resultar tanto beneficiosos 
como perjudiciales y tornarse patógenos. La comprensión de 
las asociaciones existentes en la piel es importante para poder 
determinar cuáles son los factores que pueden desencadenar 
las distintas enfermedades y poner en riesgo la salud de las 
poblaciones o comunidades de anfibios en determinados 
biomas. El objetivo de este trabajo es identificar la composición 
bacteriana de la piel de los anfibios en la ciudad de Benjamín 
Aceval, Departamento de Presidente Hayes, Paraguay, a partir 
de cultivos bacterianos, pruebas bioquímicas y automatizadas 
con la máquina VITEK® 
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Figure 1. Polygon delimiting the study area for sample collection, located in the peri-urban wetland of the city of Benjamín Aceval.
Figura 1. Polígono delimitando el área de estudio para colecta de muestras, ubicado en el humedal periurbano de la ciudad de Benjamín Aceval.

Figure 2. Swab of captured individuals. / Figura 2. Hisopado de los individuos capturados.
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Análisis de laboratorio
Las muestras se incubaron a una temperatura de entre 17 y 23 
°C y se realizaron observaciones diarias de los crecimientos 
presentados en las placas. La manipulación de las colonias 
se realizó en un entorno estéril a fin de evitar contaminantes 
ambientales, utilizando cabinas de flujo laminar y materiales 
estériles. 

Las colonias de bacterias provenientes de las placas de 
Petri fueron repicadas a modo de obtener colonias puras y 
jóvenes, para realizar una identificación bioquímica por el 
método de Enterosystem y también fueron caracterizadas 
morfológicamente (Johnson & Wellehan, 2005). Los repiques 
fueron realizados en Placas de Agar Mac Conkey y TSA, a modo 
de tener crecimientos más puros y aislados, y fueron procesadas 
en el VITEK® y por la técnica Bioquimica Enterosystem, mientras 
que las colonias sembradas en los medios caldo se guardaron a 
modo de duplicados.

RESULTADOS

Durante la primera campaña de colecta (10 de mayo de 2023) 
se capturaron 25 individuos, 10 correspondientes a la especie 
Lysapsus limellum (Fig. 3 a), 10 de Boana punctata (Fig. 3 b), dos de 
Leptodactylus luctator (Fig.3 c), dos de Dendropsophus nanus y una 

de Leptodactylus podicipinus. En la segunda campaña (14 de mayo 
de 2023) se colectaron 15 individuos, ocho de Lysapsus limellum, 
tres de Pseudopaludicola boliviana (Fig. 3 d), una de Leptodactylus 
luctator, una de Dendropsophus nanus, una de Boana punctata y una 
de Boana raniceps (Fig. 3 e). 

Todos los individuos se encontraron en reposo o vocalizando, 
dentro del cuerpo de agua explorado, con algunas excepciones 
en las que los ejemplares se encontraban en áreas más alejadas. 
Ninguno de los animales capturados presentaba síntomas de 
afecciones o lesiones que pueda llamar la atención 

Los pesos y dimensiones del hocico a la cloaca en promedio 
fueron los siguientes:  18 individuos de Lysapsus limellum cuya 
longitud hocico cloaca es 0.59 ± 0.10 (0.42 - 0.80) y cuya masa 
corporal es 16.79 ± 2.76 (06.93 – 20.01); 11 individuos de Boana 
punctata, cuya longitud hocico cloaca es 1.91 ± 0.27 (1.59 - 2.27) y 
cuya masa corporal es 29.60 ± 1.85 (26.13 - 31.58); tres individuos 
de Dendrosophus nanus, cuya longitud hocico cloaca es 0.23 ± 0.14 
(0.10 – 0.38) y cuya masa corporal es 15.09 ± 2.69 (12.71 – 17.43); 
tres individuos de Pseudopaludicola boliviana, cuya longitud hocico 
cloaca es 0.23 ± 0.06 (0.20 – 0.30) y cuya masa corporal es 12.85 ± 
1.70 (10.96 – 14.26); tres individuos de Leptodactylus luctator, cuya 
longitud hocico cloaca es 49.33 ± 17.62 (29.00 – 60.00) y cuya 
masa corporal es 83.02 ± 24.31 (56.15 – 103.48); como Leptodactylus 

Figure 3. Species captured and sampled, swabs in media: a. Lysapsus limellum; b. Boana punctata; c. Leptodactylus luctator; d. Pseudopaludicola boliviana; e. Boana raniceps.
Figura 3. Especies capturadas y muestreadas, hisopados en medios: a. Lysapsus limellum; b. Boana punctata; c. Leptodactylus luctator; d. Pseudopaludicola boliviana; e. Boana raniceps.
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podicipinum y  Boana raniceps solo presentaron un individuo 
respectivamente, no se realizaron las caracterizaciones (Tabla 1). 

Del total de las placas, 13 presentaron colonias bacterianas 
que presentaban características típicas como Colonias rosadas, 
blancas, amarillas y/o cremosas, las cuales fueron repicadas 
en Agar MacConkey y TSA (Fig. 4), para aislarlas del resto de 
las colonias y obtener colonias más puras, para realizarles las 

pruebas de VITEK® y también por el método de Enterosystem 
en pocillos para identificar Enterobacteriaceae gramnegativas y 
oxidasas negativas (Tabla 1). 

En cuanto a los resultados microbiológicos para detectar 
las bacterias presentes en los cultivos a partir del VITEK® se 
obtuvieron los siguientes resultados: Tres  placas con crecimiento 
de Aeromana hydrophila/punctata (caviae), tres con Enterobacter 

No. de 
muestra Especie Peso 

(gr)

Longitud 
hocico-
cloaca 
(cm)

Resultado para colonia bacteriana Resultado VITEK® Resultado 
Enterosystem 

1 Lysapsus limellum 0.42 15.22 No se observan colonias sospechosas - -

2 L. limellum 0.53 16.33 Colonia cremosa Klebsiella oxytoca Sin resultados

3 L. limellum 0.67 20.01 No se observan colonias sospechosas - -

4 L. limellum 0.76 19.51 No se observan colonias sospechosas - -

5 L. limellum 0.52 16.67 Colonia blanca Enterobacter cloacae 
complex

Enterobacter cloacae 
complex

6 L. limellum 0.61 16.02 Colonia amarilla Serratia liquefaciens Enterobacter cloacae 
complex

7 L. limellum 0.51 16.25 No se observan colonias sospechosas - -

8 L. limellum 0.58 18.58 Colonia blanca Aeromana hydrophila/ 
punctata (caviae) Citrobacter freundii

9 L. limellum 0.67 17.67 Colonia amarilla y colonia cremosa Aeromana hydrophila/ 
punctata (caviae) Sin resultados

10 L. limellum 0.51 16.93 No se observan colonias sospechosas - -

11 Boana punctata 2.24 31.58 No se observan colonias sospechosas - -

12 B. punctata 1.66 26.13 Colonia amarilla Sin resultados Enterobacter cloacae 
complex 

13 B. punctata 1.8 30.79 Colonia amarilla Serratia fonticola Sin resultados 

14 B. punctata 2.02 28.91 No se observan colonias sospechosas - -

15 B. punctata 1.99 29.31 No se observan colonias sospechosas - -

16 B. punctata  1.59 26.46 Colonia cremosa Vibrio vulnificus Sin resultados 

17 B. punctata 2.01 31.02 No se observan colonias sospechosas - -

18 B. punctata 2.27 30.52 Colonia pequeña Sin resultados Enterobacter cloacae

Table 1. Results of microbiological tests for detection of bacteria and measurements taken.
Tabla 1. Resultados de las pruebas microbiológicas para detección de bacterias y medidas tomadas.
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No. de 
muestra Especie Peso 

(gr)

Longitud 
hocico-
cloaca 
(cm)

Resultado para colonia bacteriana Resultado VITEK® Resultado 
Enterosystem 

19 B. punctata 2.21 29.83 No se observan colonias sospechosas - -

20 Boana punctata 1.59 29.51 No se observan colonias sospechosas - -

21 Leptodactylus 
luctator 29 56.15 No se observan colonias sospechosas - -

22 L. luctator 59 89.44 No se observan colonias sospechosas - -

23 Leptodactylus 
podicipinus 6 41.42 No se observan colonias sospechosas - -

24 Dendropsophus 
nanus 0.38 17.46 No se observan colonias sospechosas - -

25 D. nanus 0.22 15.65 No se observan colonias sospechosas - -

26 Lysapsus limellum 0.8 17.52 No se observan colonias sospechosas - -

27 L. limellum 0.5 6.93 Colonia cremosa Ochrobactrum antropi Sin resultados 

28 L. limellum 0.6 17.35 No se observan colonias sospechosas - -

29 L. limellum 0.6 17.25 No se observan colonias sospechosas - -

30 L. limellum 0.6 17.24 Colonia amarilla Sin resultados- Citrobacter freundii

31 L. limellum 0.6 17.28 No se observan colonias sospechosas - -

32 L. limellum 0.2 10.96 No se observan colonias sospechosas - -

33 Pseudopaludicola 
boliviana 0.5 16.22 Colonia amarilla Vibrio vulnificus Sin resultados

34 P. boliviana 0.2 13.33 Colonia amarilla y colonia cremosa Aeromana hydrophila/ 
punctata (caviae) Sin resultados

35 P. boliviana 0.7 19.15 No se observan colonias sospechosas - -

36 P. boliviana 0.3 68.76 No se observan colonias sospechosas - -

37 Boana raniceps 4 68.76 No se observan colonias sospechosas - -

38 B. punctata 1.6 31.52 No se observan colonias sospechosas - -

39 D. nanus 0.1 12.17 No se observan colonias sospechosas - -

40 L. luctator 60 103.48 No se observan colonias sospechosas - -

Table 1 (Continuation). Results of microbiological tests for detection of bacteria and measurements taken.
Tabla 1 (Continuación). Resultados de las pruebas microbiológicas para detección de bacterias y medidas tomadas.
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cloacae complex, dos con Citrobacter freundii, dos Vibrio vulnificus, 
las demás especies se presentaron en solo una placa: Ochrbactrum 
antropi, Serratia fonticola, S. liquefaciens y Klebsiella oxytoca, 
presentándose un total de ocho especies distintas de bacterias 
(Tabla 1). 

DISCUSIÓN

Como ya se mencionó anteriormente las características de la 
piel de los anfibios proporciona un medio de cultivo ideal para la 
proliferación de bacterias, tanto beneficiosas como patógenas. 
Martin et al. (2019) reportan que existe una mayor tendencia en 
la presencia de las bacterias Gram negativas que las bacterias 
Gram positivas. Muchos microorganismos patógenos han sido 
aislados de anfibios y reptiles en cautiverio, por citar algunas: 
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophilia, Providencia 
rettgeri, Morganella morganii, Salmonella arizonae y Klebsiella 
oxytoca, los que, según el estado del huésped y el ambiente, 
pueden desarrollar las distintas patologías o servir de sinergia 
para otros agentes invasores (Kiesecker & Blaustein, 1995; Bosch, 
2003; Lauer et al., 2008). 

Figure 4. Cultivation of colonies on MacConkey Agar and TSA.
Figura 4. Cultivo de colonias en Agar MacConkey y TSA.

Del total de las especies de bacterias identificadas en este 
estudio, todas han sido citadas al menos alguna vez en reportes 
de flora microbiana en piel de anfibios, en mayor proporcion 
tenemos a Aeromana hydrophila/punctata (caviae) y Citrobacter 
freundii, las que fueron dominantes en este estudio, y aunque 
Enterobacter cloacae se ha informado en las entrañas de las 
ranas (Chang et al., 2016), también su presencia se reportó 
en piel de sapas del género Bombina y en las ranas del género 
Eleutherodactylus (Bataille et al., 2016; Hughey et al., 2017). Las 
enterobacterias se pueden encontrar en diversos ambientes 
(suelo, agua, tracto digestivo de animales), por lo que las ranas 
podrían entrar en contacto con ellas desde los desagües y cuerpos 
de agua (Neave et al., 2014) o a través de los invertebrados que han 
consumido (Chang et al., 2016). La bacteria Aeromonas hydrophila 
es un microbio anaerobio gramnegativo que puede vivir en 
ambientes variados, tanto de agua dulce como salobre con un 
gran rango de temperatura de 4 a 37 °C (Hazen et al., 1978). Este 
microorganismo ha sido identificado en todos los continentes 
y resulta virulento para múltiples clases de vertebrados, 
incluidos los anfibios (Marquez et al., 1995), causa enfermedad 
denominada “pata roja” y ha estado implicado en la muerte de 
anuros (Emerson & Norris 1905). La enfermedad se caracteriza 
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por la presencia de eritema cutáneo con otros signos clínicos 
que incluyen anorexia, edema, úlceras, descamación o necrosis 
(Densmore & Green, 2007), pero ninguno de estos síntomas fue 
observado en las ranas de este estudio. Se cree que A. hydrophila 
contribuye o incluso causa algunos eventos de mortalidad de 
anfibios atribuidos a B. dendrobatidis y se ha sugerido que es 
parte de la flora normal de los anuros y puede estar presente en 
animales no enfermos (Miller et al. 2009). Por otro lado, Rivas 
(2016), no encontró relación entre B. dendrobatidis y A. hydrophila, 
y que la presencia de esta última se confirma post mortem. 

Se han aislado varias especies bacterianas gramnegativas 
oportunistas, tales como Aeromonas hydrophila, Chryseobacterium 
indologenes, C. meningosepticum, Citrobacter freundii, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa y Serratia 
liquefaciens, en ranas enfermas de la especie Xenopus laevis 
(Schadich, 2009), varias de las cuales fueron reportadas en este 
estudio, como Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundii, y Serratia 
liquefaciens. Estas especies bacterianas se pueden encontrar 
entre la microbiota de la piel y el intestino de ranas sanas, pero 
también se sabe que causan enfermedades (Hird et al., 1989; 
Pearson, 1998). El desarrollo de la enfermedad depende de la 
virulencia del organismo, factores ambientales, estrés, factores 
dietéticos, salud y estado inmunológico del animal (Olson et al., 
1992; Hayes et al., 2006). 

La bacteria V. vulnificus, un bacilo halófilo gramnegativo, se 
encuentra en el agua, sedimentos, plancton y mariscos como 
ostras, almejas y cangrejos. En los últimos años han aumentado 
los reportes de enfermedades necrosantes en seres humanos 
causadas por V. vulnificus (Huang et al., 2016). Sin embargo, no 
se han encontrado reportes de esta bacteria en ranas vivas en 
cautividad o en estado silvestres, por lo que este trabajo podría 
evidenciar la presencia de esta en piel de anfibios silvestres, y 
alertar de la importancia del estudio de este patógeno en anfibios, 
considerando el potencial zoonótico que pueden presentar.

Otro reporte importante es la presencia de Ochrobactrum 
antropi, en una de las muestras procesadas, no se conoce mucho 
sobre este organismo y su potencial patógeno en anfibios, pero 
se sabe que Ochrobactrum spp. son organismos ambientales y 
se consideran patógenos oportunistas de baja virulencia en 
humanos (Wisplinghoff, 2017). Mientras que Eisenberg et al. 
(2012) sugieren que Ochrobactrum anthropi, muestra un 100 % de 
identidad con Brucella inopinata evidenciado por la secuencia del 
ARNr 16S. 

CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra la importancia del monitoreo sanitario 
de las especies silvestres, de tal forma a tener un paneo de la 
situación actual de poblaciones. Se presenta el primer reporte 
de Aeromonas hydrofila, en anfibios para el Paraguay, otro reporte, 
es la presencia de Vibrio vulnificus en anfibios, éste podría 
considerarse el primer reporte de la presencia de esta bacteria 
en una comunidad de anfibios silvestres.

El equipo automatizado VITEK® ha demostrado ser una 
buena herramienta para complementar la identificación 
de la comunidad de bacterias en la piel de anfibios, el cual 
puede ser enriquecido aun más si se incluyen otros metodos 
complementarios como las pruebas bioquimicos.
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