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Sammendrag 
 
Taugbøl, A., Dervo B.K., Bærum, K.M., Brandsegg, H., Sivertsgård, R., Ytrehus, B., Miller, A. og 
Fossøy, F. 2017. Første påvisning av den patogene soppen Batrachochytrium dendrobatidis 
(Bd) i Norge- Bruk av miljø-DNA for påvisning av fremmede arter - NINA Rapport 1399, 25 s. 
 
NINA har som del av et forskningsprosjekt finansiert av Miljødirektoratet samlet inn vannprøver 
fra 34 ulike dammer i Akershus og Buskerud for analyser av miljø-DNA. Formålet har vært å 
undersøke om DNA isolert fra vannprøver kan brukes til å anslå tetthet av stor (Triturus cris-
tatus) og liten salamander (Triturus vulgaris) og å teste ut om metodikken kan brukes til fremti-
dig overvåkning av soppene Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) og Batrachochytrium sala-
mandrivorans (Bsal), som parasitterer amfibier. Resultatene som omhandler salamanderenes 
miljø-DNA blir oppsumert i egen rapport. Ved bruk av artsspesifikke markører for Bd og Bsal i 
en digital-dråpe-PCR (ddPCR) ble det påvist Bd i fem lokaliteter i Akershus kommune. Lokali-
tetene dekker til sammen et relativt stort område fra nord på Nesodden og sørover mot Vestby, 
og vi mistenker derfor at Bd kan finnes i flere lokaliteter. Dammene har relativt lave konsentra-
sjoner av Bd, men ulike prøver tatt fra samme lokalitet gir samme prøvesvar. Vi finner ingen 
tegn til nedgang i salamanderpopulasjonene i de smittede dammene, men siden vi ikke vet 
hvor lenge dammene har vært infisert, er det for tidlig å si hvilken konsekvens denne soppen 
kan ha for våre salamanderarter. Hovedverten for Bd er antatt å være frosker, men vi har dess-
verre ingen data på froskepopulasjonene i disse lokalitetene. Vi har så langt ikke påvist Bd i 
noen av vannprøvene fra Lier kommune. Dette kan tyde på at utbredelsen fortsatt er begrenset 
til Akershus, men vi vil presisere at negative prøvesvar ikke utelukker at Bd likevel finnes i 
noen av disse lokalitetene. DNA-konsentrasjonene vi finner i slike vannprøver er ofte lave, og 
vi vet per i dag ikke hvor mange infiserte dyr en dam må inneholde før vi får et signal i våre 
prøver. Alle dammene var negative for Bsal. Vi konkluderer med at miljø-DNA er en velegnet 
metode for å påvise patogener i vannmiljøer, og vi presenterer her den første påvisningen av 
Bd i Norge.  
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Abstract 
 
Taugbøl, A., Dervo B.K., Fossøy, F., Bærum, K.M., Sivertsgård, R., Brandsegg, H., Miller, A. og 
Ytrehus, B. 2017. Første påvisning av den patogene soppen Batrachochytrium dendrobatidis 
(Bd) i Norge- Bruk av miljø-DNA for påvisning av fremmede arter – NINA Report 1399, 25 pp. 
 
As part of a research project financed by the Norwegian Environment Agency (Miljødirektoratet), 
NINA has collected water samples from 34 different ponds in Akershus and Buskerud County 
for analysis of environmental DNA (eDNA). The goal of this research project was to determine if 
eDNA isolated from water samples could be used to estimate the population of the northern 
crested newt (Triturus cristatus) and the common newt (Triturus vulgaris), results that will be 
summarized in a second report. A second goal was to determine if this method could be used 
for surveillance of the pathogenic fungi Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) and Batracho-
chytrium salamandrivorans (Bsal) that parasitize amphibian skin. By using droplet digital PCR 
(ddPCR) and species-specific markers for Bd and Bsal, Bd was identified in five localities in 
Akershus County. These five ponds are distributed over a rather large area from the north of 
Nesodden to Vestby (see figure 2.1, infected ponds are marked with red circles). Therefore, we 
suspect that Bd is spread over several more water bodies within this area. Although results from 
these samples indicate very low concentrations of Bd, the results are consistent between the 
different samples. We see no signs of a decrease in the salamander populations in the infected 
ponds. However, because we do not know how long these ponds have been infected, it is too 
early to comment on how this fungus is affecting these Norwegian salamander species. The 
main host for Bd is in actuality frogs, but we unfortunately do not have information on the frog 
populations in these areas. So far, there have been no positive samples from Buskerud county. 
This may mean that the spread of Bd is confined to the Akershus County. However, it should 
also be stressed that we can not exclude the possibility that Bd is present in unsampled localities. 
In addition, we are still unsure of how many infected animals must be in the water to obtain a 
positive result using ddPCR. This means that we may have ponds where Bd is present in very 
low concentrations that will still test negative with this method. All the ponds were negative for 
Bsal. From these results, we conclude that eDNA is a suitable method for identifying pathogens 
in the water environment, and we report the first identification of Bd in Norway. 
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Forord 
 
NINA har som del av et forskningsprosjekt finansiert av Miljødirektoratet samlet inn vannprøver 
fra 34 ulike smådammer og vannlokaliteter i Akershus og Buskerud for analyser av miljø-DNA.  
 
Formålet med dette prosjektet var å undersøke om DNA isolert fra vannprøver kan brukes til å 
anslå tetthet av stor og liten salamander, samt å teste ut om metodikken kan brukes til fremtidig 
overvåkning av spredning av fremmede arter som Batrachochytrium dendrobatidis og Batracho-
chytrium salamandrivorans. Disse soppene (heretter omtalt som Bd og Bsal) gir sykdommen 
chytridiomykose, som mistenkes å være en av de viktigste årsakene til den omfattende be-
standsnedgangen en har sett hos mange arter av frosk, padder og salamandre i store deler av 
verden. Denne rapporten omhandler kun delprosjektet knyttet til påvisning av Bd, mens resulta-
tene for salamander og mulig bruk av miljø-DNA som metode i populasjonsberegninger kommer 
i egen rapport.  
 
Anette Taugbøl har vært prosjektleder og hatt ansvaret for innsamlingen av miljø-DNA prøver i 
felt og skrevet førsteutkastet til rapporten. Børre Dervo og Kim Magnus Bærum har hatt ansvaret 
for salamanderovervåkingen og bestandsmodelleringen. Frode Fossøy har hatt ansvaret for or-
ganisering av miljø-DNA analysene. Rolf Sivertsgård har bidratt med innsamlingen av miljø-DNA 
prøver i felt. Hege Brandsegg har hatt ansvaret for lab analysene. Andrea Miller og Bjørnar Yt-
rehus har bidratt med sluttføring av rapporten. 
 
Vi ønsker å takke Hilde-Marit Dervo for hjelp i felt, Per Nyström for innsamling av vannprøver i 
Skåne, Anssi Laurila og Sara Meurling for oversendelse av DNA fra infisert frosk fra Uppsala og 
Jon Museth for gjennomlesning og kommentarer. 
 
 
Lillehammer, oktober 2017 
Annette Taugbøl, 
Prosjektleder 
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1 Innledning 
 
1.1 Hva er Bd?  
 
Bd (Batrachochytrium dendrobatidis) er en algesopp i rekken Chytridiomycota, en av de mer 
primitive typene av sopp vi kjenner til i dag. Det finnes omtrent 1 000 algesopparter der de fleste 
av disse lever i ferskvann, men det finnes også arter som lever i jord, eller som parasitter på 
planter. Algesopper formerer seg som regel både kjønnet og ukjønnet. Ved kjønnet formering 
dannes det sporangier og hvileceller som sender ut kjønnsceller som siden vokser opp til game-
tofytter som utveksler kjønnsceller. Denne delen av formeringssyklusen er så langt ikke obser-
vert hos Bd i laboratorier. Det er funnet indikasjoner på hvileceller fra en enkelt lokalitet (Rosa et 
al. 2007) men funnene regnes som usikre. Genomsekvensering av flere ulike Bd-linjer støtter 
også at ukjønnet formering via mitose er den viktigste årsaken til genetisk variasjon selv om det 
ikke utelukkes at seksuell formering eller hybridisering med andre, nært beslektede arter, kan ha 
forekommet (Rosenblum et al. 2013).  
 
Den ukjønnede livssyklusen til Bd omfatter to stadier; et mobilt via zoosporer som er avhengig 
av vann og et fastsittende ved et zoosporangie som slipper ut zoosporer (se figur 1.1 for illus-
trasjon). Zoosporene er kortlevde og lever typisk kun opp mot 24 timer. Selv om den har kort 
levetid og kun svømmer korte avstander, ser de ut til å kunne respondere med positiv bevegelse 
mot sukker, proteiner og aminosyrer (Moss et al. 2008). Når zoosporene kommer i kontakt med 
en vert, reabsorberes flagellen og det utvikles en cellevegg slik at zoosporen omdanner seg til 
en spore (Berger et al. 2005, Laurance et al. 1996). Sporen fester seg med rhizoidlignende tråder 
på overflaten av huden og danner en slags tube som trenger inn i en levende celle dypere ned i 
huden. Tuben svulmer opp til å danne en thallus som igjen sender ut nye tuber som infiserer 
flere celler. Herfra sprer infeksjonen seg i cellelagene, mens de infiserte cellene transporteres 
mot hudoverflaten ettersom huden fornyes. Når cellene når overflaten og zoosporangiet er mo-
dent, frigis zoosporene gjennom et rør (discharge tube) som sees som et lite hull i epidermiscel-
lene. Opptil tre zoosporangier er observert i en enkel epidermiscelle (Berger et al. 2005). At Bd 
utvikler seg i synkront med vertscellenes vei mot det ytre hudlaget kan tyde på at Bd har spesia-
lisert seg som parasitt i vev gjennom en langvarig evolusjon med vertsdyr (Berger et al. 2005). 
Bd kan også vokse og spre seg uten vert, selv om det er uvisst hvor lenge den kan overleve i 
bl.a. jord (Johnson & Speare 2005). Soppen kan også utvikle seg videre selv om vertsdyret dør 
(Laurance et al. 1996). 
 
1.2 Hva er chytridiomykose? 
 
Bd påfører amfibier infeksjonssykdommen chytridiomykose via zoo-sporer da amfibier fungerer 
som vertskap for Bd og blir bærere av zoosporangier. Selve soppen ble først beskrevet i 1998 
(Berger et al. 1998, Longcore et al. 1999) etter at det ble påvist at chytridiomykose var årsaken 
til massive nedganger av froskepopulasjoner i fjellområder i Australia på 1970-tallet (over 90% 
nedgang av antall eller total utryddelse av arter) (Berger et al. 1998, Laurance et al. 1996, 
Longcore et al. 1999, Mendelson et al. 2006). Chytridiomykose er også senere knyttet til drama-
tiske, raske populasjonsnedganger og utryddelse av amfibier blant annet i Nord-Amerika, Sør-
Amerika, Australia og Europa (Fisher et al. 2009, Skerratt et al. 2007) og har per i dag infisert 
over 500 arter av amfibier (Olson et al. 2013). Sykdommen regnes i dag som en av de viktige 
årsakene til tapet av biologisk mangfold blant amfibier (Daszak et al. 2003, Kilpatrick et al. 2010) 
.  
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Figur 1.1 Ukjønnet livssyklus for Bd hos a) vertsdyr og b) utenfor vertsdyr. I figur a) vises 1) 
den vannbårne, kortlevde zoosporen som har funnet en vert og fester seg til overflaten av 
epidermis (keratinlaget eller stratum corneum, representert med mørkegrå farge) ved hjelp 
av rhizoidlignende tråder og reabsorberer flagellen, 2) gjennomboring av hudvev til den 3) 
når de dypere lagene av huden (stratum granulosum og stratum mucosum, representert 
med lysegrå farge) der den 4) utvikler seg i takt med at den fraktes ut mot overflaten av 
epidermis og 5) slipper en plugg som 6) frigjør modne, mobile zoosporer (Berger et al. 2005). 
Zoosporene kan enten infisere nye vertsdyr eller feste seg på vertsdyret de kom fra. Figur 
b) illustrerer livssyklusen til Bd kjent fra dyrkning i laboratorium, der zoosporene reabsorbe-
rer flagellen og danner ferdigvokste zoosporangier etter typisk 4-5 dager ved 20° C (Berger 
et al. 2005). Figuren er tilpasset fra Berger et. al. 2005 (Berger et al. 2005). 
 
 
1.3 Hvordan er sykdomsforløpet til amfibiene som er smittet? 
 
Selv om chytridiomykose hos amfibier nå har vært kjent i snart tjue år, er det ennå relativt lite 
man vet om sykdomsforløpet til amfibiene, hvorfor de dør og om alle amfibiegrupper eller arter 
(frosk, salamandere m.m.) påvirkes likt. Noen ganger dør dyrene akutt, uten tydelige sykdoms-
forandringer, mens en andre ganger ser klassiske hudlesjoner med hyperplasi og erosjoner 
(Bosch & Martínez-Solano 2006, Bosch et al. 2001). Andre synlige tegn på infeksjon kan være 
hudflassing og misfarging av huden, ofte i rødlige fargetoner. Hos frosk er særlig mageregionen, 
føtter og tær utsatt for infeksjon (Berger et al. 2005, Puschendorf & Bolaños 2006), mens nedre 
del av mage, for- og bakben og undersiden av halen er mer utsatt hos salamandere (Van Rooij 
et al. 2011) 
 
Det vises ofte til at antall zoosporangier som har infisert og utviklet seg i vertsdyret er avgjørende 
(Kinney et al. 2011, Vredenburg et al. 2010), men det virker også som de ulike livsstadiene blir 
påvirket forskjellig. Siden Bd kun ser ut til å infisere keratiniserte celler, begrenser infeksjonen 
hos rumpetroll seg til munndelene. Spredning til føttene skjer etter metamorfose, da cellene her 
også keratiniserer seg til hudvev. Hos voksne frosker tror man at skadene i huden påvirker os-
moreguleringen og/eller elektrolyttbalansen i dyras vev og blod (Voyles et al. 2007). Dette kan 
tenkes å gi akutt død som følge av hjertestans. Soppinfeksjonen ser også ut til å påvirke føde-
inntak og gir dermed dårlig tilvekst (Hanlon et al. 2015).  Celler som har inneholdt zoosporangier 
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kan også fungerer som festepunkt og inngangsport for bakterier (Berger et al. 2005), slik at alle-
rede svekkede dyr kan omkomme av andre typer infeksjoner. Enkelte arter, særlig salamander-
arter, ser ut til å kunne tåle infeksjon av Bd bedre enn andre og kan fungere som tilsynelatende 
friske smittebærere (Davidson et al. 2003, Weinstein 2009).  
 
 
1.4 Hvor kommer Bd fra og hvor er den påvist? 
 
Det er noe usikkert hvor Bd stammer fra. Genetiske og historiske data tyder på at algesoppen 
mest sannsynlig kommer fra Brasil (Rodriguez et al. 2014, Rosenblum et al. 2013), men det er 
også indikasjoner på at soppen kan stamme fra Afrika (Weldon et al. 2004), østlige deler av USA 
(James et al. 2009), eller Japan (Goka et al. 2009). Per i dag er det beskrevet minimum seks 
ulike Bd-isolater (Rosenblum et al. 2008) og det er ikke utenkelig at ulike isolater av Bd kan ha 
ulike evolusjonære historier. Det ble bekreftet funn på to ville frosk i Danmark 2007 (Scalera et 
al. 2008). Soppsykdommen ble bekreftet på ville frosker i Sverige i 2010, fra lokaliteter i Skåne 
og Blekinge sør i landet (Hallengren) og er funnet så langt nord som Uppsala (Anssi Laurila, 
muntlig meddelelse). Det hersker stor usikkerhet om hvor lenge Bd har eksistert og i hvilken grad 
Bd har påvirket de danske og svenske populasjonene (Hallengren). 
 
Rett etter at Bd ble oppdaget, ble det lagt frem to hypoteser for hvordan Bd hadde klart å spre 
seg så hurtig.  Tilhengere av «tilsynekommende patogen-hypotesen» («Emerging pathogen hy-
pothesis») argumenterer for at Bd kun har eksistert i et visst område, der regionens amfibier har 
vært evolusjonært tilpasset. Bd har så bli spredt rundt til nye områder, der amfibiene har vært 
evolusjonært og/eller immunologisk naive ovenfor smitten. Den ”endemiske patogen”-hypotesen 
argumenterer for at Bd har vært tilstede i miljøet over lang tid, men at ulike faktorer fører til at 
den nå har blitt mer virulent (Kilpatrick et al. 2010, Rachowicz et al. 2005). Det er fortsatt usik-
kerheter om hvilke av hypotesene som best beskriver de faktiske hendelsene, og trolig er det en 
kompleks mosaikk av begge teoriene (Rosenblum et al. 2013), avhengig av hvilken verdensdel 
eller hvilken Bd-isolat det gjelder. Dette gjelder spesielt hvis det viser seg at enkelte isolater også 
er ulike arter, noe det spekuleres i utfra en nylig genomsekvensering av 29 ulike linjer av Bd 
(Rosenblum et al. 2013). Per i dag eksisterer Bd i samtlige verdensdeler der det eksisterer am-
fibier, den har infisert minst 520 amfibiearter og den blir stadig observert i nye områder (Olson 
et al. 2013), se figur 1.2 for minimum utbredelse (www.bd-maps.net).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figur 1.2 Illustrasjon av minimum utbredelse av BD. Kartet viser minimum utbredelse av Bd 
og hvor mange positive prøver som er analysert og registrert hos www.bd-maps.net per 
2017. Bd er blant annet også oppdaget i Sverige og Norge, og utbredelsen av Bd er trolig 
langt høyere enn man har dokumentert så langt.  

over 800 positive 
over 600 positive 
over 400 positive 
over 200 positive 
under 200 positive 
negative 
negativ total 

http://www.bd-maps.net/
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1.5 Hvordan smittes lokaliteter ved BD? 
 
Optimal temperatur for Bd i laboratorier er mellom 17 og 25° C, og den vokser svært sakte ved 
temperaturer ned mot og under 10° C (Piotrowski et al. 2004). Til tross for dette ble det funnet 
mye høyere konsentrasjoner av Bd på amerikanske oksefrosker i april (med gjennomsnittstem-
peratur på 8.5° C) enn juli (gjennomsnittstemperatur på 15° C) (Tinsley et al. 2015), så det kan 
virke som andre miljøfaktorer og/eller langvarig dvale av allerede infiserte individer, kan være 
fordelaktig for Bd i naturlig miljø. Bd har vist seg å være svært tolerant for pH og kan vokse i 
medier med pH fra 5 til 9, med preferanse for pH mellom 6 og 7.5 (Johnson & Speare 2005, 
Piotrowski et al. 2004). Zoosporene er helt avhengige av et vannholdig miljø for forflytning.  
Det finnes en del teorier om hvordan Bd kan spre seg fra kontinent til kontinent og fra lokalitet til 
lokalitet. Det er imidlertid stor usikkerhet knyttet til hvilken spredningsmetode som er viktigst. 
Infeksjon med Bd skjer som nevnt via zoosporer (figur 1.1). Både zoosporangiene og zoospo-
rene må ha et fuktig miljø, men zoosporangiene kan overleve opp mot sju uker i damvann uten 
amfibier (Johnson & Speare 2003), i sterilt vann opptil 2 uker med pH 5.6 (Johnson & Speare 
2005) og opptil fire uker i pH 7 (Johnson & Speare 2003). Det er vist at zoosporangier kan over-
leve opp mot 2.5 timer i fjær fra vannfugl og opp mot to timer i fjær av landfugl, samt at zoosporer 
kan overleve en til to timer på begge fjærtypene etter kun ett minutts eksponering for aktive 
zoosporer (Johnson & Speare 2005). Når det gjelder spredning ved fuktig jord har dette vist seg 
å både være avhengig av pH og jordtype, da ren pottejord med pH 4.1 gav null vekst, mens våt 
sandjord med pH 5.8 gav fortsatt levedyktige zoosporer etter 12 uker i isolat (Johnson & Speare 
2005). Handel med smittede amfibier kan spre smitte på tvers av miljøer ved at man f.eks. henter 
inn vann fra hagedammer med infisert utstyr eller dyr rømmer/slippes ut i naturen. Det er blant 
annet fanget inn flere eksemplarer av infiserte amerikanske oksefrosker i Storbritannia som gir 
støtte for denne spredningshypotesen (Garner et al. 2005, Tinsley et al. 2015). Smitte og vi-
rulens, er både avhengig av hvilket isolat av Bd det dreier seg om. Blant annet har de ulike 
isolatene ulike vertspreferanser (Bielby et al. 2015, Van Rooij et al. 2012, Van Rooij et al. 2015).  
 
 
1.6 Påvisning av Bd direkte fra dyr og fra vannprøver 
 
Bd kan påvises på flere måter. Den mest sensitive metoden er ved hjelp av molekylærgenetisk 
påvisning av DNA fra Bd. Ved å ta vevsprøver fra døde dyr eller en hudprøve ved å stryke en 
bomullspinne over huden til levende dyr (”skin swabs”), kan en isolere DNA og identifisere sop-
pen ved hjelp av artsspesifikke genetiske markører (figur 1.3b) i en polymerase kjedereaksjon 
(fra engelsk: polymerase chain reaction, PCR). Bd-DNA kan også påvises ved filtrering av vann 
(Hyman & Collins 2012), se figur 1.3. Ved å påvise soppen direkte fra vannet først via miljø-
DNA, kan man redusere fangstinnsatsen i disse dammene når man går ut og fanger individer for 
å kvantifisere omfanget av smitten. Dette reduserer både kostnader, tidsbruk og det er dyrevel-
ferdsmessig gunstig å unngå mest mulig håndtering av amfibiene. Ved å bruke genetiske prøver 
tatt fra levende dyr kan man mest sannsynlig påvise Bd ved lavere konsentrasjoner enn fra 
vannprøver, som f.eks. tidlig i spredningsforløpet når de fleste infiserte dyra bare er i tidlig fase 
av sykdommen (Boyle et al. 2004). Andre metoder som kan brukes til påvisning av Bd er histo-
logisk undersøkelse av biopsier eller døde dyr og dyrking av vann-  eller vevsprøver. Dette kan 
være nødvendig for å fastslå om tilstedeværelsen av soppen forårsaker sykdom hos amfibiene.  
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Figur 1.3 Illustrasjon av a) miljø-DNA og b) artsspesifikke genetiske markører. a) Miljø-DNA 
er alt DNA isolert fra jord, vann og luft, og er derfor en kompleks blanding av DNA-fragmenter 
fra ulike organismer i det gitte miljøet (både fra mitokondriet og cellekjernen, intra- og extra-
cellulært). b) Ved bruk av artsspesifikke markører som kun amplifiserer og kopierer DNA fra 
ønsket art får man en eksponentiell vekst av DNA-kopier fra organismen man ønsker å de-
tektere, resten av DNAet sender ikke ut noe signal og blir dermed ikke avlest. Resultatet fra 
en PCR kan avleses på flere måter, enten via separering i agarose eller direkte i kvantitativ 
PCR (qPCR) eller digital-dråpe-PCR (ddPCR). Figuren er utarbeidet av Annette Taugbøl for 
denne rapporten. 



NINA Rapport 1399 

12 

2 Materialer og Metoder 
 
2.1 Utvelgelse av dammer i Lier, Oslo og Akershus 
 
Det ble valgt ut 17 dammer i Lier og 15 dammer i Buskerud og Akershus der det kunne samles 
inn vann forholdsvis enkelt, se kart i figur 2.1. Det ble også samlet inn vann fra én lokalitet i 
Søgne i Vest-Agder og én i Lillehammer i Oppland. I hver dam ble det samlet inn 1 L vann fra 
15 stasjoner langs bredden av dammen der det årlig også fanges salamandere med ruser. De 
15 prøvene ble så blandet sammen på en stor kanne hvor fra to prøver på ca. 0.5 L vann ble 
filtrert gjennom et 0.45 µl filter (Thermo Scientific Nalgene CN 145-0045). Vannet ble filtrert ved 
hjelp av en manifold (Pall filter funnel manifold) og en vakuumpumpe (Sartorius Microsart e.jet), 
drevet av et bilbatteri. Dersom filtreringen av 0.5 L tok for lang tid ble filtreringen avbrutt og 
vannvolum notert. Filtrene ble så brettet og lagret i 1400-1440 µl ATL-buffer før de ble sent i post 
til NINAs genetikklaboratorium i Trondheim. En av dammene som gav utslag på Bd ble prøvetatt 
tre ganger i løpet av felt-sesongen 2017 (Ottarsrud), de andre fire ble prøvetatt én gang.     
 
 
2.2 DNA-ekstraksjon og ddPCR 
 
DNA oppsamlet i filtrene ble isolert ved hjelp av DNA Blood and Tissue kit (Qiagen). For å de-
tektere Bd og Bsal ble det kjørt digital-dråpe-PCR (ddPCR) med artsspesifikke markører som 
kun gir signal dersom DNA fra disse artene er tilstede i prøven (se mer informasjon om Bsal 
nedenfor). ddPCR er en PCR-metode som gir en absolutt måling av DNA-molekyler i prøven. I 
motsetning til qPCR (kvantitativ-PCR), der konsentrasjonen av DNA måles ved avlesning av 
økende PCR-produkt på en kurve, vil prøven i en ddPCR deles opp i inntil 20 000 små oljedråper 
der det i hver oljedråpe foregår en separat PCR-reaksjon. Etter endt PCR-reaksjon blir hver 
dråpe avlest som et positivt (1) eller negativt (0) resultat (ingen DNA-molekyler i dråpen). Det er 
flere fordeler med en ddPCR-analyse, både at resultatene er lite påvirket av effektiviteten til 
PCR-reaksjonen og de genetiske markørene, og at flere PCR-reaksjoner kan slåes sammen slik 
at man får et bedre estimat med hensyn til totalkonsentrasjon av DNA i prøven. Ved å kombinere 
flere kjøringer vil man anta at antall DNA-koper per dråpe vil danne en Poisson-fordeling gitt ved:   
 

 
Videre, for å kunne kontrollere for filtrert vannvolum og mengde DNA-ekstrakt brukt i hver ana-
lyse har vi laget et mål på antall DNA-kopier per liter gitt ved: 
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Ved å bruke ligning 2) oppnås et standardisert mål på DNA-mengde i prøven kontrollert for filtrert 
vannvolum, samt ulike volumendringer og fortynninger i lab. For å unngå falske positive signaler, 
har vi satt en grense på minst fire positive dråper i analysen. Alle prøver med opp til 3 positive 
dråper er altså antatt negative i våre analyser. Dette er en grense som har blitt satt ut i fra tidligere 
erfaringer fra negative kontroller på laben der det har vist seg at disse noen ganger kan ha én 
eller i sjeldne tilfeller to positive dråper. 
 
 
2.3 Hudprøver (”skin swabs”) fra storsalamander 
 
Som ledd i en uttesting av DNA-profilering av enkeltindivider gjorde vi tilfeldigvis en test av hud-
prøver «skin-swabs» fra 34 voksne storsalamandere fordelt på to lokaliteter i Lier. Hudprøver 
består her i å dra bomullspinner forsiktig over huden til levende dyr for å fange opp løse hudceller 
som inneholder DNA. Dette er en metode som er brukt tidligere for å påvise Bd hos amfibier. 
DNA oppsamlet på bomullspinnen ble isolert og kjørt i ddPCR på samme måte som vannfiltrene.  
 
 
2.4 Innsamling fra positiv Bd-dam i Sverige 
 
For å sikre at metoden fanger opp Bd ble det også tatt vannprøver fra to dammer i Skåne, Sve-
rige, der en av dammene var registret som positiv i 2016 etter DNA-analyse av slim av padde, 
mens den andre var negativ, se kart i Figur 2.1. Prøvetakningen ble her gjennomført noe anner-
ledes: en enkelt punktprøve på 0.5 L ble samlet inn og filtrert gjennom et vannfilter (Sterivex-GP 
0.22 µm filter unit). Prøven ble så tilsatt ATL buffer og sendt i post til NINAs genetikklaboratorium 
i Trondheim.  
  
 
2.5 Overvåking av salamander 
 
Overvåking av småsalamander (Lissotriton vulgaris) og storsalamander (Triturus cristatus) ble 
gjennomført med en standardisert rusefangst (Dervo et al. 2014, Dervo et al. 2013). NINA har 
overvåket samtlige dammer inkludert i denne rapporten med rusefangst av salamandere siden 
2008 i Lier og siden 2013 i Akershus (Dervo et al. 2015, Dervo et al. 2012). Det er også målt 
temperatur i dammene slik at fangst per innsats kan korrigeres noe for aktivitet (salamander 
viser lavere aktivitet og fangst ved lavere temperatur) (Dervo et al. 2016).  
 
 
2.6 Predikering av fangst pr innsats  
 
Selv om prosedyrene rundt innsamling av salamander er standardiserte er det flere ytre variable 
og tilfeldigheter som spiller inn på hvor mange individer som blir fanget, og som kan gi endringer 
i observert fangst som ikke nødvendigvis stemmer med faktiske populasjonsendringer. Eksem-
pel på en slik kjent variabel er vanntemperatur. For å prøve å korrigere noe for slike tilfeldigheter 
i fangsten, samt effekten av temperatur, har vi konstruert en statistisk modell som predikerer 
individer fanget per innsats, basert på et utvalg av miljøvariabler. Modellen ble konstruert som 
en generalisert lineær mikset effekt-modell, med Poissonfordeling. Variabler som ble inkludert i 
modellstrukturen var temperatur, areal, år, antall rusetimer, dam og påvist forekomst av Bd. Kon-
kret, så standardiserer vi temperatur til gjennomsnittstemperaturen rundt fangsttidspunktet for 
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alle dammene av interesse når vi predikerer fangst. Predikert fangst vil derfor bli justert opp eller 
ned som følge av estimert forhold til temperatur fra modellen. Vi tror derfor at predikert fangst 
basert på modellen med standardiserte temperaturer gir et mer nyansert forhold av populasjons-
utviklinger enn rådata av observasjoner. Det er i midlertidig viktig å merke seg at det fremdeles 
er knyttet usikkerhet rundt slike prediksjoner, og at fangsttrender basert på disse skal tolkes som 
indikasjoner på populasjonsendringer og ikke som absolutte mål.   

 
 
Figur 2.1 Kartet viser de innsamlede lokalitetene for 2017 der Lier er merket med blå og 
Akershus med grønne sirkler. Kartutsnittet nederst til venstre indikerer posisjonen til dam-
mene innsamlet i Lillehammer, Agder og Sjöbo. Av de totalt 34 lokalitetene ble det påvist Bd 
i fem dammer i Akershus, merket med røde sirkler.  
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3 Resultater og Diskusjon 
 
3.1 Påvisning av Bd i Norge 
 
Bd ble påvist i fem lokaliteter i Akershus i 2017 (figur 3.1 og 3.2). Alle dammene viste negative 
resultater for Bsal. Vi finner relativt lave konsentrasjoner av Bd i vannprøvene, men resultatene 
er konsistente mellom ulike duplikate prøver fra en eller flere oppsamlingskanner innsamlet i de 
fem ulike dammene (se figur 3.1). For en av lokalitetene (Ottarsrud) har vi tatt prøver ved tre 
ulike tidspunkter med til sammen 14 enkeltprøver. Bare en av disse var negativ for Bd (figur 
3.1). For de andre fire aktuelle lokalitetene gjennomførte vi bare én prøvetaking. Konsentrasjo-
nen av miljø-DNA er avhengig av mange faktorer, blant annet temperatur og aktivitet på dyrene, 
og vi ser at DNA-konsentrasjonene er høyest ved den siste prøvetakingen 16. juni (figur 3.1). 
Dette er som forventet.  
 

Figur 3.1 DNA-konsentrasjon av Bd i forhold til dato ved prøvetaking i fem ulike lokaliteter i 
Akershus ved hjelp av vannprøver og miljø-DNA-analyser. 
 
 
3.2 Geografisk spredning av Bd i Norge  
 
Lokalitetene hvor vi har påvist Bd ligger relativt spredt og representerer dammer av ulike størrel-
ser (se figur 2.1 for kart). Disse dammene representerer den første påvisningen av Bd i Norge, 
men vi kan ikke si noe om hvor lenge Bd har vært tilstede i disse lokalitetene. Fangstdata for de 
samme dammene viser ingen tydelige endringsmønstre i populasjonsstørrelser, se figur 3.2, og 
det er uvisst om Bd nettopp har etablert seg i dammene og dermed kan bli mer fremtredende og 
gi sykdomstegn i fremtiden. Fra figur 3.2 kan det se ut til at dammene der det nå er påvist Bd 
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hadde noe en større nedgang i bestanden i 2016, enn for de dammene vi ikke påviste Bd. Usik-
kerheten i bestandsanslaget er også større for Bd lokalitetene, enn for de uten Bd (det grå feltet 
i figur 3.2). Modellen som beregner bestandsutviklingen er imidlertid utviklet for å vise endringer 
over tid i et større område (15 til 20 forekomster), og mindre egnet til å vurdere bestandsutvikling 
for enkeltlokaliteter. Forskjellene i figur 3.2 skyldes trolig mer metodiske enn reelle forskjeller i 
bestandsutvikling. Det er derfor grunn til å tro at det ikke er signifikante forskjeller mellom lokali-
teter med og uten Bd. Dyrene vi fanget i 2017 viste ingen tegn til infeksjon, men det kan være 
svært vanskelig å peke ut Bd-infiserte individer på grunnlag av kliniske funn (Bosch & Martínez-
Solano 2006) (se figur 1.1). Det må her påpekes at det ikke er gjort noen studier eller overvåking 
av froskepopulasjonene som lever i de samme dammene.  
 
Den geografiske spredningen til Bd peker i retning av at det kan finnes flere infiserte lokaliteter. 
Dette kan både være lokaliteter som ikke ble prøvetatt i 2017, og prøvetatte lokaliteter som har 
gitt falskt negativt resultat. Dette kan skje når smittenivået er lavt (vi vet per i dag ikke hvor mange 
infiserte dyr et vannvolum må inneholde før vi får et signal i våre analyser), når hovedkilden til 
smitten forekommer i andre deler av dammene enn den vi har prøvetatt, eller når prøvene har 
blitt samlet inn på ugunstige tider i forhold til zoospore-aktiviteten. Det kan med andre ord ikke 
utelukkes at flere av dammene vi undersøkte faktisk har en lav eller begynnende smitte av Bd.  
 
Det er ikke påvist Bd på vestsiden av Oslofjorden eller i den nordligste kjente storsalamander-
lokaliteten i Oppland (lokaliteten i Søgne slo ikke ut på verken Bd, stor- eller liten salamander). I 
tillegg til vannprøver, ble det også testet for Bd på hudprøver tatt direkte fra 34 dyr med en 
bomullspinne (”skin swabs”) fra to lokaliteter i Lier. Samtlige slimprøver gav negative resultater 
som tilsier at dyrene med høy sikkerhet ikke var smittet. Dette styrker indikasjonen på at utbre-
delsen fortsatt er begrenset til Akershus, men vi vil presisere at vi fortsatt ikke kan konkludere 
med at Bd ikke finnes i noen av disse lokalitetene.  
 
Hvordan Bd har kommet til Norge og hvordan Bd har blitt overført til de ulike dammene er vans-
kelig å si på dette tidspunktet, potensielle introduksjonsveier kan være:  
 

• transport med fugl 
• utsetting av infiserte amfibier 
• transport med jord, planter e.l.  
• transport med infisert vann 
• overføring med vått prøvetakingsutstyr, hov, garn eller fiskeutstyr 
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Figur 3.2 Bestandsutvikling i Akershus for a) liten og b) stor salamander. Figuren viser 
hvordan fangst per innsats varierer fra 2013 til 2017 i dammer med påvist Bd (merket i 
rødt) og hittil registrerte Bd-frie dammer (merket blått), med 90% konfidens intervaller 
(merket lyst grått for bd-infiserte dammer og mørkt grått for bd-frie dammer). Fangst per 
innsats-tallene er korrigert for temperatur (se materialer og metoder punkt 2.6. for mer in-
formasjon).  

 
3.3 Bd og sykdomsforløp hos europeiske arter 
 
Til tross for at Bd er påvist over store geografiske områder og i forholdsvis høye konsentrasjoner 
hos smittede individer, er det hittil registrert forholdsvis få dramatiske populasjonsnedganger i 
Europa. Det kan virke som europeiske arter er mer robuste (Chiari et al. 2013, Pasmans et al. 
2013) eller innehar en alternativ livhistoriestrategi med færre dager i vann eller fuktig miljø som 
gir mer motstand mot Bd-smitte (Garner et al. 2005). Per 2011 var minst 44 amfibiearter i Europa 
infisert med Bd (Baláz et al. 2014), men ingen europeisk art har så langt vi vet hittil blitt utryddet 
av Bd-smitte. Det er derimot flere svært sårbare arter, der videre eksistens kan avhenge av om 
en klarer å forhindre at bestandene smittes med Bd.  
 
Det har blitt påvist Bd i europeiske arter lagret i laber og museum fra 1998, med særlig høy 
forekomst i Spania og Sveits (Garner et al. 2005). Fra et beskyttet fjellområde i Spania har det 
vært dokumentert massiv nedgang i populasjoner av ”jordmorpadder” (Alytes obstetricans) siden 
1997 (Bosch et al. 2001) og jevn nedgang av nordpadde (Bufo bufo) og ildsalamander (Sala-
mandra salamandra) siden 1999 (Bosch & Martínez-Solano 2006). Bestandsnedgangen er i 
begge tilfellene assosiert med chytridiomykose. Dyrene som ble obdusert hadde ikke tydelige 
hudlesjoner, men Bd ble påvist over hele hudoverflaten. Det samme var tilfelle for de døde sa-
lamanderne. I det spanske eksemplet så man at mens frosken hadde vært tilstede i 35 dammer 
før 1997, ble det etter 1997 bare funnet rumpetroll i fem dammer.  
 
Ved smitteforsøk av nordpadde og buttsnutefrosk (Rana temporaria) fant man at det var høyere 
dødelighet ved høyere doser av Bd og ved lav startvekt for nordpadde, noe som tyder på at økt 
immunrespons mot Bd er svært kostbart (Bielby et al. 2015). Smitteforsøk av buttsnutefrosk førte 
ikke til infeksjon, men høy dose gav lavere vekst og enkelte individ ble tynnere, noe som trolig 
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kommer av økt aktivitet og energiforbruk til immunforsvaret. Dette indikerer at frosk som lever i 
miljøer der det forekommer Bd kan bli negativt påvirket selv om de selv ikke utvikler sykdom. 
Også for nordpadde var kroppsmasse en til dels bedre indikator for dødelighet ved lavere dose-
smitte enn selve infeksjonen da tynnere dyr hadde større dødelighet ved smitte enn dyr i god 
kondisjon (Bielby et al. 2015). Det samme forsøket fant også økt smittespredning mellom indivi-
der av nordpadde ved høyere tetthet av dyr, noe som kan forklares ved at flere dyr gir mer 
omrøring i vannmassene som igjen kan gi zoosporene større bevegelighet.      
 
Det foreligger foreløpig lite litteratur og studier på hvordan Bd kan påvirke amfibieartene vi har i 
Norge, se figur 3.3 for artsoversikt. Det foreligger heller ingen informasjon om hvilken Bd-isolater 
som forekommer på de ulike stedene Bd er observert i Europa, selv om dette er svært viktig 
informasjon da disse kan ha ulike konsekvenser gitt ulike arter (Dang et al. 2017, Piovia-Scott et 
al. 2015, Woodhams et al. 2007). Smitteforsøket beskrevet over fant indikasjoner på at buttsnu-
tefrosk ikke blir infisert etter fem timers eksponering for smitte (Bielby et al. 2015), mens det er 
funnet infiserte individer i Sveits (Sztatecsny & Glaser 2011). Andre studier viser at damfrosk 
(Rana lessonae) også kan være motstandsdyktige mot Bd, selv om de blir infiserte (Woodhams 
et al. 2012).  
 
Når det gjelder nordpadde ser denne ut til å kunne bli svært svekket av Bd (Bielby et al. 2015, 
Bosch & Martínez-Solano 2006), og nordpadde var også en av de få amfibieartene som ble 
påvist infisert i Storbritannia fra prøver tatt i 2011 (Tinsley et al. 2015), trolig smittet fra utsatte 
eller ville infiserte oksefrosker (oksefrosk er en introdusert art i Storbritannia som har etablert 
seg flere steder i landet). Det kan se ut til at nordpadden er mest utsatt under metamorfosen og 
at kort oppholdstid i vann (ca. 4 måneder) og høy fekunditet minsker risikoen for utryddelse 
(Bosch & Martínez-Solano 2006, Bosch & Rincón 2008). 
 
Det ble ikke påvist Bd hos noen av salamanderartene i Storbritannia under innsamling i 2008 
(Tinsley et al. 2015), men det ble funnet enkelte infiserte individer i Sveits av begge artene vi har 
i Norge (Sztatecsny & Glaser 2011). Det kan fra litteraturen også se ut til at salamandere generelt 
ser ut til å klare seg bedre mot Bd-infeksjon enn frosk og paddearter, noe som kanskje delvis 
kan forklares av alternative livshistoriestrategier, slik som en lengre periode på land, og/eller 
bedre forsvarsmekanismer mot infeksjoner.  
 
Fra det lille materialet som er publisert til nå, i tillegg til egne observasjoner (figur 3.2), har vi 
ikke indikasjoner på at de norske amfibieartene vil få dramatiske nedganger i nær fremtid. Isola-
ter av Bd blir også karakterisert som mer eller mindre virulente gitt ulike amfibiearter (Dang et al. 
2017, Piovia-Scott et al. 2015, Woodhams et al. 2007), og det kan virke som de fleste tilfellene 
av infiserte amfibier i Europa har ”snillere” varianter. Det er imidlertid viktig å understreke at 
kunnskapen er mangelfull og at det i tillegg er andre algesopper som er mer spesialiserte på 
salamandere, slik som Bsal (mer informasjon lengre ned). Vi må også påpeke at ved enhver 
infeksjon vil det være summen av enkeltindividenes egenskaper (kondisjon, immunstatus, fysio-
logisk status), egenskapene ved smittestoffet (stamme, dose mv.) og den samtidige påvirk-
ningen av andre miljøfaktorer (stress, andre smittestoffer, toksiner, temperatur, lys, vannforhold 
osv.) som avgjør utfallet av eksponering for smittestoff.  
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Figur 3.3 Bilder av norske amfibier, artsnavn i de ulike bildene. © Børre K. Dervo.  
 
 
3.4 Andre aktuelle sykdomsforløp for amfibier 
 
3.4.1 Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) 
 
Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) er en slektning av Bd og har mange av de samme 
egenskapene, men den er trolig mer spesialisert på salamanderarter. Den kommer sannsynligvis 
fra Japan, der den ble påvist i mer enn 150 år gamle individer lagret i et museum (Martel et al. 
2014). Bsal har trolig hatt en koevolusjon med lokale arter i Asia, da den ikke er like virulent der 
som i andre deler av verden (Martel et al. 2014). Bsal ble påvist i Nederland i 2013, etter at det 
hadde vært observert dramatiske nedgang i populasjoner av ildsalamander i de sørlige delene 
av landet (Martel et al. 2013, Spitzen-van der Sluijs et al. 2013). Bsal er nå også påvist i Belgia 
(Martel et al. 2014) og Tyskland (Sabino-Pinto et al. 2015). Det er ingen kjente påvisninger av 
Bsal i Norge per 2017, men med en optimaltemperatur mellom 10 og 15 °C (Blooi et al. 2015, 
Martel et al. 2013) er den trolig godt tilpasset norske forhold om den skulle spre seg hit, noe som 
kanskje kan skje fortere enn ønsket (Spitzen-van der Sluijs et al. 2016). Våre analyser med 
artsspesifikk markør for Bsal kunne ikke påvise denne arten i noen av våre lokaliteter.   
 
3.4.2 Ranavirus  
 
Ranavirus er et virus som for det meste er kjent for å ramme froskearter, men som også kan 
ramme andre amfibier (Chinchar & Waltzek 2014) og reptiler. Ranaviruset har, i likhet med Bd, 
en global utbredelse og kan forårsake sykdomsutbrudd med høy mortalitet, vanligvis på larve-
stadiet (Bollinger et al. 1999). Det er per i dag ingen kjente påvisninger av ranavirusinfeksjoner 
av amfibier i Norge, men dette har i liten grad blitt undersøkt så langt.   
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3.5 Veien fremover 
 
NINA har drevet med overvåkning av salamandere i Akershus og Buskerud i over 10 år (Dervo 
et al. 2016), og det foreligger gode data på bestandsmål av stor og liten salamander i samtlige 
dammer omtalt i dette notatet, samt en del flere dammer i samme område. Vi kan per i dag ikke 
si om Bd har påvirket bestandene. Selv om nordiske arter kan se ut til å bli mindre påvirket av 
Bd enn en del tropiske og subtropiske arter, vil vi understreke at dette kan være på grunn av at 
sykdommen har vært tilstede i et kort tidsrom, at det foreløpig kan ha vært lave konsentrasjoner 
av Bd, og at Bd-isolat(ene) kan være av de mindre virulente typene. I tillegg kan det ha vært 
gunstige klimamessige forhold som har bremset oppformeringen og spredningen av zoosporer. 
Dette er faktorer som kan endres svært fort, og det er viktig å kartlegge den geografiske utbre-
delsen av sykdommen før forholdene eventuelt endres. Kartlegging av den geografiske utbre-
delsen vil også være svært viktig for å unngå smitteoverføring med mennesker.     
 
Vi vil blant annet anbefale: 
 
1. Å gjøre en genetisk sekvensanalyse av de norske Bd-isolatene. Ved å sekvensere 

ulike gener/ områder i genomet til Bd får vi informasjon om oppbygningen til nukleoti-
dene i DNA-molekylene til Bd. Denne informasjonen kan så brukes til å finne ut om det 
dreier seg om mer eller mindre virulente stammer av Bd, hvor mange ulike isolater av 
Bd vi nå har i Norge og hvor de kommer fra.  
 

2. Å overvåke populasjoner av stor og liten salamander i de samme områdene til neste år, 
med innsats i et større geografisk område og antall dammer for å avdekke eventuelt 
flere infiserte Bd-lokaliteter. Prøvetakningen bør gjøres både via vannprøver og hud-
prøver fra dyr slik at vi kan si noe om hvor mange dyr som eventuelt er smittet per loka-
litet (prevalens). Prøvene bør også testes for Bsal. 

 
3. Å inkludere overvåkning og kartlegging av frosk, da Bd ser ut til å ha frosk som hoved-

vert. Prøvetakningen bør gjøres via hudprøver fra levende dyr. 
 

4. Å lage en informasjonskampanje inkludert et faktaark som omhandler hvordan en best 
kan unngå videre smitte mellom lokaliteter. 
  

5. At Miljødirektoratet gir ut informasjon om Bd når det gis tillatelse til fangst av amfibier. 
 

6. At Mattilsynet oppretter kontrollområder eller soner etter Matlovens § 19 for å forhindre 
videre spredning av Bd på tilsvarende vis som det er gjort for krepsepest.   

 
7. At Mattilsynet setter opp skilt ved kjente infiserte dammer for å forhindre videre spred-

ning. 
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