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Sammendrag

Taugbgl, A., Strand, D., van der Kooij, J. & Brandsegg, H. 2023. Fgrste pavisning av Batrachochytrium
dendrobatidis pa Nordpadde i Norge. NINA Rapport 2255. Norsk institutt for naturforskning.
http://hdl.handle.net/11250/3049762

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) er en algesopp i rekken Chytridiomycota, en av de mer primitive
typene av sopp vi kjenner til i dag. Bd pafgrer amfibier infeksjonssykdommen chytridiomykose via zoo-
sporer da amfibier fungerer som vertskap for Bd og blir baerere av zoosporangier. Selv om chytridiomykose
hos amfibier na har veert kjent i over tjue ar og sykdommen har fgrt til drastisk reduksjon i flere
amfibiepopulasjoner i enkelte verdensdeler, er det enna relativt lite man vet om sykdomsforlgpet til ulike
arter av amfibier. Det er hgy sannsynlighet at det er store mgrketall pa dgdelighet da det foreligger fa
studier av dyrene i deres naturlige habitat igjennom sesongen.

Det er tidligere pavist Bd pa storsalamander (Triturus cristatus) i Norge, mens soppen trolig oppstod som
vert pa frosk og padde. Det ble derfor samlet inn totalt 70 prgver fra padde som ble testet for Bd i dette
studiet. Totalt testet 32 individer positivt pa Bd, fra fem ulike dammer (Tabell 1). Prevalensen av smittede
dyr (antall smittede dyr/ totalt antall dyr testet) var mellom 40 (Vesletjernet) og 100% (Svartkulp og
Froskedammen). Dette er f@grste gang det er pavist Bd pa padder i Norge. Alle de infiserte populasjonene
ligger forholdsvis nzert hverandre, og det er ogsa pavist Bd fra ulike salamanderprgver i omradet (Taugbgl et
al, upubliserte data). Det er uvisst hvordan Bd spres i terrenget, og flere neerliggende populasjoner bgr
prevetas i naermeste fremtid for a fa en bedre oversikt over den faktiske geografiske utbredelsen. Det er
tidligere tenkt at Bd er mer utbredt i urbane omrader, mens resultater fra urbane omrader i dette
prosjektet er varierende med bade Bd-frie og Bd-infiserte dammer i Urbane omrader, er de to dammene
som ble sjekket fra skogen (naer sti) infisert.

Vi har per i dag undersgkt et meget begrenset geografisk omrade i Norge for smitte pa padde, og det er
begrenset kunnskap om konsekvenser av smitte i naturlige populasjoner. Fra forsgk i laboratorium pa ulike
froske- og paddearter er generelle funn at infiserte individer har lavere vekt, hgyere metabolisme, lavere
niva avimmunbeskyttende stoffer og mindre utviklede kjgnnsorganer. Eksperimentelle undersgkelser viser
ogsa dedelighet opp mot 88% ved hibernering av infiserte individer. Dette tilsier at det sannsynligvis er mye
«skjult» dpdelighet ved for eksempel lavere overlevelse igjennom vinteren. Per i dag er det ingen
overvakning av paddepopulasjoner i Norge og det er derfor ikke mulig a utelukke negative arts- og
populasjonseffekter av infeksjonen.

Annette Taugbgl, NINA Lillehammer, Vormstuguvegen 40, 2614 Lillehammer, annette.taugbolnina.no

David A. Strand, Veterinarinstituttet, Elizabeth Stephansens vei 1, 1433 s, david.strand@veitnst.no

Jeroen van der Kooij, Naturformidling, konsekvensutredning og forskning van der Kooij, Rudsteinveien 67,

1480 Slattum, jvdkooij@online.no

Hege Brandsegg, NINA Trondheim, Postboks 5685, Sluppen, 7485 Trondheim, hege.brandsegg@nina.no
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Forord

Mange amfibiepopulasjoner verden over har i de siste par tiar blitt smittet av chytrodiomykose,
forarsaket av den patogene chytridesoppen Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Dette har fgrt til
drastisk nedgang i mange amfibiepopulasjoner, og i noen tilfeller utryddelse, men ulike arter, og
dels populasjoner, ser ut til 3 tale infeksjonen ulikt. Vi vet allikevel svaert lite om langtidseffektene
av smitte og sykdom for bade individer og populasjoner for Norske arter. Chytrodiomykose er en
sykdom som kun opptrer i hudlaget til amfibiene, noe som gjgr immunresponsen til huden szerlig
viktig, og det er ogsa ved hjelp av hudprgver at soppen best kan pavises; enten ved mikroskopering
av hudlaget, eller ved direkte prgvetakning av huden (svabeprgver), som sa analyseres for
genetiske spor av soppen, sakalt miljgDNA. Bd ble oppdaget i Norge i 2017 ved at fem ulike
dammer i Viken fylke (den gangen Akershus fylke) slo ut positivt pa en artsspesifikk genetisk
marker for Bd, og senere ble det bekreftet smitte pa storsalamander (Triturus cristatus) ved
svaberprgver. Det ble ikke bekreftet smitte pa Smasalamander (Lissotriton vulgaris) samme ar.

Dette prosjektet er en viderefgring av kartleggingsarbeidet av infeksjon og infeksjonsrater hos de
norske amfibieartene. Frosk og padde er mer neaerliggende verter for Bd, og ved at
Vitenskapskomiteen for mat og miljg (VKM) konkluderte med at padde var den mest sarbare arten
i Norge, ble padde prioritert. Resultater fra denne rapporten viser at padde er smittet i stor
utstrekning innenfor det innsamlede omradet, og med hgy prevalens.

At vi ikke vet noe om hvilke konsekvenser dette har i de naturlige populasjonene av padde
understreker behovet for en omfattende investering av amfibieovervakning i Norge.

Vi gnsker a takke Karolina Bacela-Spychalska og Monica Baranowska ved Universitetet ved Lodz,
Polen, for hjelp med isolering av svabrene og oppdragsgiver ved Miljgdirektoratet Ingrid Regina
Reinkind for god tilretteleggelse av prosjektet. Prosjektet har vaert finansiert av Miljgdirektoratet
og EEA-prosjektet ECOPOND 2019/34/H/NZ8/00683.

Februar 2023
Annette Taugbgl

Prosjektleder
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1 Innledning

Patogenet Batrachochytrium dendrobatidis, heretter omtalt som Bd, er en algesopp i rekken
Chytridiomycota, en av de mer primitive typene av sopp vi kjenner til i dag. Til tross for sin primitive
evolusjonaere status har Bd blitt forholdsvis kjent verden over ved at den pafgrer amfibier
infeksjonssykdommen chytridiomykose via zoo-sporer, da amfibier fungerer som vertskap for Bd og
blir baerere av zoosporangier. Soppen er altsa en parasitt pa amfibiehuden, og sykdommen regnes i
dag som en av de viktige arsakene til drastisk nedgang av, og i noen tilfeller utryddelse av,
amfibiepopulasjoner i Australia, Mellom- og S@r-Amerika. Mer utfyllende bakgrunn om selve soppen
kan leses i Taugbgl et al., (2017) og VKM (2019).

Bd ble fgrst oppdaget i Norge i 2017 ved filtrering av miljgDNA og arts-spesifikke primere (Taugbgl
et al., 2021; Taugbgl et al.,, 2017). Videre kartlegging av mulige verter for Bd paviste kun
storsalamander (Triturus critatus) som vert, da ingen av svabreprgvene for smasalamander
(Lissotriton vulgaris) fanget inn fra de infiserte dammene slo ut positive i 2018 (Taugbgl et al., 2019).
For storsalamander varierte prevalensen (antall smittede dyr i forhold til totalt testet) forholdsvis
mye mellom dammene, fra 14% smitte i Tokerud til 80% smitte fra dyr ved dammen ved Rger gard
(Taugbgl et al., 2019).. At en art ikke blir pavist fra vannprgvene selv om den er tilstede i miljget kan
ha flere arsaker, som innsamlingstidspunkt, temperatur i vannet, tetthet av arten man gnske a teste
for, mengde filtrert vann, filtertype og metoder pa labben. Med Bd som eksempel, vil lav smitte pa
dyrenes hud, som var tilfelle for storsalamanderprgvene i 2018 (Taugbgl et al., 2019), ogsa gi feerre
Bd-DNA-molekyler i vannet, noe som da gir sterre muligheter for falske negative resultater ved
filtrering av vannprgver.

Denne rapporten oppsummerer resultater fra innsamlede svaberprgver fra nordpadde (Bufo bufo)
i Oslo-omradet. Ved a stryke en bomullspinne direkte over huden til dyret gker treffsikkerheten
betraktelig i 4 avgjgre om dyret er infisert eller ikke.

Bilde. Paddehunn som krysser veien med en hann pa ryggen. © Jeroen van der Kooij"
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2 Materialer og metoder

2.1 Utvelgelse avdammer

Prgveinnsamlingen har fokusert pa Oslo og naeromradene til Oslo. Antall dammer/ omrader som det
ble samlet inn prgver fra for de fire ulike arene er oppsummert i Tabell 1, sammen med antall prgver.
Enkelte prgver er samlet inn fra dyr pa vei til dammen fra vinterhibernering (Morteveien og
Serli/Vassgytjerna).

Tabell 1. Oversikt over antall svaber-prgver som ble samlet inn fra de ulike dammene i 2021 og 2022, og i
hvilket geografisk omrdde de befinner seg i. Dammene er ogsa vist pa kart i Figur 1.

Lokalitet Geografisk omrade 2021 2022
Holmenkollen Oslo 10
Linbackdammen Oslo 10
Solemskogen, Karrustjern Oslo 1

Svartkulp Oslo 14 5
Froskedammen Oslo 5
Vesletjernet Viken 10
Morteveien Nittedal 5
Sgrli/Vassgytjerna Nittedal 10

2.2 Innsamling av svabeprgver

Bd kan pavises pa flere mater. Den mest sensitive metoden er ved hjelp av molekylaergenetisk pa-
visning av DNA fra Bd via svaber-prgver. Paddene som ble samlet inn med svaberprgver ble enten
samlet inn direkte ved vandring og/eller med hov fra dammen. Ved prgvetakning ble dyrene holdt
med den ene handen mens overflatene pa seerlig hender, fgtter og munnen ble strgket over med en
myk svaber (Q-tip-lignende). Svaberen ble lagret i ATL-buffer frem mot ekstrahering av DNA.

2.3 Laboratoriemetoder
DNA isolering - DNAet ble ekstrahert ved hjelp av DNeasy Blood and Tissue kit fra Qiagen.

Pavisning av Bd via kvantitativ PCR (qPCR) -kvantitativ PCR er en metode hvor amplifiseringen av
PCR-produktet avleses for hver PCR syklus (real time), der mengden av DNA teoretisk dobles for hver
syklus om mal-DNAet er tilstede i reaksjonen. Mengden av DNA i prgven leses av via fluorescens og
beregnes ved hjelp av en standardkurve med kjent konsentrasjon av mal-DNAet. Det analyseres tre
replikater fra hver DNA prgve, og minst to av tre replikater betegnes som positiv prgve.




Fgrste pavisning av Batrachochytrium dendrobatidis pa Nordpadde i Norge
NINA Rapport 2255

3 Resultater og diskusjon

Det ble samlet inn totalt 70 prgver fra padde som ble testet for Bd i dette studiet. Totalt testet 32
prgver positivt pa Bd, fra fem ulike dammer, resultatene er oppsummert Tabell 2. Prevalensen av
smittede dyr (antall smittede dyr/totalt antall dyr testet) var mellom 40 (Vesletjernet) og 100%
(Svartkulp og Froskedammen). Dette er en meget hgy prevalens, og hgyrere enn tilsvarende prgver
samlet inn fra padde i Sverige (Karvemo et al., 2018)

. Serli

’Morteveien
ulp
. Vesletjern

.Linbéckdammen
Figur 1. Kart med oversikt over dammene for innsamling og prgvetaking. Rad farge = pdvist som infisert,

hvit farge=kun testet ett individ (stor usikkerhet i negativ prgve), bla farge= alle pr@ver negative for pa Bd.

Tabell 2. Oversikt over antall negative og positive svaber-praver for de ulike dammene. For de positive dam-
mene (merket i oransje) er ogsa prevalensen regnet ut. Dammene er 0gsa vist pa kart i Figur 1.

Lokalitet Negative Positive Prevalens
Holmenkollen 10

Linbackdammen 10

Solemskogen, Karrustjern 1

Svartkulp 19 100%
Froskedammen 5 100%
Vesletjernet 6 4 40%
Morteveien 1 4 80%
Serli/ Vassgytjerna 10

10
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Dette er fgrste gang det er pavist Bd pa padder i Norge. Alle de infiserte populasjonene ligger for-
holdsvis naert hverandre, og det er ogsa pavist Bd fra ulike salamanderprgver i omradet (Taugbgl et
al, upubliserte data). Det er uvisst hvordan Bd spres i terrenget, og flere nzerliggende populasjoner
ber underspkes i neermeste fremtid for a fa en bedre oversikt over den faktiske geografiske utbre-
delsen. Det er ingen trend i resultatene om de infiserte dammene er urbane eller ikke- da Serli
Lindackdammen og Holmenkollen forelgpig testr negativt for Bd der alle ligger naer bebyggelse,
mensde infiserte dammene Mortveien og Vesletjern er i urbane strgk, og Svartkulp og Froskedam-
men ligger i skog. Vi vet per i dag ingenting om konsekvensene av smitte i de norske paddepopula-
sjonene da vi ikke har noe overvakningsprogram av paddepopulasjoner i Norge. Det er tidligere kon-
kludert med at padde er den norske amfibiearten som potensielt kan vaere mest sarbar for Bd-infek-
sjon (VKM et al., 2019). Sammen med flere nyere eksperimentelle studier som viser vekttap hos bade
frosk og padde (Kasler et al., 2022), samt studier som viser 88% redusert vinter-overlevelse av infi-
serte individer (Wetsch et al., 2022), er det stor grunn til a tro at ogsa de norske infiserte paddene
har lavere overlevelse noe som kan fgre til gkt populasjonsnedgang.

Parasitter er ofte avhengig av en spesifikk type vert for a kunne fullfgre livssyklusen sin, mens Bd ma
karakteriseres som en uspesifisert parasitt ved at den har infisert hundrevis av amfibiearter etter
den har blitt spredt verden over ved hjelp av mennesker. Smitteundersgkelser har vist at Bd kan gi
ulike konsekvenser mellom arter (Meurling et al., 2020), men ogsa innad hos artene, konsekvenser
som blant annet avhenger av nar i livslgpet arten blir smittet, om individet i tillegg er smittet av
andre parasitter (Wetsch et al., 2022) og temperaturforhold.

Generelle effekter pa immunresponser av Bd-infeksjon

Mange amfibier har kompliserte hud-assosierte forsvarsmekanismer mot patogener, der syntesen
av kjemiske peptider bade kan gkes og/eller svekkes som fglge av en infeksjon. Det ble nylig vist at
padde (Bufo bufo) som i Ungarn ble infisert som yngel hadde lavere niva av kjemiske forsvarspeptider
i forhold til kontrollyngel som ikke hadde blitt infisert (Ujszegi et al., 2021). | det samme studie ble
ogsa langbeinsfrosker (Rana dalmatina) utsatt for smitte og de hadde ogsa lavere nivaer av kjemisk
forsvar i huden, men fikk likevel lavere smittetrykk og prevalens enn paddene i forsgket, som fikk
hey infeksjonsgrad og hgy prevalens, og da szerlig i metamorfosen (Ujszegi et al., 2021). Det ble ikke
observert vekttap for de infiserte paddene fra Ungarn tidlig i livslgpet (Ujszegi et al., 2021), men
vekstraten var lavere og de infiserte paddene oppnadde dermed ogsa lavere totalvekt (Kasler et al.,
2022).

Generelle effekter av Bd-infeksjon ved ulike temperaturer

Som alle patogen/vertskaps-forhold kan pavirkningsgraden til dels veere temperaturstyrt. For 3
sjekke for ulike Bd-infeksjonseffekter ved ulike temperaturer ble infiserte australske frosker av arten
Litoria aurea holdt ved 12 og 24 °C over en fem-maneders periode. Froskene som ble holdt i 12°C
hadde hgyere smittetrykk og gikk gjennom en hgyere dgdelighet enn froskene som ble holdt ved
24°C (Campbell et al., 2019). Generelt hadde infiserte frosker fra det samme studiet ogsa forhgyet
metabolisme, og fikk reduserte fettreserver sammenlignet med u-infiserte frosker, infiserte hann-
frosker hadde ved begge temperaturer ogsa utviklet mindre kjgnnsorganer (Campbell et al., 2019).
Det er ogsa observert lignende temperatureffekter fra forsgk pa amerikanske amfibier, da resultater
fra infiserte frosker av arten Rana aurora og padden Anaxyrus bireas, viste hgyere smitte ved kon-
stant eksponering ved 15°C enn ved 20°C, og dyr som gikk igjennom en gkning i temperatur fra 15°C
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til 20°C over et kort tidsintervall pa fire dager fikk ogsa lavere smitte. Temperatur og effekter av
temperatur pa parasitt/vertsapsforhold er kompliserte, seerlig da det ogsa virker som temperatur
kan gi ulike effekter for juvenile og adulte dyr — og at Bd-linjene som brukes til smitteforsgk ogsa kan
ha ulike temperaturpreferanser og/eller ha effekter av a ha blitt dyrket ved ulike temperaturer. Bd-
linjen som gav hgyest smitte ved 15°C i det amerikanske forsgket var for eksempel ogsa dyrket ved
15°C (Campbell et al., 2019). At Bd-smitten holder seg stabil hgy, og er til dels gkende, for amfibier
ved lave temperaturer kan ha konsekvenser for amfibiene i nordlige omrader, og for populasjoner
som befinner seg hgyere over havet, der de gjennomsnittlige dggntemperaturene ofte ikke nar opp
mot 20° C.

Eventuelle dgdelige effekter Bd-infeksjon

Til tross for at Bd er pavist over store geografiske omrader i Europa og i forholdsvis hgye konsentra-
sjoner hos smittede individer, er det forelgpig registrert forholdsvis fa dramatiske hendelser med
massedgdelighet. De aller fleste amfibieartene er likevel i nedgang, der Bd kan vaere én av faktorene
som bidrar med gkt dgdelighet, men da mer som «skjult individuell dgdelighet» (Rumschlag &
Boone, 2018; Wetsch et al., 2022). Flere studier har funnet vekttap hos de infiserte individene, men
det er ogsa studier som tyder pa at det ikke er vekten alene som fgrer til lavere overlevelse igjennom
vinteren (Rumschlag & Boone, 2018). Ved a utsette yngel av den amerikanske grgnnfrosken Lithoba-
tes pipiens for ulike oppvekstmiljg, utviklet yngelen utsatt for fiskelukt seg til 3 bli stgrst, samt meta-
morfoserte i samsvar med kontrollen, mens gkt tetthet av artsfrender senket den individuelle vekten
2.5 ganger og gkte gjennomsnittslengen for metamorfose med seks dager. Etter ca. 12 uker, rett
etter metamorfosen ble halvparten av individene infisert med Bd og oppholdt seg i terrestriske ter-
rarier i ytterligere 12 uker uten noen synlige forskjeller mellom infiserte og ikke infiserte individer,
mens individene som ble re-infisert f@r overvintring hadde lavere overlevelse, uavhengig av kropps-
vekt (Rumschlag & Boone, 2018). Selv om dette er data pa arter utenfor Norge og Europa, er det
ogsa vist at Svenske Bd-infiserte padder (Bufo bufo) oppnar lavere vekt og har hgyere dgdelighet
(Cortazar-Chinarro et al., 2022; Meurling, 2019). Populasjonene med nordlig utbredelse har gkt
sannsynlighet for lavere genetisk variasjon (Hoglund et al., 2022), og dermed ogsa feerre immunge-
ner a spille pa. | Sverige ble det for eksempel rapportert tretten unike MHC-alleler (klasse IIB) i sgrlige
populasjoner, mens det bare ble funnet fire lengre nord i Norbotten (Cortazar-Chinarro et al., 2022).
Lavere kjemisk hudforsvar kan ogsa gke sarbarheten for a overleve andre smittekilder, og/eller ved
at immunresponsen blir ytterligere svekket under hiberneringen, men dette ma det forskes mer pa
i kontrollerte forhold (Ujszegi et al., 2021).

Oppsummering og videre anbefalinger

Starte opp et arlig overvakningsprogram- Flere resultater i litteraturen tilsier at smitten hos infiserte
amfibier gker ved lavere temperaturer, noe som tilsier at kalde somre kan gi gkt utslag av infeksjon.
Da vi per i dag har for fa datapunkter over smitte av padde i Norge er det for tidlig a si noe om dette
kan veere tilfelle her.

Temperaturpavirkning: Ved at Bd kan overleve bedre ved lavere temperaturer bgr det tas prgver
for uttesting av Bd fra amfibie-populasjoner i Trgndelag og fra fjellstrgk ned mot Oslo-omradet.

Veie, male og fotografere individer ved prgvetakning- De innsamlede paddene i dette studiet ble
ikke malt og veid for prgvetakning, men dette er data som bgr samles inn ved fremtidig feltarbeid.
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Ved a@ male og veie individer fra bade smittede og friske populasjoner kan eventuelle vektforskjeller
avdekkes fra naturlige forhold, noe som videre vil kunne veere med pa a avdekke forskjeller i tilstan-
den etter vinterhiberneringen. Ved fotografering kan ogsa individene kjennes igjen og ved nok data
kan vi beregne individuell overlevelse i naturlige miljg.

Genetisk prgvetakning- Ved at padde ogsa kan vaere vanskelig og prgveta igiennom sesongen da de
er sky, samt i perioden mellom nylig metomorfoserte juvenile og kipnnsmodne adulte, vil innsamling
matte fglges opp over lengre tid med arlig individuell prgvetakning av infiserte populasjoner. Inn-
samling ved bilder (over) er billigere, men innsamling og analyse av genetiske prgver vil ogsa gi in-
formasjon om genetisk variasjon og eventuelle flaskehalser som de infiserte metapopulasjonene gar
igiennom.

Beregning av effektive populasjonsstgrrelser for friske og infiserte populasjoner- At infiserte dyr

utvikler mindre kjgnnsorganer kan gi lavere reproduksjon. Padde legger egg i snorer som de som
regel tvinner inn i andre snorer fra andre individer, slik at det kan veere vanskelig & overvake repro-
duksjonsinnsats i gytetiden. Innsamling av egg for genetiske analyser kan avdekke antall hunner og
hanner i gytebestanden, informasjon som kan brukes inn mot forvaltningen av robuste genetiske
populasjoner.

Bilde. Hanner spéider etter damer som forhapentligvis vakner opp etter vinterdvalen ogsa i fremtiden. ©
Jeroen van der Kooij
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