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Sammendrag 
Taugbøl, A., Dervo, B.K., Brandsegg, H. & Fossøy, F. 2019. Analyser av miljø-DNA og 
strykeprøver for overvåking av soppen Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) i Akershus. 
NINA Rapport 1660. Norsk institutt for naturforskning. 

Analyser av miljø-DNA er en forholdsvis ny metode for overvåking av arter og økosyste-
mer der innsamling av prøver ikke er avhengig av langvarig innsats eller taksonomisk eks-
pertise i felt. Denne metoden har vist seg å være svært effektiv med tanke på overvåking 
av truede arter og arter som det er vanskelig å oppdage visuelt i felt. En slik art er soppen 
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), som parasitterer huden til amfibier og som kan gi ut-
fall i infeksjonssykdommen chytridiomykose. Det ble for første gang påvist Bd i Norge i 
2017, og patogenet ble påvist i fem av femten ulike amfibiedammer i Akershus, sør for 
Oslo, ved hjelp av miljø-DNA-analyser. I denne rapporten oppsummerer vi prøveinnsam-
ling og analyser for 2018. I tillegg til miljø-DNA-prøver ble det også fange dyr og tatt stry-
keprøver fra huden. Det ble samlet inn vann fra de 5 kjente infiserte dammene og fem kon-
trolldammer ved fem ulike tidspunkt, med en forventning om økt utslag av Bd utover se-
songen basert på resultater fra 2017. Resultatene fra 2018 viser derimot en motsatt effekt, 
med lavere konsentrasjoner av Bd inn mot de varmere sommermånedene i de to prøvene 
som er positive fra samme dam (Østre Støkken) og ingen positive utslag fra den siste inn-
samlingsrunden. Det ble påvist Bd i en ny dam med vannprøver for 2018, i Nordre Holstad, 
mens Garderenga ikke fikk utslag på Bd i 2018. Det ble også påvist smitte på dyr i 4 av 5 
dammer da ingen av de innfangede dyrene slo positivt ut på Bd i Garderenga.  

Positive prøver er generelt pålitelige med metoden vi har brukt i denne analysen, og vår 
erfaring tilsier at falske positiver (påvisning av en art selv om det ikke finnes i lokaliteten) er 
svært sjeldne. Usikkerheten rundt en negativ prøve er derimot mer uviss, og det at Bd ikke 
ble påvist i miljø-DNA prøvene selv om strykeprøver hadde positive utslag kan skyldes 
flere årsaker, som for eksempel vannkvalitet i lokaliteten, temperatur, tetthet av arten, prø-
vevolumet som ble innsamlet samt behandling og analysering av prøven på lab. En nega-
tiv miljø-DNA-prøve bør derfor ikke sees på som et endelig bevis for arten ikke finnes i lo-
kaliteten. Med tanke på de spesielt høye temperaturforholdene sommeren 2018 og lite 
kunnskap om hvordan livssyklusen til Bd opptrer i våre nordlige dammer, er det gode grun-
ner til å tro at vi enten kan ha samlet inn fra dammene på et ugunstig tidspunkt på dagen, 
at en forhøyet dam-temperatur kan ha ført til atferdsendringer hos vertsdyrene slik at vi 
ikke fanger opp sporstoffer fra huden i like stor grad som i 2017, eller at syke dyr har hatt 
kortere oppholdstid i dammene i 2018.  

Forfattere: 
• Annette Taugbøl1, Annette.Taugbol@nina.no
• Børre K. Dervo1, Borre.Dervo@nina.no
• Hege Brandsegg2, Hege.Bransegg@nina.no
• Frode Fossøy2, Frode.Fossoy@nina.no

1) NINA Lillehammer, Fakkelgården, Vormstuguvegen 40, 2624 Lillehammer
2) NINA Trondheim, Postboks 5685, Sluppen, 7485 Trondheim

mailto:Annette.Taugbol@nina.no
mailto:Borre.Dervo@nina.no
mailto:Frode.Fossoy@nina.no
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Forord 
Soppen Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) ble for første gang påvist i Norge i 2017, i fem 
dammer i Akershus. Bd er et patogen som har forårsaket store nedganger i amfibiebestan-
der verden over med sykdommen chytridiomykose, og flere arter har trolig blitt utryddet i 
blant annet Australia og Sør Amerika. Selv om det per i dag ikke ser ut til at Bd påvirker våre 
skandinaviske arter i like stor grad er det allikevel grunn til bekymring- vi vet ikke hvor lenge 
Bd har infisert dammene, i hvilket omfang dyr påvirkes eller hvordan soppen eventuelt vil 
kunne bli sykdomsfremkallende også hos norske arter gitt varmere klima.    

Denne rapporten oppsummerer resultater fra vannprøver samlet inn fra 10 dammer i Akers-
hus ved fem ulike prøvetidspunkt. Prøvene ble testet på markører for Bd, storsalamander, 
småsalamander, buttsnutefrosk, spiss-snutefrosk og padde. Det ble også fanget dyr i ruser 
ved flere tidspunkt for å identifisere hvilke(n) art(er) som er infiserte av soppen, og for å 
kvantifisere prevalensen av smittede dyr.   

Prosjektet har vært finansiert av Miljødirektoratet og ledet av undertegnede med hjelp av 
Frode Fossøy, Hege Brandsegg og Børre Dervo. Vi ønsker å takke Dag Dolmen og Åge 
Brabrand for tilsending av vevsprøver for frosk og padde og Ingrid Regina Reinkind hos 
Miljødirektoratet for god tilrettelegning av prosjektet. 

Lillehammer, Mars 2019 

Annette Taugbøl 
Prosjektleder 

Figur 1.1 ”feltbil” med vannfiltreringsutstyr 
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1 Innledning 
 
 
1.1 Miljø-DNA   
 
En arts tilstedeværelse i et økosystem kan måles på mange ulike måter, der rapporteringene 
kan svinge fra kun påvisning av positive funn (tilstedeværelse av en art) til faktiske popula-
sjonsdata. For mange arter kan det være krevende å dokumentere tilstedeværelse med 
tanke på arbeidsinnsats og økonomi. Dette kan også gjelde for vannlevende dyr, der esti-
mater og påvisning av arter kan avvike fra faktiske forhold på grunn av lav fangbarhet eller 
sesongbetonte adferdsvariasjoner. Det er viktig å vite arters utbredelse, slik at man bedre 
forstår artenes økologiske krav og hva endringer i økologiske forhold kan forårsake over tid.  
 
Miljø-DNA, fra det engelske environmental DNA (eDNA), brukes i denne rapporten om alt 
DNA isolert fra vann. Dette er en kompleks blanding av DNA-fragmenter fra ulike organismer 
i det gitte miljøet (Thomsen et al. 2012). Miljø-DNA representerer ideelt sett alle arter i et 
bestemt økosystem, der det isolerte DNAet kan analyseres med arts-spesifikke genetiske 
markører om arten er tilstede i miljøet, og DNA-et fra denne er fanget opp i prøven. Påvis-
ning av arter er den metoden som er mest brukt i dag. Mengde DNA fra artene kan også 
brukes til å estimere antall individer eller biomasse av arten i lokaliteten, men dette er i 
mindre grad testet ut i naturlige systemer. Siden mengde DNA for en art i praksis avhenger 
av individenes kroppsstørrelse, ”DNA-lekkasje”, aktivitetsnivå, habitatvalg og temperatur 
kan ulike prøver tatt ved ulike tidspunkt igjennom sesongen eller ved ulike steder innen ha-
bitatet gi svært variable resultater med hensyn til populasjonsberegninger. For de fleste ak-
vatiske dyr har man funnet ut at mengde miljø-DNA øker ved høyere tetthet, temperatur og 
aktivitet. Samtidig blir DNA brutt ned av sollys (UV-lys), extracellulære enzymer og ulike 
kjemikalier, og vil også sedimenteres fra vannsøylen.  
 
NINA har i løpet av de siste årene utviklet både prøvetakingsutstyr og molekylære verktøy 
for analyser av miljø-DNA og har verifiserte protokoller for mange akvatiske organismer 
(Fossøy et al. 2017, Taugbøl et al. 2017, Taugbøl et al. 2018). 
 
 
1.2 Bakgrunn for prosjektet 
 
Patogenet Batrachochytrium dendrobatidis, en algesopp som heretter omtales som Bd, ble 
for første gang påvist i Norge i 2017 ved positive funn av miljø-DNA i fem lokaliteter i 
Akershus (Taugbøl et al. 2017) og Norge hadde fått en ny fremmed art. Med fremmede ar-
ter menes arter, underarter og bestander av arter, som ved hjelp av mennesker har blitt in-
trodusert utenfor det området de normalt lever i. Fremmede arter kan ha en stor økologisk 
påvirkning, og på verdensbasis regnes fremmede skadelige arter som den nest største år-
saken til tap av biologisk mangfold. Fremmede arter trenger nødvendigvis ikke være ska-
delige, men ved at Bd kan påføre amfibier infeksjonssykdommen chytridiomykose regnes 
Bd som en skadelig fremmed art.  
 
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). Til tross for at Bd er påvist over store geografiske områder og i forholdsvis høye 
konsentrasjoner hos smittede individer, er det foreløpig 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 
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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 eu-
ropeisk art har, så langt vi vet, 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. I tillegg er det få eller ingen kartleggingsprogrammer i de skandinaviske landene, 
av verken Bd eller samtlige amfibiearter, og Bd kan derfor ha eller ha hatt evolusjonær på-
virkning uten at det hittil har blitt dokumentert. Det er også nylig påvist at overlevelse med 
Bd mest trolig viser en ikke-lineær sammenheng mellom smittedose og overlevelse, noe 
som vil si at en liten forskjell i mengde infeksjon (antall zoosporangier i huden), kan ha høy 
innvirkning på overlevelse (Wilber et al. 2017). Per i dag vet vi ingenting om hvilke konsen-
trasjoner av Bd-sporer vi har i de smittede dammene, og vi vet derfor også lite om potensielle 
fremtidige konsekvenser.  
 
Bd har trolig spredt seg til Sverige relativt nylig ettersom det ikke ble påvist Bd hos noen av 
de 197 undersøkte konserverte froskene fra 1994-2004 (Garner et al. 2005). De første po-
sitive funnene i Sverige ble funnet i 2009 (Hallengren), og i 2017 ble det bekreftet at Grøn-
flekkspadder i Sverige bar på en av de mest virulente stammene av Bd (BdGPL). Eksperi-
mentelle studier på frosk og padde i Sverige viser også at eksponering og smitte av denne 
Bd-varianten fører til høy dødelighet hos vanlig padde, da over halvparten av 100 smittede 
dyr døde i et eksponeringsforsøk utført i Uppsala, mens ingen av paddene i kontrollgruppen 
døde (S. Meurling, upubliserte resultater). Ved å ta hudprøver av svenske frosk og padder i 
felt som senere ble isolert for DNA har det blitt dokumentert en prevalens av smittede dyr 
på mellom 1-64%, en variasjon som både er avhengig av art og dam. Det er ingen som vet 
hvorfor det er så stor variasjon mellom smittede individer, eller hvorfor noen dammer blir 
smittet mens andre ser ut til å ha en større motstandsdyktighet eller mer gunstig plassering. 
 
I Norge er Bd kun påvist i Akershus i vannprøver som ble samlet inn i 2017. Lokalitetene i 
Akershus hvor det ble påvist Bd ligger relativt spredt og representerer dammer av ulike stør-
relser. De positive prøvene hadde forholdsvis lave konsentrasjoner av Bd, men ettersom 
resultatene var konsistente mellom ulike replikate prøver fra dammene, er det liten tvil om 
at dammene er infiserte. En av lokalitetene (Ottarsrud) ble prøvetatt ved tre ulike tidspunkter, 
der 13 av 14 enkeltprøver gav positivt utslag for Bd (Taugbøl et al. 2017). Den ene negative 
prøven var tatt i den første innsamlingsrunden i Akershus og ble tolket som et resultat av lav 
infeksjon i dammene tidlig på året. Dette var gjeldende for alle dammene, da det var signifi-
kant økning av Bd med tidspunkt for innsamling senere i sesongen. Dette var også delvis 
forventet, gitt økt temperatur og aktivitet på dyrene, men resultatet kan også skyldes meto-
diske svakheter. Dyrene vi fanget i 2017 viste ingen tegn til infeksjon, men det kan være 
svært vanskelig å identifisere Bd-infiserte individer visuelt. Frosk er hovedvert for Bd og frem 
mot denne rapporten var det ikke gjort noe forsøk på å finne ut av hvilke amfibiearter i dam-
mene som var bærere av smitten.  
 
Det var derfor ønskelig å øke omfanget av Bd-kartleggingen i 2018 for å øke kunnskapsni-
vået i de fem infiserte dammene mht. prevalens (smitteomfanget) av Bd på frosk, padde og 
begge salamanderartene gjennom fangst av dyr og strykeprøver av hud. Det var også øns-
kelig med mer kunnskap om hvordan konsentrasjonen av Bd i vannet utvikler seg igjennom 
sesongen for å se om tendensen av økt miljø-DNA av Bd speilet resultatene observert i 
Ottarsrud for 2017, med signifikant økning fra første til siste innsamling.  
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2 Materialer og metoder 
 
 

2.1 Utvelgelse av dammer for positive kontroller 
 
Alle de fem dammene med positive utslag på Bd for 2017 ble også prøvetatt i 2018 (Figur 2.1, 
denne rapporten). For å undersøke om Bd eventuelt påvirker tilstedeværelsen av de ulike amfi-
bieartene i de infiserte dammene ved mengden miljø-DNA ved ulike tidspunkt (se punkt 2.2), 
valgte vi i tillegg ut 7 ulike friske dammer som vi samlet inn samtidig som de infiserte. Grunnen 
til at vi valgte 7 dammer var risikoen for at en eller flere av de dammene vi valgte skulle vise seg 
å være infiserte og at vi dermed skulle få et for lite utvalg av kontrolldammer. Figur 2.1. viser 
dammene som ble samlet inn i 2018. 
 
 
2.2 Utvelgelse av tidspunkt for innsamling av vannprøver 
 
Da en av de fem dammene som ble samlet inn i 2017, Ottarsrud, viste indikasjoner på at meng-
den av Bd økte utover sesongen, valgte vi fem ulike innsamlingstidspunkt for vannprøvene med 
hovedfokus på juni og juli. Datoene for innsamling av vannprøvene kan sees i Tilleggsmateriale 
Tabell 1. 
 
 
2.3 Innsamling av vannprøver 
 
Alle dammer ble samlet inn på samme måte: 
 

- Det ble samlet inn 0,2 L vann fra 10-15 punkter i en oppsamlingskanne. Grunnen til 
at det samles inn vann fra flere punkter er å øke sannsynligheten for å kunne på-
vise DNA fra Bd samt å forsøksvis redusere naturlig variasjon mellom prøver da 
miljø-DNA har vist seg å ha en klumpvis fordeling i vannmassene 

 
- Fra oppsamlingskannen ble vannet filtrert ved hjelp av en batteridrevet peristaltisk 

pumpe og et 0.45 µM filter (Thermo Scientific Neglene CN 145-0045) som deretter 
ble preservert i 1440 µl ATL-buffer (Qiagen). 

 
- Vi testet også et 2.0 μm glassfiberfilter ved enkelte tidspunkt. Disse filtrene ble pre-

servert i 4050 µl ATL buffer.  
 
 
2.4 Innsamling av styrkeprøver 
 
Vi satte ruser i flere omganger for innsamling av amfibier for å ta strykeprøver av huden. En 
slik prøver kan indikere om dyret er smittet av Bd eller ikke via DNA-analyser, se Tilleggs-
materiale Tabell 2. for rusefangstdatoer. Ved å samle inn prøver fra ulike amfibiearter var 
målet å finne ut av hvilke arter som er smittet av Bd og hvor mange individer innen hver art 
som er smittet, såkalt prevalens. Kunnskap om prevalens vil også kunne gi indikasjoner på 
hvor mange smittede dyr som må til i en dam for å få positive signaler i vannprøven. 
 
En av hovedutfordringene med innsamling av dyr er at mengden Bd så ut til å øke med 
sesong, basert på 2017-dataene, samtidig som dyrene blir mindre fangbare grunnet redu-
sert reproduksjonsaktivitet. Økt smittetrykk utover i sesongen gir trolig er høyere antall smit-



NINA Rapport 1660 

9 

tede dyr utover i sesongen, i tillegg til at smitteområde (infisert hud) på enkeltdyr sannsyn-
ligvis også øker utover sesongen. Hvert fanget individ ble derfor strøket godt rundt føttene 
og munn med en q-tips som ble lagret i ATL-buffer for DNA-analyser.  
 
 
2.5 DNA isolering 
 
For isolering av DNA fra q-tips ble det benyttet DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen). Fra 
0,45 µM filtrene ble DNA isolert ved hjelp av en modifisert DNeasy Blood & Tissue  protokoll 
beskrevet av (Spens et al. 2017). For 2,0 µM glassfiberfiltre ble DNA isolert ved hjelp av en 
modifisert NucleoSpin Plant II Midi (Macherey-Nagel) protokoll.  
 
 
2.6 Digital dråpe PCR (ddPCR) og kvantitativ PCR (qPCR) 
 
For å påvise miljø-DNA, samt kvantifisere mengden DNA fra stor og liten salamander ble 
det kjørt ddPCR med artsspesifikke primere. ddPCR er en PCR metode som gir en absolutt 
måling av DNA molekyler i prøven ved at hver prøve deles opp i inntil 20 000 små oljedråper 
der det foregår en separat PCR-reaksjon. Etter endt PCR-reaksjon blir hver dråpe avlest 
som et positiv (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 effektivi-
teten til PCR-reaksjonen og de genetiske markørene og at flere PCR-reaksjoner kan slås 
sammen slik at man kan få bedre avleste prøver mht. totalkonsentrasjon av originalt DNA-
innputt. Ved å kombinere flere kjøringer vil man anta at antall DNA-kopier per dråpe vil danne 
en Poisson fordeling hvor punktsannsynligheten er gitt ved:  
   
 

𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 1)     [𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷] =
− log(antall negative dråper)

totalt antall dråper
dråpevolum

 
 
 

Videre, for å kunne kontrollere for filtrert vannvolum og mengde DNA-ekstrakt brukt i hver 
analyse har vi laget et mål på antall DNA kopier per liter gitt ved: 
 

𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 2)    𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝐿𝐿𝑘𝑘𝑘𝑘 𝑘𝑘𝑘𝑘 𝐿𝐿 𝑣𝑣𝑣𝑣𝐿𝐿𝐿𝐿 =
[DNA]/(ddPCR volum ∗ DNA ekstrakt volum)

mengde vann 
 

 
Ved å bruke ligning 2) oppnås et standardisert mål på DNA-mengde i prøve kontrollert for 
filtrert vannvolum, samt ulike volumendringer og fortynninger i lab. Det er spesielt viktig å 
kontrollere for mengde vann filtrert for prøver samlet inn i salamanderdammer da dette ofte 
er vann med variabelt innhold av partikler. Vi bruker derfor dette målet gjennomgående i 
denne rapporten for å gjøre tolkningen av dataene lettere. For å unngå falske positive sig-
naler, har vi satt en grense på minst tre positive dråper i analysen. Alle prøver med 1-3 
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 en eller i sjeldne tilfeller to positive dråper.  
 
Prøvene ble også analysert ved hjelp av real-time PCR (q-PCR) med genetiske markører 
artsspesifikk for Bd, spissnutefrosk, buttsnutefrosk og padde. Dette er en kvantitativ PCR 
metode hvor amplifisering av PCR produktet avleses for hver PCR syklus (real-time), i mot-
setning til ddPCR som er en end-point avlesning. Mengde DNA fra arten som undersøkes 
vil teoretisk dobles for hver PCR syklus og avleses vha. fluorescens. Når økningen når eks-
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ponentiell fase, vil man ved hjelp av en standardkurve fra positiv kontroll med kjent konsen-
trasjon, kunne beregne mengde DNA fra hhv. Bd, spissnutefrosk, buttsnutefrosk og padde i 
prøven.  
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3 Resultater 
 
Det ble samlet inn totalt 47 vannprøver fordelt på 5 innsamlingsperioder og 12 lokaliteter for 
2018, se Tilleggsmateriale Tabell 1 for resultatene fra ddPCR og qPCR på småsalamander, 
storsalamander og Bd for de ulike lokalitetene og innsamlingsdatoene. Hovedresultatet for 2018 
er et nytt funn av Bd i en ny i Akershus, i Nordre Holstad, med en positiv prøve. En av utford-
ringene med å samle inn vannprøver er å få tatt en prøve som representerer kilden det er 
tatt fra da dyr og miljø-DNA kan ha en klumpvis fordeling. Mengden DNA per liter vann i 
denne analysen vil derfor kun til en viss grad reflektere tettheten av dyr i lokaliteten. 
 
3.1 Resultater fra vannprøver innsamlet i Akershus 2018 
 
3.1.1 ddPCR og qPCR av Bd 
 
Bd ble påvist i totalt 3 vannprøver med ddPCR, en i Tokerud og 2 i Østre Støkken, og 7 vann-
prøver med qPCR, de samme tre som ble positive med ddPCR, og i tillegg en positiv prøve i 
Nordre Holstad, en i Østre støkken og to i Ottarsrud, se Figur 3.1 for en oppsummering av hvor 
Bd ble detektert med de ulike metodene. 
 

 
Figur 3.1. Kart som viser lokaliteter med positive prøver for Bd merket i rødt (fem påviste dammer i 
2018), samt en oversikt over hvilke prøvetyper som har slått positivt ut til høyre for hver av lokalite-
tene. Garderenga har ingen positive prøver for 2018 men hadde positive vannprøver i 2017 og er 
derfor skissert som oransje, mens grønn indikerer Bd-frie dammer. Holstad Nord er ny for 2018. 
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3.1.2 ddPCR av småsalamander og storsalamander 
 
Alle vannprøvene samlet inn ble også kjørt på småsalamander og storsalamander. Nordre 
Rånåsdammen og Holstad var preget av veldig lite vann og ble kun samlet inn to ganger, 
Fjøser ble tappet ned i jordbærsesongen og fikk tilført vann fra flere dammer i rør, så denne 
ble heller ikke samlet inn under siste innsamlingsrunde. Resultatene for de ulike dammene 
og innsamlingstidene er oppsummert i Tilleggsmateriale tabell 1 og i Figur 3.2.   
 

 
Figur 3.2 viser miljø-DNA (kopier per liter) resultatene for småsalamander (blått) og storsa-
lamander (grått) for de ulike innsamlingstidspunktene. Rød kant rundt plott indikerer Bd-
smittede dammer. 
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3.1.3 qPCR og ddPCR av padde og frosk 
 
For hver art ble det analysert en 1:10 fortynningsserie på DNA isolert fra en ren vevsprøve 
fra de tre artene undersøkt. Denne fortynningsserien har kjent konsentrasjon og standard-
kurven fra disse benyttes til å beregne konsentrasjonen av de tre artene i prøvene.  

For hver art ble det kjørt en fortynningsserie på 7 ganger 1:10 basert på DNA isolert fra en 
ren vevsprøve. Ut fra dette satte vi følgende CT-grenser for å karakterisere en prøve som 
positiv basert på formen på standardkurven: Padde: 37.9; Buttsnutefrosk: 38.7; og Spiss-
snutefrosk: 38.8. Dataene er oppsummert i Tilleggsmateriale Tabell 3 og oppsummert i 
Figur 3.3. 

 
Figur 3.3. Kart som viser distribusjonen av frosk og padde ifølge miljø-DNA resultater opp-
summert fra Tilleggsmateriale Tabell 3. 
 

 
Figur 3.4. Frosk fanget i Ottarsrud 
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3.2 Resultater fra strykeprøver innsamlet i Akershus 2018 
 
Det ble tatt strykeprøver av de to salamanderartene ved to ulike tider grunnet is på vannet 
på dammen ved Røer gård og Østre støkken, se Tabell 3.2 og Figur 3.4. Innsamlingen av 
frosk og padde var svært tidkrevende og gav lite fangst, se Tilleggstabell 2 for antall inn-
samlede dyr. Av artene var det kun storsalamander som slo ut positivt på Bd, og det ble 
samlet inn positive prøver for 4 av 5 lokaliteter, se Tabell 3.2. Av dammene hadde Røer 
Gård den høyeste prosenten med smittede storsalamandere med 7 av 10 smittede dyr. Når 
det gjelder faktisk antall smittede dyr er det vanskelig å vurdere om alle de 7 dyrene som slo 
ut på smitte faktisk er smittet, da konsentrasjonen av Bd-DNA på mange av dyrene er svært 
lav og de positive utfallene f.eks. kan komme av en smitte-effekt inne i rusene gitt at et eller 
flere smittede dyr er i nærkontakt med friske dyr. I ddPCR kjøres svært mange PCRer sam-
tidig (opp mot 20 000), og når kun f.eks. 3 av disse er positive er det en avveiing å anse 
prøvene som positive eller ikke, og resultatene oppgitt i Tabell 3.2. er dermed trolig en over-
estimering av antall smittede dyr per lokalitet. Oppsummert slo 4 av 15 storsalamandere ut 
på Bd i Ottarsrud, 7 av 10 i Røer Gård, 1 av 7 i Tokerud og 6 av 10 i Østre Støkken.  
 
Tabell 3.2. Tabellen oppsummerer de positive funnene av Bd på hud av de innsamlede 
dyrene. Se Tilleggs tabell 2 for en fullstendig liste av innsamlede dyr.  
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Figur 3.5. Året 2018 var preget av et raskt skifte fra vinter til vår og raske forandringer i 
lokale forhold; bilde a) viser en isbelagt Garderenga der det ikke ble fangst i noen av ort-
mannsfellene som ble satt ut 24.04.2018, mens bilde b) og c) viser Ottarsrud på samme 
dato, der det er full aktivitet og det ble innfanget hele 57 storsalamandere fordelt på seks 
ortmannsfeller. Avstanden mellom dammene er ca. 11 Km. 



NINA Rapport 1660 
 

16 

4 Diskusjon  
 
Det ble filtrert vannprøver fra 12 dammer og fanget inn dyr for DNA-analyser av hudprøver 
fra 5 dammer i 2018. Dette resulterte i positive funn av Bd i 4 dammer med vannprøver og 
4 med strykeprøver fra storsalamandere, oppsummert til totalt fem dammer som hadde po-
sitive prøver for Bd i 2018, se Figur 3.1. Garderenga, som slo ut positiv på Bd med vann-
prøver for 2017 hadde ingen positive prøver for Bd i 2018.  
 
 
4.1 Påvisning av arter i lokalitetene ved vannprøver 
 
Bd ble kun påvist i to lokaliteter når vannprøvene ble kjørt på ddPCR og fire lokaliteter når 
prøvene ble kjørt på qPCR. Tidligere testing viste at punktprøver tatt på samme tid og sted 
kunne være svært variable med hensyn på miljø-DNA-konsentrasjonen for de to salaman-
derartene (Taugbøl et al. 2018). Ved å samle inn vann fra flere punktprøver i en oppsam-
lingskanne har vi tidligere påvist en klar reduksjon i variasjonen mellom prøver, og resulta-
tene blir dermed mer pålitelige (Taugbøl et al. 2018). Når vi allikevel har så få positive prøver 
på Bd ved miljø-DNA-analyser kan dette tyde på at de varme forholdene i 2018 kan ha 
redusert forekomsten eller smittetrykket av Bd i Akershus. Men det skal også nevnes at det 
er høy usikkerhet rundt årets negative prøver, spesielt for de lokalitetene der det er påvist 
smitte på dyr. At en art ikke blir påvist kan skyldes flere årsaker, som for eksempel vann-
kvalitet i lokaliteten, temperatur, tetthet av arten, prøvevolumet som ble innsamlet samt be-
handling og analysering av prøven på lab. 
 
Sommeren 2018 var en over gjennomsnittlig varm sommer og vannprøvene som ble samlet 
inn i juli kan ha gitt dam-temperaturer som overstiger optimumet til Bd som ligger på ca. 17-
25° C (Piotrowski et al. 2004). En annen årsak kan være at dyrene kan ha samlet seg mer 
ned mot bunnen og kjøligere vannmasser for å redusere energibruk, slik at kantsonene, der 
vannprøvene ble samlet inn har blitt mindre eksponert for amfibie-DNA, og dermed også 
DNA fra Bd. Og selv om dyrene ved varmere vann må oftere opp for å puste var det trolig 
mindre omrøring i vannmassene i 2018 sammenlignet med 2017, men vi har ikke data for å 
analysere om dette stemmer. Mer stillestående vann vil i så fall gi mer opphopninger av 
miljø-DNA og stor variasjon i konsentrasjoner innad i vannet. I tillegg vil den solrike somme-
ren ha gitt økt UV-innstråling til dammene, som igjen bryter ned miljø-DNA og reduserer 
oppholdstiden til miljø-DNA-et (Rees et al. 2014). Tidligere studier har også vist at ameri-
kanske oksefrosker hadde en høyere infeksjonsgrad av Bd 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. Dammene i Akershus hadde en temperatur som 
oversteg 20 grader flere ganger i juni (Taugbøl & Dervo 2019), så en negativ miljø-DNA-
prøve bør derfor ikke sees på som et endelig bevis for arten ikke finnes i lokaliteten. 
 
I 2017 indikerte resultatene fra tre vannprøver innsamlet i Ottarsrud fra mai til juni at meng-
den av Bd så ut til å øke gjennom sesongen, mens miljø-DNA konsentrasjonen av salaman-
derartene avtok i samme periode. Med så få positive prøver av Bd (kun to prøver i Østre 
Støkken) har vi ikke grunnlag for å kjøre de samme testene på årets data, men når det 
gjelder storsalamander og småsalamander i de infiserte dammene ser vi ingen tegn til ned-
gang av miljø-DNA i de Bd-infiserte dammene for 2018, se Figur 3.2. Når det gjelder kon-
trolldammene er det vanskeligere å se et mønster. I Nordre Holstad, som i utgangspunktet 
var en kontrolldam ble det påvist Bd med qPCR lenge etter felt-sesongen var over, og i 
Fjøser ble det oppdaget at grunneier tappet inn vann fra tre andre nærliggende dammer. 
Nordre Rånåsdammen og Holstad tørket inn i så stor grad at det var vanskelig å komme til 
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vannet da breddene besto av et tykt gjørmelag. I Østre Glenne fant vi ikke miljø-DNA fra 
hverken storsalamander- eller småsalamander i prøvene tatt i juni og tidlig juli.  
 
Når det gjelder frosk og padde illustrerer Figur 3.3 lab resultatene som har verdier over 
falske positiver på kart. Av Bd-infiserte dammer er det kun Røer gård og Tokerud som ikke 
slår ut på noen av de tre artene, mens kun Østre Glenne slår ut av kontrolldammene. Gar-
derenga slår ut på spiss-snutefrosk. Ingen av kontrolldammene har lab-verdier som er sikre 
nok til å slå fast at de mest sannsynlig har frosk eller padde, men dette er resultater som har 
høy usikkerhet og bør testes videre.   
 
4.2 Påvisning av Bd på hudprøver 
 
Av de 91 prøvene som ble samlet inn på storsalamander, småsalamander og frosk var det 
kun storsalamander som hadde vevsprøver som slo positivt ut på Bd. At de smittede dy-
rene ikke virker svekket kan indikere at storsalamander kan være bærere (vektorer) av Bd 
uten å selv bli nevneverdig påvirket, men dette må undersøkes nærmere i egnede forsøk. 
Mange av de positive Bd-prøvene på storsalamander har lav konsentrasjon. Dette kan for-
klares med lav smitte på individene eller at smittede individer i rusene de er fanget smitter 
over Bd på andre dyr. Hvis dette var tilfelle ville vi også forvente at småsalamandre i de 
samme rusene også hadde hatt lave infeksjonsverdier men dette er ikke tilfelle da ingen 
småsalamandere slår positivt ut. Positive prøver er generelt pålitelige med metoden vi har 
brukt i denne analysen, og selv om enkelte individer kanskje er registrert som falske positi-
ver er det allikevel meget høy grunn til å tilsi at dammene med påvist smitte på storsala-
mander er smittet av Bd.  
 
4.3 Oppsummering og videre anbefalinger 
 
Det ble for første gang lett etter Bd i Norge i 2017, og patogenet ble påvist i fem av femten 
ulike storsalamanderdammer i Akershus (Taugbøl et al. 2017). I 2017 ble Bd påvist ved å 
kun filtrere en halv liter vann for miljø-DNA. I 2018 ble det i tillegg til filtrerte vannprøver også 
tatt strykeprøver direkte fra dyr i de infiserte dammene i Akershus (denne rapporten). Se-
songen 2018 kan oppsummeres i en lang, snørik vinter med en kort vår og en meget varm 
sommer. Enkelte av dammene som skulle samles inn frem mot august tørket så mye inn at 
det var vanskelig eller umulig å nå vannkanten grunnet tykke lag med gjørme, og vannet 
som var igjen hadde høyere temperaturer enn for vanlige år. Det at vi finner lite, eller ingen 
positive prøver av Bd som i Garderenga, kan indikere at det er mindre Bd i vannet og da 
sannsynligvis også på dyrene i 2018 sammenlignet med 2017. Andre studier har også funnet 
meget lite Bd i de varmeste sommermånedene (Olori et al. 2018), så det kan tenkes at den 
unormalt varme sommeren kan ha påvirket enten oppholdstiden til vertsdyrene i vannet slik 
at de har trekt mot land før de friske dyrene, eller at det har vært for varmt for typen av Bd 
som oppholder seg i dammene slik at de ikke har vokst optimalt. Vi vet lite om hvordan 
livssyklusen til Bd er i våre nordlige dammer.  En negativ miljø-DNA-prøve bør derfor ikke 
sees på som et endelig bevis for arten ikke finnes i lokaliteten. I kontekst med at hovedinn-
samlingen av prøver i 2018 foregikk da det var minst sannsynlighet for å detektere Bd (Olori 
et al. 2018) er det derfor meget høy risiko for at dataene våre innehar en stor andel falske 
negativer og at Bd mest sannsynlig har en høyere utbredelse enn vi i dag har data på.  
 
Vi vil derfor anbefale å videreføre prosjektet over flere år for å få økt kunnskap om hvordan 
miljø-DNA konsentrasjonen for Bd og amfibier utvikler seg i smittede dammer igjennom se-
songen da ett år ikke danner nok grunnlag for kunnskap om Bd har en smitteeffekt eller ikke. 
Vi anbefaler videre å øke antall hudprøver (swabbs) av dyr i de smittede dammene, samt 
også å inkludere swabbs i dammer som tilsynelatende er friske for å forsøksvis prøve å 
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utelukke at de kan ha Bd. Vi anbefaler også å innhente vannprøver fra et utvidet område i 
Norge for å få en større innsikt i utbredelsen til Bd. 
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6 Vedlegg  
 
6.1 Tilleggsmateriale Tabell 1 
Tilleggsmateriale Tabell 1 viser innsamlingsdatoer for de ulike lokalitetene og antall DNA 

kopier per liter for Bd (i rødt), småsalamander (i grønt) og storsalamander (i gult), samt 
antall positive dråper for de ulike ddPCRene. Antall positive dråper må være over 3 for at 
prøven regnes med som en positiv prøve.  
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6.2 Tilleggsmateriale Tabell 2 
Tilleggsmateriale Tabell 2 viser lokalitet, dato for innsamling av dyr, hvilken art som er 
fanget inn for hudpørveanalyse av Bd-sporer og hvor mange Bd-DNA kopier som var posi-
tive i dd-PCRen.  
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6.3 Tilleggsmateriale Tabell 3 
Den laveste CT-verdien fra qPCR per lokalitet og det høyeste antall positive dråper fra 
ddPCR per lokalitet er oppgitt. Resultater i rød skrift må sees på som usikre og kan repre-
sentere falske positiver.  

  Padde Buttsnutefrosk Spissnutefrosk 

Lokalitet Cт 
Positive 

Cт 
Positive 

Cт 
Positive 

dråper dråper dråper 

Bellsjødammen           1 

Fjøser 38.80           

Garderenga         36.51   

Horgen           2 

N. Holstad 31.78 71   1   1 

N. Rånådammen 38.39 1         

Ottarsrud     29.94 210 33.27 14 

Røer gård   2 40.61   39.98   

Solberg             

Tokerud         39.27   

Ø. Glenne 38.09 8   1 36.35 2 

Ø. Støkken 39.81 1 38.39   35.49 1 
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