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Sammendrag

Taugbal, A., van der Kooij, J & Origgi, F. 2023. Ranid herpesvirus 3 pavist pa buttsnutefrosk-
Ny amfibiesykdom konstantert pa seks populasjoner av buttsnutefrosk, Rana temporaria, i
Norge. NINA Rapport 2247. Norsk institutt for naturforskning.

Det har lenge veert kjent at herpesvirus infiserer frosk og padde, men i hvilken grad og hvil-
ken effekt infeksjonen har pa bestandene er i stor grad ukjent. Frosk og padde infisert med
Ranid herpesvirus er som regel assosiert med synlige utvendige gelelignende utvekster,
men dette trenger ikke ngdvendigvis alltid & veere tilfelle (ulike sykdomstegn for de tre ulike
kjente Ranid herpesvirus-ene som kan infisere amfibier).

Det ble svabret 10 frosk fra Sgrlie i 2021, der hele seks av ti prgver ble bekreftet positive,
ogsa fra frosk som ikke hadde synlige blemmer. En utvidet kartlegging av frosk og juvenile
i 2022 paviste viruset i alle de fire geografiske omradene der det ble samlet inn frosk; Lille-
hammer, Sgrli, Skytta og Gjellerasen. | tillegg ble det for farste gang bekreftet positive funn
fra juvenile frosk (rompetroll)- noe som indikerer at adulte frosk smitter eggene i vannet;
kunnskap som kan brukes for a begrense smitteomfanget i allerede infiserte dammer.

Vi har per i dag undersgkt et meget begrenset geografisk omrade i Norge for smitte, og det
er meget begrenset kunnskap i litteraturen om konsekvenser av smitte av Ranid herpesvirus
for frosk. Videre er det per i dag sveert fa amfibiepopulasjoner som overvakes i Norge, sa
det vil veere vanskelig a fange opp eventuell gkt dgdelighet direkte fra viruset og ikke f.eks.
lav naturlig overlevelse av andre arsaker. Buttsnutefrosk er fortsatt vanlig i Norge, men bar
allikevel inn i et overvakningsprogram over populasjonstrender sammen med andre amfi-
bier, da amfibier har blitt en sveert sarbar gruppe pa kort tid. En metode som kan vurderes
er overvakning av antall dyr ved standardisert innfangning og/eller telling av eggklaser, samt
for eksempel genotyping avimmungener (MHC-loci) for & falge opp genetisk diversitet innen
populasjoner og omrader.

Forfattere:
o Annette Taugbgl, Vormstuguvegen 40, 2624 Lillehammer, annette.taugbol@nina.no

o Jeroen van der Kooji, Naturformidling, konsekvensutredning og forskning,
Rudsteinveien 67, 1480 Slattum, jevader@online.no

o Francesco Origgi, Institute of Animal Pathology, Department of Infectious Diseases and
Pathobiology, Vetsuisse Faculty, University of Bern, Langgassstrasse 122, 3001
Bern-CH, francesco.origgi@vetsuisse.unibe.ch
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Forord

Som en del av et kartleggingsoppdrag fra Miljadirektoratet, som omfattet pavisning av sop-
pen Batrachytrium dendrobatidis (Bd) i Oslo-omradet, ble det varen 2021 ogsa samlet inn
svabre-prgver fra frosk ved Serli i Nittedal. Prgvene ble samlet inn fra frosker som var pa
vei til gytedammen etter hibernering. Det ble ikke pavist Bd fra Serli, men siden det ble
oppdaget blemmelignende geleklumper pa ryggen til to av individene (Figur 1) sendte vi
bildene til kollegaer i Europa som gjorde oss oppmerksomme pa at dette kunne dreie seg
om herpesvirus. Prgvene fra Serli ble derfor sendt til Bern Universitet, da det her nylig var
beskrevet en ny type Ranid virus og oppsettet for testing allerede var pa plass. Prgvene ble
senere bekreftet positive og det ble gitt midler for en utvidet testing av frosk i Nittedalsom-
radet. Denne rapporten omfatter en oppsummering av resultatene fra innsamlingen 2021,
samt resultatene fra den utvidede innsamling i Nittedal og Lillehammer varen 2022 — der det
helt tilfeldig ogsa ble oppdaget gelelignende klumper pa frosk da seksaringen i huset var ute
pa fangst.

Prosjektet har veert finansiert av Miljgdirektoratet og vi gnsker a rette en spesiell takk til
Ingrid Regina Reinkind for god oppfalging av prosjektet.

Januar, 2022
Annette Taugbgl
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1 Innledning

1.1 Kort om parasitter

Virus er sma, obligate intracelluleere parasitter som inneholder RNA eller DNA. Parasitter utgjer
en stor andel arter og er viktige i de fleste gkosystemer. | navnets betydning er en parasitt noen
som utnytter andre, der det gkologiske forholdet mellom en parasitt og dens vert klassifiseres
etter hvordan utkommet er for hver partner; positivt, negativt eller ngytralt. Ved negativt utfall for
en vert vil seleksjon favorisere verter som ikke blir smittet, eller verter som tolererer smitten ved
a svekke parasitten.

At en vert unngar a bli infisert kan ha genetiske arsaker, ved at for eksempel immungener kan
gi resistens mot en spesifikk parasitt, eller pa andre mater svekker parasittens evne til & oppholde
seg i eller formere seg i verten. For & overleve ma parasitten evolvere seg i takt med vertens
forsegk pa a stenge den ute, og kampen mellom & utvikle nye trekk for & unnga a bli oppdaget, a
svekkes eller & ngytraliseres gar i en jevn evolusjonaer runddans mellom arter- ogsa kalt «The
Red Queen» -hypotesen (Van Valen, 1973). Slike strategier er kostbare og selektert for kun sa
lenge reduksjonen i tilpasningsevne er hgyere enn kostnaden av parasittens resistens eller to-
leranse. Siden evolusjonzere tilpasningsevner ikke er uendelige vil populasjoner og/ eller arter
som ikke lengre klarer a holde tritt i «Red-Queen-kapplapet» dg ut. En metode & bekjempe pa-
rasitter pa er via immunsystemet.

1.2 Kort om amfibier og deres immunsystem

Amfibier er verter for en hel del ulike parasitter, der pavirkningsgraden spenner fra lav til dadelig
for ulike amfibiearter (Herczeg et al. 2021). Amfibier er en forholdsvis avansert dyregruppe og
har et velutviklet immunsystem med mange likheter til de mer utviklede vertebratene. Immun-
systemet bestar av to hoveddeler; en medfadt/ uspesifikk del (engelsk: innate) og en ervervet/
spesifikt del (engelsk: adaptivt).

Det uspesifikke immunforsvaret bestar i farste rekke av en fysisk barriere, som hud og ulike
slimhinner, som gjer det vanskeligere for patogenene & komme inn i vertcellene. Det er videre
ikke bare huden i seg selv som beskytter mot infeksjoner, da hudlaget hos de fleste organismer
0gsa bestar av ulike typer substanser. Substansene pa huden kan igjen deles opp i en aktiv (fra
verten selv) og en passiv del (indirekte fra verten). Den aktive delen i det passive immunforsvaret
bestar av antimikrobielle peptider, sterioder, alkaloider, og de passive delene bestar av «micro-
biomety»; som er bakterier og sopp som lever i hudlaget, der ulike typer bakterier f.eks kan spise
opp angripende sopp direkte, eller ogsa skille ut stoffer tilsvarende det verten gjer selv.

Neste del av det uspesifikke immunsystemet bestar av en noe mer spesialisert del, bygd opp av
ulike typer «uspesifiserte» celler hvis funksjon er & drepe egne celler infisert med fremmedlege-
mer; spise opp infiserte celler (engelsk: engulf), samt & gi signaler videre til B- og T-celler i det
adaptive immunsystemet. Det adaptive systemet er det vi kienner som «immunitet», da tidligere
smitte og/eller vaksiner gjar at vi sjelden blir syk avde samme patogene flere ganger via «minne-
T-celler».

Amfibier er vekselvarme dyr med forholdsvis tynn hud, der saerlig det innate immunsystemet er
avhengig av ytre forhold for & kunne virke optimalt (gko-immunobiologi). Abiotiske forhold, som
temperatur, og biotiske forhold, som sammensetning av bakterier i gytedammen, kan gi ulike
grader av tidlig beskyttelse mot patogener. Selv om immunsystemet gir beskyttelse mot mange
naturlige parasitter, vil blant annet pagaende klima-effekter, forurensing og innavl (som pa sikt
vil gi lavere genetisk variasjon ogsa i immungener) som fglge av tapte habitat, fgre til nye like-
vekter for parasitt/vertforholdet, samt at det med gkt spredning av arter ferer til gkt innslag av
fremmede patogener, som ofte gir store konsekvenser for naive verter. Pagaende klimaeffekter
kan for eksempel fare til lavere enn normale-sngmengder over ett eller flere ar, som kan redu-
sere vinteroverlevelse, lavere nedbgr om varen kan gi uttgrking av gytedammene, som igjen vil
redusere tilskuddet av ars-yngel til den totale bestanden.
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1.3 Kort om Ranid herpesvirus

Det har lenge veert kjent at herpesvirus infiserer frosk og padde (Mckinnell,1973), men i
hvilken grad og hvilken effekt infeksjonen har pa bestandene er i stor grad ukjent. Frosk og
padde infisert med Ranid herpesvirus er som regel assosiert med synlige gelelignende ut-
vekster pa huden, men smittede individer trenger ikke alltid & ha synlige blemmer. Bortsett
fra & danne svulster i hudlaget, kan RaHV-1- viruset ogsa infisere metastatiske celler i lever,
fettvevet og blaere. Infeksjon pavirker ogsa genetisk transkribering av ulike gener (Origgi et
al. 2021).

Per i dag er det beskrevet tre ulike herpesvirus med amfibier som verter; Ranid herpesvirus1
(RaHV-1, ogsa kalt Lucké kreft herpesvirus), Ranid herpesvirus 2 (RaHV-2, ogsa kalt fros-
kevirus 4) og Ranid herpesvirus 3, alle i ordenen Herpevirales. Analyser av DNA-genomet
til RaHV-1 og RaHV-3 viser tilhgrighet i Alloherpesviridae-familien (Origgi et al. 2017), som
er genetisk separert fra herpesvirus som infiserer vertebrater. Tilgang til DNA sekvenser av
viruset har ogsa gjort det enklere & gjenkjenne konserverte omrader pa DNAet som kan
brukes til & gjenkjenne arten molekyleert (Licheri et al. 2020).

Figur 1. De to @vre bildene viser frosk fanget inn i 2021 i forbindelse med svabring av Bd, som
senere viste seg a veere infisert med RaHV-3. De to nedre bildene viser frosk fra henholdsvis
Lillehammer og Sarlie samlet inn i 2022, der frosken til venstre har overlappende blemmer over
hele bakparten, mens frosken til venstre har punktvise blemmer pa sidene. Foto: ©Jeroen van
der Kooij/ Annette Taugbgl (frosken i Lillehammer).
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2 Materialer og metoder

2.1 Omradebeskrivelse
Det ble samlet inn praver fra ett omrade i 2021 (Sgrli) og fra fire hovedomrader i 2022 (Figur 2).
Dammen i Lillehammer ligger ved en boligvei med spredt bebyggelse i beiteterreng. innsam-
lingsomradet ved Searli bestar av to dammer (Lille og Store Vassgytjern); som blir betraktet som
et damkompleks da dyrene vandrer mellom dammene. Dam-koordinater er oppagitt i tilleggsin-
formasjon som Tilleggstabell 1.

skytta®u
harkd ‘\i\' — '?‘”l o
A Glellerdsen AN
Gjellerasen(4) |
Figur 2. Innsamlingsomrade. a) Norgeskartet viser grov posisjon for Lillehammer (1) og utsnitt

av Nittedal, der kartutsnittet viser de tre innsamlingsomradene Sgrli (2), Skytta (3) og Gjellerasen
(3). b) Viser innsamling med hovslag ved den ene dammen pa Skytta.

TN

2.2 Innsamlingsprotokoll

Froskene ble enten samlet inn pa vei til dammen (for Searli) eller aktivt hovet ut fra dammen. Ved
innfangning av migrerende dyr ble hvert enkeltindivid/amplexus (en eller flere hanner som
henger fast i en hunn) svabret direkte, mens ved innfangning med hov ble dyrene samlet i en
bgtte far hver enkelt ble svabret og sluppet tilbake i dammen. Svaberen ble lagret i ATL-buffer
for analyse av miljgDNA-spor fra virus pa labb. Det ble totalt tatt prgver av 10 frosk ved Searli i
2021, og totalt ble 27 frosk svabret i april/ mai 2022 for de fire geografiske omradene. Rompe-
trollene ble fanget inn fra fire dammer ved tre tidspunkt; 04.06, 26.06 og 10.07.2022 Etter fangst
ble rompetrollene holdt i ca 0.3-0.4 liter vann i ca 1 time fer vannet ble filtrert igjennom et 0.45-
micron filter konservert i ATL-buffer.

Figur 3. Innsamling av rumpetroll.
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3 Resultater og diskusjon

Det ble funnet positive RaHV-3 prgver fra samtlige omrader testet i denne undersgkelsen,
for bade adulte frosker og pa rumpetroll (Tabell 1). Herpesvirus er oppdaget i de fleste ste-
dene der det er gjennomfart kartleggingsstudier av utbredelsen (Franklinos et al. 2018), og
det ble nylig ogsa sekvensert en linje av viruset fra en sveitsisk padde, kalt Bufonid herpes-
virus 1 (BfHV1) (Origgi et al. 2018). Genetiske markgrer gjgr identifisering av sykdom lettere
og omfanget av paviste infiserte lokaliteter vil sannsynligvis gke fremover.

| Sveits har ulike paddepopulasjoner blitt observert med herpeslignende infeksjoner siden
2014, der de tilsynelatende kunne leve med infeksjonen da de ellers virket friske og bestan-
den holdt seg innenfor normale svingninger. | 2017 ble derimot flere dyr funnet omkommet,
trolig av herpesinfeksjon (de hadde haye utbrudd av herpesvirus, men endelig dgdsarsak
er ukjent (Origgi et al. 2018)). Dette tilsier at populasjoner smittet med herpesvirus ber falges
opp over tid, der man i tillegg til populasjonsestimering for populasjoner med allerede kjente
utbrudd ogsa mé kartlegge utbredelsen til selve viruset/virusene. Per i dag er det ikke pavist
Ranid Herpesvirus pa padde i Norge, men det er kun 10 individer som er testet (fra Serli,
upubliserte resultater).

Tabell 1. Oversikt over positive Ranid Herpesvirus -3 - resultater

Prever ProvelD Omrade Metode Notater
Svabrer 011,012*,013, 015, Serlie Real Time PCR Ogsa testet Bufo
2021 017*, 020 (upublisert), Bufo: negative
qualitative PCR* for BfHV1
Svabrer 7,11,105 Serli Real time PCR
2022 Skytta (upublisert)
Lillehammer
Juvenile 1,2,4,7, RumpetrollD  Real Time PCR
2022 8,10, 12 Fontenedam  (upublisert),
Skytta qualitative PCR
Lillehammer

Frosk med stgrre blemmer sees ofte pa varen og om hgsten. | verten gker RaHV-1 replika-
sjonen ved lavere temperaturer, i kontrast mot selve svulstene som gker ved hgyere tem-
peraturer. Ulike starrelser pa blemmer kan derfor veere relatert til alder pa dyrene, slik at de
gker med arene, men dette ma undersgkes naermere under naturlige forhold. Dyr fra nord-
lige breddegrader, med kortere sommersesong, slik som Norge, kan ogsa dermed ha lengre
perioder med virus-replikasjon. Observasjoner fra flere steder i Europa tyder pa fa observa-
sjoner med blemmer under sommersesongen, noe som kan forklares med lavere replikasjon
av viruset under hgyere temperaturer, men ogsa som en konsekvens av gkt direkte dgde-
lighet og/ eller som en gkt predatorrisiko, som kan veere tilfelle for dyr infisert med Ranavirus
(Chinchar, 2014)- samtidig som det ma papekes at det observeres fa dyr om sommeren.
Dyr med sma blemmer pa varen vil ikke ngdvendigvis utvikle synlige blemmer for sensom-
meren og kanskje allerede veere i darligere forfatning for overvintring enn friske individer.
Ranid herpes-infeksjon er assosiert med dgdelighetsutbrudd, og det er til dels anbefalt & ta
ut sveert smittede individer hvis disse oppdages, da man har hatt grunn til & tro at yngel
infiseres, noe som vises fra rumpetrollpravene i dette studie. Dette bgr midlertidig testes ut
i sterre omfang enn her.

Vi har per i dag undersgkt et meget begrenset geografisk omrade i Norge for smitte, og det
er meget begrenset kunnskap i litteraturen om konsekvenser av smitte av Ranid herpesvirus
for frosk. Videre er det per i dag sveert fa amfibiepopulasjoner som overvakes i Norge, sa
det vil veere vanskelig a fange opp eventuell gkt dadelighet direkte fra viruset og ikke f.eks.
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lav naturlig overlevelse av andre arsaker. Buttsnutefrosk er fortsatt vanlig i Norge, men bar
allikevel inn i et overvakningsprogram over populasjonstrender sammen med andre amfi-
bier, da amfibier har blitt en sveert sarbar gruppe pa kort tid. En metode som kan vurderes
er overvakning av antall dyr ved standardisert innfangning og/eller telling av eggklaser, samt
for eksempel genotyping avimmungener (MHC-loci) for & falge opp genetisk diversitet innen
populasjoner og omrader.

10
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5 Tilleggsinformasjon
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Tilleggstabell 1. Koordinater for de ulike dammene.

Nummer Dam Nord @st

1 Lillehammer 61.14307 10.53527
2 Lille Vassoytjern 60.05868 10.85705
3a Skytta 1 59.99163 10.90485
3b Skytta 2 59.99157 10.90553
4a Fontenedammen 59.98707 10.93927
4c Rumpetrolldammen | 59.98338 10.94260

12
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