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Samenvatting 

Batrachochytrium dendrobatidis en B. salamandrivorans zijn parasitaire schimmels van amfibieën die 
behoren tot het fylum Chytridiomycota. Ze infecteren de huid en verstoren zo tal van functies wat kan 
leiden tot klinisch zieke dieren of sterfte. Hoewel de twee chytriden vrij gelijkaardig zijn op het gebied 
van pathogenese zijn er toch enkele duidelijke verschillen. Deze zijn te vinden in het gastheerbereik, 
de optimale groeitemperatuur, de levenscyclus en de sporevormen. De schimmels zouden afkomstig 
zijn uit Azië en via onder andere handel in kwetsbare regio’s geïntroduceerd zijn. Dit leidt tot nefaste 
gevolgen voor de amfibieënpopulatie. Er is dus nood aan vlugge detectie- en effectieve 
behandelingsmethoden. Aan de hand van een literatuurstudie zullen de beste methoden om 
Chytridiomycose bij amfibieën op te sporen en te bestrijden besproken worden. Uit deze studie bleken 
Q-PCR en histologie de beste diagnosetechnieken te zijn. De behandeling kan worden opgedeeld 
naargelang de schimmel. Voor Bd wordt 1,25 µg/ml voriconazole voor 7 dagen bij een temperatuur 
van 25°C aangeraden. Bs kan bestreden worden met een temperatuur van 25°C als de amfibiesoort 
het aan kan. In de andere gevallen is een combinatie van 2000 IU/ml polymyxine E en 12,5 µg/ml 
voriconazole voor 10 dagen bij 20°C nodig om Bs te elimineren. De beste desinfectantia voor de 
omgeving zijn 1% Virkon, 4% natriumchloride of 70% ethanol. Met behulp van deze bevindingen werd 
een protocol opgesteld voor houders van amfibieën om Chytridiomycose te elimineren.  
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I. Inleiding 

Fungi zijn wijdverspreid aanwezig over de hele wereld. Ze vervullen zowel een positieve als negatieve 
rol in het ecosysteem. Deze interactie wordt onder andere beschreven door de mycoloop. (Kagami et 
al., 2014) In onze samenleving zijn er enkele positieve eigenschappen verbonden aan schimmels zoals 
de ontwikkeling van penicilline, recyclage van organisch materiaal of eetbare soorten. Daarnaast is 
ziekte bij mens en dier een van de meest ongewenste effecten die schimmels kunnen veroorzaken. 
(Fisher et al., 2012) In deze literatuurstudie zal er worden ingegaan op schimmels die ziekte 
veroorzaken bij amfibieën.  
 
Chytridiomycota behoren tot het lagere fungi fylum (Fig. 1). Dit fylum heeft een karakteristieke 
zoöspore namelijk een bewegelijke spore met een flagel. Een tweede levensstadium, het 
zoösporangium, is het reproductief lichaam die op asexuele wijze zoösporen voortbrengt. De 
schimmels behorend tot de Chytridiomycota leven als saprofyten of parasieten in waterige of vochtige 
omgevingen. Een infectie met een van deze schimmels die leidt tot zieke dieren wordt Chytridiomycose 
genoemd. (Van Rooij et al., 2015)  
 
Twee parasitaire Chytridiomycota zijn verantwoordelijk voor een dramatische terugval van de 
amfibieënpopulatie. Meer specifiek gaat om Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) en 
Batrachochytrium salamandrivorans (Bs). Deze twee schimmels zijn afzonderlijk en met enige tijd 
ertussen van elkaar ontdekt op verschillende plaatsen. Er zijn grote gelijkenissen tussen de twee maar 
ook enkele typische verschillen op het vlak van gastheerbereik, klinische presentatie, pathogenese en 
levenscyclus.  
 
Voor de twee chytriden worden twee hypothese voorgesteld. Ten eerste is er de invasieve pathogeen 
hypothese. Deze houdt in dat de schimmel geïntroduceerd wordt in een regio waar die niet voorkomt. 
Afhankelijk van de gevoeligheid en andere factoren zorgt deze schimmel voor nefaste gevolgen voor 
de amfibieënpopulaties. Deze hypothese wordt gesteund door het feit dat de schimmel zowel 
endemisch als invasief aanwezig kan zijn in een gastheer. De tweede hypothese, de endemische 
pathogeen hypothese, zegt dat de schimmel in een lage prevalentie kan voorkomen maar door 
omstandigheden virulenter wordt. Voorbeelden van een stijging in virulentie zijn de beschikbaarheid 
van een gevoelige gastheer die toeneemt of een gunstige omgeving die beschikbaar wordt. Omdat de 
schimmel aanwezig kan zijn voor verschillende jaren in een amfibiesoort en pas later leidt tot een 
afname in de populatie is het bewijs voor deze hypothese. (Van Rooij et al., 2015) 
Bd is aanwezig over de hele wereld. Er bestaan verschillende lijnen van de schimmel, waaronder 
endemische en een globale pandemische lijn (GPL). De een is al lethaler dan de andere. De oorsprong 
van Bd zou in Oost-Azië liggen. Want in deze regio komt een lijn voor die alle genetische eigenschappen 
vertoond als de GPL. (O’Hanlon et al., 2018) 
Bs is enkel terug te vinden in Oost-Azië en Europa. De schimmel zou zijn oorsprong vinden in Azië 
omdat die daar endemisch aanwezig is. Vanuit deze regio zou het door handel verspreid zijn naar 
andere landen in Europa. (Martel et al., 2014) 
Deze twee chytriden zijn een mooi voorbeeld van hoe de mens ongewenst zorgt voor de verspreiding 
van levende organismen. In vele gevallen leidt de introductie van invasieve exoten tot negatieve 
gevolgen voor bepaalde inheemse soorten. In dit geval heeft Bs geleid tot een grote terugval van de 
vuursalamanders. (Martel et al., 2013) Maar er zijn tal van andere voorbeelden zoals de Aziatische 
karper, de zebra mossel of de reuzenpad. 1 
                                                             
1 https://bcinvasives.ca/news-events/recent-highlights/top-10-invasive-species-from-around-the-gl 
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De chytriden infecteren een essentieel orgaan van de amfibieën namelijk de huid. Hierdoor richten de 
schimmels veel schade aan de dieren. Een infectie leidt niet altijd tot klinisch zieke dieren, maar ook 
asymptomatische dragers zijn gekend voor zowel Bd als Bs. (Yap et al., 2017) (Stegen et al., 2017) (Van 
Rooij et al., 2015)  
 
Chytriden zijn zowel een groot probleem bij de amfibieën in gevangenschap als bij de wildpopulatie. 
De schimmels hebben grote gevolgen voor de leefbaarheid van amfibieën. Het is dan ook essentieel 
om geïnfecteerde dieren zo vroeg mogelijk te detecteren en zo efficiënt mogelijk te behandelen. 
Omdat er zowel symptomatische als asymptomatische dieren voorkomen is detectie een eerste 
belangrijke stap in de bestrijding. Hierbij is Real-time PCR een handig hulpmiddel voor de diagnose van 
Bd en Bs. (Blooi et al., 2013) Eens de positieve dieren gedetecteerd zijn kan er gepast behandeld 
worden. Naast de behandeling van de dieren moet ook de omgeving gedesinfecteerd worden. Want 
er bestaan verschillende vectoren en reservoirs die zorgen voor overleving en/of verspreiding van de 
chytriden. (Stegen et al., 2017) 
In deze masterproef zal de focus vooral liggen op de houders van amfibieën. Doormiddel van een 
literatuurstudie zal een overzichtelijk protocol worden opgesteld om Chytridiomycose bij amfibieën te 
diagnosticeren en te behandelen. 
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II. Literatuurstudie 

1 Batrachochytrium dendrobatidis 
1.1 Etiologie  

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) is een schimmel die behoort tot het Fylum Chytridiomycota, de 
Klasse Chytridiomycetes, de Orde Rizophydiales en het Geslacht Batrachochytrium (Fig. 1). Omdat de 
schimmel zoösporen vormt en een specifieke ontwikkeling van het kinetosoom heeft in dit stadium 
valt hij respectievelijk binnen het Fylum Chytridiomycota en de Orde Rhizophydiales. Toch is Bd te 
onderscheiden van andere chytridiale schimmels zoals Rhizophlyctis harderi en Lacustromyces hiemalis 
doordat de microtubuli ontstaan uit het 9-1 triplet kinetosoom en parallel verlengen tot de ribosomen. 
(Longcore et al., 1999)  
 

 
Figuur 1. Etiologie van Batrachochytrium dendrobatidis en B. salamandrivorans. A. De schimmels behoren tot het 
rijk van de fungi en het Fylum Chytridiomycota. B. Verder in te delen in de Klasse Chytridiomycetes en de Orde 
Ryzophydiales. C. Tenslotte vallen de schimmels in het genus Batrachochytrium. (Van Rooij et al., 2015) 

Bd is een parasiet van amfibieën. De schimmel is in staat de huid van amfibieën te infecteren en dit 
kan leiden tot de ziekte Chytridiomycose waarvan de klinische symptomen in het deel klinische 
presentatie (§ 1.5) worden besproken. (Van Rooij et al., 2015)  
Er zijn verschillende genetische lijnen van Bd gekend (§ 1.2). Waarvan de globale pandemische lijn 
(GPL) over de hele wereld verspreid is. 
 
De chytriden, waar Bd onder valt, spelen een belangrijke rol in het waterecosysteem. Ze vervullen 
hierbij verschillende functies. Ten eerste zijn de zoösporen een bron van voeding voor het zoöplankton. 
Ten tweede breken ze organisch materiaal af. Ten derde zijn het parasieten van planten en aquatische 
dieren. Ten vierde zetten ze anorganisch materiaal om in organisch materiaal. (Gleason et al., 2008)  
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De interactie van zoösporen met het ecosysteem kan worden omschreven door de mycoloop (Fig. 2). 
De zoösporen leven als saprofyten en/of parasieten. Bijkomend vormen ze het voedsel voor de 
kleinere organismen zoals zoöplankton. Hierdoor verlaagt de kans op infectie met Bd voor de 
amfibieën. (Kagami et al., 2014) 
 

 
Figuur 2. De mycoloop, het effect van chytriden op de voedselketen in het water. Saprofytische chytriden leven van 
niet eetbaar organisch materiaal zoals pollen en andere. Ze vermeerderen en maken zoösporen aan die op hun 
beurt voedsel zijn voor het zoöplankton. Of ze parasiteren de aquatische dieren zoals Bd bij amfibieën. (Kagami et 
al., 2014) 

1.2 Epidemiologie  

Bd werd voor het eerst gediagnosticeerd in wilde en in gevangenschap gehouden kikkers in Noord- en 
Centraal-Amerika, Dendrobates azuatus (blauwe gifkikker), D. auratus (gouden gifkikker) en Litoria 
caerulea (koraalteenboomkikker). (Longcore et al., 1999) Later werd Bd op alle andere continenten 
gevonden waar amfibieën aanwezig zijn.  
De schimmel heeft een breed gastheerbereik. Zo kan het dieren behorend tot de anura, de urodela en 
de caecilia infecteren. (Van Rooij et al., 2015)  
 
Er zijn verschillende aanwijzingen dat Bd afkomstig is uit Oost-Azië. Met volgende studies wordt 
geïllustreerd dat Bd endemisch is in Azië. Hiermee wordt bedoeld dat de amfibieën weinig nadelige 
effecten ondervinden van de schimmel die er in lage concentraties aanwezig is. 
Fong et al. (2015) en Laking et al. (2017) konden respectievelijk Bd aantonen in Korea in de Rugosa 
emeljanovi (Japanse gerimpelde kikker) en in Vietnam in de Tylototriton ziegleri (krokodilsalamander). 
Daarnaast werden in Kameroen zowel de GPL als enkele andere endemische lijnen gevonden m.b.v. 
fylogenetisch onderzoek. Er werden meer dan 46 soorten per gebied getest. De gevonden endemische 
lijnen zijn afkomstig uit Brazilië en Zuid-Korea. (Miller et al., 2018) De GPL zou aan de basis liggen van 
de enorme daling in de amfibieënpopulatie eens ze geïntroduceerd was in Europa, Noord-Amerika en 
Australië. (Farrer et al., 2011) Deze GPL is wereldwijd verspreid. Een ander bewijs voor de oorsprong 
van Bd is dat er een lijn in Oost-Azië is die alle genetische eigenschappen heeft van de GPL. (O’Hanlon 
et al., 2018) Nog een andere studie kon een Bd-lijn in China in de Babina pleuraden (bruine kikker) en 
in Japan in de Andrias japonicus (Japanse reuzensalamander) aantonen die reeds bestond voor de GPL. 
(Bai et al., 2012)  
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1.3 Levenscyclus 

De levenscyclus is het best beschreven in vitro waar deze in 5 dagen wordt vervolledigd. Het proces is 
temperatuurgevoelig met een optimale groeitemperatuur tussen 17°C en 25°C. (Piotrowski et al., 
2004)  Bd kan in vitro groeien op kikkerhuidagar, veren en schubben van ganzenpoten, maar het best 
op trypton-gelatine hydrolysaat-lactose agar. (Garmyn et al., 2012)  
Bijkomend kan de schimmel ook vasthechten op chitine waarbij het koolhydraat-binding molecule 
(CBM18, ook chitine-binding module 18 genoemd) van belang is. De expansie van het gen CBM18 
speelt een rol in de verschuiving van een niet-pathogene naar een pathogene schimmel. Er werden 
initieel 11 kopieën van het CBM18 teruggevonden in het genoom van Bd. Maar een latere studie van 
Farrer et al. (2017) vond 21 genkopieën en 90 domeinen van CBM18. Naast het CBM-domein bevatten 
deze genen nog drie bijkomende bindingsdomeinen. Het gaat om een deacetylase, een lectine en een 
tyrosinase domein. (Abramyan and Stajich, 2012)   
 
De levenscyclus in vitro start bij de bewegelijke zoöspore (Fig. 3.). Deze heeft een posterieur gerichte 
flagel, geen celwand en is meestal sferisch van uitzicht. Na dit stadium wordt de spore omgevormd tot 
een cyste, ontwikkelt het een celwand en wordt de flagel geabsorbeerd. Vervolgens wordt een kiem 
gevormd met verschillende draadvormige vertakkingen die rhizoïden worden genoemd.  Deze worden 
vooral in vitro gezien omdat ze in vivo moeilijk te bekijken zijn. Daarna zal de kiem rijpen en wordt er 
gesproken van een zoösporangium of sporangium. Dit ontstaat doordat het cytoplasma mitotische 
deling ondergaat en zoösporen vormt. Het geheel wordt een reproductief lichaam of thallus genoemd. 
Er zijn twee types van ontwikkeling, een monocentrische en een koloniale. Bij het eerste type is er 
geen compartimentiesatie van de zoösporen en is er sprake van een groot zoösporangium. In het 
tweede type is er compartimentiesatie en heeft de thallus meerdere sporangia. Ten slotte worden 
uitscheidingspapillen of -buizen gevormd die langs de binnenzijde geblokkeerd zijn door een soort 
plug. Door de rijping lost deze fysische blokkade op en kunnen de zoösporen ontsnappen. Opmerkelijk 
is dat de vrijstelling kan worden uitgesteld in een droog klimaat en pas gebeurt als de omstandigheden 
gunstig zijn voor de overleving van de spores. (Berger et al., 2005a)(Van Rooij et al., 2015) 
 
De cyclus in vivo is grotendeels hetzelfde als in vitro. Er is eerst kolonisatie van de epidermis door de 
zoösporen die later omvormen tot cysten. Er wordt een celwand gevormd en de flagel wordt 
geabsorbeerd. Daarna ontstaat een kiem met een kiembuis die de epidermiscellen penetreert. Tijdens 
dit stadium worden in vitro meer rhizoïden gezien. De tip van de kiembuis vormt een sporangium 
intracellulair. Vervolgens is er vermeerdering en uitbreiding in het stratum corneum en het stratum 
granulosum. De ontwikkelingsduur van het sporangium duurt ongeveer even lang als de differentiatie 
van de huid. Zo wordt een onrijp sporangium langzaam naar de oppervlakte gebracht tot het rijp is. 
Tenslotte wordt een uitscheidingsbuis gevormd. Hieruit kunnen de zoösporen worden vrijgesteld eens 
ze aan het huidoppervlak zijn. (Van Rooij et al., 2015) 
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Figuur 3. De levenscyclus van Batrachochytrium dendrobatidis en B. salamandrivorans. A. De zoösporen met flagel 
die de huid infecteren. B. De cyste met een celwand en een geabsorbeerde flagel wordt gevormd. C. Uit de cyste 
ontstaat de kiem met rhizoïden. D. De thallus met sporangium en ontwikkeling van de uitscheidingspapil of -buis. 
E. Matuur thallus met zoösporen die kunnen worden vrijgesteld uit de papil of buis. In de figuur is de koloniale vorm 
links afgebeeld en de monocentrische rechts. Een aftakking van de cyclus zien we bij Bs bij punt B. B1. Cyste wordt 
gevormd met een kiembuis. B2. Vanuit de kiembuis wordt een nieuw sporangium gevormd. (Van Rooij et al., 2015) 

De transmissie gebeurt door infectie met bewegelijke zoösporen in de omgeving of door direct contact 
met een geïnfecteerd dier. Er wordt een onderscheid gemaakt tussen vectoren en reservoirs. Bij de 
eerste kan de schimmel vermeerderen en verspreiden doordat de vector zelf beweegt. De tweede 
zorgt enkel voor vermeerdering van de schimmel. De verspreiding gebeurt door andere mechanismen 
voorbeeld doordat een amfibie in direct contact komt met het reservoir. Verder kunnen vectoren 
onderverdeeld worden in biotisch en abiotisch.  
De sporen kunnen overleven en verspreiden via het water, de aarde (Johnson and Speare, 2005), 
amfibieën of niet-amfibieën. De overleving in water kan gaan van 7 weken tot zelfs maanden (Johnson 
and Speare, 2003). Enkele voorbeelden van niet-amfibieën verspreiders zijn veren en keratine van 
schubben van verschillende watervogels (Garmyn et al., 2012) (Hanlon et al., 2017), het exoskelet van 
arthropoda (Abramyan and Stajich, 2012) en het gastro-intestinaal stelsel van rivierkreeften. 
(McMahon et al., 2013) 
Algemeen is het water een belangrijke factor gebleken in de spreiding van Bd. Zo is er een positieve 
correlatie tussen Bd-prevalentie en de waterdensiteit. Water wordt gezien als een abiotische vector. 
(Ruggeri et al., 2018) 
 

1.4 Pathogenese 

Zoals hierboven (§ 1.3) aangehaald spelen factoren zoals temperatuur, reservoirs en vectoren een 
grote rol in de infectie van amfibieën door Bd. Maar ook de dieren op zich hebben een bepaalde 
weerstand en gevoeligheid voor de schimmel. Dit kan zowel op individueel als op populatieniveau 
bekeken worden. (Berger et al., 2016)  
 
In wat volgt zullen verschillende factoren besproken worden die belangrijk zijn om een infectie met Bd 
te hebben die leidt tot een klinisch ziek dier.  
Eerst zal de kolonisatie aan bod komen (§ 1.4.1), daarna het effect op de huidfunctie (§ 1.4.2), 
vervolgens de rol van de gastheerimmuniteit (§ 1.4.3) en tenslotte de gevoeligheid en resistentie van 
de gastheer tegenover Bd (§ 1.4.4). 
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1.4.1 Kolonisatie van de huid 

Kolonisatie van de huid is de eerste factor, die verder kan opgedeeld worden in drie stappen. Kort 
houdt dit in dat er eerst aantrekking is van de zoösporen tot de huid en daarna vasthechting. 
Vervolgens worden kiemen gevormd met een kiembuis die in de epidermis groeien. Dit resulteert in 
het verlies van cytoplasma van de gastheercel. Tenslotte is er vermeerdering van de schimmel in de 
huid.  
De eerste stap bij kolonisatie is de aantrekking van de zoösporen tot de huid. Dit fenomeen wordt 
chemotaxis genoemd. Hierbij is de interactie met de slijmbarrière van de huid heel belangrijk. Er 
moeten triggers zijn waardoor de schimmel verkiest de huid te infecteren. Keratine is de meest voor 
de hand liggende omwille van de aanwezigheid in huid maar ook in gekeratiniseerde teenschubben 
van ganzen. Men kon bewijzen dat de schimmel actief bewoog naar verschillende triggers waaronder 
suikers, aminozuren en eiwitten. In een studie van Moss et al. (2008) werd aangetoond dat Bd de 
voorkeur gaf om te migreren naar a-D-galactose, a-D-mannose en b-D-N-acetylglucosamine. Suikers 
die aanwezig zijn in het geglycosyleerde proteïne mucine die een hoofdbestanddeel is van het 
huidslijm. 
Naast chemotaxis van de schimmel biedt de slijmbarrière ook bescherming tegen schadelijke stoffen 
of kiemen. Er zijn verschillende stoffen aanwezig in deze laag die beschermend werken tegen Bd. 
Voorbeelden zijn de antimicrobiële peptiden geproduceerd door de granulaire klieren, mucosale 
antilichamen, lysozymen en de bacteriële flora. (Ramsey et al., 2010)  
Er zijn enkele bacteriën die deel uit maken van de huidflora die antimycotische eigenschappen hebben. 
Harris et al. (2006) vond verschillende bacteriën die de groei van Bd konden afremmen zie later (§ 
1.4.3). In een studie van Brucker et al. (2008) werden twee metabolieten geïdentificeerde die de groei 
van Bd vertraagden.  Violaceïne dat door Janthinobacterium lividium geproduceerd wordt en indole-
3-carboxaldehyde. Er werd bewezen dat het beschermend werkte tegen Bd als Rana muscosa 
(geelpotige bergkikker) er eerst mee werd geïnfecteerd. (Brucker et al., 2008)  
In een latere studie zag men dat de bacteriële populatie verschillend was naargelang het metamorfose 
stadia, levenscyclus en ziektetoestand.  (Bates et al., 2018) 
Deze slijmbarrière is dus een eerste obstakel die de schimmel moet overwinnen om succesvol de 
amfibie te kunnen infecteren.  
 
De volgende stap bij kolonisatie is de adhesie aan de huid. In dit stadium is de schimmel een cyste. De 
vasthechting wordt gefaciliteerd door een fijn fibrillaire netwerk dat vergelijkbaar is met de pathogene 
schimmel Trichophyton mentagrophytes als bij de mens. (Baldo et al., 2012) Agglutamine- of lectine-
achtige proteïnen die in andere pathogene schimmels beschreven zijn zouden ook een rol kunnen 
spelen in deze stap. Wat de precieze samenstelling is moet nog verder onderzocht worden.  
Een reeds gedefinieerde bindingsmolecule is CBM18 (§ 1.3). Deze helpt Bd te binden aan de gastheer 
en biedt bescherming tegen chitinase. Dit is een verdedigingsmechanisme van de gastheer tegen 
schimmels. Daarnaast helpt CBM18 Bd te verspreiden door vast te hechten aan andere niet-amfibië 
dieren die chitine bevatten. (Abramyan and Stajich, 2012) 
 
De laatste stap in kolonisatie is de invasie van de epidermis. De schimmel zal de epidermale cellen 
penetreren en zijn genetische materiaal overdragen m.b.v. de kiembuis. Proteasen zijn hierbij nodig 
om door de celmembraan van de gastheer te breken. Bij verder onderzoek bleek het om een enzym te 
gaan die zowel elastine, gelatine en caseïne in vitro kon degraderen. Dit bewijst dat Bd een efficiënt 
pathogeen is want de protease past niet in één klasse van proteolytische enzymen. De protease van 
Bd is mogelijks gelijkaardig als die van Aspergillus. Want de zoösporen en de sporangia reageerden 
met een antiserum tegen het A. fumigatus protease (Moss et al., 2010). 
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Eens de schimmel de epidermis heeft gepenetreerd is er vermeerdering volgens twee verschillende 
mechanismen.  
Het eerste mechanisme wordt endobiose genoemd (Fig. 4A). Nieuwe intracellulaire thalli worden 
gevormd uit de distale kiembuis die de cel heeft gepenetreerd. Via deze weg kan de schimmel in de 
diepere lagen van de huid doordringen. Uit de oudere thalli komen rhizoïde-achtige structuren die 
verder in de diepte cellen infecteren en aanleiding geven tot nieuwe thalli. De thalli die zoösporen 
bevatten rijpen verder tot ze het huidoppervlak bereikt hebben. Daarna kunnen de zoösporen worden 
vrijgesteld via de uitscheidingsbuis.  
Epibiose is een tweede mechanisme naast endobiose (Fig. 4B). In dit proces penetreren de zoösporen 
de epidermis niet en ontwikkelen de sporangia aan de oppervlakte. De huid dient als een 
nutriëntenbron voor de groeiende sporangia. Een verklaring voor dit proces zou zijn dat het de eerste 
stap is in de pathogenese van de schimmel. Daarna zou de kiembuis de epidermis penetreren en verder 
ontwikkelen volgens het mechanisme endobiose. Deze hypothese kon in vitro aangetoond worden bij 
verschillende huidexplanten van de Alytes muletensis (Balearenpad), de koraalteenboomkikker en de 
Xenopus laevis (klauwkikker). Bij de klauwkikker werd zowel epibiose en endobiose waargenomen 
terwijl bij de andere soorten enkel endobiose te zien was. (van Rooij et al., 2012) Dit zou eventueel 
individuele gevoeligheid kunnen verklaren. Maar dit moet nog verder onderzocht worden.  
 
Een andere opmerkelijke vaststelling is dat enkel gekeratiniseerde of gestratificeerde huid werd 
gekoloniseerd. Zo zag men dat de anura larven enkel aangetast waren ter hoogte van de monddelen. 
(Greenspan et al., 2012)(Van Rooij et al., 2015) 
 

 
Figuur 4. A. Endobiose. De zoöspore hecht zich vast aan de epidermisoppervlakte en vormt een cyste. Deze cyste 
ontwikkelt een kiembuis die de celmembraan penetreert en zijn genetische materiaal overdraagt. Het distale deel 
van de kiembuis zwelt op en een nieuwe thalli worden intracellulair gevormd. De thalli gaan dieper en dieper in de 
lagen doordringen. Wanneer ze rijp zijn en zoösporen bevatten komen ze aan de oppervlakte en worden de 
zoösporen vrijgesteld. B. Epibiose. Hierbij zal de zoöpsore zich aan de oppervlakte van de epidermis vasthechten 
en een kiem met een kiembuis vormen. Nu blijft het volledige proces oppervlakkig en dringt het niet dieper door in 
de epidermis. Tenslotte wordt een rijp sporangium gevormd met de vrijstelling van zoösporen tot gevolg. (Van Rooij 
et al., 2015) 
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1.4.2 Verstoring van de huidfunctie 

De tweede factor die een rol speelt bij Bd-infectie is de verstoring van de huidfunctie die veroorzaakt 
wordt bij amfibieën door Bd. Om dit beter te begrijpen worden eerst de verschillende functies van de 
huid opgesomd. Hieronder vallen het sensorisch orgaan, het afweermechanisme, het 
osmoregulatiesysteem, O2 en CO2 uitwisseling en reproductie.  
Bd leidt zowel tot fysiologische als fysische veranderingen van de huid, beide geven een ontregeling 
van de verschillende huidfuncties. Als voorbeeld kunnen huidlaesies worden genomen die een gevolg 
zijn van de schimmelinfectie. Deze ontstaan door inwerking van proteasen geproduceerd door Bd of 
door het afsterven van epidermiscellen. Hierdoor is de fysische eigenschap en dus ook de afweer van 
de huid verstoord. De fysiologische veranderingen zijn te zien op het niveau van de elektrolyten die 
ontregeld zijn. Er is een vermindering in transepitheliale weerstand door een fysisch defect. Hierdoor 
lekken er verschillende ionen. Dit heeft als resultaat dat het dier uitdroogt omwille van een slechte 
osmoregulatie. (Van Rooij et al., 2015)  
 
1.4.3 Immuniteit 

De gastheerimmuniteit is de derde factor die besproken zal worden. Het is een essentiële stap voor 
het bestrijden van de schimmel-infectie. Hierbij kunnen twee systemen onderscheiden worden 
namelijk de aangeboren en de verworven immuniteit. Deze omzeilen is dan ook een belangrijke 
eigenschap van een pathogeen. Is de schimmel hiertoe in staat dan kan een infectie leiden tot een 
klinisch ziek amfibie. Omdat Bd de huid infecteert wordt er in de volgende alinea’s dieper ingegaan op 
de huidimmuniteit.  
Eerst zal een algemeen overzicht worden gegeven van hoe de immuniteit werkt bij een amfibie. Deze 
kan in zes stappen worden opgedeeld (Fig. 5). Daarna worden enkele afweermechanismen besproken 
die in te delen zijn in de aangeboren of de verworven immuniteit. 
 
Er wordt gestart bij een fysiologisch gezonde huid (Fig. 5-A). In deze toestand kunnen verschillende 
weefsels en cellen van elkaar worden onderscheiden. Naast de typisch huidcellen zijn 2 verschillende 
immunologische cellen aanwezig, de dendritische cel (Carrillo-Farga et al., 1990) en de dendritische 
epidermale T-cel. Deze laatste presenteert efficiënt antigenen doormiddel van MHC II molecules tot 
expressie te brengen aan het celoppervlak. Er zijn ook bloedvaten aanwezig in de dermis die belangrijk 
zijn om immuniteitscellen naar de plaats van infectie te brengen. Tenslotte zitten in de onderste laag, 
de milt, naïeve T- en B-cellen. De milt bij de amfibieën is verschillend van andere dieren want deze 
dient zowel als primair en secundair lymfoïd orgaan.  
Stap twee is infectie van de huid met de pathogene schimmel (Fig. 5-B). De zoösporen worden via 
chemotaxis aangetrokken tot de huid en starten het infectieproces. De eerste lijn van afweer zijn 
mucus, bacteriële flora, lysozymen, antilichamen en nog meer. Deze behoren allemaal tot het 
aangeboren immuniteitssysteem. De volgende stappen vallen onder de verworven immuniteit waar 
bewezen is dat het soms faalt bij Bd-infectie.  
De derde stap (Fig. 5-C) is de infectie bekeken in een verder tijdsverloop. De antigeen-presenterende 
cellen beginnen hun functie te doen. Er is migratie van deze cellen naar de milt waar ze T- en B-cellen 
selecteren op hun antigeen-antistof-interactie.  
De klonale expansie van de T- en B-cellen en de bestrijding van de schimmel zijn de volgende stap (Fig. 
5-D).  
De vijfde stap (Fig. 5-E) hangt af van dier tot dier en ook van soort tot soort. Want niet alle dieren 
kunnen Bd-infectie bestrijden en/of verwijderen. Bij sommigen treedt er genezing op bij anderen leidt 
het tot de dood. Daarnaast is er ook nog een groep “dragers”. Deze dieren zijn klinisch in orde maar 
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de schimmel kan nog uitscheiden worden. Bij deze stap is de behandeling essentieel om de dieren te 
helpen de infectie te overwinnen en te elimineren.  
Herinfectie door dezelfde kiem is de laatste stap (Fig. 5-F). Er wordt vlug gereageerd op de infectie 
door de vermeerdering van geheugencellen. Hierdoor is er een vlugge eliminatie van de schimmel. In 
deze stap kan het concept immunisatie belangrijk zijn.  
We moeten wel vermelden dat er nog weinig onderzoek beschikbaar is over het verworven 
immuniteitssysteem tegen Bd. Daarom gelden de stappen van 3 tot 6 eerder algemeen van hoe het 
systeem reageert tegen een pathogene schimmel. Dit is niet specifiek voor Bd. (Laura F Grogan et al., 
2018)  
 

 
Figuur 5. De huidimmuniteit bij amfibieën. A. De normale huid met epidermis, dermis en milt. In de epidermis zitten 
dendritische epidermale T-cellen en dendritische cellen. De milt is zowel een secundair als een primair lymfoïd 
orgaan dat naïeve T- en B-cellen bevat. B. Het begin van de infectie. Zoösporen infecteren de epidermis. De eerste 
lijn van afweer zoals mucus, bacteriële flora, lysozymen, … zijn hier belangrijk. Dit is het aangeboren 
immuniteitssysteem. C. Antigen-presenterende cellen nemen antigen op en selecteren de T- en B-cellen. Hier 
begint het verworven immuniteitssysteem. D. De infectie is nu al ver gevorderd. Er zijn geactiveerde T-cellen en B-
cellen die antilichamen produceren. Beide bestrijden de infectie. In deze stap is er klonale expansie van T- en B-
cellen. E. De infectie is verwijderd en geheugen cellen blijven achter in de milt. F. Herinfectie, maar nu is het 
immuniteitssysteem vlugger opgestart en geactiveerde T-cellen en plasmacellen vallen de schimmel aan. (Laura F 
Grogan et al., 2018) 

Nu zal er dieper worden ingegaan op enkele specifieke onderwerpen van de immuniteit en de rol die 
het speelt bij Bd-infectie. Er wordt een onderscheid gemaakt tussen aangeboren en verworven 
immuniteit. 
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Er is een link te vinden tussen genetica en immuniteit. Namelijk MHC-allelen en -supertypen gelinkt 
aan Bd-overleving zijn positief geselecteerd bij de Lithobates yavapaiensis (lageland luipaard kikker). 
Dit in tegenstelling tot kikkers die vatbaar zijn voor Bd-infectie. Er is sprake van selectieve druk die 
onafhankelijk van de omgeving en de demografie is. Dit wordt ook directionele selectie genoemd. Er 
wordt richting een bepaald fenotype geselecteerd, de overleving met Bd-infectie zonder sterfte. De 
frequentie voor deze eigenschap zal stijgen in de populatie en tijd. (Savage and Zamudio, 2016) 
 
Onder het aangeboren immuniteit vallen antimicrobiële peptiden (AMP), antifungale metabolieten en 
lysozymen. Deze worden in de volgende alinea’s grondiger toegelicht. 
 
De AMP’s zijn de eerst lijn van afweer tegen Bd en worden door de granulaire klieren geproduceerd. 
In een studie van Ramsey et al. (2010) ging men de gevoeligheid voor Bd testen bij de klauwkikker en 
het effect van AMP’s hierbij. Er werd eerst bewezen dat zowel rustende als gestreste kikkers deze 
peptiden konden aanmaken in een voldoende hoge concentratie om Bd te remmen in vitro. De stress 
werd geïnduceerd door norepinefrine injecties te geven wat uitputting van de AMP’s te weeg brengt. 
Ten tweede werden kikkers bestraald met X-stralen wat een daling in leukocyten gaf. Dit had geen 
effect op de AMP-secretie zelf maar leidde wel tot een verhoogde infectiegraad.  
Een studie van Rollins-Smith (2009) kon aantonen dat minder Bd-gevoelig amfibieën werkzamere 
AMP’s hadden tegen Bd dan meer Bd-gevoelige dieren. Daarnaast konden ze ook bewijzen dat er een 
correlatie was tussen de werkzaamheid van AMP’s en de resistentie tegen Bd-infectie in vitro. Deze 
resultaten duiden op het belang van AMP’s als eerstelijns verdediging tegen de schimmel en dat er een 
zeker verschil in werkzaamheid zit tussen dieren.  
 
Een tweede aangeboren immuniteit zijn de antifungale metabolieten. Deze worden meestal 
geproduceerd door bacteriën die deel uitmaken van de huidflora. Zo zijn er al verschillende 
geïdentificeerd die in staat zijn Bd af te remmen. In een studie van Harris et al. (2006) werden 3 
verschillende genera getest van de Plethodon cinereus (roodrugsalamander) en 7 van de 
Hemidactylium scutatum (viertenige salamander). Hieruit bleek dat sommige bacteriën, Arhrobacter, 
Bacillus, Lysobacter, Pseudomonas en Streptomyces, antischimmel eigenschappen bezaten. Deze 
eigenschap is niet te wijten aan een nutriëntenafname maar eerder door de productie van remmende 
stoffen. Want zowel de remmende als de niet-remmende bacteriën vertoonden dezelfde confluente 
groei. Daarnaast hadden ze ook een effect op andere schimmels dan Bd. Er kan besloten worden dat 
de microbiële huidflora een rol speelt in de gevoeligheid voor Bd. Meer bepaald zou de densiteit van 
deze flora belangrijk zijn. Brucker et al. (2008) heeft twee metabolieten kunnen identificeren die 
antimycotisch werken tegen Bd zie eerder (§ 1.4.1). 
In een latere studie konden Harris et al. (2009) de beschermende bacteriële flora overbrengen naar 
salamanders om ze vervolgens bloot te stellen aan Bd. Er was een significant verschil waar te nemen 
tussen de groep met en zonder de beschermende flora. Namelijk de ernst van de symptomen was 
significant lager bij de eerste groep.  
In § 1.4.1 haalden we al aan dat de microbiota verschillende kan zijn in verschillende fysiologische 
toestanden.  
Een laatste factor behorend tot het aangeboren immuniteitssysteem zijn de lysozymen. Deze zouden 
ook fungicide werking hebben maar meer onderzoek naar deze eigenschap is nog nodig. (Rollins-Smith, 
2009) 
 
De verworven immuniteit is de volgende stap in de verdediging tegen infecties. Hiertoe behoren de 
antilichamen en de celgemedieerde immuniteit. Het meest primair geproduceerde antilichaam bij 
zoogdieren is IgA. Analoog hieraan wordt IgY en IgX in de huidmucus van amfibieën uitgescheiden.  
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Ramsey et al. (2010) kon aantonen dat immuniseren leidt tot een verhoging van het antilichaam IgY in 
de mucus. Andere studies konden juist niet bewijzen dat vaccineren hielp tegen Bd. Zo werden in twee 
aparte studies eens geelpotige bergkikkers en de Bufo boreas (noordelijke pad) geïmmuniseerd met 
Bd. Er werd geen verschil gezien op het niveau van sterfte, tijd tot infectie, prevalentie of infectie-
intensiteit tussen geïmmuniseerde dieren met compleet, incompleet of adjuvans met zout. (Stice and 
Briggs, 2010)(Rollins-Smith et al., 2009) Dit roept ook vragen op of er een verworven immuniteit is 
tegen Bd. In een latere studie gaf men een mogelijke verklaring voor het niet werken van de 
immunisatie. Zo werd er gesteld dat Bd-infectie vóór de studie niet in rekening werd gebracht. 
Hierdoor kan het dus zijn dat dieren al reeds geïnfecteerd zijn voordat ze geïmmuniseerd werden. Het 
is zeker een mogelijkheid als men weet dat dieren soms uit een gebied kwamen waar de prevalentie 
voor Bd 90% is. Er moet dus een onderscheid gemaakt worden tussen de dieren met en zonder 
blootstelling aan Bd. (Catenazzi et al., 2017) McMahon et al. (2014) sluit immuniseren niet volledig uit. 
Er was geen verschil te zien in de immuniteit na contact met dode of levende schimmels. In beide 
gevallen was de verworven resistentie even groot. Dit zou een mogelijk manier geven van bescherming 
door immuniseren. 
 
Tot nu zijn er geen eenduidige studies dat er een celgemedieerde immuniteit is tegen Bd. Maar toch 
zijn er enkele bewijzen dat de verworven immuniteit een rol speelt bij Bd-infectie. Voorbeeld Bd kan 
witte bloedcellen remmen en gemetamorfoseerde kikkers zijn gevoeliger voor Bd-infectie dan de 
andere levensstadia. Dit tweede voorbeeld komt doordat Bd een gekeratiniseerde en een 
gestratificeerde huid verkiest om te infecteren. Maar ook belangrijk is dat de celgemedieerde 
immuniteit nog aan het uitrijpen is. (Rollins-Smith et al., 2011) De volgende alinea’s versterken het 
bewijs voor een celgemedieerd immuniteit. 
 
Er werd gekeken naar het effect van evolutie op Bd-resistentie. Hiervoor werden 51 wilde Litoria 
verreauxii (fluitende boomkikker) gevangen en vergeleken op 4, 8 en 14 dagen na blootstelling met Bd. 
De kikkers waren afkomstige uit verschillende populaties, de een al langer blootgesteld aan Bd dan de 
andere. Men onderzocht de huid, lever en milt via transcriptoom- en genexpressie-analyse voor 
aangeboren en verworven immuniteit. Hieruit bleek dat een langer blootgestelde en meer 
fenotypische resistente populatie een beter aangeboren en verworven immuniteit had in een vroeg 
subklinisch stadium. Dit was in vergelijking met meer gevoelige populaties van de kikkersoort. Deze 
resultaten komen overeen met een evolutionaire resistentie tegen Bd. (Laura F. Grogan et al., 2018) 
 
Ontsnappen aan de immuniteit is een troef voor een pathogene schimmel. Aan de hand van enkele 
studies wordt aangetoond dat dit ook het geval is bij Bd.  
De Bd-sporangia kunnen een oplosbare factor vrijstellen die de vermeerdering van T- en B-cellen 
verstoort. Het zorgt voor een lokale remming van de lymfocyten. Dit leidt tot een onderdrukking van 
de celgemedieerde immuniteit. (Scott Fites et al., 2014)(Fites et al., 2013) In een latere studie werd 
bewezen dat Bd witte bloedcellen in vitro in apoptose doet gaan door de caspase weg te activeren. 
(Berger et al., 2016)  
Young et al. (2014) toonde immuniteitsonderdrukking door Bd aan in verschillende soorten zoals 
de koraalteenboomkikker met bloed- en proteïne-electroforesebiomerkers. Dit was de eerste studie 
die in vivo immuniteitsonderdrukking kon aantonen door de schimmel. Het besluit bij deze studie is 
dat er een onvoldoende antwoord is door de gastheer op de schimmel.  
Een studie van Rollins-Smith et al. (2015) is één van de enige studies die specifieke stoffen kon 
identificeren die geproduceerd worden door Bd en de immuniteit kunnen onderdrukken. Het ging om 
twee metabolieten, methylthioadenosine en kynurenine, die de lymfocyten konden remmen en in 
apoptose laten gaan zowel in vitro als in vivo.  
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De rol van chemicaliën werd ook onderzocht. Maar er werd geen link gevonden met de onderdrukking 
van de immuniteit. (Rollins-Smith et al., 2011) 
 
1.4.4 Gevoeligheid voor Bd-infectie 

De laatste factor die een invloed heeft op Bd-infectie is de gevoeligheid voor en de resistentie tegen 
Bd. Er is veel variatie op populatie en individueel niveau met betrekking tot de infectiegevoeligheid. 
Dit kan worden geïllustreerd a.d.h.v. de studie van Spitzen-Van Der Sluijs et al. (2017). Bd is aanwezig 
in de populatie van Bombina variegata (geelbuikvuurpad) maar heeft nog niet gezorgd voor een 
afname van de dieren. De schimmel heeft wel een effect op het individueel niveau, namelijk een 
afname van de overlevingskans. Maar op populatieniveau is er geen verschil te zien met andere 
gezonde populaties.  
 
In wat volgt worden enkele mogelijke factoren gegeven die een bijdrage zouden kunnen hebben tot 
een effectieve infectie met Bd bij de amfibie. Verder wordt er een onderscheid gemaakt tussen een 
epidemie en een endemie, een stabiele toestand.  
 
Een studie van Kinney et al. (2011) onderzocht wat het effect was op de Peruviaanse amfibieën 10 jaar 
nadat Bd voor het eerst werd gediagnosticeerd. De schimmel had gezorgd voor een serieuze daling in 
de amfibieënpopulatie. Van de 8 overlevende soorten waren er drie die gevoelig bleven en één niet, 
respectievelijk nam hun aantal af en toe. Er werd ook opgemerkt wanneer de infectiedruk hoog was 
dat de overleving daalde wat overeenkomt met de >100 000 zoösporen regel van Vredenburg. (Kinney 
et al., 2011) Een andere opmerking die kon worden gemaakt is dat een lage infectie-intensiteit werd 
gevonden bij een stabiele gastheer-Bd-interactie. (Briggs et al., 2010) Terwijl een hoge intensiteit 
overeenkwam met een hoge mortaliteit. Men kon ook vaststellen dat de fylogenetische verwantschap 
tussen de soorten geen goede voorspeller was voor Bd-gevoeligheid. Het algemeen besluit is dat Bd 
na een epidemie nog steeds een grote impact kan hebben op een populatie zelfs bij een lagere 
concentratie dan de pre-epidemische toestand. Maar dit is niet de regel. (Catenazzi et al., 2017) 
Een andere studie in Australië toonde aan dat er soorten waren die daalden in aantal, stabiel bleven 
en zelf toenamen na een Bd-infectie te hebben doorgemaakt. Men haalde in deze studie het belang 
aan van reservoirs die een belangrijke rol spelen in het onderhouden van Bd. Daarnaast is de omgeving 
ook een cruciale speler. Het kan ervoor zorgen dat de schimmel ingeperkt wordt of juist gemakkelijker 
vermeerderd. (Scheele et al., 2017) 
 
Zoals eerder aangehaald (§ 1.4.3) speelt de genetica ook een rol. Men zag dat er directionele selectie 
was op de gevoeligheid voor Bd met betrekking tot MHC II. (Savage and Zamudio, 2016) 
Om verder in te gaan op het onderwerp van immuniteit, is stress een mogelijk factor die in rekening 
moet worden gebracht. Want cortisone die wordt vrijgesteld tijdens een stresssituatie kan de 
immuniteit onderdrukken. Gabor et al. (2013) besloot dat verschillende Bd-lijnen verschillende niveaus 
van stress induceerden. Een hoger virulente stam gaf een hoger niveau van cortisol tegenover een 
minder virulente stam. Later ging men het effect na van cortisone op de gevoeligheid voor Bd. Men 
kon geen effect vinden op Bd-infectie in de geteste soorten en levensstadia. Er moet dus voorzichtig 
worden omgegaan met het linken van cortisone alleen met Bd-gevoeligheid. Het is veel complexer dan 
één hormoon die een rol zou spelen in de immuniteit en infectie. (Searle et al., 2014) Kort samengevat 
zijn er verschillende genotypen met elk hun eigen virulentie. Zo zijn er verschillende endemische 
vormen die een stabiele interactie hebben met hun gastheer.  
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De groei van Bd is sterk afhankelijk van de temperatuur. Zo ligt het ideale bereik tussen de 17°C en de 
25°C. Maar dit alleen als voorspellende factor gebruiken is niet voldoende. Er zijn meerdere spelers die 
een rol spelen bij Bd-infectie in het wild. Vandaar dat men de klimaat gelinkte hypothese gebruikt. Er 
werd een model gemaakt om de groei van Bd te simuleren. Hierbij werden onder andere temperatuur, 
regen, straling, relatieve vochtigheid, transpiratie, verdamping, dampdruk, lichaamsgewicht, locatie, 
geslacht, jaar en seizoen gebruikt. Vervolgens werd dit model getest op een populatie Litoria 
pearsoniana (Pearsons groene boomkikker) waar verschillende stalen werden genomen op 
verschillende plaatsen en jaren. Daarna werd een simulatie gedaan met het model en zag men een 
sterke correlatie tussen de prevalentie en de infectie intensiteit van Bd. Men kon besluiten dat het een 
zeer handig model is om zowel voorspellingen te doen als om in het verleden te kijken naar patronen 
van amfibieënpopulaties. Dit model geldt voornamelijk voor endemische Chytridiomycose. (Murray et 
al., 2013) 
Het seizoen speelt een belangrijke rol. Zo heeft Ruggeri et al. (2018) kunnen concluderen dat de Bd-
prevalentie hoger is in het regenseizoen. Dit wordt gecorreleerd met de hogere aanwezigheid van 
water. Het brengt met zich mee dat de schimmel vlugger kan spreiden. Maar dat de infectiegraad lager 
ligt dan tijdens de winter.  
 
Naast al deze factoren zou ook het gedrag van de dieren een invloed kunnen hebben op de 
gevoeligheid. Namelijk kikkers leerden Bd te ontwijken na eenmalig contact ermee te hebben en een 
temperatuur geïnduceerde behandeling te ondergaan. Opmerkelijk is wanneer men dit gedrag 
tegenhield ontwikkelden de kikkers een verworven immuniteit tegen de immuniteitsverlagende 
eigenschappen van Bd. (McMahon et al., 2014) 
 
Zoals eerder vermeld zijn er verschillende virulente stammen van Bd aanwezig op de wereld. Ze 
worden onderverdeeld volgens hun genotype. Er werden tot nu 6 verschillende Bd-lijnen ontdekt 
waarvan één hypervirulente stam, de Bd-GPL. Deze stam zorgt voor een sterke daling in de 
amfibieënpopulatie eens geïntroduceerd in een nieuw gebied. Het was ook de grootste bijdrage voor 
de Bd-epidemie in Europa, Noord-Amerika en Australië. (Farrer et al., 2011) Een belangrijke opmerking 
is dat er recombinatie mogelijk is tussen de verschillende lijnen. Wat het geval was bij de pandemische 
en de endemische Bd-lijnen. Dit is alarmerend want zo kan handel opnieuw leiden tot de vorming van 
nieuwe hybridisaties en een grote bedreiging vormen voor de amfibieën. (Schloegel et al., 2012) 
 
Er zijn verschillende factoren en mechanismen die een rol spelen in de gevoeligheid voor en de 
resistentie tegen Bd. Kort samengevat hebben het klimaat, de immuniteit, het dierlijk gedrag en de Bd-
infectiedruk een effect hierop. Door de omgeving en de pathogeen kan er stabilisatie zijn tussen 
gastheer en Bd. Maar een wijziging in een van bovenstaande factoren zoals de verhoging in 
temperatuur in het ecosysteem zorgt voor een toename in Bd-infectie. De stabiele toestand wordt dan 
verstoord en leidt tot afname van de populatie. Dit bewijst hoe fragiel zo een toestand zou kunnen 
zijn. (Spitzen-Van Der Sluijs et al., 2017) 
 

1.5 Klinische presentatie  

De klinische presentatie van Bd kan vrij divers zijn. Zoals hierboven beschreven zijn er dragers en 
klinisch zieke dieren. Daarnaast wordt ook het onderscheid gemaakt tussen de verschillende soorten 
amfibieën en de ontwikkelingsstadiums op het gebied van gevoeligheid. De ernst van de letsels zal zich 
dan ook vertalen in deze verschillende gevoeligheden voor Bd.  
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De schimmel parasiteert de huid van de amfibie waardoor er hyperkeratose optreedt van de buitenste 
lagen van de epidermis. Want de cellen willen de schimmel verwijderen en hebben hierdoor een 
verhoogde turnover. Er is hyperplasie van het stratum spinosum en soms erosie van het stratum 
corneum. (Berger et al., 2005a) 
 
Bij Anura hebben de kikkervisjes vaak orale misvormingen primair of secundair door Bd. De meest 
voorkomende presentatie is dekeratinisatie van de monddelen, meer bepaald de kaakbladen (Fig. 6). 
Maar niet alle Bd-positieve dieren hebben orale deformiteiten. In een studie werden verschillende 
kikkervisjes onderzocht en waren er maar 87,7% die zowel positief waren voor Bd en orale 
misvormingen hadden. (Navarro-Lozano et al., 2018)  
 

 
Figuur 6. Orale misvormingen in Boana albopunctata en Scinax hayii kikkervisjes. A. en B. zijn normale larvale 
stadia. C. In deze figuur is dekeratinisatie te zien van de kaakbladen, aangeduid met zwarte pijl. Ook de tanden zijn 
gedepigmenteerd. D. Enkel een depigmentatie van het bovenste kaakblad is te zien. A en C zijn B. albopunctata 
en B en D zijn S. hayii. (Navarro-Lozano et al., 2018) 

Het is belangrijk om te vermelden dat bij de larvale stadia de dekeratinisatie niet gepaard gaat met 
mortaliteit. De schimmel had wel een effect op hun foerageergedrag. Er kon minder voeding worden 
opgenomen wat leidt tot een sublethaal effect maar niet per se tot sterfte. (Hanlon et al., 2015) 
 
Bij de volgende stadiums zijn de symptomen meer uiteenlopend. Deze kunnen variëren van 
asymptomatische dragers tot erge klinische symptomen met zelfs dood tot gevolg. De meest 
voorkomende presentaties zijn overvloedig vervellen, erythema en huidverkleuring. Minder 
voorkomend is lethargie, anorexie, abnormale houding en neurologische verschijnselen. (Van Rooij et 
al., 2015) Er kunnen ook ergere letsels aanwezig zijn zoals bij de koraalteenboomkikker waar ulceraties 
van de rug te zien waren. (Berger et al., 2005b)  
Bij de kikkers en de padden zijn de predilectieplaatsen de ventrale buik, de voeten en de tenen. Terwijl 
bij de salamanders de voor- en achterbenen, de heup regio en het ventrale deel van de staart meest 
aangetast zijn. (Van Rooij et al., 2015)  
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In een studie van Salla et al. (2018) vonden ze een link tussen Bd-infectie en de hartfunctie. Bd 
verstoort de elektrolytenbalans en produceert toxines die zorgen voor de verstoring van de 
hartfunctie. Deze twee effecten waren het grootst voor de Physalaemus albonotatus. Terwijl de 
klauwkikker een hoger aanpassingsvermogen heeft voor de schimmel waardoor de hartfunctie niet of 
minder verstoord was. Dit kan verklaard worden doordat de levenscyclus van de klauwkikker volledig 
in het water afspeelt en zo andere immunologische aanpassingen heeft dan landdieren. Maar ook de 
proefopzet is verschillende. De klauwkikker werd ondergedompeld met de zoösporen en kreeg een 
lagere concentraties dan P. albonotatus die in ondiep water werd gehouden. (Salla et al., 2018) 
 

2 Batrachochytrium salamandrivorans 
2.1 Etiologie 

In 2013 werd voor het eerst een nieuwe schimmel, Batrachochytrium salamandrivorans, uit de huid 
van Salamandra salamandra (vuursalamander) uit het Bunderbos (Nederland) geïsoleerd. Daarna 
werden in verschillende gebieden in Europa salamanders gevonden die positief waren voor Bs (§ 2.2). 
Bs behoort, net als Bd, tot het Geslacht Batrachochytrium (Fig. 1). De schimmel is een nieuw 
beschreven lijn dat een clade vormt met Bd. Het zou ongeveer 67,7 miljoen jaar geleden gedivergeerd 
zijn van Bd. De genetische afstand tussen beide schimmels is 3.47–4.47% voor het basepaar 1,513 18S 
+ 28S rRNA. Omdat deze gebieden sterk geconserveerd zijn in de chytriden worden ze gebruikt om de 
verwantschap na te gaan. (Martel et al., 2013)  
Bs zou de tweede pathogene chytride zijn die de huid van amfibieën kan koloniseren en het dier doden. 
Veel van de etiologie is gelijkaardig aan die van Bd waaronder de mycoloop (Fig. 2). 
 

2.2 Epidemiologie 

Het gastheerbereik van Bs is eerder beperkt tot salamanders (urodela) in vergelijking met Bd die 
meerdere soorten amfibieën aantast. Vooral de niet-Aziatische soorten, de Westerse Palearctische 
salamanders, zijn het gevoeligst. (Martel et al., 2013) Een recentere studie toonde aan dat ook Alytes 
obstetricans (vroedmeesterpad), een anura, konden worden geïnfecteerd zonder dat ze symptomen 
vertoonden. (Stegen et al., 2017) 
 
In de volgende alinea’s wordt een chronologisch overzicht gegeven van studies die Bs-aanwezigheid 
hebben onderzocht in verschillende landen. 
Een eerste studie toonde aan bij meer dan 5000 amfibieën over vier verschillende continenten dat Bs 
beperkt was tot Oost-Azië en Europa. Azië is een endemisch gebied met Cynops pyrrhogaster 
(vuurbuiksalamander), Cynops cyanurus (vuurbuikwatersalamander) en Paramesotriton deloustali 
(Tam dao salamander) als potentiële dragers voor Bs. Vanuit dit endemische gebied zou de schimmel 
geïntroduceerd zijn in Europa door handel van de mens. (Martel et al., 2014)  
In Europa is de schimmel vooral verspreid over Nederland, België en Duitsland. Bs werd voor het eerst 
geïsoleerd in Nederland uit wilde vuursalamanders en later in verschillende Europese landen zowel in 
het wild als in de private collecties.  
In latere studies zag men dat het gastheerbereik en het geografische bereik van de schimmel kon 
worden uitgebreid. Sabino-Pinto et al. (2015) kon aantonen dat Bs alle vier de soorten van Salamandra 
kon infecteren, namelijk de vuursalamander, S. algira (Noord-Afrikaanse vuursalamander), S. corsica 
(Corsicaanse vuursalamader) en S. infraimmaculata (ondersoort vuursalamander). Daarnaast 
waren Ichthyosaura alpestris (de alpenwatersalamander) en Lissotriton vulgaris (de kleine 
watersalamander) ook positief voor Bs in de studie van Spitzen-van der Sluijs et al. (2016). Nog wat 
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later kon Fitzpatrick et al. (2018) besluiten dat Bs verspreid is in de private collecties, vooral in West-
Europa. In deze studie werd gebruik gemaakt van contact-tracing op private verzamelingen waarbij 
een positieve verzameling in het Verenigd Koninkrijk werd gebruikt.  
 
De mogelijke oorsprong van Bs zou Oost-Azië zijn. Dit kan verklaard worden door ten eerste dat Bs 
vaker voorkomt dan Bd in deze endemische gebieden. Ten tweede dat de positieve dieren in deze 
gebieden geen symptomen hadden. Deze salamanders kunnen dienen als drager voor de schimmel. 
Dit alles wijst op Bs als een endemisch pathogeen in Oost-Azië. (Laking et al., 2017)(Yap et al., 2017)  
 
In Europa komt Bs al voor in verschillende regio’s en soorten salamanders. Een overzicht van alle 
soorten die gevoelig zijn voor de schimmel zijn weergegeven in de Bijlage I. (Yap et al., 2017)  
Het is geweten dat Amerika een grote diversiteit aan salamanders heeft daarom heeft Klocke et al. 
(2017) gekeken naar de aanwezigheid van Bs en Bd in diverse amfibieën. Doormiddel van een 
instructievideo en materiaal om stalen te nemen aan te bieden aan de mensen werden meer dan 600 
stalen geanalyseerd via Q-PCR. Zowel inheemse als uitheemse soorten waren aanwezig in de 
onderzochte stalen. De focus lag vooral op de geïmporteerde soorten, daarom dat ze 73% van deze 
stalen representeerden. Het resultaat was dat er 1,3% positief waren voor Bd en geen voor Bs (95% CI 
0.0000–0.0071). Er kon besloten worden dat Bs nog niet aanwezig is in de Amerikaanse 
salamanderpopulatie of met een zeer lage prevalentie. Het is dus belangrijk om voorzorgsmaatregelen 
te nemen om te voorkomen dat Bs wordt geïntroduceerd in de populatie. Enkele voorbeelden hiervoor 
zijn importbeperkingen op soorten die gevoelig zijn voor Bs of in het algemeen salamanderimport 
verminderen. Deze controles zouden moeten gebeuren op de lucht- of zeehavens. Een nadeel is dat 
screenen tijd, geld en ervaring vraagt, zeker om een Q-PCR uit te voeren. (Klocke et al., 2017) 
 
De vorige studie benadrukt nogmaals het feit dat naïeve populaties beschermt moeten worden. Nu 
komt Bs vooral voor in Europa en Azië. We moeten dus verhinderen dat andere populaties ook ten 
prooi vallen voor Bs. Want de vuursalamander in Europa is een voorbeeld van een inheemse soort die 
extreme gevolgen ondervindt van de pathogene schimmel. Het is noodzakelijk om aan screening en 
preventie te doen. Iets wat globalisatie uitdagend maakt. (Berger et al., 2016) 
 

2.3 Levenscyclus  

De levenscyclus van Bs is vrij gelijkaardig aan die van Bd. Zo zijn er twee verschillende levensstadiums, 
een infectieuze zoöspore in het water en een thallus die zoösporangia produceert. Het verloop van de 
cyclus in vitro en in vivo is grotendeels hetzelfde als bij Bd en daarom wordt er verwezen naar Bd (§ 
1.3) (Fig.2). Er zijn wel enkele duidelijke verschillen met Bd die in de volgende alinea’s zullen worden 
aangehaald.  
Ten eerste heeft Bs een andere optimale groeitemperatuur. Deze ligt tussen 10°C en 15°C wat lager is 
dan bij Bd. Toch werden er in een studie van Laking et al. (2017) salamanders gevonden die Bs-positief 
bleken te zijn bij een temperatuur van 26°C. Dit zou kunnen duiden dat Bs toch een groter bereik heeft 
dan eerst beschreven. Of dat de schimmel meer resistent is aan temperaturen buiten zijn comfortzone. 
(Yap et al., 2017) 
Ten tweede heeft de levenscyclus een kleine zijsprong die in vitro wordt geobserveerd (Fig. 3-B). 
Namelijk uit de cyste kan een kiembuis ontwikkelen die aanleiding geeft tot een nieuwe thallus. Terwijl 
bij Bd de vorming van een kiembuis nooit wordt opgemerkt in vitro, enkel in vivo. (Yap et al., 2017) 
Ten derde bestaat er bij Bs nog een andere type spore, een niet-bewegelijke en zeer resistente spore 
in de omgeving. Deze kan zich zowel vasthechten aan amfibieën en niet-amfibieën. Het is een 
belangrijk stadium voor de spreiding en overleving van de schimmel. (Stegen et al., 2017)  
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Een laatste verschil is dat de thalli meer koloniaal ontwikkelen in vergelijking met Bd (Fig. 7). Maar in 
het algemeen is monocentrische ontwikkeling de meest voorkomende vorm bij Bs. (Martel et al., 2013) 
 

 
Figuur 7. In vitro Batrachochytrium salamandrivorans. A. Er is voornamelijk een monocentrische ontwikkeling te 
zien van de thalli met soms koloniale ontwikkeling, zie zwarte pijl. Daarnaast is ook een uitscheidingsbuis te zien, 
witte pijl. B. Is een scanning elektron microscopie beeld van een matuur sporangium met rhizoïden (R) en een 
uitscheidingsbuis (D). (Martel et al., 2013)  

2.4 Pathogenese 

Er is minder gekend omtrent de factoren die een rol spelen in de pathogenese bij Bs dan bij Bd. In wat 
volgt zullen enkele studies worden besproken over de pathogenese van Bs. 
 
2.4.1 Kolonisatie van de huid 

De kolonisatie van de huid door Bs wordt verondersteld min of meer hetzelfde te zijn als bij Bd. De 
schimmel start met chemotaxis tot de huid. Hierbij is de slijmbarrière de eerste interactie tussen 
schimmel en amfibie. Vervolgens hechten de schimmelsporen zich vast aan de epidermis. Daarna 
treedt er invasie op en vermeerdert de schimmel. 
 
Het mucosoom is een belangrijk onderdeel van de slijmbarrière om de schimmelinfectie tegen te 
houden. Het bestaat uit mucusproteïnen, granulaire kliersecreties en bacteriële flora. In een studie 
hebben ze het mucosoom van vier verschillende soorten amfibieën, de vuursalamander, de 
alpenwatersalamander, de vuurbuiksalamander en de vinpootsalamander, getest op het vermogen 
om Bs-zoösporen af te doden. Bij alle vier de soorten was het resultaat positief. Bij de 
alpenwatersalamander en de vinpootsalamander was het vermogen van het mucosoom het grootst in 
het bestrijden van de schimmel. Dit resultaat kan deels verklaren waarom de ene soort gevoeliger is 
voor Bs dan de andere. (Smith et al., 2018) 
 
De expansie van het CBM18 gen wordt gelinkt met de pathogeniciteit van de schimmel omdat het 
helpt met de adhesie aan een gastheer en/of het blokkeren van chitinase. Bij Bd was een uitbreiding 
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van deze regio reeds bevestigd (§ 1.3). Voor Bs werden er 15 genen met 30 domeinen van CBM18 
teruggevonden. In vergelijking met Bd zijn de genen korter en bevatten ze minder CBM18 domeinen. 
De CBM18 genen in de verschillend chytriden waren geen 1:1 orthologen van elkaar. (Farrer et al., 
2017) 
 
2.4.2 Verstoring van de huidfunctie 

De huidfunctie wordt verstoord volgens hetzelfde principe als bij Bd. Er is zowel fysische als 
fysiologische schade aan de huid. De schimmel beschadigd de epidermis en de beschermende barrière 
wordt verbroken. Hierdoor worden de volgende functies verstoord, het sensorisch orgaan, het 
osmoregulatiesysteem, het defensiemechanisme, de O2 en CO2 uitwisseling en de reproductie. (Van 
Rooij et al., 2015) 
 
2.4.3 Immuniteit 

Op het gebied van immuniteit en Bs is er nog niet zoveel onderzoek naar gedaan. Een van de weinige 
studies kon aantonen dat Bs minder genen tot expressie bracht in vergelijking met Bd. Wanneer 
Tylototriton wenxianensis (Wenxiaanse knobbelige salamander) werd besmet met Bd zag men een 
verhoging van de immuniteitsgenen. Wat niet het geval was bij Bs. Dit zou erop kunnen wijzen dat Bs 
immuniteit verlagende eigenschappen zou hebben of dat het immuniteit niet in staat is te reageren op 
de schimmel. (Farrer et al., 2017) 
 
2.4.4 Gevoeligheid voor Bs-infectie 

Bs is afkomstig van een endemische regio (Oost-Azië) en werd geïntroduceerd in een naïeve populatie 
met desastreuze gevolgen. Het eerste zicht lijkt de schimmel een efficiënte pathogeen. Het heeft een 
hoge virulentie, een stadium dat resistent is in de omgeving en de gastheer heeft geen of zeer weinig 
immuniteit ertegen. In de volgende alinea’s zullen enkele aspecten worden aangehaald waarom het 
een perfecte pathogeen is of juist niet om uiteindelijk tot een algemeen besluit te komen. 
 
Bs werd voor het eerst waargenomen in 2013 bij vuursalamander in het Bunderbos (Nederland). In 
2014 werd de schimmel ook gevonden in Robertville (België). Deze populatie werd bestudeerd over 
een periode van 2 jaar door Stegen et al. (2017). Ten eerste kwamen ze tot het besluit dat over een 10 
dagen interval de waarschijnlijkheid voor infectie 33% en de overlevingskans slechts 13% was. 
Bijkomend, na 2 jaar was slecht 1% van de populatie ontsnapt aan Bs. Ten tweede zagen ze dat de 
infectie dosis- en temperatuuronafhankelijk was. Dit beaamt het eerder besproken temperatuurbereik 
waarin de schimmel kan infecteren/groeien. (Stegen et al., 2017) 
Uit deze studie kunnen we zien dat Bs even virulent en dodelijk blijft als bij het begin van de introductie 
in de regio. Normaal in de loop van de tijd worden pathogenen minder agressief omdat hun doel 
vermeerderen is. Als ze de gastheer doden dan sterft de pathogeen ook. Voorbeeld bij Bd zijn er lijnen 
die minder pathogeen zijn dan jaren geleden. Er is een globale lijn aanwezig die een stabiele toestand 
heeft met de amfibieën. Misschien is het nog te vroeg om dit waar te nemen bij Bs.  
 
Bs heeft zoals eerder vermeld twee vormen van sporen (§ 2.3). Een gelijkaardige spore als bij Bd en 
een spore die resistent is in de omgeving. Deze tweede heeft als voordeel dat de schimmel langer kan 
overleven in de omgeving. Maar heeft als nadeel dat ze passief migreert en dus gebruik moet maken 
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van vectoren om te spreiden. In de volgende twee alinea’s worden voorbeelden gegeven van vectoren. 
(Stegen et al., 2017) 
Het gastheerbereik van Bs is beperkt tot salamanders waar enkele soorten zeer gevoelig zijn zoals de 
vuursalamander en de alpenwatersalamander die eerder een dosis gerelateerd infectie hebben. 
Terwijl de anura zoals de vroedmeesterpad asymptomatisch geïnfecteerd kunnen zijn. De 
alpenwatersalamander en de vroedmeesterpad kunnen dienen als dragers van de schimmel. Ze zorgen 
dat Bs kan vermeerderen en uitgescheiden wordt in de omgeving zonder dat de gastheer grote schade 
ervan ondervindt. Een andere manier van spreiden is dat sporen kunnen vasthechten aan de poten 
van watervogels zoals bij Bd. (Hanlon et al., 2017) (Stegen et al., 2017) 
In de studie van Sabino-Pinto et al. (2018) werden 20 collecties uit Zweden en Duitsland bemonsterd 
voor Bs. Het ging om gevoelige soorten zoals de vuursalamander en Pleurodeles waltl 
(ribbensalamander) en P. nebulosus (Algeriaanse ribbenwatersalamander). De schimmel werd 
gedetecteerd in 10 collecties waarvan er 9 asymptomatisch waren. Deze collecties kunnen gezien 
worden als dragers voor de schimmel. Dit resultaat moet wel met enige voorzichtigheid benaderd 
worden omdat enkel gevoelige soorten werden onderzocht. (Sabino-Pinto et al., 2018) 
 
Er werd een model gemaakt voor Bs om de gastheer dynamiek te berekenen. Het is een mathematisch 
model dat gevoeligheid, latentie en infectie in rekening brengt. Uit dit model kon besloten worden dat 
een uitbraak mogelijk is in zeer lage densiteit en dat alle populaties een groot risico lopen op infectie. 
Dit besluit benadrukt het belang van preventie. Het basismodel werd later uitgebreid tot een ruimtelijk 
model en hieruit kwam dat de spreiding van Bs 11 km per jaar was. Dit model staaft de theorie dat Bs 
een efficiënte pathogeen is. (Schmidt et al., 2017) 
 
In een recente studie werd gekeken naar twee genetisch verwante subpopulaties van vuursalamander, 
de Broek en het Bunderbos. Enkel in het Bunderbos werden ooit Bs-positieve salamanders gevonden. 
In 2016 werden stalen genomen op verschillende plaatsen in deze twee gebieden en deze waren 
negatief voor Bs. Hiervoor kunnen verschillende verklaringen zijn. Ten eerste kan de sterke virulentie 
de zieke dieren hinderen van verder te migreren dan een gezond dier. Ten tweede kunnen de minder 
gevoelige soorten, zoals de alpenwatersalamander, die samenleeft met de vuursalamander een 
negatief effect hebben op Bs-spreiding. Deze resultaten zijn een bewijs dat Bs geen goede pathogeen 
is. (Spitzen-Van Der Sluijs et al., 2018) 
 
Uit de voorgaande alinea’s zijn er zowel voorbeelden die aantonen dat Bs een goede en een slechte 
pathogeen kan zijn. Een belangrijke speler is telkens de nood aan vectoren. Ze zorgen voor 
vermeerdering en spreiding van de schimmel. Deze kunnen biotische en abiotisch zijn. Voorbeeld van 
een biotische zijn de poten van watervogels en van een abiotische is een stroom die positieve dieren 
verbindt met negatieve. Maar deze abiotische weg is niet altijd succesvol. Want in de studie van 
Spitzen-Van Der Sluijs et al. (2018) was de naïeve populatie van de Broek verbonden met het 
Bunderbos via een stroom. Maar er werden nooit positieve dieren gevonden in de Broeck. Op het 
gebied van spreiding kan er besloten worden dat Bs geen goed pathogeen is. Zeker niet zoals Schmidt 
et al. (2017) met zijn model voorspeld.  
 

2.5 Klinische presentatie 

Zoals bij Bd infecteert Bs de gekeratiniseerde epidermis en dringt door in de diepere lagen. Dit 
resulteert in oppervlakkige erosies, diepe ulceraties, overvloedig vervellen en verdikking van de huid. 
De laesies zijn geassocieerd met intracellulaire koloniale thalli die necrose veroorzaken bij de naburige 
keratinocyten. De letsels kunnen over het volledige lichaam voorkomen in vergelijking met Bd die een 
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voorkeur heeft voor bepaalde lichaamsdelen. Opmerkelijk is dat de typische hyperplasie en 
hyperkeratose van Bd niet aanwezig is bij Bs. (Van Rooij et al., 2015)(Yap et al., 2017)  
 
De presentatie bij de gemetamorfoseerde urodela bestaat uit multifocale oppervlakkige erosies en 
erge epidermale ulceraties (Fig. 8). Andere symptomen zijn overvloedig vervellen, lethargie, anorexie, 
ataxie en abnormale houding.  
De urodela larven en anura hebben meestal een asymptomatisch verloop van de schimmel. Dit werd 
gezien bij de vroedmeesterpad. (Van Rooij et al., 2015)  
De meest gevoelige soort is de vuursalamander en die vertoont de ernstigste symptomen. tegenstrijdig 
hiermee vond Sabino-Pinto et al. (2018) asymptotische amfibieën van deze soort in gevangenschap. 
(Yap et al., 2017) 
 

 
Figuur 8. Klinische presentatie van Bs-infectie bij de vuursalamander. A. Huidletsel ter hoogte van de staartbasis. 
B. Meerdere huidulceraties (witte pijl) en de aanwezigheid van stukken huidvervelling (zwarte pijl). (Sabino-Pinto et 
al., 2015) 

3 Diagnosetechniek  

De twee meest gebruikte technieken om de diagnose te stellen van Bd en Bs bij amfibieën zijn “real-
time polymerase chain reaction” (Q-PCR) en histologie. In de volgende alinea’s zal eerst Q-PCR aan bod 
komen en vervolgens histologie. 
 

3.1 Q-PCR bij B. dendrobatidis en B. salamandrivorans 

Q-PCR is een techniek waarbij de genomische informatie van stalen vermeerderd en meteen 
gekwantificeerd wordt. De kwantificatiestap kan met verschillende merkers worden gedaan. De 
fluorescente merkers zijn de meest voorkomende.  
Q-PCR kan onderverdeeld worden naar gelang het aantal primers die gebruikt worden. Het aantal 
primers komt overeen met hoeveel DNA-fragmenten onderzocht worden. Voorbeeld bij 
Chytridiomycose worden stalen voor Bd en Bs geanalyseerd dus zijn er twee verschillende primers 
nodig. In dit geval wordt een duplex PCR gebruikt om beide schimmels te gelijk op te sporen. Wordt 
slechts één schimmel gecontroleerd dan wordt een simplex PCR uitgevoerd met een primer. Worden 
er meer dan drie DNA-fragmenten onderzocht dan wordt een multiplex PCR gebruikt. Dit is nuttig bij 
amfibieën als men naast Chytridiomycose ook ranavirose wil opsporen.  
De volgende vraag is, hoe efficiënt en specifiek is deze test als er meerdere DNA-fragmenten worden 
opgespoord? Uit de studie van Standish et al. (2018) bleek de multiplex Q-PCR heel betrouwbaar te 
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zijn om voor Bs, Bd en ranavirose te screenen. Maar hier wordt gefocust op de duplex Q-PCR om beide 
chytriden op te sporen.  
In een studie van Thomas et al. (2018) werd er gekeken naar de eigenschappen van de duplex Q-PCR. 
Ten eerste behaalden ze een specificiteit van 100% en een sensitiviteit tussen 100% en 96,2%. De 
reproduceerbaarheid van deze techniek is dus zeer goed. Ten tweede ligt de latentietijd om Bs te 
detecteren tussen de 2 tot 3 weken. Zelfs 28 dagen post-mortem kon Bs worden aangetoond als de 
stalen bij -20°C waren bewaard. Ten derde is er in de meeste gevallen geen interferentie in het 
detecteren van Bd en Bs. Enkel als de concentratie van een van de twee schimmels 10 tot 10 000 keer 
hoger was dan de andere dan kon de schimmel met de laagste concentratie niet aangetoond worden. 
Om deze reden wordt er aangeraden om een simplex Q-PCR uit te voeren om fout-negatieve resultaten 
uit te sluiten. Voor de specifieke uitleg over de materialen en methode van de duplex Q-PCR wordt er 
verwezen naar Blooi et al. (2013). Op dit protocol zullen we ons baseren om de diagnose te stellen 
voor Bs en Bd in het protocol (§ 5). 
 
Een belangrijke parameter die vermeld moet worden bij Q-PCR is de genomische eenheid (GE). GE 
vergemakkelijkt de interpretatie van Q-PCR. GE komt overeen met het aantal ITS1-fragmenten 
(internal transcribed spacer) in het genoom van de schimmel. Dit wil zeggen dat 1 GE niet hetzelfde is 
als één spore aangezien een spore meerdere ITS1-fragmenten kan bezitten. 1 GE komt wel overeen 
met 1 ITS1-fragment.  
Waarom wordt nu dit ITS1-fragment gebruikt? In het genoom van de schimmels zitten sterk 
geconserveerde regio’s zoals de 5.8, 18 en 28s genen. Deze genen worden gescheiden door ITS-
fragmenten. Omdat deze fragmenten vlug evolueren en dus specifiek zijn voor Bs en Bd worden ze 
gebruikt als schimmel specifieke primers. Zo bestaat de primer voor Bs en Bd uit het ITS1-fragment die 
het 5,8s gen flankeert en een deel van het gen zelf. (Boyle et al., 2004)(Martel et al., 2013)  
De waarde van de GE kan gebruikt worden in de Q-PCR om een grenswaarde in te stellen. Omdat er 
abnormale vermeerderingscurves kunnen optreden bij negatieve stalen wordt de detectielimiet op 1 
GE geplaatst (Thomas et al., 2018). Wordt deze verlaagd onder 1 dan is er een grotere kans op fout-
positieve resultaten. Dit benadrukt het nut van bijkomende diagnosemiddelen om zowel positieve als 
negatieve dieren te bevestigen.  
De meerwaarde van deze bijkomende testen wordt aan de hand van een voorbeeld geïllustreerd. Een 
eigenaar wil zijn dood amfibie testen op Bs en Bd. Er wordt een duplex Q-PCR uitgevoerd en hieruit 
komt als resultaat dat het dier 20 GE heeft voor Bs of Bd. Dit is boven de detectielimiet dus het dier is 
positief voor Bs of Bd. Dan is het zeker nodig histologie te doen om te bevestigen dat het dier gestorven 
is aan een van de chytriden of dat het een asymptomatische drager was. Zit de huid vol met sporen 
dan is er een grote kans dat de chytride de oorzaak van de sterfte was. Bijkomend is het nuttig om te 
kijken naar het dier zelf. Heeft het klinische symptomen of niet? Als er symptomen aanwezig zijn dan 
kunnen ze gelinkt worden aan de bevindingen van histologie en Q-PCR. Het wordt dus veel moeilijker 
om de GE alleen te gebruiken als diagnose bij subklinische dieren.  
 

3.2 Histologie 

Naast Q-PCR is histologie ook een belangrijke diagnosetechniek om chytriden op te sporen. Zoals 
hierboven aangehaald (§ 3.1) kan het nuttig zijn beide technieken te combineren. Onder histologie 
vallen verschillende methoden waaronder de klassieke histologie en immunohistologie. We zullen 
vooral de eerste bespreken in de volgende alinea’s. 
 
De chytriden hebben verschillende predilectieplaatsen in de huid en op deze plaatsen worden de 
stalen genomen voor histologie. Dit zijn bij voorkeur waar de letsels aanwezig zijn. Bijvoorbeeld voor 
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Bd zijn dit de tenen. Vervolgens worden de stalen verwerkt en gekleurd. De kleuring wordt gedaan met 
Lillie–Mayer haematoxyline en eosine kleuring (H&E). Daarna kan het staal met behulp van 
microscopie onderzocht worden op de aanwezigheid van de schimmels. Hierop kunnen de zoösporen 
in de epidermis geïdentificeerd worden (Fig. 9). De stalen worden meestal post-mortem genomen. Er 
wordt dan gesproken van histopathologie. (Hyatt et al., 2007)(Thomas et al., 2018) Bij levende dieren 
wordt een staartbiopt genomen om te onderzoeken.  
Histologie heeft enkele minpunten. Ten eerste moet er een bepaalde concentratie aan sporen 
aanwezig zijn voor detectie. Terwijl PCR de schimmels in een vroeger stadium kan identificeren en het 
heeft een hogere sensitiviteit. Ten tweede is er een zekere ervaring nodig in het bekijken van de 
microscopische stalen.  
Een voordeel van histologie is dat er kan gekeken worden naar andere infecties. Bij PCR moet je op 
voorhand bepalen naar wat gezocht wordt. Er moet een primer gekozen worden bij Q-PCR (Hyatt et 
al., 2007) 
De reden dat klassieke histo(patho)logie verkozen wordt boven immunohistologie is omdat het minder 
tijd inneemt. De productie van antilichamen en de kleuring gebeurt in meerdere stappen wat 
tijdrovend is. Daarnaast werd in een studie van Thomas et al. (2018) aangetoond dat alle positieve 
stalen met H&E-kleuring ook met immunohistologie konden bevestigd worden. Het gaf dus geen 
bijkomende meerwaarde.  
 
We kunnen concluderen dat het beter is histo(patho)logie te combineren met Q-PCR. Omwille van hun 
aanvullende eigenschappen naar diagnose toe. 
 

 
Figuur 9. Haematoxyline en eosine kleuring van de huid bij vuursalamanders geïnfecteerd met Bs. A. Het staal is 
genomen meteen na de dood. Er zijn meerdere Bs-thalli aanwezig zie zwarte pijl. B. en C. Deze stalen zijn genomen 
2 tot 3 dagen na de dood. Er zijn terug meerdere thalli aanwezig samen met bacteriële overgroei zie zwarte pijl. D. 
Dit staal is van 3 tot 4 dagen na de dood. De volledige epidermis is afwezig. Volgende afkortingen worden gebruikt 
in de figuren, SC (stratum corneum), SG (stratum germinativum) en SS (stratum spinosum). 
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4 Behandeling 

De behandeling van Chytridiomycose is complex. Deze moet veilig, betrouwbaar, eenvoudig, effectief, 
toepasbaar voor verschillende species en omgevingen zijn. Er wordt een onderscheid gemaakt tussen 
de behandeling van het dier en de omgeving. Eerst zal temperatuur aan bod komen als mogelijke 
behandeling van amfibieën. Vervolgens worden enkele antimycotica besproken. Om tenslotte te 
eindigen met de desinfectie van de omgeving.  
 

4.1 Behandeling van de amfibie 
4.1.1 Temperatuur als behandeling  

Beide schimmels hebben een verschillende voorkeurstemperatuur. Voor Bd ligt die tussen 17°C en 
25°C en voor Bs tussen 10°C en 15°C. Door een temperatuur in te stellen hoger dan de bovengrens van 
Bd of Bs kunnen de schimmels afgedood of de groei ervan gestopt worden. 
 
Woodhams et al. (2003) kon bij Litoria chloris (roodoogboomkikker) Bd elimineren door ze te 
huisvesten bij een temperatuur van 37°C gedurende 16u. Deze hoge temperatuur kan niet worden 
gebruikt bij salamanders aangezien hun bovenste limietwaarde onder de 37°C gelegen is. Lagere 
temperaturen zullen moeten worden toegepast over een langere periode om salamanders te genezen 
van de schimmel. Chatfield and Richards-Zawacki (2011) hielden verschillende Bd-positieve 
kikkersoorten bij een temperatuur van 30°C gedurende 10 dagen. Na deze behandeling waren alle 
dieren Bd-negatief.  
 
Bs-geïnfecteerde vuursalamanders werden bij een temperatuur van 15°C, 20°C of 25°C gehouden. De 
groep gehouden bij 25°C kreeg de behandeling voor 7 of 10 dagen. Er werd gekeken naar de GE om 
infectiegraad te beoordelen. Slechts de amfibieën gehouden bij een temperatuur van 25°C voor 10 
dagen waren volledig vrij van de schimmel. Daarnaast waren bij deze groep ook alle letsels genezen. 
Temperatuur alleen als behandeling is effectief om amfibieën Bs-vrij te krijgen als de soort 25°C kan 
verdragen (Blooi et al., 2015). 
 
4.1.2 Antimycotica 

Antimycotica kunnen toegediend worden om de chytriden te elimineren. Ze kunnen aanvullend bij 
temperatuur als behandeling of alleen gebruikt worden. Een voordeel van behandelingen te 
combineren is dat een lagere temperatuur of concentratie aan antimycotica kan gebruikt worden. Dit 
is gunstig voor de amfibie aangezien ze niet altijd hoge temperaturen kunnen tolereren. Daarnaast 
zullen er ook minder toxische effecten van de antimycotica optreden. 
In de volgende alinea’s zullen enkele effectieve bestrijdingsmiddelen worden besproken. Eerst zullen 
de studies over Bd aan bod komen en vervolgens die over Bs. Tenslotte wordt de beste 
behandelingsmethode voor beide schimmels kort toegelicht.  
 
Forzán et al. (2008) en Garner et al. (2009) onderzochten de werking van itraconazole. De eerste studie 
testte dit op kikkers, Ambystoma mexicanum (axolotlt) en Potomotyphlus kaupii (wormsalamander). 
Hierbij was een concentratie van 0,01% itraconazole in een 0,6% zoutoplossing voldoende om Bd-
negatieve amfibieën te verkrijgen. De tweede studie onderzocht het effect bij de Balearenpad. De 
laagst geteste dosis van 0,5 mg/l itraconazole gedurende 7 dagen bleek effectief te zijn om Bd te 
bestrijden bij kikkervisjes. Er werd wel een neveneffect gezien namelijk depigmentatie. Het werkte wel 
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niet irriterend aangezien ze bleven eten en er geen sterfte of lethargie waar te nemen was. Mogelijks 
is de depigmentatie de oorzaak van een verstoorde melanine productie. Door dit negatief effect wordt 
itraconazole niet aangeraden bij larvale stadiums.  
 
In een studie van Martel et al. (2011) werd er gekeken naar de werking van amfotericine B en 
voriconazole. De eerste kon Bd volledig elimineren bij een concentraties van 8 µg/l en de tweede bij 
1,25 µg/l. Beide werden gedurende 10 dagen toegediend. Een belangrijke opmerking is dat 8 µg/l 
amfotericine B toxisch is voor kikkervisjes van de Balearenpad dus niet aangewezen is als behandeling. 
Tenslotte werd het protocol van 1,25 µg/ml voriconazole voor 7 dagen getest door geïnfecteerde 
vroedmeesterpadden een keer per dag onder te spuiten. Deze bleek effectief te zijn in het elimineren 
van Bd bij de padden. 
 
Wat later testte Muijsers et al. (2012) verschillende antibiotica en antimycotica. Hieruit werd 
geconcludeerd dat florfenicol, sulfamethoxazole, sulfadiazine en trimetoprim/sulfonamiden Bd in vitro 
konden doden. Dit was niet geval in vivo omwille van de lage concentraties die werden gebruikt. 
Florfenicol werd meer in detail bekeken omwille van zijn stabiliteit in water gedurende 10 dagen. Maar 
bij een concentratie van 10 µg/l bleek het niet in staat te zijn Bd volledig te elimineren.  De beste 
antimycotische behandeling tot op heden is met itraconazole of voriconazole. 
 
De meeste antimycotica tegen Bd werken niet tegen Bs omwille van een andere minimale 
inhibitorische concentratie. Blooi et al. (2015b) kwamen tot de conclusie dat de topische behandeling 
van 10 dagen met 2000 IU/ml polymyxine E en 12,5 µg/ml voriconazole bij een temperatuur van 20°C 
leidde tot Bs-negatieve vuursalamanders. De polymyxine E behandeling bestond uit eenmaal per dag 
de dieren in een bad te plaatsen gedurende 10 minuten. Terwijl voor voriconazole de dieren tweemaal 
per dag ondergespoten moesten worden. 12,5 µg/ml variconazole of 0,6 µg/ml itraconazole alleen of 
in combinatie met polymyxine E bij een temperatuur van 15°C konden Bs niet succesvol bestrijden. 
Itraconazole wordt liever niet gebruikt omwille van de negatieve effecten bij kikkervisjes zoals 
depigmentatie (Garner et al., 2009). 
 
Er is een duidelijk verschil in behandeling van Bd en Bs. De meest effectieve therapie voor Bd bestaat 
uit de amfibieën eenmaal per dag onder te spuiten met 1,25 µg/ml voriconazole voor 7 dagen bij een 
temperatuur van 25°C. Maar meestal is deze temperatuur niet vereist en is de antimycotica alleen 
voldoende. Uit de vorige alinea’s (§ 4.1.1) blijkt een temperatuur van 25°C voldoende te zijn om Bs te 
elimineren. Kunnen de dieren deze temperatuur niet overleven dan is een behandeling met 
antimycotica aangewezen. Namelijk eenmaal per dag een bad van 2000 IU/ml polymyxine E voor 10 
min en tweemaal per dag de dieren onderspuiten met 12,5 µg/ml voriconazole. Beide producten 
worden gedurende 10 dagen bij een temperatuur van 20°C aangebracht. 
 

4.2 Behandeling van de omgeving 

Naast de dieren zijn de chytriden ook aanwezig in de omgeving. Daar kunnen ze enige tijd overleven 
om dan later een amfibie te infecteren. Vandaar dat niet enkel de dieren maar ook de omgeving moet 
worden behandeld. 
 
In een studie van Van Rooij et al. (2017) hebben ze enkele chemische desinfectantia getest om de 
omgeving Bs-vrij te krijgen. De meeste konden zowel Bs als Bd elimineren (Fig. 10). Toch lag de 
blootstellingstijd gemiddeld hoger en waren er minder ontsmettingsmiddelen actief voor Bs dan voor 
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Bd. De reden hiervoor is dat Bs een hogere katalase-activiteit en een meer resistente spore stadium 
heeft. Er werd aanbevolen van 1% Virkon, 4% natriumchloride of 70% ethanol te gebruiken om de 
omgeving te ontsmetten. Waarbij de contacttijd voor Virkon 5 minuten en voor de twee andere 1 
minuut bedraagt. Deze tijden en concentraties moeten goed gerespecteerd worden alsook het drogen 
erna. Dit is nodig om een effectieve desinfectie te verkrijgen. Naast de chytriden zijn deze drie 
desinfectantia ook werkzaam tegen ranavirose.  
Het is heel belangrijk om de omgeving voordien grondig te kuisen om al het organisch en zichtbare vuil 
te verwijderen. Want dit kan interfereren met de producten van de ontsmettingsstap en resulteren in 
een minder effectieve desinfectie.   
 

 
Figuur 10. De doeltreffendheid van verschillende desinfectiemiddelen tegen Bs en Bd. De eerste kolom bevat de 
namen van de desbetreffende middelen, de tweede de concentratie, de derde en de vierde de blootstellingstijd 
nodig om Bs en Bd te doden. 

Naast deze middelen zijn fysische barrières ook een goede manier om infectie met chytriden tegen te 
gaan. Dit werd in een studie van Spitzen-Van Der Sluijs et al. (2018) aangetoond. Bs kon 
vuursalamanders gescheiden door een fysische barrière van 1cm dikte niet infecteren. Dit is vooral van 
belang bij amfibieën gehouden in gevangenschap. De schimmel kan niet zomaar verspreiden van het 
ene aquarium naar de andere. Besmetting zal voornamelijk komen van de eigenaar. 
Een goede algemene hygiëne speelt een grote rol zowel in de preventie als de bestrijding van 
chytriden.  
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5 Praktisch plan voor de bestrijding van Chytridiomycose geïnfecteerde 
amfibieën 

Aan de hand van de bovenstaande literatuurstudie zullen we een protocol opstellen die houders van 
amfibieën kunnen volgen bij Chytridiomycose. We zullen eerst ingaan op het screenen van amfibieën 
zonder en met klinische symptomen indicatief voor Chytridiomycose. Daarna kijken we naar 
geïnfecteerde amfibieën en wat de passende diagnose en behandeling van de dieren en de omgeving 
is. Vervolgens komt ook de verdere opvolging aan bod. Ten slotte zal het protocol in een overzichtelijk 
flowdiagram (fig. 11) gepresenteerd worden. 
 
Zowel klinische gezonde als zieke amfibieën worden gescreend op Bs en Bd met duplex Q-PCR (§ 3.1). 
Tijdens het screenen kan een onderscheid gemaakt worden tussen chytride-positieve en -negatieve 
amfibieën. Verder kan de positieve groep opgedeeld worden in asymptomatische en symptomatische 
dieren. (Blooi et al., 2013) 
Bij de klinisch zieke amfibieën wordt de diagnose gesteld door duplex Q-PCR te combineren met 
histo(patho)logie (§ 3.1). Door beide technieken toe te passen worden fout-negatieve en fout-
positieve resultaten vermeden. De duplex Q-PCR wordt uitgevoerd volgens de studie van Blooi et al. 
(2013). Bij histologie zijn er twee mogelijkheden. Ten eerste kan er histologie uitgevoerd worden op 
levende dieren. Er wordt dan een staartbiopt genomen. Ten tweede is er histopathologie wat meer 
informatie kan geven aangezien de letsels kunnen onderzocht worden en niet enkel de staartregio. 
Histopathologie kan enkel gedaan worden als men dieren kan opofferen. Dit kan bijvoorbeeld niet 
gedaan worden voor zeer waardevolle of individueel gehouden dieren.  
Bij de niet-klinisch zieke dieren kan beslist worden van bijkomend met de Q-PCR histopathologie te 
doen om dezelfde reden als bij de andere groep.  
 
Eens duidelijk is welke amfibieën positief en negatief zijn voor Bs en/of Bd kunnen ze behandeld 
worden (§ 4). De behandeling moet gezien worden per aquarium.  Die kunnen ingedeeld worden in 
drie groepen. De eerste en de tweede groep bestaan respectievelijk uit allemaal positieve en negatieve 
dieren. De derde groep is een mengeling van beide. De eerste en derde groep worden behandeld voor 
Chytridiomycose dus ook de negatieve dieren die aanwezig zijn in die groep. Bij de tweede groep moet 
er worden gekeken of de dieren klinisch ziek zijn. Enkel klinisch zieke dieren worden oorzakelijk 
behandeld.  
Voor de dieren effectief behandeld worden kan er gekozen worden om de ernstig zieke te elimineren 
en de rest te behandelen. Afhankelijk met welke chytride de dieren geïnfecteerd zijn zal een andere 
behandeling toegepast worden.  
Bs kan bestreden worden met een temperatuur 25°C als de amfibie soort het verdraagt. Zoniet worden 
Bs-positieve amfibieën eenmaal per dag in een bad van 2000 IU/ml polymyxine E voor 10 min geplaatst 
en tweemaal per dag onderspoten met 12,5 µg/ml voriconazole. Beide producten worden gedurende 
10 dagen bij een temperatuur van 20°C aangebracht.  
De behandeling voor Bd bestaat uit eenmaal per dag onderspuiten met 1,25 µg/ml voriconazole voor 
een periode van 7 dagen.  
In het geval de dieren met beide chytriden geïnfecteerd zijn dan wordt de behandeling van Bs met de 
antimycotica aangeraden omdat die ook werkzaam blijkt te zijn tegen Bd.  
Ter gelijker tijd moet ook de omgeving behandeld worden. Hiervoor wordt 1% Virkon, 4% 
natriumchloride of 70% ethanol gebruikt. De contacttijd voor Virkon is 5 minuten en voor de twee 
andere producten bedraagt die 1 minuut. Het is belangrijk om voor de ontsmetting grondig te kuisen 
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om al het organisch materiaal te verwijderen. Erna is het van belang alles goed te laten drogen zodat 
de ontsmetting effectief is.  
Tijdens de ontsmetting van de omgeving en de behandeling van de amfibieën wordt alles op een 
propere plaats gedaan en weg van de ontsmette omgeving.  Een goede algemene hygiëne is essentieel 
gedurende het volledige proces maar ook erna. Na de behandeling worden de dieren getest of ze 
infectie-vrij zijn voor ze teruggeplaatst worden. Dit geldt voor zowel de chytride-positieve als de -
negatieve groep. Indien er nog dieren positief zijn dan kunnen deze nog eens behandeld of een meer 
drastische oplossing geëlimineerd worden. Dit heeft als doel een gezonde chytride-vrije collectie te 
verkrijgen.  
 
Voor de opvolging kan men kijken naar het optreden van klinische symptomen bij de amfibieën. 
Vermoed men opnieuw een infectie dan kan er duplex of simplex Q-PCR gedaan worden om te 
screenen. Dit kan samen met histologie gedaan worden als er twijfel is over de resultaten van de Q-
PCR. Afhankelijke van het resultaat wordt er terug een behandeling opgestart.  
Als er nieuwe dieren worden aangekocht is het aan te raden deze eerst te controleren op Bs en Bd. 
Gedurende deze tijd worden ze best in quarantaine gehouden. Pas na de resultaten kunnen ze in de 
collectie geïntroduceerd worden.  
Als men regelmatig in contact komt met andere amfibieën is het belangrijk van een goede algemene 
hygiëne op alle vlakken toe te passen. Daarnaast is het zeker niet slecht om ook de eigen collectie te 
screenen.  
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Figuur 11. Flowdiagram Chytridiomycose. Eerst wordt het onderscheid gemaakt tussen klinische zieke en niet-
zieke amfibieën. De zieke worden getest met duplex Q-PCR en histo(patho)logie voor Bs en Bd infectie. De niet-
zieke wordt enkel met duplex Q-PCR getest. Als alle dieren negatief zijn dan moet er niets ondernomen worden in 
de niet-klinische groep. De klinisch zieke dieren die negatief zijn moeten oorzakelijk behandeld worden. Zijn er 
enkele positief dan volgen er verdere stappen. Ten eerste worden alle dieren behandeld. Ten tweede wordt de 
volledige omgeving ontsmet. De volgende stap is opnieuw testen met duplex Q-PCR. Zijn alle dieren negatief dan 
kunnen deze teruggeplaatst worden in de ontsmette omgeving. Zijn er nog positief dan kunnen deze opnieuw 
worden behandeld of geëlimineerd.  
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III. Discussie  

Zowel Bd als Bs hebben een grote impact op de amfibieënpopulatie en -diversiteit. Er is een goede 
kennis van de pathogenese van Bd. Omdat Bs recenter geïdentificeerd is komen de studies wat achter. 
Maar verder onderzoek is nodig om de schimmels tegen te houden in wilde en private populaties. De 
focus van deze studie lag op het bestrijden van chytriden bij houders van amfibieën.  
 
In de volgende alinea’s zal er eerst worden ingegaan op de verschillende gevoeligheden van de 
schimmels en hoe dit kan bijdragen tot een behandeling. Ten tweede komt de diagnose en behandeling 
vanuit het protocol aan bod. Ten derde zal de wildpopulatie besproken worden samen met eventuele 
behandelingen. Ten vierde wordt er afgesloten met enkele vooruitzichten omtrent Chytridiomycose 
bij amfibieën.  
 
Er is een groot verschil tussen de twee schimmels op het gebied van gevoeligheid. Enkele factoren die 
een rol spelen bij Bd-gevoeligheid zijn onder andere de genetica (Savage and Zamudio, 2016), het 
eerder contact met de schimmel (Catenazzi et al., 2017), het klimaat (Ruggeri et al., 2018) of de soort 
chytride lijn (Farrer et al., 2011). Wat al deze onderzoeken gemeenschappelijk hebben is dat de 
schimmel bekeken werd bij slechts één of enkele specifieke soort(en) amfibie(ën). Terwijl amfibieën 
zeer veel soorten omvatten. Zo is een kikker niet hetzelfde als een salamander, ze verschillen al in hun 
voorkeurstemperatuur. Er kan dus niet zomaar van uitgegaan worden dat de gevonden resultaten bij 
een soort dezelfde zullen zijn voor alle soorten amfibieën. Er zou ten minste verschillende anura en 
urodela moeten worden onderzocht in een proefopzet. Naast de verschillende soorten zijn er ook de 
verschillende levensstadia die elk een andere gevoeligheid hebben voor de schimmel. Er kan dus enkel 
besloten worden dat de onderzochte factoren gelden voor de onderzochte soorten. Er mag niet 
zomaar veralgemeend worden voor alle amfibieën. Anders krijg je tegenstrijdige resultaten zoals bij 
het onderwerp van immuniseren. De ene studie zeg dat het werkt de andere dan weer niet. (Ramsey 
et al., 2010)(Stice and Briggs, 2010) 
Meestal start de schimmel als een epidemie in een naïeve populatie. Later evolueert die naar een 
verdere drastische of langzame daling of een herstel van de amfibieënpopulatie. (Scheele et al., 2017) 
Het doel van de schimmel is om te overleven door gebruik te maken van een gastheer. Bij een lage 
infectiedruk zal er eerder een stabiele toestand ontstaan waar zieke en asymptomatische dieren 
samenleven. Deze asymptomatische dieren worden ook wel dragers genoemd. Naast deze dragers zijn 
ook vectoren en reservoirs nodig om de schimmel te onderhouden. (Kinney et al., 2011) (Briggs et al., 
2010) Of er nu een epidemie of een endemie ontstaat hang sterk af van de omstandigheden. Spitzen-
Van Der Sluijs et al. (2017) toonde aan dat er rekening moet worden gehouden met de verschillende 
factoren die de gevoeligheid voor de schimmel bepalen. 
Zoals eerder aangehaald staat het onderzoek over Bs minder ver dan Bd. Daarom wordt in de 
literatuurstudie nagegaan of Bs een goed of slecht pathogeen is.  Schmidt et al. (2017) argumenteert 
dat Bs een goed pathogeen is maar dat vectoren cruciaal zijn. Een andere studie van Spitzen-Van Der 
Sluijs et al. (2018) beweert eerder dat Bs een matig pathogeen is. (Stegen et al., 2017) misschien is dit 
niet een goede vraag of Bs een goed of slecht pathogeen is. Er zijn veel factoren die hier een rol spelen. 
Zoals bij Bd zijn vectoren en reservoirs essentieel in de spreiding van Bs. Verder onderzoek is nodig 
naar de pathogenese van Bs en welke factoren een rol spelen.  
 
Alles moet samen bekeken worden zoals dat in de natuur is. De omgeving, het klimaat, de verschillende 
schimmels, de infectiedruk en nog veel meer. Het is moeilijk om dit allemaal samen te onderzoeken. 
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Daarom dat iedere factor eerst apart moet worden onderzocht alvorens verschillende samen kunnen 
worden bekeken.  
 
Q-PCR en histologie worden als de beste diagnosetechnieken voor Bd en Bs beschouwt in deze 
literatuurstudie. Door de combinatie worden fout-negatieve en fout-positieve resultaten vermeden. 
De duplex Q-PCR die gebruikt wordt volgens het protocol van Blooi et al. (2013) heeft een hoge 
specificiteit en sensitiviteit. Twee aparte studies van Standish et al. (2018) en Thomas et al. (2018) 
bevestigden dat het een zeer betrouwbare techniek is. Er kan besloten worden dat we een zeer goede 
manier hebben om Chytridiomycose op te sporen. Een voordeel van deze techniek is de niet invasiviteit 
zoals bij histologie. Een ander is dat Q-PCR zowel post- als ante-mortem kan gebruikt worden. Het 
nadeel van deze techniek is dat er geen groot verschil mag zijn in de zoöspore concentraties. Anders 
zal de laagste concentratie niet gedetecteerd worden wat een fout-negatief resultaat heeft. Een 
oplossing om dit te vermijden is histologie of een single Q-PCR uit voeren. Naast een fout-negatief kan 
ook een fout-positief resultaat optreden, dit wordt voorkomen door de grenswaarde op 1 GE te vast 
te leggen. (Thomas et al., 2018) 
Histologie heeft als voordeel tegenover Q-PCR dat de chytriden lange tijd na opslag kunnen worden 
gedetecteerd. In de studie van Thomas et al. (2018) konden ze Bs niet aantonen met histologie. Dit 
werd verklaard doordat er geen stalen werden genomen van de laesies zelf. Daarom wordt histologie 
het best uitgevoerd op de predilectieplaatsen of van de letsels.  
 
De behandeling kan worden ingedeeld in twee types. Er kan behandeld worden met temperatuur of 
antimycotica of beide.  
Behandeling met een temperatuur van 25°C alleen is effectief gebleken bij de bestrijding van Bs bij 
amfibieën. (Blooi et al., 2015a) Voor Bd werkt het ook, maar hier zijn hogere temperaturen voor nodig 
en niet alle amfibiesoorten kunnen dit aan. (Chatfield and Richards-Zawacki, 2011) Uiteindelijk is dit 
een heel goede en kosteloze therapie als de dieren het kunnen verdragen. Dit benadrukt nog eens de 
complexiteit van amfibieën die meer dan één soort omvat.  
Als temperatuur niet werkt kan overgegaan worden naar antimycotica. Deze producten hebben een 
zekere toxiciteit. Dit is gebleken uit de studie van Garner et al. (2009) waar depigmentatie optrad bij 
kikkervisjes na behandeling met itraconazole. Maar ook amfotericine B is toxisch gebleken voor de 
larvale stadia. Variconazole zou het veiligst zijn en kan Bd elimineren bij amfibieën. (Martel et al., 2011) 
Een opmerking bij deze studie is dat enkel de toxiciteit werd getest bij de vroedmeesterpad. Het effect 
zou moeten worden onderzocht bij verschillende soorten en levensstadia.  
Verschillende antibiotica konden de schimmel in vitro elimineren maar niet in vivo. Deze studie toont 
aan dat in vitro niet hetzelfde is als in vivo. (Muijsers et al., 2012) 
Om Bs te bestrijden werden verschillende producten getest die werkzaam zijn tegen Bd. Enkel de 
combinatie van polymyxine E en variconazole konden de schimmel elimineren. Ook moest dit bij een 
temperatuur van 20°C gebeuren. Dit benadrukt het belang van temperatuur bij Bs. (Blooi et al., 2015b) 
Bijkomend onderzoek kan het effect van één antimycotica nagegaan bij verschillende temperaturen. 
Maar we weten dat de temperatuur voldoende kan zijn om Bs te elimineren. Het nut van antimycotica 
is dus enkel bij soorten die deze temperatuur van 25°C niet kunnen overleven. 
 
Uit de studie van Van Rooij et al. (2017) kwamen drie chemische desinfectantia om de omgeving 
Chytridiomycose vrij te krijgen. Het gaat om de producten Virkon1%, natriumchloride 4% of ethanol 
70%. Zoals eerder vermeld is het belangrijk om genoeg tijd en de juiste temperatuur te hanteren voor 
een goede ontsmettingsstap. Dit moet worden voorafgegaan door een grondige kuisstap waarbij al 
het zichtbare vuil verwijderd wordt.  
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Ons protocol is gebaseerd op de diagnosetechnieken duplex Q-PCR en histologie (§3) en de meest 
efficiënte behandelingen (§4). Zoals hierboven aangehaald zijn dit zeer goed methoden. 
In het protocol wordt eerst een onderscheid gemaakt tussen symptomatische en asymptomatische 
dieren. Bij de tweede groep wordt een screening gedaan met duplex Q-PCR. Zoals eerder gezegd kan 
dit fout-negatieve resultaten opleveren. Een simplex Q-PCR is dan de beste manier om dit te vermijden. 
Het screenen kon ook op regelmatige basis gedaan worden bijvoorbeeld bij introductie van nieuwe 
dieren of contact met anderen. De symptomatische groep wordt getest met de twee technieken, 
duplex Q-PCR en histologie. Vervolgens zijn er opnieuw twee groepen, negatieve en positieve dieren. 
Bij de negatieve moeten geen stappen worden ondernomen. Tenzij er twijfel is dan kan zoals eerder 
vermeld een simplex Q-PCR worden uitgevoerd ter controle. De positieve groep wordt gepast 
behandeld. Maar als negatieve en positieve dieren tot dezelfde aquarium behoren dan moeten alle 
dieren behandeld worden. Sowieso moet de omgeving ontsmet worden en alle dieren apart worden 
gehouden. Voor de specifieke behandeling wordt verwezen naar §4. 
 
Deze literatuurstudie gaat vooral over dieren gehouden in gevangenschap. Maar Chytridiomycose 
zorgt ook voor negatieve gevolgen in de wildpopulatie. Kunnen deze dieren ook behandeld worden 
met de voorgesteld technieken?  
Er is een groot verschil tussen de natuur en een gecontroleerde omgeving waar de dieren in 
gevangenschap worden gehouden. Dit zorgt voor een complexere benadering naar behandeling en 
diagnose toe voor de wildpopulatie. Antimycotica of antibiotica kunnen niet zomaar in de natuur 
worden toegediend. Want dit kan gevolgen hebben voor andere dieren. Daarnaast is gebleken uit de 
studie van Geiger et al. (2017)  dat dieren vangen, behandelen en terug vrijlaten geen efficiënte manier 
is om de schimmels te elimineren. Een ideale bestrijding is veilig, goedkoop, toepasbaar op 
verschillende soorten, omgevingen en gemakkelijk toe te passen. (Garner et al., 2016) Een eventueel 
voorbeeld zou probiotica kunnen zijn. Er zijn bacteriën gevonden die chytriden afremmen. (Harris et 
al., 2006)(Brucker et al., 2008) Probiotica zou veiliger zijn voor het dier dan antimycotica. Dit moet 
verder onderzocht worden aangezien er studies zijn die het nut in twijfel trekken. Antwis et al. (2015) 
toonde aan dat bacteriën Bd-GPL niet wereldwijd kon afdoden. Het is complexer dan een soort bacterie 
die de groei van Bd remt.  
Andere mogelijke manieren om chytriden te elimineren zijn vaccineren of manipuleren van de 
omgeving. Uit de literatuurstudie is gebleken dat immuniseren een twijfelachtige piste is. Er zijn studies 
die voor zijn zoals Ramsey et al. (2010) en Catenazzi et al. (2017) en tegenstanders zoals Stice and 
Briggs (2010) en Rollins-Smith et al. (2009). Het manipuleren van de omgeving moet gezien worden als 
bijvoorbeeld temperatuur verhogen (Blooi et al., 2015a), verzilting van het water (Stockwell et al., 
2015) of natuurfenomenen (Roznik et al., 2015). Dit zijn allemaal maatregelen die kunnen toepast 
worden maar wat het effect ervan is op andere organismen moet onderzocht worden. Zo kan een soort 
er beter van worden maar een andere dan juist niet. Verder onderzoek is vereist om de veiligheid en 
doeltreffendheid van de verschillende technieken na te gaan. 
De behandeling van de wildpopulatie is waarschijnlijk een multidisciplinaire aanpak en niet zomaar 
antimycotica toedienen. 
 
Algemeen kan gesteld worden dat er goede diagnose- en bestrijdingsmethoden bestaan voor beide 
schimmels. Maar bijkomende kennis omtrent beide pathogenesen en welke factoren hierbij een rol 
spelen zijn nodig. Dit moet leiden tot betere bestrijdingsmiddelen die eventueel ook in de 
wildpopulatie kunnen worden gebruikt.   
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Bijlagen 

Bijlage I (soorten die vatbaar zijn voor Bs-infectie (Yap et al., 2017))  
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