NIM RAPPORT L.NR. 7455-2020 DK5
™

Danmark

ET‘U

L annd
A 4

4 eurofins Tekniske anvisninger for eDNA-baseret
overvagning af ikke-hjemmehgrende
marine arter

. . - ——y
[ =
e




NIVA Danmark

Hovedkontor NIVA Region Syd

Gaustadalléen 21 Jon Lilletuns vei 3
NO-0349 Oslo, Norge
TIf. (47) 22 18 51 00

Internet: www.niva.no

TIf. (47) 22 18 51 00

NO-4879 Grimstad, Norge

NIVA Region @st

Sandvikaveien 59
NO-2312 Ottestad, Norge
TIf. (47) 22 18 51 00

RAPPORT

NIVA Region Vest

Thormghlensgate 53 D
NO-5006 Bergen Norge
TIf. (47) 22 18 51 00

NIVA Danmark

Njalsgade 76, 4. sal

DK-2300 Kgbenhavn S, Danmark
TIf. (45) 391797 33
www.niva-danmark.dk

Titel

Tekniske anvisninger for eDNA-baseret overvagning

af ikke-hjemmehgrende marine arter

Serienummer

7455-2020

Ny versjon av
NIVA-rapport 7203-2017
ISBN 978-82-577-6938-3

Dato
20. januar 2020

Forfattere

Steen W. Knudsen og Jesper H. Andersen, NIVA Danmark

Dorte Bekkevold, DTU Aqua
Martin Hesselsge, NIRAS
Sgren K.S. Jensen, Eurofins Steins

Peter Rask Mgller, Statens Naturhistoriske Museum

Emne Distribution
Overvaging Aben
Geografisk omrade Sider
Danmark 33 + bilag
Nordsgen

@stersgen

Klient
Miljgstyrelsen (MST)

Klientens reference

Ulrik Berggreen

Udgivetaf NIVA
Prosjektnummer 180280

Sammenfatning

Disse tekniske anvisninger er en revideret udgave af de ansvisninger, der tidligere er udarbejdet for Miljgstyrelsen og publiceret
vinteren 2017/2018. De reviderede tekniske anvisninger indeholder en detaljeret protokol for hvordan miljg-DNA (environ-
mental-DNA eller blot eDNA) kan indsamles, opbevares, oprenses og spores. Anvisningerne er delt i tre dele og omfatter (1)
indsamling og filtrering af vand med instruktionerne for efterfglgende opbevaring af filterenheder, (2) ekstraktion af eDNA fra
filterenheder, og (3) sporing af eDNA ved hjzelp af kvantitativ PCR. Den sidste del med kvantitativ sporing forudsaetter, der er
udviklet og testet artsspecifikke primere og prober for korrekt sporing af eDNA stammende kun fra ikke-hjemmehgrende arter.

Fire emneord

Ikke-hjemmehgrende arter
eDNA

Havstrategidirektivet (HSD)
Overvagning

Hw N e

Hw N e

Four keywords

Non-indigenous species
eDNA

Marine Strategy Framework Directive (MSFD)

Monitoring

Denne rapport er kvalitetssikret i overensstemmelse med NIVAs kvalitetssystem og godkendt af:

Jesper H. Andersen

Forskningschef

Jargen Bendtsen

ISBN 978-82-577-7190-4

NIVA Rapport

ISSN 1894-7948

Kontorleder

© Norsk institut for Vandforskning. Publikationen kan citeres frit med kildeangivelse.


http://www.niva.no/
http://www.niva-danmark.dk/

MONIS, fase 5
Tekniske anvisninger for
eDNA-baseret overvagning

af ikke-hjemmehorende marine arter

Klient: Miljostyrelsen



NIVA Danmark 7455-2020

Indhold

T INAIEANINEG ...ttt es 3
2 (=3 0T - N 4
2.1 Indsamling af Vand ... 4
2.2 Ekstraktion af eDNA fra det indsamlede vand..............cccoiiiinnciinniiiii 10
2.3 In vivo-detektering af eDNA ved kvantitativ-PCR..........ccccccocvviiincinincecrccecreceeens 10
2.4 Tid, Sted O PETIOE ......ovuuueiriieieriieeieie ettt 15
2.5 UAStYT oot 15
2.0 PTOCEAUTE ...ttt 18
2.6.1 Protokol for indsamling af Vand .......cccceeueeeeeeemnceriieieeeeeeieeeeeereneseneie e 18

2.6.2 Protokol for ekstraktion fra direkte indfrosne filtrerede vandprover ved
brug af DNeasy Blood & tissue kit (QIAZEN) .....ccuiueuieeiieiiciieiiciieiiciee e 19
2.6.3 Protokol for detektering af artsspecifik e DNA vha, qPCR......ccovviiiiiiiviviiccicicn, 22
2.7 THEKIISEE «.coveeee et 25
2.8 Vedligehold af INStIUMENTET ........c.vvvuiericrirircrieeeieieeie i sss e seesens 26
2.9 Seerlige forholdsregler - faldgruber ... seeeeeas 26
3 Databehandling..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiitei e 27
3.1 BeIeZNINGET ...ttt 27
3.2 Data 0g KOGET ...t 27
4 KvalitetSSIKIINg......coiviiviiiiiiiiiiiitiictttttt s 30
4.1 Kvalitetssikring af Metode ... 30
4.2 Kvalitetssikring af data og dataaflevering ... 30
5 REfEICNCET ...ttt b bbb bbb 31

Bilag 1:

Kilder til usikkerheder i forbindelse med provetagning, transport, konservering og analyser

Disse tekniske anvisninger skal citeres som:

e Knudsen, S.W., J.H. Andersen, D. Bekkevold, M. Hesselsg@e, S.K.S. Jensen & P.R. Mgller (2020):
Tekniske anvisninger for eDNA-baseret overvagning af ikke-hjemmehgrende arter. NIVA
Danmark rapport, 43 sider. ISBN: 978-82-577-7190-4.



NIVA Danmark 7455-2020

1 Indledning

Disse reviderede tekniske anvisninger er udarbejdet som en del af det af Miljgstyrelsens igangsatte
og finansierede MONIS-projekt. Yderligere oplysinger om MONIS-projektet, herunder faser, formal,
og forelgbige resultater, kan findes i felgende rapporter:

MONIS 1:  ’Monitoring of non-indigenous species in Danish marine waters: Background and
proposal for a monitoring strategy and a monitoring network’ af Andersen et al. (2014).

MONIS 2:  ’Steps toward nation-wide monitoring of non-indigenous species in Danish marine
waters under the Marine Strategy Framework Directive’ af Andersen et al. (2016).

MONIS 3:  ’Development of species-specific eDNA-based test systems for monitoring of non-
indigenous species in Danish marine waters’ af Andersen et al. (2017).
"Tekniske anvisninger for eDNA-baseret overvagning af ikke-hjemmehgrende marine
arter’ af Knudsen et al. (2018).

MONIS 4:  ’A baseline study of the occurence of non-indigenous species in Danish harbours’ af
Andersen et al. (2019).

De reviderede tekniske anvisninger er udarbejdet for indsamling af marine vandprgver med henblik
pa detektering af miljg-DNA (‘environmental DNA’ eller ‘’eDNA’), som beskrevet i flere studier (f.eks.
Ficetola et al. 2008, Goldberg et al. 2011, Olson et al. 2012, Thomsen et al. 2012a,b, Takahara et al.
2012, Pilliod et al. 2013, Taberlet et al., 2012, Deiner et al. 2015, Sigsgaard et al., 2015, 2017,
Knudsen et al. 2019).

De reviderede tekniske anvisninger forudsaetter at der forudgaende er designet artsspecifikke pri-
mere og prober — gennem in silico-design (dvs. design gennem analyse af nukleotid-sekvens data) —
for den pagaldende art, der gnskes detekteret. Derudover er det ogsa en forudsaetning, at eDNA i
den indsamlede vandprgve forekommer i tilstraekkeligt hgje koncentrationer.

De reviderede tekniske anvisninger er under stadig udvikling og b@r derfor betragtes som forelgbige.
Det skyldes bl.a., at det ikke er endeligt fastlagt, hvorledes eDNA bedst kan indsamles, opbevares og

detekteres, da det i hgj grad afhaenger af bade vandkvalitet, indsamling og opbevaring af vandprgve,
ekstraktion af DNA og brugerens erfaring med bade taxonomi og bioinformatik (jf. Deiner et al. 2015,
Renshaw et al. 2015, Thomsen & Willerslev 2015, Taberlet et al. 2012, Sigsgaard et al. 2015, 2017).

Erfaringer fra de fgrste ars overvagning, bl.a. under NOVANA-programmet, forventes derfor at med-
virke til en Igbende udvikling af de tekniske anvisninger. Anvisningerne bgr som udgangspunkt kun
felges safremt indledende valideringstest (ogsa kaldet in vitro-test) er blevet udfgrt for de benyttede
primer- og probe-systemer pa DNA ekstraheret fra vaev fra bade den eftersggte art, samt pa DNA
ekstraheret fra vaev fra taetbeslaegtede arter. Indledende in vitro-test er pakraevet for ikke at risikere
at fejlagtige konklusioner baseres pa grundlag af falske positive signaler fra analysen.

Denne anvisning er lavet med henblik pa at kunne anvendes bade i laboratoriet og under feltarbejde.
Derfor er dele af metoderne gentaget i forbindelse med de forskellige afsnit for at undga
misforstaelser og fejl ved malingerne..



NIVA Danmark 7455-2020

2 Metode

| dette dokument gives separate tekniske anvisninger for de tre hovedelementer i eDNA analyse:

e Indsamling af vand.

e Ekstraktion af eDNA fra det indsamlede vand.

e Detektion af artsspecifik eDNA vha. kvantitativ PCR (qPCR). Bemzerk at forskellige metoder
for indsamling og ekstraktion af eDNA er beskrevet i litteraturen (jf. Ficotela et al. 2008,
Takahara et al. 2012, 2013, Tréguier et al. 2014, Deiner et al. 2015, Spens et al. 2017).

For at sikre at resultater er sammenlignelige pa tveers af prgver, indsamling og arter, er det vigtigt at
fremgangsmaden er standardiseret fra begyndelsen.

2.1 Indsamling af vand

Udbyttet af eDNA er alt andet lige koblet med maengden af indsamlet vand — jo mere vand, jo mere
eDNA (Thomsen et al. 2012a, Taberlet et al. 2012, Goldberg et al. 2015).

Ved filtrering af vand anbefales det derfor, at sd meget vand som muligt filtreres igennem en filter-
enhed. | denne anvisning filtreres de 1,5 L vand ved at presse vand igennem en steril filtreringsenhed
under overtryk. Eftersom der er bedst erfaring med filtrering ved overtryk (Spens et al. 2016), bygger
disse reviderede tekniske anvisninger udelukkende pa filtrering i modsaetning til tidligere studier der
benytter sig af ethanol-faeldning af vandprgver (f.eks. Ficotela et al. 2008, Thomsen et al. 2012a).

Inden indsamlingen af vandprgver indledes, skal selve indsamlingen tilretteleegges hensigtsmaessigt
for at opna maksimalt eDNA-udbytte i de efterfglgende trin. Indsamling af vandprgver bgr sa vidt det
er muligt koordineres med de eftersggte organismers aktivitet og biologi. Jo mere aktive de efter-
spgte organismer er, jo stgrre er chancen for at spore deres eDNA. Skal der indsamles information
om organismerne med konventionel fangst/indsamling med henblik pa at sammenholde disse data
med eDNA-niveauer, skal indsamling af vandprgver tilrettelaegges sa vandindsamlingen, sa vidt det er
muligt, er sammenfaldende med den konventionelle overvagning. Det nuvaerende eDNA-program
under NOVANA-overvagningen sigter mod at spore eDNA fra mange forskellige organismer. Bade
fytoplankton, krebsdyr, muslinger og fisk. For nogenlunde at indsamle vandprgver indenfor et
tidsrum hvor alle disse organismer er aktive i vandsgjlen skal der indsamles to gange arligt. En gang i
foraret og tidlig sommer, og en gang i sensommeren og efteraret. Indsamlingen af vandprgver fore-
tages indenfor perioden maj-juni og indenfor perioden august-september i koordination med rele-
vante overvagningsaktiviteter i NOVANA-programmet. Derudover skal vandindsamlingen samtidig
finde sted pa et tidspunkt, der minimerer risiko for at store koncentrationer af alger eller opslem-
mede partikler i vandsgjlen blokerer filteret (eksempelvis under algeopblomstringsperioder), og
derved forhindrer, at det ngdvendige 1,5 L volumen vand per filter-enhed kan filtreres. Er vand-
prgven for mudret og indeholder den for mange opslemmede partikler til at mindre end 50 mL kan
presses gennem filteret, skal der ikke indsamles vandprgve fra den pagaeldende lokalitet. | stedet
forsgges vandprgven enten indsamlet et andet sted, dog maks. 1000 m fra den planlagte lokalitet,
eller pa et senere tidspunkt, dog ikke mere end en uge efter. Hvis vejrlig eller andre arsager for-
hindrer at vandprgven kan indsamles pa den udvalgte lokalitet, kan indsamlingslokaliteten ogsa
flyttes maksimalt 1000 m vaek og eventuelt ogsa til et senere tidspunkt, dog ikke mere end en uge
efter planlagt indsamling.
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Vandindsamling skal tilrettelaegges saledes at en eventuel sidelgbende konventionel vurdering af
stgrrelsen af bestanden af en given invasiv art foretages enten pa samme dato eller med fa dages
mellemrum. Der ma maksimalt vaere en uges tidsrum imellem datoen for vandprgvetagningen og
datoen for prgvetagning efter den ikke-hjemmehgrende art. Fordi eDNA hurtigt nedbrydes kan et
eDNA-signal hurtigt aendres, og gnskes der en sammenholdning med konventionel overvagning er
det vigtigt at pr@vetagning for eDNA-vandprgven er sa teet pa tidspunktet pa hvor en eventuel
konventionel prgvetagning bliver gennemfgrt.

Vandprgvetagning kan foretages indenfor en radius pa 1000 m omkring den planlagte indsamlings-
lokalitet, safremt bundforhold og stremforhold kan betragtes som vaerende ensartede indenfor
denne radius. Er bund- og strégmforhold vaesentligt forskellige indenfor denne 1000 m radius, ma
preveindsamlingslokaliteten ikke flyttes laengere vaek end at disse forhold stadig kan betragtes som
tilsvarende for forholdene pa den oprindeligt planlagte lokalitet. Flyttes en vandindsamlingsstation
saledes vaek fra den oprindeligt planlagte position, noteres i stedet leengde- og breddegrad for den
alternative vandindsamlingslokalitet, og i indsamlingsskemaet anfgres arsagen til at
indsamlingslokaliteten er flyttet.

Uanset om der indsamles planktonprgver i overfladen eller i de dbne vandmasser eller der indsamles
bundfaunaprgver eller der indsamles bundprgver eller andre prgver langs et transekt, sa skal alle
vandprgver altid indsamles mindst 1 m over bunden. Vandprgver indsamlet taettere pa bunden kan
resultere i at der uheldigvis indsamles ‘gammelt’ eDNA fra bunden fra dgde organismer og ikke fra de
levende organismer i vandsgjlen.

Fordi der ud fra hver enkelt filterprgve gnskes en eDNA-vurdering af organismer i overfladevandet og
organismer som lever associeret med bunden, er prgvetagningsmetoden i disse reviderede tekniske
anvisninger et kompromis mellem at kunne spore eDNA fra bundelevende organismer samtidigt med
at der kan spores eDNA fra organismer i overfladen. Vandprgver indsamlet i overfladen kan resultere
i en fejlvurdering af eDNA-niveuaer af de bundlevende organismer og omvendt for vandprgver
indsamlet nzer bunden. Derudover kan bundmateriale ophobe gammelt eDNA, hvilket kan medfgre
fejlvurderinger af eDNA-forekomsten i tilfaelde af at vandprgven indsamles for taet pa bunden. For at
undga at eDNA-niveauerne eventuelt bliver fejlvurderet, skal det sikres at alle vandprgverne samles
ind fra en dybde der er 1 m over bunden og samtidig er 1 m under overfladen. Dette er selvfglgelig
ikke muligt pa lokaliteter, hvor dybden er mindre end 2 m. Er dybden mindre end 2 m frarades det at
indsamle vandprgver.

Hvis lagdelingen af vandsgjlen bevirker at vandprgven skal foretages i en dybde der er mindre end 1
m over bunden, skal der ikke indsamles vandprgve (se nedenfor). Et eksempel kunne veere, at der er
lagdeling af vandsgjlen 1 meter under havoverfladen pa grund af salinitets- eller temperaturforskelle.
Er der 3 meter til bunden i den dybeste del af transektet, og er lagdelingen ved 2 meter under
havoverfladen, kan der ikke samles en vandprgve under lagdelingen uden at vandprgven bliver
indsamlet fra en dybde der mindre end 1 meter under havoverfladen. | dette tilfaelde skal der altsa
ikke indsamles nogle prgver.

Pa indsamlingslokaliteter for bundfauna indsamles ét saet eDNA-vandprgver fra det dybdeinterval,
der er en 1 m over bunden og samtidig ogsa er 1 meter under havoverfladen. Alle vandprgverne til
samme szt af vandprgver skal indsamles fra samme dybde pa den pageaeldende lokalitet.

Ved samtidig indsamling af bundfauna skal vandprgverne indsamles sa der ikke filtreres vand med
ungdige meaengder af partikler, som kan vaere blevet opslemmet under indsamlingen. Der er risiko for
at en forudgaende bundprgveindsamling kan mudre en efterfglgende vandprgve til med store
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mangder sediment. Det anbefales derfor, at vandprgven altid indsamles inden en eventuel bund-
prgve bliver indsamlet. Hvis maengden af sediment i vandet er et problem, skal vandprgven ind-
samles leengere vaek (dog maks. 1000 m) fra den oprindeligt planlagte position eller pa et senere
tidspunkt (dog maks. en uge). Der er ikke nogen forudgaende studier af hvor ‘sedimentfri’ en
vandprgve skal veere for at der kan spores eDNA i vandprgven. Men er der sa meget sediment i
vandet, at det ikke muligt se igennem en portion pa 1 dL til 3 dL vand i et almindeligt drikkeglas, er
det sandsynligt’ at det vil vaere vanskeligt at filtrerer det gnskede vandvolumen. | sa fald bgr indsam-
lingslokaliteten flyttes eller prgvetagningstidspunktet udskydes.

Ved vandprgveindsamling i forbindelse med transekter gdende ud fra kysten, skal vandprgverne ind-
samles i den del af transektet, der er dybest og laengst vaek fra kysten, og stadig er minimum 1 m
over bunden. Der ma ikke samles vandprgver ind fra vandlaget i den fgrste meter over bunden. Det
betyder at er den dybeste dele af transektet ikke dybere end 2 m, sa skal der ikke indsamles
vandprgver.

Filter-enheden skal veere steril inert, indelukket i en plasticbeholder og have en effektiv porestgrrelse
pa 0.2-0.5 um (f.eks. et Millipore ’'Sterivex’-filter) (som ogsa anbefales af Spens et al. 2017). Filteret
placeres i en integreret filterholder, som tillader laektaet samling med tryksat filtreringsenhed (f.eks.
tryk-assisteret filtreringsenhed (PAF; Pressure Assisted Filtration), hvor en tryktaet beholder er i stand
til at udgve et overtryk pa f.eks. en plasticpose med indsamlet vand, hvorved vandet presses ud af
plasticposen og igennem et filter) ved et effektivt overtryk pa minimum 1 bar atm (101 kPa), men
gerne op imod 3 bar (304 kPa). Indsamles vandprgven fra en stgrre beholder, er det ngdvendigt at
fierne potentielt kontaminerende rester af eDNA fra evt. tidligere vandprgvetagning. En st@rre be-
holder, som f. eks. en vandbeholder i en Rosette-vandhenter, skal derfor gennemskylles med vand
fra den nye indsamlingslokalitet, sa vand fra den forrige indsamlingslokalitet ikke kan lede til senere
falsk sporing af eDNA. En vandbeholder skal derfor inden prgvetagning gennemskylles behgrigt inden
vandprgven indsamles. Derved sikres det, at filteret kun indsamler eDNA fra den pagaeldende ind-
samlingslokalitet. For en Rosette-vandhenter vil en sddan gennemskylning automatisk finde sted nar
vandhenteren i dben tilstand saenkes ned til den gnskede vanddybde.

Indsamles prgven med vandslange skal vandslangen fgrst gennemskylles. Der skal gennemskylles
med minimum 6 gange det volumen vand der kan veere i slangen inden selve vandprgven udtages.
For at tilsvare kravene i TA MO1 (se Fossing et al. 2019) skal indsugningsstudsen ‘parkeres’ i prgve-
tagningsdybden, inden vandet skal pumpes op. Vand pumpes derpa gennem systemet svarede til
minimum seks gange slange- og pumpesystemets volumen, der kan veaere i slangen. Derved
gennemskylles vandslangen med havvand fra den indsamlingslokalitet hvorfra vandprgven skal
indsamles inden selve vandprgven udtages. Dette sikrer, at vandslangen kun indeholder vand fra
netop den pagaldende indsamlingslokalitet hvorfra prgven indsamles. Derved undgas kontaminering
med eDNA fra forrige indsamlingslokaliteter. Efter gennemskylning seks gange kan vandprgven
udtages.

For den efterfglgende filtrering skal den indelukkede filterenhed ('Sterivex’-filteret) benyttes sam-
men med en PAF-enhed med dertilhgrende engangsplastic, der forhindrer kontaminering. Studier i
filtrering og efterfglgende opbevaring peger pa at 'Sterivex’-filtre er den mest praktiske Igsning, der
samtidig sikrer et hgjt udbytte af eDNA i den efterfglgende ekstraktion (Spens et al. 2017).

Med en PAF-enhed beregnet for indsamling af eDNA fglger ogsa instruktion og vejledning i prgve-
tagning, samt anbefaling af pumpe eller kompressorer, der kan kobles til PAF-kittet. Det anbefales at
bruge en kompressor, men som en ngdlgsning kan en almindelig cykelpumpe ogsa monteres til PAF
enheden og anvendes til at generere overtryk under filtrering.
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Indsamlet vand, hentet med f.eks. en Rosette-vandhenter, skal filtreres umiddelbart efter vandet er
indsamlet. eDNA i vandprgver vil henfalde eksponentielt med en halveringstid pa under 12 timer
(Sigsgaard et al. 2016, 2017, Andruszkiewicz et al. 2017, Collins et al. 2018, Jo et al. 2019). Filtrering
af vandprgven skal derfor ske indenfor maksimalt en time efter vandprgven er indsamlet.

Den indsamlede vandprgve ma ikke opvarmes, i tidsrummet der fglger fra vandet er indsamlet til den
bliver filtreret, da en temperaturstigning kan medvirke til at nedbryde det indsamlede eDNA
(Strickler et al. 2015, Tsuji et al. 2017). Kan filtrationen ikke finde sted straks efter indsamling, ma
vandprgven holdes kold (<10°C); f.eks. i et kpleskab eller en kgleboks med kgleelementer, indtil den
skal filtreres senest en time efter.

Som minimum skal der filtreres 1,5 L vand fra indsamlingslokaliteten igennem hvert enkelt 'Sterivex’-
filter. Men i tilfaelde af hgje koncentrationer af alger eller andre opslemmede partikler i vandprgven
kan ‘Sterivex’-filteret blive blokeret selv efter at et mindre vandvolumen er forsggt filtreret. | sa fald
noteres det vandvolumen som succesfuldt blev forceret igennem ’Sterivex’-filteret. En vandbeholder
pa siden af PAF-enheden opsamler det filtrerede vand, og ggr det let at aflaese hvor stort et volumen
vand der er blevet filtreret.

Med henblik pa, at der for hver indsamlingslokalitet skal tages tre separate replikater, skal der altsa
paregnes at minimum 4,5 liter vand er ngdvendig for filtrering gennem tre ’Sterivex’-filtre med 1,5
liter vand per filter.

For at vurdere om der er en lagdeling af vandsgjlen pa grund af salinitets- eller temperaturforskelle,
henvises der til de geeldende tekniske anvisninger i NOVANA-programmet. Teknisk Anvisning M01
(Fossing et al. 2019) fastsaetter at vandsgjlen betragtes som lagdelt nar: ‘... forskellen i salinitet eller
temperatur fra 1 m under overfladen til 1 m over bunden er mere end 1 PSU eller 4 °C’. Indsamlingen
af vandprgverne skal ske over lagdelingen som defineret i TA MO1 af Fossing et al. (2019). Er der
lagdeling i vandsgjlen, skal der kun indsamles vand over lagdelingen. Vandprgven indsamles fra den
gverste vandfase og i en dybe der samtidig er 1 m under havoverfladen.

Efter endt filtrering med et 'Sterivex’-filter skal det resterende vand i filteret presses ud. Dette kan
gores ved at en tom 60-100 mL handsprgjte fyldes med luft og derefter kobles pa 'Sterivex’-filteret
og trykkes i bund, saledes at det resterende vand presses ud. Indsamlingsprotokollen vedlagt PAF-
kittet beskriver denne del af protokollen med billeder og anvisninger. Bemaerk, at det er vanskeligt at
tgmme et 'Sterivex’-filter fuldstandig for restvand - et mindre volumen af restvand i filteret kan
derfor ikke undgas. Hvis restvand udggr mindre end en tiendedel af ‘Sterivex’-filterets totale
volumen, er dette acceptabelt. Filteret ma ikke indfryses med restvand, der overstiger 10% af
filterets volumen.

De tekniske anvisninger dikterer, at der som udgangspunkt ikke ma tilseettes praeserverende vaeske
(eller buffer oplgsning eller lignende) til filteret efter endt filtrering. Det tgmte filter skal altsa ifglge
disse tekniske anvisninger indfryses uden vaeske i. Kan det senere hen pavises, at der kan udvindes
mere eDNA fra filtrerede vandprgver, ved tilsaetning af praserverende vaske eller anden buffer til
filteret efter filtrering, kan denne del af de tekniske anvisninger efterjusteres. En sadan revision af
anvisningerne kan dog kun ske med Miljgstyrelsens godkendelse.

En gjeblikkelig indfrysning af filteret, indenfor en time, med efterfglgende konstant opbevaring pa
frost kan udggre et problem for indsamlingslokaliteter hvor indfrysning ikke er mulig. For de indsam-
lingslokaliteter hvor gjeblikkelig indfrysning ikke er mulig (dvs. indenfor en time efter vandprgven er
filtreret), skal filteret i stedet tilfgres 720 uL ATL-buffer (se ekstraktionsprotokollens afsnit 2.6) med
en P1000-pipette med filterspids monteret. Buffervaesken skal tilseettes gjeblikkeligt efter endt filtre-
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ring. Der er kun udfgrt fa sammenlignelige forsgg med tilsatning af buffer i stedet for indfrysning,
men disse resultater viser at eDNA-udbyttet fra et filter praeserveret i buffer er en anelse lavere end
fra et gjeblikkeligt indfrossent filter (Spens et al. 2016, Majaneva et al. 2018). Efter tilsaetning af
buffer lukkes enderne pa ’Sterivex’-filteret med propper. Filteret placeres derpa i en lille plastpose
med zip-lock lukning. Hvert enkelt filter skal placeres i sin egen zip-lock pose. Plastic posen med
filteret kan nu transporteres ved almindelig stuetemperatur. Sa snart det er muligt at laegge filteret
med ATL-buffer i en fryser, skal filteret indfryses. Der skal sa noteres dato og tidspunkt for ind-
frysning (UTC tid). Notering af tidspunkt vil ggre det muligt senere at vurdere hvor stor effekt det har,
at filterprgven blev bevaret i buffer i stedet for vaere blevet gjeblikkeligt indfrosset.

Tilseetning af buffer er ikke optimalt og bgr kun finde sted, hvis den filtrerede vandprgve ikke kan
indfryses direkte.

For filtre der indfryses straks, skal enderne af 'Sterivex’-filteret fgrst lukkes med de skruepropper
(herefter: ‘caps’) der fglger med ’Sterivex’-filteret. Det temte filter med filtrat lukkes i begge ender
med de medfglgende caps. Bemaerk, at der med PAF-kittet fglger ‘caps’ for hvert eneste 'Sterivex’-
filter.

Det lukkede ’Sterivex’-filter laegges derpa i en zip-lock-pose med et unikt indsamlingsnummer noteret
pa posens hvide skrivefelt. At dette nummer er unikt og ikke genbruges pa andre 'Sterivex’-filtre er
seerdeles vigtigt, idet genbrug af numre kan lede til forveksling af prgver. Kun et enkelt 'Sterivex’-
filter placeres i hver zip-lock pose og posen med filteret indfryses herefter straks. Dette kan ggres i
en almindelig fryser (< -15°C), ved opbevaring i en flamingo-kasse eller i en kgleboks med tgris.

Dato og klokkeslzet for indsamling noteres sammen med tidspunktet for start pa filtreringen og endt
filtrering, og hvillket tidspunkt den feerdig filtrerede prgve blev lagt pa is.. Tidspunktet angives i UTC.
Tidspunkterne skal noteres for at ggre det muligt at sammenligne hvilken effekt dette tidsrum har pa
eDNA-niveauerne pa tvaers af filtrerede vandprgver.

Noter om indsamlingstidspunkt, tidsrum fra vandindsamling til endt filtrering og indfrysning, navn pa
prgvetager, prgvetagningslokalitet og filterenhed noteres pa det notat-ark, der er vedlagt de tekniske
anvisninger (se side 31).

En udstyrsliste over hvilke komponenter der er brug for til indsamling af vandprgver er ogsa indsat i
de tekniske anvisninger (Tabel 1, side 21). Denne liste kan bruges som tjekliste nar feltarbejdet plan-
leegges og udstyr klarggres.

Et rekvisitionsskema (prgvetagningsskema) er indsat i de tekniske anvisninger (Tabel 2, side 31).
Skemaet kan printes og medbringes i felten til notater og optegnelser. Beregn et styk kopi af
rekvisitionsskemaet per indsamlet filter.

Alle noter bgr anfgres med blyant, da tusch og kuglepenne-blaek let kan Igbe ud. Prgvetagnings-
skemaet (Tabel 2, side 31) kan med fordel printes pa vandfast papir, hvis meget vade forhold
forventes under feltarbejdet. Noter fra prgvetagningsskemaet skal overfgres til et excel-regneark
(eller lignende) efter prgvetagningen er afsluttet.

For at sikre validering af resultatet er gentagen prgvetagning ngdvendig. Som minimum skal ind-
samling og filtrering af vandprgver derfor gentages tre gange lige efter hinanden per lokalitet. Vand-
indsamling, filtertype og preeservering af filter skal standardiseres fra start for at sikre sammenligne-
lighed pa tveers af bade prgvetagningstidspunkt samt prgvetagningslokalitet.
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Med henblik pa at sasmmenholde eDNA-mangder i prgver opsamlet gennem flere ar skal den ind-
samlede filtrerede vandprgve efter indfrysning til < -15°C overflyttes til -80°C. Under overflytningen
fra -15°C til -80°C ma filterprgven ikke optges (ikke overstige 0°C). Filteret skal indfryses gjeblikkeligt
efter endt filtrering, ved placering i en fryseboks, eller en transportabel beholder eller kasse eller
boks med tgris i. Alternativt kan filteret ogsa anbringes i en transportabel fryseboks til indfrysning,
hvor temperaturen er sikret at veere under -15°C. Eller filteret i plasticposen kan placeres i en helt
almindelig fryser hvor temperaturen er under -15°C. Nar det frosne filter er indfrosset, kan det
bevare eDNA-mangden i op til 2-4 uger (Spens et al., 2017) indtil det overflyttes til -80°C fryser. Da
eDNA pa et filter ved temperaturer over 0°C nedbrydes eksponentielt med en halveringstid pa under
12 timer, er det yderst vigtigt at filterprgven sa hurtigt som muligt bringes til under -15°C efter endt
filtrering. For 'Sterivex’-filterprgver tilsat buffer, er dette dog underordnet, da buffertilsatte prgver
som udgangspunkt antages at have et lavere niveau af eDNA per filtreret liter vand end hvad et ind-
frossent filter vil have (Majaneva et al. 2018). De filterprgver der er tilsat buffer skal ogsa indfryses,
sasnart det er muligt at fa disse filterprgver pa frost. For senere analyse er det stadig vigtigt at vide
hvilke prgver der blev indfrosset direkte efter endt filtrering, og hvilke prgver der fgrst blev tilsta
buffer og derefter indfrosset. Det giver kun mening at sammenholde filterede vandprgver der er
blevet behandlet og opbevaret pa samme facon, da eDNA-niveauerne ellers vil variere ud fra
opbevaringsmetoden og ikke ngdvendigvis ud fra forekomsten af den eftersggte art i vandet. Det er
uvist om filterprgver med buffer mister DNA over tid og der er ikke detaljerede studier, som viser om
filterprgver med buffer taber eDNA over tid ved opbevaring ved forskellige temperaturer. Disse
tekniske anvisninger anbefaler derfor, at alle gemte filtrater ekstraheres og opbevares i eluerings-
buffer og derefter hurtigst muligt indfryses til under -15°C. For bade filtrater med eller uden buffer er
det vigtigt at dato og tidspunkt for indfrysning under -15°C noteres, sa det senere er muligt at
vurdere effekten af buffertilseetning kontra den direkte indfrysning.

Det er ikke undersggt hvor lang tid filtreret eDNA i 'Sterivex’-filtre kan bevare deres eDNA, nar fil-
trene bliver opbevaret ved -80°C, men efter forsgg pa ekstraktion af DNA fra isborekerner og perma-
frostjord (Pedersen et al. 2015) kan det ikke udelukkes at opbevaring af filtre pa -80° C kan bevare
DNAet i mere end 1000 ar (Willerslev et al. 2003, Thomsen & Willerslev 2015). DNA opbevares dog
bedst nedfrosset i hgje koncentrationer i buffertilsatte ekstraktioner. Det anbefales derfor, at 'Steri-
vex'-filtre ekstraheres i elueringsbuffer og at det ekstraherede eDNA opbevares ved temperaturer
under -15°C fremfor at filteret med filtrat opbevares igennem flere ar.

Som udgangspunkt er ‘Sterivex’-filterenheden en lukket og steril enhed, og er vanskelig at kontami-
nere med udefrakommende eDNA. Nar filteret er lukket med 'caps’ og opbevaret i zip-lock-pose og
indfrosset er risikoen for kontaminering staerkt begraenset. Den stgrste risiko for kontaminering mel-
lem prgver beror pa, om vand fra tidligere indsamlingslokaliteter uhensigtsmaessigt bringes i kontakt
med en ny prgvetagning. Da alle detekteringssystemerne bygger pa artsspecifik sporing af DNA fra
hvirvellgse dyr, benfisk og alger, er der minimal risiko for at menneskeligt DNA kan kontaminere
prgven.

Derudover er det vigtigt, at den person der foretager filtreringen ikke forinden vandprgvetagningen
har handteret individer af forskellige ikke-hjemmehgrende arter. Der medfglger bade
engangshandsker og instruktioner til PAF-kittet for at minimere denne kontamineringsrisiko.
Prgvetageren skal vaere gjort bekendt med PAF-enheden og delene i kittet inden selve
prgvetagningen udfgres.

En detaljeret beskrivelse af fremgangsmaden ved vandfiltrering findes i afsnit 2.6.
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2.2 Ekstraktion af eDNA fra det indsamlede vand

Al bearbejdning af indsamlede filtrerede vandprgver og ekstraktion fra filtre er planlagt udfgrt af et
kvalificeret DNA- og PCR-laboratorium. Denne bearbejdning forudsaetter et indgdende kendskab til
molekylaerbiologiske teknikker og laboratorieprotokoller. De efterfglgende afsnit af denne tekniske
anvisning er derfor udelukkende henvendt til slutbrugere med erfaring indenfor ‘Polymerase Chain
Reaction’ (PCR) og 'quantitative PCR’ samt en grundlaeggende forstaelse for biokemi og bioinfor-
matik. Derudover forudsaettes det, at brugeren er bekendt med protokoller for oprensning af DNA
(Casaril et al. 2017, Deiner et al. 2018, Spens et al. 2017) og efterfglgende koncentrationsmaling
(Casaril et al. 2017, Mardis et al. 2017).

Ekstraktion af eDNA fra filtrerede vandprgver kan foretages med et kommercielt produceret DNA-
oprensnings-szet ved navn DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen). Dette ‘ekstraktions-kit’ har vaeret
anvendt i mange studier og forventes generelt at give gode resultater (f.eks. Thomsen et al. 2012a,b,
Takahara et al. 2013, Biggs et al. 2014, Tréguier et al. 2014, Deiner et al. 2015, Sigsgaard et al. 2015,
2017). Fremgangsmaden for DNA-ekstraktion findes i protokollen i afsnit 2.6. Ekstraktion med andre
’ekstraktions-kits’ for DNA-ekstraktion eller andre DNA-ekstraktionsprotokoller ma kun benyttes, sa-
fremt der foreligger sammenlignende studier som sammenholder DNA-udbytte fra filtrerede vand-
prgver med DNeasy Blood & tissue kit.

En detaljeret protokol for ekstraktion er angivet herunder, og kan tjene som retningslinje for senere
bearbejdning af filtrerede vandprgver ved analyse hos et kvalificeret DNA- og PCR-laboratorium.
Eventuelle afvigelser og &endringer fra denne protokol skal noteres, da disse detaljer vil veere vigtige
for hvor lave niveauer, der kan spores eDNA pa.

2.3 In vivo-detektering af eDNA ved kvantitativ-PCR

En detaljeret arbejdsgang for gPCR-analyse er angivet herunder, og skal bruges som retningslinje for
bearbejdning af ekstraktioner ved et kvalificeret DNA- og PCR-laboratorium. Alle artsspecifikke
sporingssystemer, der saledes gnskes benyttet pa ekstraherede vandprgver, skal derfor vaere testet
tilfredsstillende til operationelt niveau (se nedenfor) inden de kan bruges for eDNA sporing.

Detektion af eDNA er baseret pa Polymerase Chain Reaction (PCR)-analyser. De her anvendte
metoder benytter sig af sakaldte ‘primer’ og ‘probe’ systemer, der binder specifikt til DNA fra en
bestemt fokus-art. Man har derfor ét specifikt PCR-system per art der undersgges for. PCR-metoden
undersgger om der forekommer opformering ("amplifikation’) af DNA’et fra én specifik art ad
gangen. Hvis dette er tilfeeldet konkluderes det, at arten har leveret eDNA til prgven, og saledes
forekommer pa lokaliteten. Tilsvarende, hvis det artsspecifikke system ikke kan amplificere DNA, og
en positiv kontrolprgve samtidig godt kan amplificere DNA, konkluderes det, at artens eDNA ikke var
forekommende i prgven.

Grundlaget for en robust og kvantitativ detektion af eDNA er forudgaende grundig afprgvning (in
silico- og in vitro-tests) af de molekylaere systemer, der anvendes til at bedemme eDNA-maengderne i
en given prgve. Dette sikrer, at metoderne ikke giver falske positive signaler (dvs. giver signal for en
art, selvom dens DNA ikke forefindes i prgven, som kan hande f.eks. hvis metoden giver ugnsket
amplifikation af eDNA fra teetbesleegtede arter). Detaljeret in silico-design kan ikke udelukke uspecifik
ugnsket amplifikation. Kun en detaljeret og grundig in vitro-test kan sikre at fejlagtige konklusioner
ikke drages pa grundlag af falsk positiv amplifikation. Se ogsa studierne af Taberlet et al. (2012),
Wilcox et al. (2013) og Thomsen & Willerslev (2015).
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Detektion af eDNA er baseret pa PCR-analyser med et hgjt antal amplifikationscykler (>40 cykler)
med "annealing’ og 'extension’, og primer- og probe-systemet kan detektere meget lave eDNA-
koncentrationer. Man anvender typisk op til 40 amplifikationscykler for at minimere risikoen for at fa
ugnsket amplifikation fra taet-beslaegtede arter, der matte forekomme i samme habitat som den
eftersggte art (Wilcox et al. 2013). Det er ikke ngdvendigvis muligt at udlede fra et falsk positivt
resultat fra gPCR, hvilken anden teetbeslaegtet art der har resulteret i ugnsket amplifikation. Ampli-
fikation af fokus-arten kan saledes ikke skelnes fra ugnsket amplifikation af sgster-arter pa grundlag
af PCR-metoden. Dette betyder ogsa, at hvis den forudgaende design-proces af primer- og probe-
systemet er baseret pa ufuldstaendig sammenholdning af nukleotidsekvens data for beslaegtede arter
(f. eks. fra “the National Center for Biotechnology Information’ (NCBI) GenBank), kan det ikke
udelukkes at metoden giver falsk positiv amplifikation pa grund af andre ukendte s@sterarters
ukendte DNA (se Wilcox et al. 2013).

For at bedgmme praecisionen af PCR-metoden anvender man en fortyndingsraekke baseret pa DNA
ekstraheret fra vaev eller en fortyndingsraekke baseret pa praecis det dobbeltstrengede-PCR (dsPCR)
DNA-molekyle, der efterspores med det arts-specifikke primer-probe-system.

Er en kvantificering af de eftersggte eDNA-molekyler i vandprgven ikke gnsket, vil en fortyndings-
reekke baseret pa DNA ekstraheret fra vaev veere tilstraekkeligt.

En fortyndingsraekke baseret pa DNA ekstraheret fra vaev vil ggre det muligt at fastsla de laveste
niveauer, der kan spores eDNA pa for hver vandprgve, og vil veere pakraevet i hver qPCR-opsaetning
med mindre en standard fortyndingsrakke baseret pa et ds (dobbeltstrenget)-PCR DNA-molekyle i
stedet inkluderes.

Hvis en standard fortyndingsraekke, baseret pa det ds-PCR DNA-molekyle der efterspores, inkluderes
kan niveauet af eDNA i ekstraktionen fra filtervandprgven kvantificeres (Ellison et al. 2006, Bustin et
al. 2009, Turner et al. 2015) og sikre at ogsa en nedre detektionsgraense kan fastslas for primer-
probe-systemet, nar det benyttes pa vandprgven. En standard-fortyndingsrakke klarggres ved en
indledende PCR udfgrt pa DNA ekstraheret fra vaev fra den pageeldende mal-art sammen med de
artsspecifikke primere, der senere hen skal bruges for det efterfglgende qPCR-setup sammen med
DNA fra arten. Det resulterende PCR-produkt kan derpa oprenses og koncentrationen pa det op-
rensede PCR-produkt kan estimeres ved hjzelp af spektrofotometri, Nanodrop, Qubit eller lignende.

Eftersom nukleotid-sekvensen pa PCR-produktet er kendt (se tabel 3.2 med listen over primere,
prober og target-sekvenser i Andersen et al. (2017)), kan molekylevaegten beregnes — fx. ved hjzelp af
’Oligocalc’ (Kibbe 2007) og antallet af PCR-produkter bestemmes som antal kopier per volumen.
Dette oprensede PCR-produkt kan derpa fortyndes til en standard-fortyndingsraekke indledningsvis
med 108 kopier per ulL og i ti-fold fortyndinger (dvs. 107 kopier/uL, 106 kopier/uL osv. ned til 1
kopi/uL). Bemaerk, at tilseettes der 5 pL af en koncentration pa 10° kopier/uL til en 25 pl reaktion, s&
vil der effektivt vaere 5 millioner kopier i reaktionsbrgnden. For at kunne beregne en detektions-
graense (limit of detection, LOD) og en kvantificeringsgraense (limit of quantification, LOQ), skal
antallet af kopier beregnes som antal kopier per reaktion. For mere detaljerede vejledninger for
udregning af begge graenser og for forberedelse af dsPCR produkter for standardraekke fortyndinger
henvises her til tidligere studier med artsspecifik sporing af eDNA (Agersnap et al. 2017, Knudsen et
al. 2019).

Hver enkelt gPCR-setup kan have mindre afvigelser i detektionsgraense, og der skal derfor altid

inkluderes en fortyndingsraekke med hver gPCR-test pa filtrerede vandprgver - enten baseret pa
fortyndinger af ekstraheret DNA eller pa fortyndinger af oprenset ds-PCR-DNA.
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Klarggres fortyndingsraekken af ekstraheret DNA, skal denne fortyndingsraekke vaere en ti-fold for-
tynding fra 10000 gange og ned til 100 millioner gange fortynding af DNA ekstraheret fra veev, og skal
veere inkluderet i minimum tre gPCR-replikater. Saledes vil hver qPCR-kgrsel pa filtrerede prgver
vaere baseret pa en vaevsekstraktion fra den eftersggte art, der sa fortyndes indtil gPCR-signalet ude-
bliver. Dette hjaelper til at afggre ved hvilken en koncentration en vandprgve vurderes som vaerende
enten positiv eller negativ. Fortyndingsreekken tjener sa samtidig som positiv kontrol.

Udover en fortyndingsraekke der tjener som positiv kontrol skal der ogsa inkluderes minimum tre
tekniske gPCR-replikater der kun indeholder reagenser og rent vand. Disse er negative kontroller, og
hjeelper til at afggre om reagenserne benyttet i opsaetningen ved et uheld er blevet kontamineret.

Alle gPCR-set ups udfgrt ved afdelingen for Evolutionary Genomics ved Statens Naturhistoriske
Museum over perioden 2012-2017 er baseret pa TagMan Environmental Master Mix 2.0 (Life
Technologies), som ogsa er foretrukket i mange studier pa eDNA (Thomsen et al. 2012a,b, Tréguier et
al. 2014, Sigsgaard et al. 2015, Turner et al. 2015, Agersnap et al. 2017, Knudsen et al. 2019). Derfor
er disse tekniske anvisninger ogsa baseret pa TagMan Environmental Master Mix 2.0 (Life
Technologies).

Kontaminering mellem forskellige qPCR kan forebygges ved brug af dUTP i alle qPCR-produkter og
addering af uracil-DNA-glycosylase (UDGase) til gPCR-mix - med et indledende opvarmningstrin i
gPCR-programmet, som inaktiverer UDGase (Sigma Aldrich 2020, Zharkarov et al. 2010). TagMan
Environmental Master Mix 2.0 (Life Technologies) indeholder ikke UDGase, og det ma derfor
tilszettes. Tilseettes UDGase skal maengden af dobbeltdestileret vand (ddH,0) per reaktion justeres
tilsvarende sa total volumen forbliver 25 ul per reaktion.

Reaktioner til qPCR forberedes i volumen mellem 25 L til 100 pL. | de tekniske anvisninger er alle
reaktioner sat som 25 uL total volumen qPCR-reaktioner.

Reaktioner for qPCR szettes op sa de indeholder 5 pL ekstraheret-DNA (hvor DNA’et i dette ekstrakt
saledes stammer fra den filtrerede vandprgve), plus 10 puL ‘'TagMan Environmental-MasterMix 2.0’

(Life Technologies), plus 2 uL af hver primere og plus 1 uL probe. Primer og probe tilsaettes i koncen-
trationer i henhold til de individuelt optimerede koncentrationer for hvert sporingssystem. Volumen
af UV-behandlet ddH,0 tilfgres til sidst, saledes at det totale volumen per qPCR reaktion bliver 25 pL.

Det anbefales, at inkludere to til fire interne ’positiv kontrol’-reaktioner (Internal Amplification Con-
trol, IAC) for qPCR-opsaetningen, hvis der er formodning om at der kan vaere haemning af PCR-effek-
tiviteten fra oprensede elementer i ekstraktion af vandprgven. Hemmende elementer kan veere til-
stede i ekstraktionen fra den filtrerede vandprgve, hvis ekstraktionen er misfarvet eller uklar. Heem-
mende elementer kan ogsa antages at veere tilstede i ekstraktionen, hvis der under vandprgveind-
samlingen var algeopblomstring i vandet.

Primer, prober og EM Master-mix skal opbevares adskilt i et laboratorium, hvor der ikke finder PCR-
amplifikation sted.

Klarggring af master-mix og opsaetning af reagenser til gPCR skal ligeledes finde sted i et laborato-
rium, hvor der ikke finder PCR-amplifikation sted, dette kan med fordel veere samme sted som hvor

reagenserne opbevares.

Tilsaetning af ekstraktionerne fra de filtrerede prgver til gPCR-brgndene med blandede reagenser
skal ske i et negativt flowhood, og skal ske efter alle reagenser er blandet. Tilsaetning af ekstrak-
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tionerne fra de filtrerede prgver til gPCR-brgndene ma ikke finde sted i samme lokale, som hvor
klarggring af master-mix og opsaetning af reagenser til gPCR finder sted. Dette skal ske enten i et
adskilt laboratorium eller i et adskilt flow hood.

Der henvises til god laboratorie-praksis (GLP) for hvad angar handtering af reagenser og renggring af
overflader og udstyr. Se ogsa anvisninger angivet af Spens et al. (2016) for ekstraktion af eDNA.
Opblandet master mix bestaende af primere, prober, EM Master Mix og dobbeltdestilleret vand
(ddH0) tilfgres til plastrgr i ‘8-strips’ der passer til gPCR-maskinen, og lukkes med tilhgrende optiske
I3g. For denne tekniske anvisning hvor qPCR udfgres pa en MxPro3005-maskine (AH Diagnostics)
benyttes gqPCR plastrgr i ‘8-strips’ af typen : ‘Optical wide area 8-cap strips (BlOplastics produkt kode:
B57801)’. Man kan benytte andre typer af r@r, men i safald skal der konsekvent og for alle analyser
benyttes samme typer af plastrgr, da forskelligt plastik har forskellig tilbgjelighed til at binde mindre
portioner af DNA i en PCR-reaktion.

Disse plastrgr i 8-strips spinnes kort (5 sekunder) i en bord-centrifuge inden de senere hen abnes
igen i et adskilt laboratorium eller eventuelt i et andet flow hood, hvor der skal tilssettes DNA fra
fortyndingsraekker og DNA ekstraheret fra filtre.

DNA fra fortyndingsraekker og positive kontroller skal ogsa tges og mixes kort (5 sekunder) pa labora-
torie bord-vortexer og spinnes ned kort (5 sekunder) i en bord-centrifuge, i naevnte reekkefglge,
inden de kan benyttes og tilseettes reaktionerne i de klargjorte plastrgr i 8-strips. Fagrst tilseettes DNA
ekstraheret fra filter og disse plastrgr i 8-strips lukkes med plastlag. Til allersidst tilseettes sa DNA fra
fortyndingsraekker, som ogsa tjener som positive kontroller. Tilsaetning af disse positive DNA-prgver
til sidst minimerer risikoen for at der sker kontaminering mellem reaktioner og brgnde.

Reaktionerne kgres pa en ‘Stratagene Mx3005P quantitative PCR’-maskine eller pa en tilsvarende
‘real-time’ qPCR-maskine, som er i stand til at detektere de fluorescerende prober, der benyttes.

Felgende termiske profil benyttes i qPCR-maskinen for sporing af eDNA fra de filtrerede vandprgver:
1) Indledende opvarmning til 50°C i 5 minutter, 2) efterfulgt af 95°C i 10 minutter, og 3) med 40
cyklusser, der hver isaer er gentagelser af et trin der bestar af: 95°C i 30 sekunder og 60°C i 1 minut).
gPCR-maskinen szettes til at indsamle flourescens med 'end-point-collection’ under den afsluttende
fase af 60°C-trinnet.

Skal forekomsten af eDNA vurderes pa et 95% konfidens-niveau, vil det vaere pakraevet at analysere
minimum 19 positive qPCR-replikat-prgver ud af 20 qPCR-replikat-prgver per filtreret vandprgve, da
19/20 x 100% er lig med 95%. Dette kan hurtigt resultere i uforholdsmaessigt mange replikater,
hvorfor en ’presence/absence’-detektering uden mulighed for fastsaettelse af konfidens-niveau
umiddelbart kan anbefales (se ogsa Takahara et al. (2013) for flere detaljer om eDNA-detektering af
akvatiske ikke-hjemmehgrende arter). @nskes alene ‘presence/absence’-detektering, skal minimum
tre gPCR-replikater analyseres per filter-vandprgve, men det skal dog anbefales at analysere flere
end blot tre qPCR-replikat-prgver per filtreret vandprgve. Denne tekniske anvisning diktere minimum
tre tekniske gPCR replikater. Et hgjere niveau af praecision for sporing af eDNA er muligt med 4, 8
eller 12 tekniske replikater (Ficotela et al. 2015). Men flere tekniske replikater vil ogsa gge
omkostningerne forbundet med sporing af eDNA. Meget sjaeldne organismer vil vaere vanskelige at
spore med eDNA, og det vil ngdvendigggre flere tekniske replikater. Det er for nuvaerende ikke
muligt at vurdere hvor mange replikater det er tilstraekkeligt med for at kunne spore meget sjeeldne
organsimer, og det ma overlades til vurdering for hver enkelt organisme og til vurdering af klienten
der betaler for analysen hvor mange tekniske replikater der skal forsgges per biologisk filter.Af de tre
biologiske ’'Sterivex’-filter-replikater der indsamles per lokalitet per dato, skal minimum et filter
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analyseres i minimum tre tekniske qPCR-replikater per eftersggt art. Det anbefales, at ogsa det andet
biologiske 'Sterivex’-filter-replikat per lokalitet per dato, analyseres i minimum tre tekniske qPCR-
replikater per eftersggt art. Derudover anbefales det at det tredje biologiske 'Sterivex’-filter replikat
insamlet per lokalitet per dato ekstraheres og opbevares under -15° C, og kan sa analyseres efter
behov, og om uheld forhindrer qPCR-analyse kan gennemfgres for de fgrste to biologiske ‘Sterivex’-
filter replikater.

@nskes alene en 'presence/absence’-detektering, skal der inkluderes en fortyndingsraekke af ekstra-
heret DNA. Denne fortyndingsraekke skal vaere en ti-fold fortynding fra 10000 gange og ned til 100
millioner gange fortynding af DNA ekstraheret fra vaev, og skal veere inkluderet i minimum tre qPCR-
replikater per fortyndingsniveau.

Definition af ’Operationelt Niveau’

De artsspecifikke sporingssystemer, der benyttes for at spore eDNA i vandprgverne, skal forinden
veere testet tilfredsstillende gennem to udviklingsfaser: in silico-udvikling og in vitro-udvikling.

In silico-udvikling indbefatter at artsspecifikke qPCR-detektionssystemer er udviklet pa computer ud
fra DNA-databaser med sekvensoplysninger fra den eftersggte art ("target’) dvs. ‘fokusarten’ og
sameksisterende ikke-eftersggte arter ('non-target’). For de arter hvor det vurderes, at de tilgeenge-
lige sekvensoplysninger er utilstraekkelige, udfgres supplerende de novo-DNA-sekventering af
relevante 'target’- og ‘non-target’-arter. Dette forudsaetter adgang til vaev for de arter, hvor der
mangler sekvensoplysninger i databaserne (‘target’-arter og naert beslaegtede ‘non-target’-arter).
Som udgangspunkt er Statens Naturhistoriske Museum (SNM) i Kgbenhavn leveringsdygtig i
vaevsprever fra de fleste ‘target’- og ‘non-target’-arter via den kuraterede museumssamling.

In vitro-udvikling: In sillico-testede gPCR-detektionssystemer afprgves i laboratoriet pa DNA ekstra-
heret fra veev af bade "target’-art og evlolutionaert naertstaende og sameksisterende 'non-target’-
arter. Som minimum inkluderes in vitro-test af evolutionaert nzertstadende ‘non-target’-arter, som
vides at forekomme i danske farvande, og som vurderes at kunne give anledning til falske positive.
Det kan f.eks. veere arter som har mindre end ca. 5 basepar-forskelle med de in silico-udviklede
detektionssystemer. Vaevsprgver fra ‘target’- og 'non-target’-arter hentes sa vidt muligt fra kura-
terede museumssamlinger. Hvis ikke der er adgang til vaevsmateriale fra museum, sa skal der ind-
samles individer af de manglende arter til in vitro-test. Indsamlede prgver skal artsbestemmes, og sa
vidt muligt efterfglgende indga i museumssamlinger, med henblik pa morfologisk konservering af de
organismer, som er anvendt i in vitro-testen. Der tages generelt forbehold for DNA-sekvenser fra
organismer, som var ukendte i de offentlige databaser pa tidspunktet hvor hvert enkelt primer-probe
system blev designet og testet.

Nar in vitro-testen er afsluttet med positivt resultat, sa er der udviklet et artsspecifikt gPCR-baseret
detektionssystem, som virker ved identifikation af DNA fra vaevsrester fra ‘target’-arten. Dette
stadium defineres som ‘Operationelt Niveau’ (ON). Det skal bemaerkes, at efter ON er der fortsat
behov for in vivo-test med efterfglgende ampliconsekvensering og storskala validering. Disse opgaver
indgar i MONIS 4-projektet, som slutrapporteres primo 2020. Inden det artsspecifikke detektions-
system kan tages i brug pa filtrerede vandprgver skal det ogsa testes ved hvilke koncentrationer af
primer og probe i qPCR-reaktionerne det er optimalt at spore DNA. De optimale koncentrationer vil
veere forskellige for hvert artsspecifikke detektionssystem. Protokoller for test af hvilke koncentra-
tioner af primer og prober der giver mest optimal detektion af eDNA er beskrevet i tidligere studier
(Agersnap et al. 2017, Knudsen et al. 2019).

For positiv kontrol og standardraekke fortyndinger i opsaetning af gPCR som beskrevet i afsnit 2.3 og
2.6.3, er det ngdvendigt f@rst at indhente oprensede dobbeltstrengede PCR-produkter af preecis det
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DNA-fragment, der skal spores for den pagaeldende "target’-art. Sektionenen for Evolutionary Geno-
mics ved SNM er sammen med NIVA Danmark og DTU Aqua leveringsdygtig i sddanne oprensede
dobbeltstrengede PCR-produkter for klarggring af bade positiv kontroller og standardraekke
fortyndinger for de 21 eftersggte arter listet i MONIS 3-rapporten (Andersen et al. 2017). For
bearbejdning af ekstraktioner specificeret i afsnit 2.2, 2.3, 2.6.2 og 2.6.3, pataenkes det derfor at
laboratoriet ansvarlig disse dele af protokollen indhenter disse oprensede dobbeltstrengede PCR-
produkter, som er afggrende for gennemfgrelse af gPCR-opsaetning med sporing af eDNA fra de
relevante arter.

2.4 Tid, sted og periode

Indsamling af vandprgver skal koordineres, sa de er ssmmenfaldende med de tidsperioder pa aret,
hvor der kan forventes de stgrste forekomster af de eftersggte ikke-hjemmehgrende arter, eller hvor
der kan forventes hgje eDNA-koncentrationerne fra de eftersggte, f.eks. under gydning eller
migration. Det er dog ikke muligt inden for rammerne af NOVANA-programmet at lave enkeltvise
indsamlinger, og saerskilte indsamlinger for enkelte arter. For at tilpasse indsamlingen til den allerede
eksisterende prgvetagning er det derfor mest hensigtsmaessigt, at der samles vandprgver ind to
gange om aret per lokalitet, hvor den f@grste indsamling er tilrettelagt i foraret og tidlig sommer, og
den anden indsamling er tilretteliagt i sensommer og efteraret. Alle vandprgve-indsamlinger kan
derfor tilretteleegges saledes at de sker i de tidsperioder, hvor der allerede er planlagt indsamling af
andre prgver dvs. fytoplankton-, zooplankton-, makroalge- og bundfaunaprgver. Indsamles der ogsa
individer af de ikke-hjemmehgrende arter bgr datoen for indsamling af vandprgve fastlaegges, sa der
er sa lille et tidsrum mellem vandprgvetagning og indsamling af de ikke-hjemmehgrende arter. Der
ma hgjst vaere en uge mellem disse indsamlingstidspunkter. Et kort tidsrum mellem indsamling af
vandprgve og den ikke-hjemmehgrende art, sikrer bedre mulighed for at sammenholde eDNA data
senere hen.

Ved transekter udgaende fra kysten skal der indsamles fra den dybeste del af transektet. Dog ma der
ikke samles ind fra dybder, som er mindre end 1 m fra bunden. Det betyder at safremt den dybeste
del af et transekt er under 1 m, skal der ikke samles vandprgve.

Indsamlingslokaliteter skal tilrettelaegges sadan at der er sa lille afstand som muligt mellem lokalitet-
en, hvor vandprgven er indsamlet og lokaliteten der er undersggt for forekomst af ikke-hjemme-
hgrende arter. Der ma hgjst vaere 1000 m afstand mellem disse to lokaliteter. Dette indebaerer ogsa
at der er mulighed for at flytte en vandindsamlingslokalitet op imod 1000 m vaek (se ovenstaende
bemaerkninger i afsnit 2.1).

2.5 Udstyr

Fglgende udstyr skal bruges i forbindelse med vandprgvetagningen:

e Vandhenter. For eksempel en spand eller en (eller flere) vandbeholder(e) i en Rosette-
vandhenter. Indsamles vand med vandslange skal vandslangen gennemskylles med minimum
6 gange det vand-volumen som vandslangen kan indeholde. Man gennemskyller med vand
fra den lokalitet, der skal samles ind fra. Indsamles der vand med Rosette-vandhenter, vil
vandhenteren automatisk blive behgrigt skyllet nar den i aben tilstand nedsankes til den
dybde hvorfra vandprgven skal indsamles.

e Sterile inerte filterenheder med effektiv porestgrrelse pa 0,2-0,5 um. Et ‘Sterivex’-filter
benyttes for disse tekniske anvisninger. ’Sterivex’-filteret er vedlagt PAF-kittet. Der skal
paregnes minimum 3 filtre per indsamlingslokalitet.
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e Filterholder, som tillader laek-taet samling med tryksat filtreringsenhed. For disse tekniske
anvisninger benyttes en PAF-enhed med medfglgende en-gangsplastik. Se ogsa instruktioner
og vejledningen vedlagt kittet.

e Termometer. Skal overskylles med vand fra den pagaldende indsamlingslokalitet inden brug
for at forhindre kontaminering mellem prgvetagningslokaliteter.

e Notat-ark for optegnelser om prgvetagning, indsamlingslokalitet. Tabel 2 i disse tekniske
anvisninger kan benyttes for notater.

e Blyant til notater.

e ‘MoBio Caps’ til at lukke ender pa ‘Sterivex’-filter efter endt filtrering — er allerede vedlagt
indsamlingskittet. Beregn to caps per filter.

e Zip-lock-poser (100 mm x 150 mm) med hvide skrivefelter for efterfglgende opbevaring af
‘Sterivex’-filter. Beregn minimum en pose per ’Sterivex’-filter.

e Vandfast tuschpen til at skrive pa zip-lock-plastikposer.

e Engangsprgjte 60-100 mL. For hvert indsamlingskit er der en medfglgende engangssprgjte.
Beregn en sprgjte per filter.

e Engangs latex-handsker for at undga kontaminering af vandprgver. Der medfglger handsker
til kittet. Beregn et par handsker per vandprgve. Medbring eventuelt ekstra latex-handsker i
andre stgrrelser.

e Mulighed for gjeblikkelig indfrysning (< -15°C) af indsamlet ‘Sterivex’-filter - enten ved i)
opbevaring af ‘Sterivex’-filter i en almindelige fryser eller ii) ved opbevaring i en isolerende
kasse med tgris. Skal der indfryses med tgris, skal is bestilles i forvejen. Tgris holder sig flere
dage, sa leenge laget pa kassen er teetsluttende.

e Pumpe eller kompressor, der kan kobles til PAF-enheden jf. PAF-manualen. Beregn en pumpe
og/eller en kompressor per PAF-filtreringsenhed.

e Mulighed for kgling af den indsamlede vandprgve safremt gjeblikkelig filtrering af vand ikke
er muligt, og der er risiko for at den indsamlede vandprgve vil blive opvarmet i det 1 times
tidsrum, der maksimalt ma ga fra vandet er indsamlet til prgven kan filtreres. Et almindeligt
kgleskab eller en kgleboks kan bruges til dette formal.

e Eventuel ATL-buffer i afmalt volumen. Der kan med fordel tilfgres 720 pL til et 1,5 mL
Eppendorfrgr inden feltarbejdet indledes. Beregn et 1,5 mL Eppendorfrgr med hvert tilsat
720 uL ATL-buffer. Der skal bruges 720 pL per hvert enkelt filter der gnskes indsamlet og
opbevaret med buffer-tilsaetning. Tilseetning af buffer skal kun benyttes for 'Sterivex’-filter-
prever det ikke er muligt at indfryse og transportere efterfglgende i nedfrossen tilstand.
Filterprgver med buffer tilsat skal ogsa indfryses senere hen.

e Skal der tilsaettes ATL-buffer til filteret, skal en P1000 pipette ogsa medbringes, herunder
pipettespidser med filter som der passer til pipetten. Det skal forlods sikres, at spidsen pa
P1000-pipettespidsen passer ind i ‘Sterivex’-filterets abning. Hvis pipettespidserne ikke
passer, kan P200-pipettespidser uden filter ogsa medbringes. Nar buffer sa skal tilsaettes, kan
de 720 pL suges op med P1000-pipetten. Derpa monteres en P200-pipettespids uden filter
pa spidsen af den fyldte P1000-pipettespids, og de 720 L kan sa tilszettes 'Sterivex’-filteret.

Nedenstdende tabel (tabel 1, side 19), er en udstyrsliste, der kan printes og benyttes som tjekliste
samtidig med andet feltudstyr klarggres inden feltarbejde.

Felgende udstyr skal anvendes til ekstraktionen (beskrevet i afsnit 2.6.2):
e DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen) for ’spin columns’.

e Rotor eller mixer, der kan modsta opvarmning til mellem 50° til 80°C i varmeskab.
e Varmeskab for inkubation ved temperaturer mellem 20° til 80°C.
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e Pipetter, i felgende stgrrelser: P10, P20, P200 og P1000.

e Sterile pipettespidser med filterbarriere. Spidserne skal matche stgrrelsesklasserne pa
pipetterne.

e Bord-centrifuge, eller mini-centrifuge med maksimal hastighed pa minimum 2000 rpm. Med
plads til Eppendorf-rgri 1,5 og 2,0 mL volumen.

e Mixer, vortexer for at mixe Eppendorfrer.

e Ethanol, 96%.

e Eppendorfrgr, 1,5 mL; 2,0 mL og 5,0 mL i volumen.

e Falcon-rgr, 15 mL volumen.

e Parafilm.

e Sprgjter med 'luer-lock’, 2-5 mL volumen, for at treekke lyseret filtrat ud af ‘Sterivex’-filter
efter endt inkubation. Beregn én sprgjte per 'Sterivex’-filter.

e Negativ flowhood kabinet.

e Centrifuge for 1,5 mL til 2,0 mL Eppendorfrgr. Centrifugen skal kunne opna en maksimal
hastighed der er over 14000 rpm. Jeevnfgr ogsa med krav til udstyr protokollen vedlagt
DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen).

e Buffer-oplgsninger som angivet i protokol for brug af ’spin-columns’ i DNeasy Blood & tissue
kit (Qiagen).

Felgende udstyr skal anvendes til selve in vivo detektering af eDNA ved kvantitativ PCR (afsnit 2.6.3):

e Spektrofotometer, Nanodrop, Qubit e.l. for maling af koncentration af ekstraheret DNA.

e TagMan Environmental Master Mix 2.0 (Life Technologies).

e dUTP (komponent i TagMan Environmental Master Mix 2.0).

e Uracil DNA-glycosylase (UDGasa).

e Stratagene Mx3005P quantitative PCR eller tilsvarende “real-time” qPCR-maskine, der kan
detektere FAM- og ROX-farve.

e Bord-centrifuge, eller mini-centrifuge der kan opna en maksimal hastighed der er over 2000
rpm. Med plads til Eppendorf-rgr i 1,5-2,0 mL volumen.

e Stor centrifuge der kan opna en maksimal hastighed, der er over 14000 rpm. Med plads til
Eppendorf-rgri 1,5-2,0 mL volumen.

e MX pro software for stratragene Mx3005P gPCR-maskine. Eller anden software i fald en
anden gPCR-maskine benyttes.

e Plastrgr for gPCR med plads til 100 uL reaktioner. Plastrgr skal veere ’plastic tubes for PCR in
strips of eight’, | denne tekniske anvisning for MxPro maskinen benyttes:
https://www.bioplastics.com/. Produkt: Optical wide area 8-cap strips (BlOplastics produkt
kode: B57801).

e Klare plastlag der passer til ‘plastic tubes for PCR in strips of eight’ . Plastlagene skal vaere
flade, og tilpasset flourescens detektering i gPCR. | denne tekniske anvisning for MxPro
maskinen benyttes: https://www.bioplastics.com. Produkt: 0.1 mL 8-tube strips (BlOplastics
produkt kode: B72711).

e Dobbelt-destilleret Rnase- og DNase-frit vand.

e Sterile, Rnase- og Dnase-fri Eppendorf-rgr i volumen 1,5-2,0 mL.

e Primere og prober som angivet for de pagaldende systemer. Primere og prober skal vaere
fortyndet pa forhand i de korrekte koncentrationer ngdvendige for opsatning i qPCR.

e Enintern positiv kontrol (Internal Amplification Control) der kan tilsaettes til gPCR-opsaet-
ningen i fald der er formodning om at der kan vaere heemmende elementer i ekstraktionen
fra filteret, som kan influere pa det art-specifikke systems evne til at spore eDNA i prgven.
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2.6 Procedure

| de fglgende tre afsnit gennemgas proceduren for indsamling og filtrering af vand, ekstraktion af
eDNA fra filtreret vandprgve, samt detektering af eDNA via en gPCR-maskine og bearbejdning og
analyse af detekteret eDNA-data. Bemeerk at analyse af data forudsaetter kendskab til bade metoder
i kvantitativ-PCR, samt begraensninger for detektering af eDNA som blandt andet er beskrevet af
Wilcox et al. (2013) og Agersnap et al. (2017).

2.6.1 Protokol for indsamling af vand

Vand indsamles fra midten af vandsgjlen med en vandhenter eller en spand, som er fri for rester af
DNA, der potentielt kan vaere grundlag for kontaminering. En pumpe kan ogsa bruges, men skal i sa
fald kunne renses ved gennemskylning (se afsnit 2.1) for rester af DNA fra tidligere indsamlings-
lokaliter, sa en eventuel kontaminering mellem indsamlingslokaliteter undgas. Indsamlet vand
filtreres derpa gennem en steril filtreringsenhed. | disse tekniske anvisninger benyttes et 'Sterivex’-
filter som steril filtreringsenhed.

1) Benyt et sterilt filter med en effektiv porestgrrelse pa 0,2-0,5 um som tillader filtration ved
overtryk og stort filtreringsvolumen. Filtrér op imod 1,5 L vand. Mere end 1,5 L vand kan ogsa
filtreres sa laenge filteret ikke tilstoppes. Blokeres filteret inden 1,5 L vand er filtreret, noteres
i stedet det filtrerede volumen. Fglg instruktionerne for den pagaeldende filterenhed. Man
kan med fordel benytte udstyr, der integrerer bade overtryk og filterenhed for at optimere
filtrering i felten og laboratoriet (f.eks. en PAF-enhed).

2) Fgrvandprgven kan indsamles, skal vandprgvehenteren vaere behgrigt gennemskyllet med
vand fra den forestaende indsamlingslokalitet for at fijerne eventuelle rester af eDNA fra tid-
ligere indsamlingslokaliter. Benyttes en vandslange for indsamling skal vandslangen gennem-
skylles med minimum 6 gange det volumen vand som slangen kan indeholde. For at tilsvare
kravene i TA MO01 (Fossing et al. 2019) skal indsugningsstudsen pa en vandslange 'parkeres’ i
prevetagningsdybden, inden vandet skal pumpes op. Vand pumpes derpa gennem systemet
svarede til minimum 6 gange slange- og pumpesystemets volumen, der kan vzere i slangen.
Benyttes en vandhenter i stedet for en vandslange med indpumpning, sa skal vandhenteren
nedsankes aben. Nedsankning af en vandhenter i aben tilstand, f.eks. monteret i en
Rosette-vandhenter, vil automatiskt bevirke at vandhenteren bliver skyllet tilstraekkeligt,
inden vandprgven indsamles.

3) Efter behgrig skylning indsamles vandprgven fra midten af vandsgjlen, hvor fordelingen af
eDNA antages som vaerende ensartet. Undga vandindsamling naer bunden eller i sedimentet
(Treguier et al. 2014, Turner et al. 2015). Indsamling skal ske i en afstand af 1 m over bunden,
eller hgjere oppe i vandsgjlen, men stadig 1 m under havoverfladen.

4) Notér temperatur pa det indsamlede vand og datoen for indsamling samt hvem der har
indsamlet vandprgven. Notér ogsa tidsrummet for hvornar vandprgven blev indsamlet fra
dybden til den blev filtreret. Tiden angives i UTC. Skyl derefter termometeret med ferskvand.

5) Notér det filtrerede vandvolumen. Safremt filteret blokkeres og forhindrer at alle 1,5 L bliver
filtreret, evt. pa grund af opslemmede partikler i vandprgven, indstilles filteringen, og det
filtrerede volumen noteres. Opsamlingsbeholderen pa siden af PAF-enheden kan aflaeses og
det filtrerede vandvolumen noteres.

6) Tem filterenheden for en eventuel rest af vand, sa filterenheden er sa tgr som mulig. Benyt
en engangssprgjte fyldt med luft for at tsmme ’Sterivex’-filteret for det resterende vand. Luk
sa enderne pa 'Sterivex’-filteret med de 'caps’, der fglger med PAF-kiittet. Bemaerk at ikke alt
restvand kan presses ud med engangssprgijte. En rest af vand pa ca. en tiendedel af 'Steri-
vex'-filtrets volumen er forventeligt og acceptabelt.
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7) Meerk filterprgven med unik nummerkode, for senere korrekt identifikation.

8) Placér det tillukkede filter i en zip-lock-pose, hvor det unikke indsamlingsnummer er noteret .

9) Indfrys zip-lock-posen med filter, og notér tidspunktet for hvornar det endelige filtrat blev
indfrosset (< -15°C). Tidspunktet angives i UTC. Prgven skal forblive frossen. Nar prgven er
opbevaret ved -15°C kan prgven opbevares op til 2 uger ved -15°C. Inden der er gaet 2 uger
skal filterprgven overflyttes til -80°C fryser.

10) Overvej indsamling af flere replikater. Der skal minimum indsamles tre filtre per lokalitet, og
hvert filter skal have sit eget unikke nummer.

11) Efter al vandprgvetagning er afsluttet for dagens feltarbejde skal vandprgvehenteren (vand-
slange eller vandbeholder) skylles med ferskvand jf. afsnittet om vedligeholdelse af udstyr i
sektion 2.5 af disse tekniske anvisninger.

Metoden for fiksering af prgven pa tgris i felten kan, i tilfaelde hvor indfrysning ikke er mulig, afviges
ved i stedet at tilfgre 'Sterivex’-filteret ATL-buffer (Majaneva et al. 2018). Afvigelse fra indfrysning
skal pa forhand godkendes af Miljgstyrelsen samt give anledning til et notat om at ’Sterivex-filter-
preven i stedet er blevet tilsat ATL-buffer’. Skal prgven tilfgres ATL-buffer erstattes punkt 6-11
herover med punkt 6A-11A herunder:

6A) Tom filterenheden for en evtentuel rest af vand, sa filterenheden er sa tgr som mulig. Benyt
en engangssprgjte fyldt med luft for at temme ’Sterivex’-filteret for resterende vand.
Bemaerk at ikke alt restvand kan presses ud med engangssprgjte. En rest af vand pa ca. en
tiendedel af ‘Sterivex’-filterets volumen er forventeligt og acceptabelt. Seet ‘cap’ pa gevind-
enden af filteret.

7A) Meerk filterprgven med unik nummerkode, for senere korrekt identifikation.

8A) Med en P1000-pipette og en P1000-filterpipettespids suges de 720 uL ATL buffer op i pipet-
tespidsen. Monter nu en P200-pipettespids uden filter pa P1000-filterpipettespidsen. Sgrg
for den sidder godt fast. Fordi P200-pipettespidsen er mere spids end P1000 spidsen er det
nu muligt at indfgre P200-spidsen i ‘Sterivex’-filteret. ATL-bufferen kan derfor nu tilfgres
filteret. Luk nu filteret med 'cap’. Placér det tillukkede filter i en zip-lock pose. Det unikke
indsamlingsnummer skal veere noteret pa ziplock posen forinden. Kun et filter per pose.

9A) Opbevar zip-lock posen med filter og silica gel ved stuetemperatur. Nar det pa et senere
tidspunkt er muligt at laegge zip-lock-posen med filter pa frost (under -15° C), skal tidspunkt
og dato for indfrysning noteres. Tidspunktet og dato angives i UTC i notatarket.

10A) Overvej indsamling af flere replikater. Der skal minimum indsamles tre filtre per lokalitet, og
hvert filter skal have sit eget unikke nummer.

11A) Efter al vandprgvetagning er afsluttet for dagens feltarbejde skal vandprgvehenteren
(vandslange eller vandbeholder) skylles med ferskvand jf. afsnittet om vedligeholdelse af
udstyr i sektion 2.5 af disse tekniske anvisninger.

2.6.2 Protokol for ekstraktion fra direkte indfrosne filtrerede vandprever ved brug af
DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen)

Protokollen herunder forudszetter et forudgaende kendskab til DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen)
med ’spin-columns’. Ekstraktion fra filterenheden er baseret pa protokollen fra Spens et al. (2017) for
prgver angivet som ‘SX No buffer frozen or refrigerated’ (Spens et al. 2017). Et indgaende kendskab
til metoden i denne reference er derfor en forudsaetning for korrekt handtering af DNA-ekstraktion.

Ekstraktion fra filterenheden skal ggres over to dage, idet der for trin 7 paregnes mellem minimum 4

timers og maksimum 24 timers inkubation i varmeskab. Ekstraktion af eDNA fra filterenheden skal
ske i et [aboratorium adskilt fra al PCR-teknik. Den stgrste risiko for kontaminering af filterenheden i
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laboratoriet er gennem kontaminering fra PCR-produkter. Der skal benyttes engangshandsker af

latex eller nitril ved al handtering af filtre og prgver. Der skal benyttes rene laboratoriekitler, der ikke

har veeret i naerheden PCR-amplifikation. Inden ekstraktionen pabegyndes skal det negative flow-
hood veere indvendigt belyst med UV i mindst 2 timer.

Tabel 1

Udstyrsliste. Benyttes ved klarggring af udstyr for feltarbejde.

Kryds

Udstyr

Vandhenter. F.eks. en spand eller en (eller flere) vandbeholder(e) i en Rosette-vand-
henter. Gennemskyllet med behgrigt med vand fra den lokalitet, der skal samles ind
fra. En vandslange skal gennemskylles med minimum 6 gange det volumen vand den
kan indeholde. En Rosette-vandhenter vil blive tilstraekkeligt gennemskyllet nar den i
aben tilstand nedsankes til dybden hvor vandprgven skal indsamles fra.

Sterile inerte filterenheder med effektiv porestgrrelse pa 0,2-0,5 um. Et ‘Sterivex’-
filter benyttes for disse tekniske anvisninger. ‘Sterivex’-filteret er vedlagt PAF-kittet.
Der skal paregnes minimum 3 filtre per indsamlingslokalitet.

Filterholder, som tillader leek-teet samling med tryksat filtreringsenhed. For disse
tekniske anvisninger benyttes en PAF-enhed, med medfglgende en-gangsplastic. Se
ogsa instruktion og vejledning vedlagt PAF-kittet.

Termometer. Skal overskylles med vand fra den pagaeldende indsamlingslokalitet,
inden brug, for at forhindre kontaminering mellem prgvetagningslokaliteter.

Notat-ark for optegnelser om prgvetagning, indsamlingslokalitet. Tabel 2 i disse
tekniske anvisninger kan benyttes for notater.

Blyant for at ggre notater.

‘MoBio Caps’ til at lukke ender pa ‘Sterivex-filter efter endt filtrering — er allerede
vedlagt PAF-indsamlingskittet. Beregn 2 caps per filter.

Zip-lock-poser (100 mm x 150 mm) med hvide skrivefelter for efter-fglgende
opbevaring af ‘Sterivex’-filter. Beregn minimum en pose per 'Sterivex’-filter.

Vandfast tuschpen til at skrive pa zip-lock-plastikposer.

Engangsprgjte 60-100 mL. En sprgjte per ‘Sterivex’-filter. For hver PAF-enheds
indsamlingskit er der en medfglgende engangssprgjte. Beregn en sprgjte per filter.

Engangs latex-handsker, for brug ved handtering af vandprgver. Der medfglger
handsker til PAF-enhedens indsamlingskit. Beregn et par handsker per vandprgve.

Mulighed for gjeblikkelig indfrysning (< -15°C) af indsamlet ‘Sterivex’-filter. Enten ved
opbevaring af 'Sterivex’-filter i en almindelige fryser — alternativt ved opbevaring i
frysekasse eller en fryseboks med tgris. Kasse med t@ris kan bestilles i forvejen, og kan
sagtens holde flere dage, sa leenge laget pa kassen er taetsluttende.

Pumpe eller kompressor der kan kobles til PAF-enheden jvf. PAF-manualen. Beregn en
pumpe og/eller en kompressor per PAF-enhed.

Mulighed for kgling af den indsamlede vandprgve safremt gjeblikkelig filtrering efter
vand er indsamlet ikke er muligt, og der er risiko for at den indsamlede vandprgve vil
blive opvarmet i det 1 times tidsrum, der maksimalt ma ga fra vandet er indsamlet til
preven kan filtreres. Et almindeligt keleskab eller en kgleboks kan sagtens bruges til
dette formal.

Hvis ’Sterivex’-filter prgven skal tilfgres ATL-buffer, i stedet for indfrysning (se oven-
for), skal der vaere 1,5 mL Eppendorfrgr klargjort med afmalt volumen ATL-buffer i.
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Metoden for DNA-ekstraktion kan aendres, hvis det udfgrende laboratorium kan dokumentere, at
ekstraktionsprotokollen giver tilsvarende eller bedre resultater. Dokumentation for dette skal pa
forhand godkendes af Miljgstyrelsen, inden ekstraktion pabegyndes.

For filtrerede vandpregver tilsat ATL-buffer er punkt 4 i protokollen herunder aendret til: ”4) For hvert
filter der skal ekstraheres eDNA fra, tilfgres kun 80 pL protienase K til filteret, som allerede i felten
har faet tilsat 720 puL ATL-bufer. Hvis den ATL buffer der blev tilsat i felten er fordampet, skal der
tilsaettes 720 pL ATL buffer inden de 80 upl proteinase K tilfgres.” Derudover fglges protokollen uden
2ndringer.

Fgrste dag:

1)

Alle overflader i det negative flowhood aftgrres fgrst med kgkkenrulle veedet med vand,
dernaest aftgrres med et stykke kgkkenrulle vaedet med klor-oplgsning (0,05-0,50%), og til
sidst med kgkkenrulle vaedet i 70-96% ethanol. Holdere, racks og stativer, som skal holde
Eppendorfrgr, aftgrres pa samme facon.

2) Filtret aftgrres ogsa pa samme facon med klor-oplgsning og ethanol.

3) Filtret abnes under sterile forhold, i et ‘negative flow-hood’. Kun den ene ende abnes.

4) For hvert filter der skal ekstraheres eDNA fra klarggres en blanding af 720 uL ATL-buffer og
80 uL protienase K.

5) Hvert filter tilsaettes 800 uL af blandingen af ATL-buffer og proteinase K — jaavnfgr ogsa med
protokollen for DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen). Pipettespidsen til en P1000 er i nogle
tilfaelde for bred til at kunne indfgres i den smalle abning i et ’Sterivex’-filter. For sadanne
brede P1000-spidser kan man med fordel fgrst montere en tynd P10-pipettespids uden filter
forst yderst pa P1000-spidsen inden de 800 pL tilszettes.

6) ’Sterivex’-filteret lukkes derpa igen med den oprindeligt benyttede ‘cap’, og begge ender
forsegles med parafilm.

7) Filteret med ATL og proteinase K inkuberes pa rotor eller mixer i varmeskab ved 55°C (+ 1°C) i
4 til 24 timer sa filtratet lyseres fuldstaendigt.

Anden dag:

8) Et falcon-rgr med 96% ethanol leegges pa frost (-15°C) for senere brug i trin 15 i ekstraktions-
protokollen for DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen). Beregn minimum 800 uL ethanol per
filter-enhed.

9) Flowhood behandles som beskrevet i trin 1.

10) Hvert inkuberet filter, med lyseret filtrat i, blandes godt ved grundig omrystning.
11) Parafilm fjernes. 'Sterivex’-filtret abnes i den ende, der passer med 2-5 mL sprgjten med

Luer-lock.

12) Veesken med lyseret filtrat kan sa suges ud med 2-5 mL sprgjte (luerlock) og overfgres til et 5

mL Eppendorfrgr. En ny ren steril sprgjte benyttes for hvert filter. Notér hvor meget lyseret
filtrat der traekkes ud med sprgjten for senere at kunne tilseette AL-buffer (DNeasy Blood &
tissue kit; Qiagen) og kold 96%-ethanol i samme volumen. Volumen af lyseret filtrat vil vaere
omtrent pa 800 pL. Det skal derfor paregnes at der per ekstraktion fra et filter skal bruges
omkring 800 uL AL buffer og 800 uL kold 96% ethanol. Da AL-buffer og kold 96% ethanol
tilsaettes i forholdet AL-buffer:ethanol:lyseret filtrat i forholdet 1:1:1. Det betyder ogsa at det
totale volumen vil overstige 2400 L. ‘Sterivex’-filteret kan maksimalt rumme 2 mL, hvorfor
det altsa her anbefales at traekke lyseret filtrat ud med 2-5 mL sprgte (luerlock) og overfgre
lyseret filtrat til et 5 mL Eppendorfrgr.
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13) Til de 5 mL Eppendorfrgr, med lyseret filtrat i, tilsaettes sa fgrst AL-buffer (DNeasy Blood &

tissue kit; Qiagen) og omrystes derefter. AL-buffer og kold 96%-ethanol tilsaettes i forholdet
AL-buffer:ethanol:lyseret filtrat i forholdet 1:1:1 (se Spens et al. 2016).

14) Rgr med lyseret filtrat og AL-buffer inkuberes derpa ved 56°C i varmeskab i 10 minutter (se

ogsa protokol for DNeasy Blood & tissue kit; Qiagen).

15) Derefter tilseettes 96% kold ethanol, og omryst.
16) Lyseret filtrat med AL-buffer og ethanol overfgres derpa til oprensningskolonne (’spin

columns’) der fglger med DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen). Efterfglgende oprensning sker
sa ifglge protokollen for DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen). Overfgrslen af lyseret filtrat med
AL-buffer og alkohol skal ske over flere omgange, hvor fgrst 600 L centrifugeres igennem
oprensningskolonnen, og opsamlet veeske smides veek. Derpa centrifugeres yderligere 600
UL, og opsamlet vaeske smides igen bort. De oprensningskolonner der medfglger med
Qiagen-kittet kan maksimalt indeholde 600 pL, hvorfor det er ngdvendigt at centrifugere
over fire-fem omgange. Alle gange smides den opsamlede vaeske bort. Oprensningskolonnen
kan derpa tilseettes AW1-buffer (500 uL) og centrifugeres, og AW2-buffer (500 pL) og centri-
fugeres som beskrevet i protokollen for DNeasy Blood & tissue kit (Qiagen).

17) For at sikre relativt hgje koncentrationer af eDNA skal den sidste eluering ske i maksimalt 350

pL elueringsbuffer. Dette volumen kan justeres alt efter hvor mange arter der forventes
eftersggt per filtrat, og for hvor mange tekniske qPCR-replikater det forventes at der skal
analyseres. Et elueringsvolumen pa 350 pL giver mulighed for sporing af 20 arter i tre tek-
niske qPCR-replikater med 5 pL template per qPCR-brgnd. @nskes flere arter sporet eller
forgget chance for sporing af eDNA ma der tages hgjde for at et elueringsvolumen stgrre end
350 uL ogsa vil resultere i en fortynding af i forvejen sjaeldne eDNA-molekyler der matte
veere i prgven. Et elueringsvolumen pa 100 pL giver mere koncentreret eDNA og forgget
chance for at spore sjaeldne eDNA-molekyler, men formindsker antallet af tekniske repli-
kater, eller reducere det volumen der er mulighed for at bruge som template per gPCR-
brgnd.

18) For langvarig opbevaring bgr koncentrationen pa det oprensede eDNA males ved hjzlp af

spektrofotometri, Nanodrop, Qubit eller lignende. Det anbefales at male pa mindre end 5 uL
esktraheret filtrat for at sikre at der er tilstraekkeligt med ekstraheret filtrat til de
efterfglgende gPCR-analyser.

19) Ekstraheret eDNA opbevares pa pa frost (under -15°C) til alle tider, bortset fra nar det skal

bruges i gPCR-opsaetning.

2.6.3 Protokol for detektering af artsspecifik e DNA vha. qPCR

Protokollen forudsaetter et solidt kendskab til kvantitativ-PCR og ’real-time PCR’, det anbefales at
brugeren derfor har sat sig godt ind i bade brug af maskinen samt hvorledes teknikken virker. End-
videre anbefales det at brugeren konsultere den protokol der er praesenteret af Agersnap et al.
(2017) da denne giver et detaljeret indblik i opsaetning og forberedelser.

1)

2)

3)

Alle overflader i det negative flowhood aftgrres fgrst med kgkkenrulle veedet med klor-oplgs-
ning (0,05-0,50%), og derefter med kgkkenrulle vaedet i 96%-ethanol. Holdere, racks og
stativer der skal holde Eppendorfrgr aftgrres pa samme facon.

Minimum tre tekniske qPCR replikater skal analyseres for hver ekstraheret filtreret
vandprgve og testes for ‘presence/absence’-detektering. Optimalt bgr minimum fire tekniske
gPCR replikater analyseres. Dette giver dog ikke mulighed for fastsaettelse af konfidens-
niveau. Bemeerk at det kraever minimum 19 positive replikater ud af 20 replikater for at sikre
95% konfidens-niveau for tilstedeveaerelse af det eftersggte eDNA.

Individuelle reaktioner klarggres til 25 uL total volumen. Disse kan besta af 10 L of TagMan,
Environmental Master Mix 2.0 (Life Technologies) (eller tilsvarende ligevaerdigt mastermix), 7
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pL ddH,0, 5 pL ekstraheret DNA, plus et afstemt volumen af primer og probe justeret efter
koncentration og individuelle optimale koncentrationer forinden bestemt for hvert primer-
probe-system. Mere end 5 plL ekstraheret DNA kan med fordel tilszettes for forgget chance
for eDNA detektion, i sa fald skal maengden af ddH20 nedjusteres tilsvarende per reaktion.
Hvis der for eksempel i stedet benyttes 7 plL ekstraheret DNA, skal der kun tilfgres 5 pL of
ddH,0 per reaktion. Som ved ordinaer PCR-set up, bgr alle reagenser mixes pa en laboratorie
bord-vortexer og spinnes efter optgning (omkring 5-10 s ved 1000 rpm) i en lille bord-centri-
fuge, for at sikre at alle reagenser der tilfgres er i de tiltaenkte koncentrationer. | fald der er
mistanke om at ekstraktionen indeholder hammende elementer, bgr der ogsa inkluderes
interne positive kontrol-reaktioner (Internal Amplification Control, IAC) for at vurdere om det
arts-specifikke systems evne til at spore eDNA er reduceret pa grund af heemmende elemen-
ter som er blevet oprenset samtidigt med ekstraktionen af eDNA fra filterprgven. Heem-
mende elementer i en ekstraktion kan taenkes at veere tilstede enten hvis ekstraktionen er
misfarvet, eller der er gjort optegnelser under vandprgvetagning om at der var opblomstring
af alger pa samme tidspunkt som prgvetagningen.

Minimum tre reaktioner tilsidesaettes for ‘non-target control’ (NTC) test, for at sikre at alle
reagenser er fri for kontaminering.

‘Positive target control’ (PTC) skal inkluderes i to til fire reaktioner. Idet der inkluderes en
standard fortyndningsraekke vil den samtidig tjene som PTC.

En standard-fortyndingsraekke forberedes i ti-fold fortyndinger af DNA ekstraheret fra en
vaevsprgve. For at sikre at det laveste niveau af DNA kan spores skal den laveste fortynding
tilsvare en 100 millioner gange fortynding af DNA ekstraheret fra veev. Kun de laveste
niveauer af fortyndinger benyttes som standardraekke. Standard-fortyndingsreekken skal
saledes indeholde fglgende koncentrationer: En fortynding af vaevsekstraktionen i 100
millioner, 10 millioner, 1 million, 100.000 og 10.000. Hver ti-fold fortynding skal testes i
minimum tre replikater. @nskes en kvantificering af det efterspgte eDNA-molekyle, skal
standard-fortyndingsraekken baseres pa et kvantificeret oprenset dsPCR DNA-molekyle fra en
forudgdende PCR-reaktion med vaev ekstraheret fra den eftersggte art. Sddan en PCR-
reaktion udfgres forinden med de specifikke primere og en proof-reading polymerase. Det
resulterende ds-PCR-produkt skal oprenses, og koncentrationen pa det oprensede produkt
skal males, for et kopi-tal kan beregnes. Derefter forberedes en standard-fortyndingsraekke i
ti-fold fortyndinger indeholdende fglgende koncentrationer: 10* kopier/uL, 10° kopier/pL,
10% kopier/uL, 10! kopier/uL og 10° kopier/uL. Hver ti-fold fortynding skal testes i minimum
tre replikater. For fremstilling af standard fortyndingsraekker henvises der ogsa til manualen
for MxPro softwaren for Stratagene Mx3005P gPCR-maskinen, og det supplementare
materiale i studierne af Agersnap et al. (2017) og Knudsen et al. (2019). Bemeerk at en
standard-fortyndingsraekke betragtes som unik per gPCR-set up, og ikke kan overfgres til
lignende eller andre qPCR-set ups. | gvrigt henvises til anbefalingerne i Bustin et al. (2009) og
Turner et al. (2015).

Programmet for qPCR skal vaere: 5 minutter ved 50°C, 10 minutter ved 95°C, og derpa 40
cyklusser som hver bestar af: 95°C i 30 sekunder og 60°C for 1 minut, med ‘end-point
collection’ af fluorescerens-data pa det sidste 60°C trin. For detektion af probens FAM-farve
skal det sikres at 'gain settings’ for FAM er sat til ‘'x8’.

Da proberne er forsynet med BHQ1 i 3’-enden og FAM i 5’-enden og fordi TagMan, Environ-
mental Master Mix 2.0 (Life Technologies) indeholder ROX-farve, seettes gPCR-maskinen til at
detektere FAM med ROX som reference. Bemeerk at disse indstillinger omkring ROX, FAM og
reference-farve skal saettes korrekt inden maskinen startes. Benyttes andre flourescens-
farver skal indstillingerne tage hgjde for dette. Der er ikke gjort test for multiplex qPCR i
denne protokol, men muligheden foreligger - dette vil dog kraeve at indledende test
gennemfgres af hvordan flere specifikke artssystemer opfgrer sig i samme reaktion.
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9) Huvis standard-fortyndingsraekke i qPCR-opsaetningen er baseret pa et oprenset ds-PCR-pro-
dukt, kan vandprgvernes koncentration af det efterspgte eDNA-molekyle bestemmes efter
gPCR data er indsamlet. Hvis ikke, er der kun mulighed for at eftertjekke om
sporingsniveauet er over den nedre detektionsgraense (limit of detection , LOD).

10) For at sikre at det eftersggte eDNA er over den nedre detektionsgraense (limit of detection,
LOD), fastslas fgrst den nedre detektionsgraense (LOD) ved at vurdere ved hvor lav en
fortynding af ekstraherede DNA, der stadig returnerer en positiv amplifikation. Den laveste
koncentration af tilsat ekstraheret DNA der stadig giver positiv amplifikation i blot én af de
tekniske replikater vil definerer LOD. Kun de vandprgver der giver positiv amplifikation over
dette niveau, kan betragtes som positive i en ‘presence/absence’-vurdering.

De naeste trin i afnist 2.6.3 af denne protokol er kun ngdvendig safremt en kvantificering af eDNA-
molekyler per filteret volumen vandprgve er pakraevet:

11) Safremt standard-fortyndingsreekken er baseret et oprenset ds-PCR-produkt, kan resultatet
fra gPCR-kgrslen kvantificeres ved brug standard-kurven udregnet fra standard-fortyndings-
raekken. Eftersom det oprindeligt filtrerede vandvolumen er kendt, og volumen af tilsat
elueringsbuffer er kendt, og volumen ekstraheret eDNA i den efterfglgende qPCR er kendt,
kan maengden af eftersggt eDNA i den oprindelige vandprgve beregnes, og i sidste ende
benyttes som et vejledende mal for den relative forekomst af den eftersggte organisme pa
den pagaldende lokalitet. At benytte forekomsten af eDNA i den filtrerede vandprgve som
mal for forekomsten af den eftersggte organisme vil kreeve, at der er indsamlet bestandsstgr-
relsesvurderinger for den eftersggte art med konventionelle metoder samtidig med filter-
vandprgve er blevet indsamlet, og at disse samtidige indsamlinger af filtrer og bestandstgr-
relsesvurderinger er blevet gjort Igbende igennem en laengere arraekke. Da organismer ma
forventes at udskille eDNA med forskellig rate (se ogsa Thomsen et al. 2012a,b), og fa deres
eDNA nedbrudt med forskellig rate med variation indenfor bade arter, populationer, indsam-
lingstidspunkt og indsamlingslokalitet, er det ikke muligt at bestemme bestandsstgrrelsen ud
fra eDNA-maengden.

12) For kvantificering af kopier af det eftersggte eDNA i den ekstraherede filtrerede vandprgve
er det ngdvendigt at skelne mellem ‘Limit of Detection’ (LOD) og ‘Level of Quantification’
(LOQ). For at fastsla LOD og LOQ, ma negative replikater i standard-fortyndingsreekken fgrst
fiernes, da de ellers kan pavirke beregning af standardkurven. Dette kaldes ogsa ‘exclusion by
sample’, jf. studiet af Ellison et al. (2006) og Agersnap et al. (2017). LOD er defineret som den
laveste standard med positiv Cg-vaerdi (Cycle threshold of quantification) (se Bustin et al.
2009), hvor minimum én ud af flere gPCR-replikater returnerer positiv amplifikation — dette
er som regel omkring den laveste koncentration af standard-fortyndingsraekken, med kun én
kopi per reaktion. Prgver med Cg-vaerdier over LOD bgr betragtes som veerende negative.

13) LOQ er defineret som laveste reproducerbare standard med positiv Cg-vaerdi, dvs. der hvor
hver qPCR-replikat for den samme reaktion resulterer i positiv amplifikation — dette er som
regel omkring 5-10 kopier per reaktion. Prgver med Cq-veerdier over LOQ kan betragtes som
vaerende positive (dvs. indenfor LOD), men samtidigt med mulighed for at kvantificere
antallet kopier per reaktion.

14) Efter LOD og LOQ er fastsat, kan mangden af eftersggt eDNA per replikat i gPCR-reaktion-
erne fra de ekstraherede filtrerede vandprgver kvantificeres hvis Cq-veerdier er under LOQ.

15) Koncentration af eftersggt eDNA i den oprindelige filtervandprgve kan derfor beregnes ved
hjeelp af felgende formel: Ae = Cyper X Fe X Vs, hvor A. er antallet af eDNA-kopier per volumen
filtreret vand, Cqpcr er koncentrationen af kopier af det eftersggte eDNA i qPCR-reaktionen, Fe
er brgkdelen af det eluerede ekstraherede filtrat benyttet i gPCR-reaktionen og Vs er
volumen af vand filtreret.
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2.7 Tjekliste

Ved vandindsamling (afsnit 2.1 0g 2.6.1):

e Vandhenter rengjort forinden, ved gennemskylning med vand fra den nye indsamlings-
lokalitet. En vandslange skal gennemskylles med mere end 6 gange vandslangens volumen.
For indsamling med vandslange skal det sikres, at indsugningsstudsen er ‘parkeret’ i prgve-
tagningsdybden, inden vandet er pumpet op. Vand skal pumpes igennem systemet svarede
til minimum 6 gange slange- og pumpesystemets volumen, der kan vare i slangen. Ved
indsamling med en Rosette-vandhenter skal vandhenteren vaere nedsaenket i dben tilstand til
dybden hvorfra vandprgven skal indsamles fra.

e Udstyr for vandindsamling klargjort.

e Minimum 1,5 L vand er filtreret per filterenhed, eller til filteret blokerer.

e Notater omkring vandprgve er optegnet. Tidspunkter er i UTC.

e Filteret er tgmt for rest-vand med en engangssprgjte.

e Filteret er lukket med 'caps’ og blevet lagt i zip-lock-pose.

e Slut-filtrat er opbevaret ved < -15°C.

e Hver zip-lock-pose med filterprgve er maerket med unik nummerkode.

e Huis filteret er tilsat buffer i stedet for at blive indfrossent, skal det sikres at prgven pa et
senere tidspunkt bliver overfgrt til frost (under -15 °C), og at indfrysningsdato og -tidspunkt
er noteret i UTC.

Ved ekstraktion (afsnit 2.2 0og 2.6.2):

e Ekstraktions-kit er klargjort fgr ekstraktion pabegyndes.

e Yderligere remedier for ekstraktion er klargjort inden ekstraktionerne begyndes.
e Notater for detaljer om ekstraktionerne er optegnet.

e Hver ekstraktion er maerket med unik nummerkode.

e Ekstraheret filterprgve er opbevaret ved < -15° C.

Ved gPCR analyse (afsnit 2.3 0g 2.6.3):

e Alle remedier og reagenser er klargjort.

e Standard-fortyndingraekke af ekstraheret genomisk DNA fra vaev er klargjort forinden. Eller
hvis en kvantificering af kopier af det sporede eDNA-molekyle i vandprgven gnskes, skal en
fortyndingsraekke pa et oprenset dsPCR-DNA-molekyle veere klargjort forinden.

e Primere og prober er fortyndet til de korrekt ‘'working solutions’ inden gPCR-reaktionen
saettes op.

o Tilfredstillende in silico-test og tilfredsstillende in vitro-test er blevet gennemfgrt inden test
bliver forsggt pa filtrerede vandprgver for at minimere risiko for detektering af falske
positive.

e Notater er optegnet omkring indstillinger for gPCR-opszetningen og for hvilke vandprgver der
analyseres.

e (gPCR-analyse er kgrt, og resulterende data-fil gemt under unikt filnavn.

e Ved ‘presence/absence’-studier er tilstedeveaerelse/fravaer af den eftersggt organisme
noteret, og ved eDNA-koncentrations-kvantificerings-forsgg er eDNA-koncentrationer malt
for hvert replikat i gPCR-analysen for hver filterenhed.
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2.8 Vedligehold af instrumenter

De fleste komponenter sasom plasticrgr, Qiagen-ekstraktionkit, filter og pipettespidser m.v. er
engangsbrug. Benyttes en PAF-enhed for vandinsamling bgr denne vedligeholdes som specificeret i
manual og protokol. Pipetter bgr vedligeholdes, kalibreres og renses i henhold til vejledninger for
disse.

For vandhenteren anbefales det at skylle den del af vandbeholderen, der er i kontakt med vand-
preven, behgrigt med ferskvand, nar al pr@vetagning er overstaet for dagens feltarbejde. Disse
reviderede tekniske anvisninger gar pa indsamling af marine vandprgver, og derfor er det klogt at
skylle rester af saltvand bort, sa salt ikke aflejres.

Er det en vandhenter eller vandbeholder, skal den indvendige side (der er i kontakt med vandprgven)
skylles behgrigt med ferskvand. Er det en vandslange, skal vandslangens indvendige del skylles med
minimum 6 gange det volumen vand vandslangen kan indeholde. Slangen skal skylles svarende til
minimum 6 gange slange- og pumpesystemets volumen, der kan vaere i slangen.

For gennemskylning med havvand fra den nye indsamlingslokalitet fgr vandprgven indsamles
henvises der til afsnit 2.1 om metoden og afsnit 2.6.1.

For vedligeholdelse af gPCR-maskinen henvises ogsa til manualen og softwaren for dette apparat.

Primere og prober, samt ekstraktioner fra filtrer, og forberedte fortyndindingsraekker bgr opbevares
ved temperaturer under -15°C, for at sikre lang holdbarhed.

For brug og opbevaring af TagMan EM Master Mix 2.0 henvises til vejledningen for dette produkt.

2.9 Serlige forholdsregler - faldgruber

For at kunne reproducere resultater og sammenholde mal for eDNA er det yderst vigtigt, at bade
indsamling, opbevaring, ekstraktion og metoden for gPCR-kvantificering besluttes og fastszettes fra
start. Afvigelser eller ndringer i protokollen kan influere maengden af eDNA kraftigt, og g@re
sammenligninger umulige.

For at sikre senere korrekt identifikation af prgver, er det yderst vigtigt at hvert filter tildeles et unikt
nummer. Nummert ma ikke genbruges. Det er tilsvarende vigtigt at vandvolumen, dato, lokalitet og
opbavaring (indfrysning/udtgrring) noteres for hvert unikke nummer.

For sikker detektering forudsaettes kendskab til litteraturen omkring sporing ved hjzelp af eDNA og til
taxonomien for den efterspgte organisme safremt in silico-designet ikke er baseret pa alle taet-
besleegtede arter til den eftersggte art. Derudover forudsaettes det ogsa, at brugeren har en god
forstaelse for bade det forudgaende in silico-design, og in vitro-test samt et kendskab til hvordan en
real-time PCR-maskine fungerer og aflaeses korrekt.

Falske positive signaler kan ikke umiddelbart skelnes fra sande positive. Der gives derfor ingen

umiddelbar protokol for sikker eDNA-detektering af arter, men i stedet en raekke af vejledende
retningslinjer som kan sikre korrekt detektering af eDNA.
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3 Databehandling

3.1 Beregninger

Beregning og handtering af data er delt i to, der knytter sig til henholdsvis afsnit 2.1 og 2.6.1 og afsnit
2.3 og 2.6.3 i denne protokol. For afsnit 2.1 og 2.6.1 er der ingen umiddelbar beregning, men data
der er indsamlet i forbindelse med hver filterprgve skal indfgres i et excel-regneark (eller tilsvarende
digitalt format). Det er yderst vigtigt for senere data beregning, og handtering af data i afsnit 2.3 og
2.6.3, at der er gjort sa gode optegnelser og notater under afsnit 2.1 og 2.6.1, som muligt. Jaevnfgr
med tabel 2 herunder. For afsnit 2.3 og 2.6.3 skal det opggres hvor stor en andel af de tekniske gPCR-
replikater, der returnerer positiv amflikation per filter.

Inkorporeres en standard-fortyndingsraekke i gPCR-setuppet er det endvidere muligt at kvantificere
koncentrationen af eDNA-target-kopier (i kopier per L vand) som udtryk for teethed og distribution af
arten.

Beregningerne knyttet til afsnit 2.3 og 2.6.3 er mere tekniske, og bgr udfgres i samrad med forskere
(fx. ved Kgbenhavns Universitet, DTU Aqua, NIVA Danmark eller Aarhus Universitet), der til daglig
beskaeftiger sig med eDNA.

Som udgangspunkt vil hvert gPCR-setup i en MxPRo-maskine generere en tekst-rapport, der let kan
eksporteres til excel-regneark eller en komma-separeret fil. For at facilitere den efterfglgende
databearbejdning og beregning af eDNA-koncentrationer, skal hvert gPCR-setup indeholde de
ngdvendige detaljer om unik prgvenummer og primer-probe-system benyttet, som er specificeret
under afsnit 2.6.3 omkring qPCR-setup. Et standardiseret setup skal benyttes for alle gPCR-analyser i
den efterfglgende databehandling.

3.2 Data og koder

For indsamling af vandprgve i henhold til protokol beskrevet i afsnit 2.1 og 2.6.1 i disse tekniske
anvisninger, skal der for hvert filter noteres fglgende detaljer (Forkortelseskoder for disse detaljer er
angivet i parentes):

Indsamlingslokalitet, breddegrad og lengdegrad (lok_pos):

e Temperatur pa vandprgve inden filtrering (Temp_Inds).

e Dato for indsamling (Dato_inds).

e Navn pa hvem der har indsamlet prgven (Navn_Inds).

e Dybdestrata for den indsamlede prgve (Dyb_Str).

e Volumen vand filtreret (Vwf).

e Unikt nummer for den pageeldende prgve, for at sikre at replikat-prgver kan skelnes fra
hinanden (U_Pr_Nr).

Ved indsamling og notering af disse informationer kan tabellen herunder (tabel 2) bruges som
rekvisitions- eller prgvetagningsskema, der udfyldes for hvert enkelt filter. Tabellen kan printes ud
separat, og kopieres, og benyttes i felten og vedlaegges ved filterprgven der laegges i zip-lock-posen.
Optegnelser og notater ggres med blyant, da blaek og tusch let kan forsvinde ved opbevaring i fryser
og pa kel.

27



NIVA Danmark 7455-2020

Tabel 2: Prgvetagnings-skema.

Aktivitet Notat

Vandprgvenummer (unikt nummer) (U_Pr_Nr)

Ansvarlig prgvetager, navn (Navn_Inds)

Skib (skib)

Institution (Inst)

Dato (Dato_inds)

lokalitet, navn/omrade (Lok_omr)

position, leengde- og breddegrad (lok_pos)

Max vanddybde pa lokalitet (max_Dyb)

Dybde hvor vandprgve er indhentet fra (Dyb_Str)

Volumen vand filtreret (Vwf)

Er vandsgjlen lagdelt, (ja/nej)

Dybde for lagdelingen (Dyb_lagd)

Tidspunkt hvor vandprgve er indsamlet (tdspkt_inds)

Tidspunkt hvor vandprgve er filtreret (tdspkt_filt)

Tidspunkt hvor vandprgve er indfrosset (<-15°C) (tdspkt_indfr)

Dato hvor vandprgve er overfgrt fra -15°C til -80°C (dato_80C)

Temperatur pa vandprgve ved indsamling (Temp_Inds)

Er vandhenter gennemskyllet inden vandprgven blev indsamlet (ja/nej)

Er pose og filter udskiftet i PAF-enhed inden prgven blev filtreret (ja/nej)

Vandprgven blev indsamlet samtidigt med
(bundfauna/makroalge/zooplankton/fytoplankton /fiskeri)

Restvand er presset ud af filteret inden indfrysning (ja/nej)

Zip-lock-pose med filter er markeret med dato, unikt nummer og lokalitet
(ja/nej)

Vandprgven er indfrosset (Frys) eller tilsat buffer (Buff)

Andre noter

For hver ekstraktion af filtre, skal fglgende noteres (forkortelseskoder for disse detaljer er angivet i
parentes):

e Unikt nummer for den pageeldende prgve, skal vaere identisk med nummeret tildelt under
filtrering (U_Pr_Nry).

e Dato for ekstraktion (Dato_eks).

e Ekstraktionskit benyttet (Eks_Kit).

e Volumen elueringsbuffer benyttet under ekstraktionen (Vol_EB).

e Temperatur hvorunder det ekstraherede filtrat opbevares (Temp_Ex_Opb).

e Malt koncentration pa det ekstraherede eDNA (Cex_eDNA).

For hver kvantitativ PCR-setup skal fglgende data noteres (forkortelseskoder for disse detaljer er
angivet i parentes):
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Unikt fortlgbende nummer tildelt pladen med alle gPCR-reaktioner (Q_Nr).

Filnavn tildelt pladen med gPCR-reaktionerne. Et unikt nummer der ogsa skal indeholde det
unikke fortlgbende nummer tildelt pladen med gPCR-reaktionerne (QPI_No).

Dato for gPCR (Dato_qpcr).

Total volumen pa qPCR-reaktioner (vol_gpcr_rxn).

Eftersggt art (Eft_art).

Primer- og probe-system benyttet (prim_prob_sys).

Antallet af reaktioner (Nr_rxn).

Antallet af NTC-reaktioner (NTC_rxn).

Antallet af replikater for hver filtrat-ekstraktion (Repl_unk_rxn).

Antallet af replikater for hver standard-fortyndingsraekke (Repl_SD_rxn).

Hvilke ekstraktioner af hvilke filtrater der er forsggt analyseret i den pageeldende gPCR, dvs.
hvilke ‘U_Pr_Nr’ der er testet.

Volumen af ekstraheret filtrat ("template’) fra hver 'U_Pr_Nr’-esktraktion der er forsggt
testet per reaktionsrgr (Vol_EksFil).

Hvilken type real-time kvantitativ PCR-maskine der er benyttet (Type_qpcr_mask).

Hvem der har foretaget gPCR-analysen (Resp_gPCR).
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4 Kvalitetssikring

Den maske vigtigst forudsaetning for en grundig kvalitetssikring er en faglig forstaelse og systematisk
tilgang til de potentielle kilder til usikkerheder i forbindelse med prgvetagningen, transporten,
konserveringen og analyserne i laboratorium.

Disse tekniske anvisninger for eDNA-baseret overvagning af ikke-hjemmehgrende marine arter
indeholder — i modsaetning til de under NOVANA-programmet gzeldende tekniske anvisninger (se
http://bios.au.dk/raadgivning/fagdatacentre/fdcmarintny/gaeldendetekniskeanvisninger/#c236812)
— et bilag som systematisk gennemgar de mulige kilder til usikkerhed (se bilag 1).

4.1 Kvalitetssikring af metode

Der er p.t. ikke knyttet nogen kvalitetssikring til disse tekniske anvisninger. Safremt optegnelser er
gjort som anfgrt i tabel 2, og forholdsregler er gjort som beskrevet under metode afsnittet, kan det
antages at de filtrerede vandprgver er af behgrig kvalitet.

Vandprgvefiltrering kan kvalitetssikres yderligere ved at en steril vandprgve, medbragt forinden, fil-
treres pa indsamlingslokaliteten. En sadan blank filtreringsprgve kan derpa analyseres i afsnit 2.2 og
2.6.2 og afsnit 2.3 0g 2.6.3.

4.2 Kvalitetssikring af data og dataaflevering

Der er p.t. ikke knyttet nogen kvalitetssikring til disse tekniske anvisninger. Safremt analyser be-
skrevet i afsnit 2.2 og 2.6.2 og afsnit 2.3 og 2.6.3 er foretaget med inklusion af negative kontroller,
antages det at de indsamlede data er trovaerdige og kvalitetssikrede.
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Bilag 1: Kilder til usikkerheder i forbindelse med
provetagning, transport, konservering og analyser

DNA fra organismer der kan findes frit i miljget kaldes ofte miljg-DNA, environmental DNA eller bare
eDNA. Forekomst af eDNA indikerer normalt nylig forekomst af den organisme, som DNA-materialet
kommer fra (Thomsen & Willerslev 2015, Sigsgaard et al. 2017) og i umiddelbar neerhed — maske de
narmeste kilometers radius (Pont et al. 2018).

Analyser af eDNA kommer givetuvist til at udggre en del af fremtidens biodiversitetsmonitering og
arbejdet med at udvikle metoderne er i fuld gang. Metodernes store potentiale er bekrzaeftet gennem
et stort antal publikationer og studier fra hele verden, som er offentliggjort siden de fgrste store
gennembrud pa omradet omkring ar 2012 (se f.eks. Ficotela et al. 2008, Port et al. 2016, Taberlet et
al. 2012, Evans et al. 2016, Knudsen et al. 2019, Thomsen et al. 2012a,b, Wilcox et al. 2013, Sigsgaard
et al. 2015, Thomsen et al. 2016, Yamamoto et al. 2016).

Der er imidlertid en reekke forhold, som det er vigtigt at vaere opmaerksom pa, nar eDNA anvendes til
monitering af biodiversitet. | dette notat gennemgas nogle af de mulige problemer og usikkerheder
der kan opsta fra sampling til analyse. Dette bilag til de tekniske anvisninger omfatter en vurdering af
de enkelte trin fra prgvetagning til analyse og databearbejdning.

eDNA undersggelser opdeles normalt i to hovedgrupper:

e PCR/qPCR som baseres pa detektion af enkelte arter. Ogsa refereret til som arts-specifik sporing
af eDNA, fx Agersnap et al. (2017), Knudsen et al. (2019) og Sigsgaard et al. (2015).

e Metabarcoding/metagenomics (baseret pa samtidige sekvensanalyser af flere arter/taxa ad
gangen), fx som i studiet af Thomsen et al. (2016).

Det fgrer for vidt i denne sammenhaeng at beskrive metoderne i detaljer. Dette notat fokuserer alene
pa de usikkerheder, som er knyttet til eDNA-detektion i vandprgver med gPCR. Der henvises til viden-
skabelige publikationer fx Thomsen & Willerslev (2015) og Taberlet et al. (2012) for en naermere
gennemfgring af fordel og ulemper og usikkerheder knyttet til de forskellige metoder. Nogle af de
faktorer der beskrives vil ogsa have betydning for andre typer af analyser.
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1. Sampling

1.1 Sted og dybde

Sted og vanddybde hvor prgvetagningen udfgres er naturligvis afggrende for, hvilke arter der kan
detekteres. Man kan kun forvente et positivt eDNA-signal, hvis prgven indsamles et sted, hvor den
art der ledes efter ogsa forekommer.

Generelt er det erfaringen, at eDNA opblandes effektivt hvis vandet pa lokaliteten er i opblanding.
Hvis vandet ikke opblandes fx pa grund af temperaturspringlag eller salinitetsgradienter, sa ma man
forvente en darlig opblanding af eDNA, og alt afhaengigt af hvilket niveau i vandsgjlen vandprgven
indsamles kan et varierende signal af eDNA forventes.

Derudover er det rimeligt at antage, at der vil vaere saesonvariation i mangden af eDNA fra de
forskellige organismer, alt afhaengigt af de pageeldende organismers gkologi og livscyklus. Pa tids-
punkter hvor der enten gydes eller kan forventes store opblomstringer af den eftersggte organisme,
ma det ogsa antages at der sikkert er stgrre maengder af eDNA tilstede i vandsgjlen. Der er lavet en
studie der fokuserer pa saesonvariation (Sigsgaard et al. 2017), og egne erfaringer med eDNA fra
marine ikke-hjemmehgrende arter har ogsa vist, at der er forskel mellem forar og efterar. Men der
mangler stadig forskning pa dette omrade.

Der er fa detaljerede studier, som har undersggt fordelingen af eDNA i vandsgjlen. Overordnet ma
det forventes, at hvis der eftersgges bundlevende organismer sa bgr prgven tages naer bunden.
Efterspges pelagiske organismer, sa bgr prgven tages gverst i vandsgjlen. Ofte er det dog muligt at
detektere bundlevede organismer, selv i en vandprgve taget ved overfladen. Dette vil afhaenge af
mangden af eDNA der frigives til vandet og opblandingen i vandsgjlen.

Ved prgvetagning nzer bunden er det vigtigt, at undga eller begranse maengden af organiske og
uorganiske partikler i prgven. Hvis protokollen for prgvetagning er udviklet til analyse af vandprgver,
sa vil partiker ofte give problemer for de efterfglgende analyser. Partiklerne kan fgre til flere
forskellige typer problemer.

Partiklerne kan tilstoppe filteret sa den samlede prgvestgrrelse reduceres. Hvis prgvestgrrelsen
reduceres, sa vil muligheden for at detektere eDNA i prgven alt andet lige ogsa reduceres.

Partiklerne kan (iszer ved indsamling af ferskvandsprgver) indeholde humusstoffer der gdelaegger
eller reducerer fglsomheden af de molekylzerbiologiske undersggelser. Fx kan humusstoffer i nogle
tilfeelde helt forhindre analyse med PCR-baserede metoder. Det er dog muligt at adskille DNA og
humusstoffer inden analyse. Denne procedure vil dog ogsa reducere fglsomheden betydeligt. Endelig
er det pavist at eDNA gemmes relativt effektivt og laenge i sediment (Turner et al. 2015), hvorfor
sediment i en vandprgve kan betragtes som en kontaminering fra organismer der tidligere levede i
omradet. For at fa en bedre idé om hvorvidt der er hemmende stoffer med i vandprgven der
analyseres, kan der tilsaettes en intern positiv kontrol.

1.2 Opkoncentrering/filtrering

Sampling af eDNA fra vandmiljget kraever normalt opkoncentrering af vandprgven. Opkoncentrering
udfgres ved filtrering. Der kan anvendes forskellige filtreringsmetoder og forskellige filtre.
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Dels filtrering baseret pa tangential flow filtrering, hvor prgven op koncentreres 10-1000 gange i en
suspension. Dels opkoncentrering ved sakaldt dead-end filtrering. Den efterfglgende protokol for
DNA ekstraktion afhaenger af opkoncentreringsmetoden.

Den opkoncentreringsmetode som oftest anbefales i gjeblikket er dead-end filtrering pa et kolonne-
filter. Det er denne filtreringsmetode som pt. anbefales i Miljgstyrelsens tekniske anvisninger
(Knudsen et al. 2018). Anbefalingen bygger pa studierne af Spens et al. (2017) og Djurhuus et al.
(2017). Det er afggrende for DNA-analysens fglsomhed hvor meget prgve der filtreres. Hvis man
eftersgger eDNA fra sjeeldne organismer, eller organismer der kun frigiver lidt eDNA til vandet, sa er
filtreringsvolumet ofte afggrende for, om der opnas et positivt signal eller ej. Filtreringsvolumet skal
altid noteres ved sampling, sa det efterfglgende analyseresultat kan relateres til det volumen der er
indsamlet i felten.

Koncentrationen af eDNA i vandet er bestemt af en ligeveegt mellem frigivelse af eDNA til vandet fra
de levende organismer vi leder efter, og samtidig nedbrydning og fortynding af DNA. Sa snart vand-
prgven er taget sa ophgrer frigivelsen af eDNA, mens nedbrydningen fortsaetter. Derfor anbefales
det altid, at filtrering og fiksering (naeste afsnit) udfgres sa hurtigt som muligt efter prgven er taget.

1.3 Fiksering
Fiksering skal sikre eller minimere nedbrydningen af eDNA efter prgven er taget. Der findes flere
metoder til fiksering.

Farste trin i fikseringen er, at alt vand fra prgven skal fjernes fra filteret. Det sker ved at vandet suges
eller pustes ud af filteret til filtrat siden. Det kan veere vanskeligt at fa alt vandet ud. Det er imidlertid
helt afggrende, at den resterende vandmaengde er sa lille som mulig inden fikseringsproceduren
starter.

Hvis prgver skal sammenlignes kvantitativt fra flere forskellige steder, dybder, arstider eller lignende,
sa er det vigtigt for sammenligningen, at fikseringen er foretaget pa den samme made for hver prgve.
Hvis pr@gverne kun skal sammenlignes kvalitativt, sa kan man bedre acceptere forskelle i
fikseringsproceduren. At restvand fjernes er vigtigt for alle fixeringsmeroder.

Forskningen omkring filtrering, fiksering og opbevaring af filtrerede vandprgver er i rivende udvikling,
se eksempelvis Djurhuus et al. (2017), Spens et al. (2017) og Majaneva et al. (2018). Det er desvaerre
ikke entydigt hvilken filtrering og fikseringsmetode der er optimal. Der er studier som antyder, at
bade filtrering og fiksering bgr justeres, alt efter hvilken form for eDNA sporings metode der benyttes
(metabarcoding eller artsspecifik sporing) og hvilke organismer der skal eftersgges (hvirveldyr, hvir-
vellgse dyr, alger ellerplanter). Pa nuvaerende tidspunkt anbefales fiksering ved gjeblikkelig (indenfor
1 time) indfrysning af et tgmt filter ved -20°C, se ogsa den tekniske anvisning (Knudsen et al. 2018).

1.3.1 Frysning og kgling
Den anbefalede metode til fiksering er frysning. Ved frysning saettes DNA nedbrydningsprocesserne i
sta, og DNA kan holde meget leenge (arevis), hvis frysningen opretholdes uden afbrydelser.

Derfor anbefales frysning i felten efter filtrering ved hjzelp af tgris, som straks bringer den filtrerede
prgve langt under nulpunktet. Alternativ nedkgling pa almindelig is er ikke lige sa effektiv. Hvis der
nedkgles pa is, sa bgr preven hurtigst muligt bringes pa frost. Er prgven indsamlet ombord pa et skib
med stgrre frysekapacitet, kan prgven ogsa indfryses straks i en almindelig fryser (< -15°C), og tgris er
sa ungdvendig.
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Det er afggrende for effekten af frysning, at der ikke sker midlertidige optgninger fx i forbindelse
med transport. Transport bgr derfor ogsa ske pa tgris.

Anvendes frysning til fiksering, sa er det meget vigtigt at prgverne forinden er opkoncentreret
(forrige afsnit), da det kan vaere umuligt eller meget vanskeligt, at udfgre opkoncentrering efter
frysning og opt@ning. Det skyldes at frysning kan medfgre, at mere eDNA findes oplgst i vandet og
derfor naeppe bliver fanget ved filtrering.

1.3.2 Fikseringsvaeske m.m.

Som alternativ til frysning findes forskellige typer fikseringsvaeske. Disse kemikalier kan tilsaettes
preven efter filtrering. Tidligere studier af eDNA har gennemfgrt forskellige test af forskellige filtre og
fikseringsvaesker (Spens et al. 2017, Djurhuus et al. 2017, Majaneva et al. 2018, Deiner et al. 2015).
Formalet med fixeringsveesken er at stoppe DNA nedbrydningen. Fixeringsvaeskerne er typisk aktive
ved alle temperaturer, og kan anvendes til at begraense nedbrydningen af DNA i filteret, hvis frysning
ikke er mulig straks. Alt andet lige, er prgven bedre fikseret ved frysning, sa derfor bgr prgven
opbevares sa meget som mulig pa frost, ogsa selvom fikseringsvaeske er tilsat. Der er ogsa nogle fa
studier, der har fikseret eDNA’et pa filtre ved simpel udtgrring, vha. silica (se Majaneva et al. 2018).

1.4 Kontaminering
| alle dele af arbejdet med eDNA, er risikoen for kontaminering af stgrste betydning for resultaterne.
Ved sampling er fglgende faktorer afggrende, for at minimere risikoen for kontaminering:

e Prgverne ma aldrig tages af personer, der samtidig arbejder med handtering af en eller flere
af de organismer, som skal eftersgges i prgven.

e Prgvetagerne skal forsynes med engangshandsker og evt. mundbind.

e Prgvetagningen skal udfgres med engangsudstyr.

e Forskellige prgver ma aldrig komme i kontakt med hinanden. Der bgr som udgangspunkt
tages en blank prgve (negativ kontrol) i felten, samtidig med den g@vrige indsamling, fx af
postevand.

1.5 Transport og opbevaring
Korrekt og optimal behandling af prgverne i forbindelse med transport og opbevaring er afggrende
for analysernes resultat.

Hvis prgver skal sammenlignes kvantitativt fra flere forskellige steder, dybder, arstider eller lignende,
sa er det vigtigt for sasmmenligningen, at opbevaringen og transport er foretaget pa den samme
made for hver prgve. Hvis prgverne kun skal sammenlignes kvalitativt, sa kan man bedre acceptere
forskelle i transport og opbevaring.

Den rigtige opbevaringsmetode afhanger af fixeringsmetoden.

Generelt anbefales langtidsopbevaring pa frost uanset fixeringsmetoden.

Forsendelse skal ogsa ske pa frost (tgris), hvis prgven er fixeret pa frost (uden fixeringsvaeske). Dette
er ngdvendigt for at undga optgning. Gentagen optgning og nedfrysning vil skade prgven.

For prgver med fixeringsvaeske kan transport ske ved stuetemperatur eller pa kgl. Hver gang man

2ndrer temperaturen ved opbevaringen vil man miste noget af prgven, sa antallet af gange man
optgr og nedfryser prgven skal reduceres til et minimum.
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2. Analyse

2.1 Minimumskrav til analyse

Minimumskravene til analyser er, at der udfgres 3 tekniske gentagelser for hver mal-art for hver
prgve. Derudover inkluderes en standardkurve for hver mal-art. Standard kurven er en
fortyndingsraekke af en positiv kontrol med DNA ekstraheret fra en vaevsprgve fra malarten eller
lignende, der stammer fra mal-arten. Standardkurven skal omfatte mindst 4 dekaders fortynding og
gentagelser szerligt ved de laveste fortyndinger. Laveste fortynding af standardkurven bgr give et
negativt resultat. Hvis dette ikke er tilfaeldet, sa har standarden ikke veeret tilstraekkeligt fortyndet.

Derudover inkluderes altid negative kontroller. Disse kontroller vil hurtigt vise, hvis reagenser eller
laboratorium er blevet kontamineret med ugnsket DNA.

Derudover bgr man inkludere en intern PCR-kontrol (IPC) for hver af vandprgverne. Den interne
positive kontrol, vil indikere om der er PCR-hammende stoffer i ekstraktionen fra vandprgven.
Reduktion i signalet fra IPC kan bruges til at korrigere eDNA-malinger fra prgver med delvis heemning
af PCR-reaktionen.

2.2 Fejlkilder i laboratoriet

Laboratoriearbejde med eDNA kraever ekstremt meget fokus pa at undga kontaminering.
Laboratoriearbejde forudszettes udfgrt af professionelle med kendskab til almindelig god
laboratoriepraksis.

Laboratoriearbejdet kan opdeles i tre trin: 1) DNA-ekstraktion, 2) PCR-opsaetning (pre-PCR) og 3)
PCR-analyse (post-PCR). De tre dele af arbejde bgr udfgres i tre adskilte rum for at begraense risikoen
for kontaminering. Det er saerligt vigtigt at der aldrig er kontakt mellem post-PCR og de to gvrige
laboratorier. Det skyldes at PCR-processen opformerer DNA fra de arter der ledes efter. Derfor kan
der forekomme kilder til meget store kontamineringer af prgverne fra dette laboratorium. Er der
forst konstateret kontaminering med PCR-produkter i de gvrige laboratorier, sa kan alle resultater
der produceres blive pavirket, og det kan vaere helt umuligt at sikre tilfredsstillende renhed igen. For
at overvage eventuel kontaminering, sa er det vigtigt altid at inkludere negative kontroller i arbejdet.

Hvis der ses qPCR-resultater fra de negative kontroller, sa skal disse resultater indga i evalueringen af
analyseresultaterne. Ligger de negative kontroller inden for samme omrade som standardkurven, sa
kan der veere tale om kontaminering som potentielt kan pavirke resultatet af alle prgver.

2.3 Specificitet af artsspecifikke detektionssystemer

Alle de 22 artsspecifikke gPCR-detektionssystemer rettet mod ikke-hjemmehgrende marine arter i
Danmark, er udviklet i samarbejde med Kgbenhavns Universitet (Andersen et al. 2018). Alle
detektionssystemer er testet pa veevsmaterialer fra mal-arter og naertbesleegtede ikke-mal arter, der
forekommer i det Nordvesteuropeaeiske omrade. Langt hovedparten af de udfgrte test, er baseret pa
eksemplarer som findes i museumssamlinger (hovedsagligt Zoologisk Museum i Kgbenhavn), som
dermed kan tjene for eventuel senere re-identifikation af bade den eftersggte art, samt andre
sameksisterende og teetbeslaegtede arter.

Negative resultater kan ikke tages som et sikket udtryk for malartens fravaer pa lokaliteten. Mange
forhold kan pavirke forekomsten af eDNA, fx indsamlingstidspunkt, opbevaring af prgven, indsam-
lingsdybde mm. Svage eDNA-signaler bgr tolkes med stor forsigtighed for at minimere risikoen for
falske positive.
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De 22 artsspecifikke detektionssystemer er kun testet mod naertbeslaegtede og sameksisterende
arter i det nordeuropaiske omrade. Forekomst af falske positive kan ikke afvises ved anvendelse af
analyserne pa prgver fra andre dele af verden eller i omrader, hvor andre nzert beslaegtede arter
ogsa forekommer. Neert besleegtede arter der ikke blev inkluderet i de indledende sammenligninger
og valideringer fremgar af Andersen et. al. 2016, 2017, 2018. Idet teknikken er baseret pa sma
genetiske forskelle i DNA mellem den eftersggte art og andre evolutioneert teet beslaegtede arter, vil
det ikke kunne afvises, at falsk positiv sporing af eDNA kan forekomme, safremt sporingssystemerne
benyttes pa prgver indsamlet uden for det anbefalede virkeomrade.

Der kan veaere genetiske forskelle mellem populationer i forskellige dele af udbredelsesomradet. Der
tages generelt forbehold for ukendte DNA-forskelle pa target-arter og non-target-arter, som ikke er
inkluderet i de udfgrte in vitro-tests. De udfgrte test fremgar af tidligere publicerede rapporter
(Andersen et al. 2017, 2018).

Der tages generelt forbehold for DNA-sekvenser fra organismer, der var ukendte i de offentligt
tilgeengelige databaser (National Center of Biotechnology Information GenBank), da udviklings-
arbejdet blev gennemfgrt (Andersen et al. 2016, 2017, 2018). Som udgangspunkt henvises der til in
silico-sammenligninger og in vitro-tests (Andersen et al. 2017, 2018). Disse test angiver, hvilke andre
sameksisterende arter, der kan mistaenkes at give ophav til potentiel positiv detektion. For evolu-
tioneaert tet-beslaegtede arter, der kan taenkes at sameksistere med den eftersggte art, kan store
populationstaetheder af sddanne evolutionaert taet beslaegtede arter i sjaeldne tilfaelde give ophauv til
falsk positiv detektion. Dette vil typisk ske hvis det udviklede og efterprgvede sporingssystem kun er
testet pa én population, mens en anden population med en anden genetisk variation ikke kan op-
fanges af sporingssystemet. Det er derfor ngdvendigt, at positiv sporing altid sammenholdes med,
hvilke andre evolutionaert nzert beslaegtede arter, der kan formodes at sameksistere med den efter-
sggte art. Derudover bgr det overvejes om arten der efterspores eventuelt kan forefindes i adskilte
del-populationer der har meget lille genetisk udveksling.

Resultater, der afrapporteres som “maske positive”, kontrolleres til hgjere sikkerhed ved sekven-
tering af positive qPCR-produkter. Positive qPCR-produkter skal derfor gemmes med henblik pa
senere validering ved sekventering.

@nskes kvantificering af det sporede eDNA, bgr der udfgres mange gentagelser pa prgvetagningen
(filtrering), samt yderligere tekniske gentagelser af de udfgrte analyser. Der er ofte stor varians pa
kvantificering ved hjzelp af gPCR, og man kan kun forvente resultater, der indikerer stgrrelsesordner
(inden for dekader).

Der foreligger meget fa studier, der undersgger korrelation mellem bestandsteetheder og eDNA-
maengder. Se fx studierne af Agersnap et al. (2017) og Knudsen et al. (2019) samt Yamamoto et al.
(2016), hvor eDNA koncentrationer sammenholdes med forskellige konventionelle malinger af bio-
masse. Der er endnu ikke noget der tyder p3a, at bestandstaetheden kan bestemmes praecist ud fra
maling af eDNA-maengder.

Ved kvantitative anvendelse af eDNA kan man aldrig sammenligne pa tvaers af forskellige sporings-
systemer. Det skyldes at forskellige eDNA sporingssystemer vil have forskellig evne til at spore eDNA
fra de mal-arter de er designet til. Men eDNA-koncentrationen kan i nogle tilfaelde med forsigtighed
anvendes til kvantitativ sammenligning af forskellige lokaliteter, der er undersggt for forekomst af
samme art.
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3. Databearbejdning

Det anbefales at der anlaegges en forsigtig tilgang til databearbejdning af eDNA analyser baseret pa
gPCR og at en tilsvarende forsigtig tilgang anlaegges for tolkning af resultater. Forsigtig tilgang mini-
merer risikoen for falske positive. Til gengaeld vil de svageste resultater afrapporteres som “maske
positive”.

En forsigtig tilgang indebaerer ogsa et godt forudgaende kendskab til den eftersggte organismes
biologi, pkologi, taksonomi og livscyklus. Kraftigt positive signaler kan skyldes at vandprgverne er
blevet indsamlet i et tidsvindue hvor aktivitet og livscyklus er hgj. Mens falske positive kan skyldes, at
det pagaeldende sporingssystem ikke er tilfredsstillende testet imod en kryptisk art, der endnu ikke er
beskrevet taksonomisk endsige kendt ved genetisk sekventering.

3.1 Definition af LOD og LOQ

F@rste trin i databearbejdningen er at definere den nedre detektionsgraense ‘Limit of detection’
(LOD) og den nedre kvantificeringsgraense ’Limit of quantification’ (LOQ). Graenserne defineres ud fra
Cg-vaerdi som aflaeses ud fra data fra gPCR-maskinen.

Der findes forskellige tilgange til definition af LOD og LOQ i forbindelse med gPCR- analyser (Wilcox
et al. 2013). | denne sammenhang anbefales det, at definere LOD og LOQ ud fra standard-kurven.

LOD og LOQ skal defineres pa ny i forbindelse med hver udfgrelse af en artspecifik gqPCR-analyse.
Standardkurver fra tidligere analyser kan saledes aldrig genbruges, selvom de er udfgrt pa samme
artsspecifikke sporingssystem. Et eksempel pa definition og fastsaettelsen af LOD og LOQ ud fra
standardkurven ses i Figur Al.

LOD og LOQ anbefales defineret som fglger:

e LOQ: ’Limit of quantification’. Laveste reproducerbare standard. Det laveste fortyndings-
niveau af standardraekken, hvor alle gentagelser er positive og ligger nogenlunde inden for
samme omrade. Alle gentagelser af hgjere koncentrationer af standardraekken skal samtidig
veere posititive.

e LOD:  Limit of detection’. Laveste positive standart. Det laveste fortyndingsniveau af
standardraekken hvor minimum én af gentagelserne er positiv. Der kan godt vaere mere end
en gentagelse af standardrakken der er positiv.
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(No Ct/ Below LOD / Above LOD below LOQ / Above LOQ)

~/0/n/n

= R

107 10° 10' 10° 10° 10* 10° 108 107 108 10°
gu[[: Tl p@sq “ﬂepﬂo < L@D target-eDNA in extract. (copy/qPCR-reaction)
hwid: 0 pos. repl, orange: 1-3 pos. repl. > LOD sort: 3 pos. repl. > LOQ

red: mindst 1 pos. repl. > LOQ

Figur Al. Standardkurven fra en gPCR-opsaetning kan plottes i et logaritmisk plot. De hvide trekanter
er standardkurven (fortyndingsraekke af kendte tilsatte koncentrationer). De gvrige trekanter
repraesenterer vandprgvernes eDNA-niveau. Eksempel pd definition af LOD (grgn linje) og LOQ (bl
linje) ud fra standardkurve. | eksemplet er de analyserede prgver vist med pink trekanter. Det ses at
to praver ligger pa en veerdi for kopi per gPCR reaktion lzengere til hgjre for LOQ, mens de gvrige
praver ligger under LOD og dermed anses for mdske positive (gul og hvid kategori). Teerskelvaerdien
(Cq) for ‘cut-off’ (orange linje) er her sat ved Cq=41. Flyttes den til en senere amplificerings-cyklus i
gPCR-analysen, vil denne taerskelvaerdi rykke opad pa plottet, og dermed inkludere flere af svage
eDNA-signaler i gverste venstre hjgrne.

3.2 Vurdering af prgver
De ukendte prgver evalueres i forhold til LOQ og LOD. Malet med evalueringen er at prgverne
placeres i fire kategorier som fremgar af Figur A2.

Et eksempel pa den anbefalede metode til evaluering af hver prgve fremgar af Tabel Al. Dette
kommenteres nermere i det fplgende med henvisning til de greenser der fremgar af Figur Al.
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Analyserede prgver som er lavere end LOD anses som udgangspunkt for negative (HVID). Hvis samme
prgve reproduceres med et signal under LOD, sa anses prgven for maske positiv (GUL). Hvis enkelte
gentagelser af prgven overstiger LOD anses den tilsvarende for positiv men ikke kvantificérbar
(ORANGE). Hvis prgven er reproducérbar for alle gentagelser i omradet mellem LOD og LOQ, sa er
prgven positiv men ikke kvantificérbar (ORANGE). Hvis kun en af gentagelserne er stgrre end LOQ sa
betragtes prgven som positiv (R@D). Hvis alle tekniske gentagelser er stgrre end LOQ, sa betragtes
eDNA signalet som positivt og kvantificerbart (SORT). | det anvendte eksempel illustrerer
farveskalaen at der eftersgges invasive og ikke-hjemmehgrende arter.

Tabel Al. Vejledning til tolkning af eDNA-signaler. Her vist et eksempel pa detektion af ikke-hjemme-
hgrende arter med 3 tekniske gentagelser i gqPCR-opsaetningen. Eksemplet er baseret pd detektion af
ikke-hjemmehgrende arter. Positive resultater vises derfor med rgd og sort.

eDNA resultat Tolkning Konklusion
No Ct Ingen 'target eDNA' i vandprgven Negativ
All below LOD Muligvis svagt spor af eDNA fra 'target art' Maske positiv

3 Above LOQ Kraftigt eDNA fra 'target art' Positiv (Kvantificering mulig)

Sample >LOQ and reprod ucible (Rough quantification possible, DNA copy/L
used as index to compare different samples analyzed for same target-species)

Sample >LOQ and not reproducible (no quantification)

LOD <Sample< LOQ and reproducible (no quantification)

LOD <Sample< LOQ and not reproducible

Sample <LOD and reprOdUCible +Positive and quantification

(many replicates needed)
-Positive (no quantification)

*Possible positive

Figur A2. Opsummeret evaluering af analyseresultater (generelt).

Det ma dog understreges, at kvantitative vurderinger baseret pa eDNA-malinger altid skal udfgres
med stor forsigtighed. Der er mange kendte og ukendte faktorer, som kan pavirke maengden af eDNA
i en konkret prgve. Det er dog sandsynligt, at der er en hvis sammenhang mellem biomassen/
antallet af den art som eftersgges, og koncentrationen af eDNA i vandet. Eventuelle kvantitative
sammenligninger bgr derfor fokuseres pa relative sammenligninger af lokaliteter indbyrdes. De
prgver som sammenlignes bgr vaere samplet pa samme made og analyseret samtidig.
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