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1 Innledning

Miljg-DNA overvakning er en overvakingsmetode som benyttes for & pavise mikro og makro
organismer i miljget (vann, sedimenter, jord osv.) uten & fange selve organismen, men ved a
fange og pavise organismens DNA i miljget (Thomsen and Willerslev, 2015). Fra vannprgver
er det dermed mulig a gi ett gyeblikksbilde om hvilke organismer som er tilstede i vannet.
Milja-DNA verktgy er utviklet og testet for overvakning av krepsepest, stedegen edelkreps og
invasiv signalkreps (Strand et al., 2014; Strand et al., 2019; Johnsen et al., 2020b). Miljg-
DNA benyttes i det nasjonale overvakingsprogrammet for krepsepest (Strand et al., 2021) og
det nasjonale overvakingsprogrammet for edelkreps og spredning av signalkreps (Johnsen
et al., 2020a). Rask pavisning av krepsepest og signalkreps kan bidra til rask handling og
begrensning av gkologisk skadeomfang. Selv om miljg-DNA prgver kan analyseres raskt pa
laboratoriet, slik at man har et svar i lgpet av et par dager, vil muligheten for & giennomfare
analysen i felt apne for adaptiv pravetaking. Da kan man ut i fra resultater direkte i felt,
fortlgpende vurdere behovet for antall praver og prevelokasjoner. Biomeme (Philadelphia,
USA) er et av fa selskaper som leverer en komplett plattform for miljg-DNA analyse i felt.
Biomeme leverer et enkelt og raskt DNA kit for ekstraksjon av DNA fra filter, reagenser for
gPCR, Franklin™ mobile gPCR thermocycler (Thomas et al., 2020), samt en nettsky hvor
man kan laste opp resultater fortlapende fra felt.

2 Metodikk

Vi har sammenlignet Biomeme-plattformen, med var standard miljg-DNA metodikk for miljg-
DNA overvaking av ferskvannskreps og krepsepest. Ved standard overvaking filtreres av
vann direkte i felt, hvor ca. 5L filtreres med et millipore glassfiber filter (2um pore stgrrelse)
ved hjelp av en peristaltisk pumpe. Filteret puttes pa et falkonrer med 5 ml ATL buffer. DNA
isoleres pa laboratoriet i henhold til publisert protokoll, se Fossgy et al. (2019). DNA
ekstraktet analyseres sa med publiserte qPCR assay for artsspesifikk pavisning av
edelkreps, signalkreps og krepsepest (Vralstad et al., 2009; Rusch et al., 2020) pa Bio-Rad
CFX gPCR askin. For Biomeme metoden benyttes direkte filtrering i felt pa et mixed cellulose
ester filter (5um pore starrelse), da glassfiberfilter ikke fungerer optimalt med felt DNA
isoleringskittet. DNA isoleres fra filteret med Biomeme M1 sample prep cartridge kit (DNA-HI
& Homogenistation kit) i henhold til protokoll ute i felt. Deretter analyseres DNA prgvene med
de samme artsspesifikke qPCR assayene pa Franklin™ mobile gPCR thermosycler. Vi har
testet og sammenliknet effekt av filter, effekt av DNA-isoleringsmetode og effekt av gPCR
thermocycler pa deteksjon av miljg-DNA fra relevante organismer, samt testet plattformen
ute i felt.

3 Resultater

3.1 Uttesting av Biomeme-plattform

Miljg-DNA prgver fra innsjg med signalkreps ble isolert med standard DNA isolerings
metode, og deretter analysert med et artsspesifikt assay for signalkreps pa Bio-Rad CFX96
Touch og pa Franklin™ mobile gPCR thermocycler. Pavisning i miljg-praver var lik for begge
plattformer, men det var litt hgyere Cq-verdi pa pravene kjort p4 CFX96, sammenliknet med
pravene kjort pa Franklin™ (fig. 1). Forskjell i Cq-verdier mellom to forskjellige maskiner kan
skylles forskjellig setting av terskelverdi og ikke ngdvendigvis forskjell i sensitivitet. Disse
resultatene og lignende kjgringer med andre target (ikke presentert her), viser at Franklin™
mobile gPCR thermocycler presterer like godt som gPCR som benyttes pa laboratoriet.
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Figur 1. Sammenlikning av Cq-verdier fra samme praver kjgrt pa Franklin™ og CFX96 qPCR
maskiner.

3.2 Sammenlikning av filter

Glassfiber-filter (GFF, 2um porestarrelse) og Mixed Cellulose Esters membran-filter (MCE,
5um porestarrelse) ble brukt til & filtrere 5L vann pr filter, fra en lokalitet med en kjent
signalkreps populasjon. DNA ble isolert fra filtrene med standard metode og analysert for
miljg-DNA fra signalkreps pa samme gPCR maskin (CFX96). Miljg-DNA fra signalkreps ble
pavist i alle prever fra begge type filter og med lik Cg-verdi (fig. 2), noe som tyder pa at
begge type filter var like effektive til & fange miljg-DNA.

_ -

Standard - GFF Biomeme kompitabelt - MCE

Figur 2. Sammenlikning av Cq-verdier fra praver filtrert med forskjellige filter fra samme lokasjon.



3.3 Sammenlikning av pavisning i felt

Miljg DNA praver ble tatt i felt i Finnsrudselva i Eidskog med standard metode (glassfiber
filter), disse ble bragt tilbake pa laboratoriet for videre analyse. | tillegg ble filtrert praver pa
MCE filter til biomeme platformen, hvor DNA isolering (Biomeme M1 sample prep. kit) og
gPCR analyse (Franklin™) ble gjennomfgrt i felt. Prevene ble analysert for edelkreps, med
artsspesifikke markarer. Begge pr@gvene analysert pa laboratoriet (standard metode) var
positive for miljg-DNA fra edelkreps med Cg-verdi ~32, mens kun en av tre prgver analysert i
felt (Biomeme metode) var positiv for miljg-DNA fra edelkreps med Cqg-verdi 36.5 (fig. 3).
Dette tyder pa lavere pavisning frekvens med Biomeme-plattformen sammenlignet med
standard analyse pa laboratoriet. Dette samsvarer med resultater fra lignende forsgk pa
laboratoriet og i felt, hvor vi ser at dette skylles darligere DNA utbytte med Biomeme’s DNA
isoleringsmetode i forhold til DNA isoleringsmetoder benyttet pa laboratoriet.
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Figur 3. Sammenlikning av Cq-verdier fra miljg-DNA av edelkreps fra praver (#1-2) tatt med full
standard metode og praover (#3-5) tatt med full Biomeme metode.

4 Konklusjon

Biomeme leverer en komplett plattform for isolering av DNA/RNA fra diverse prgvemateriale
direkte i felt, med etterfglgene gPCR analyse og opplasting av resultater i en nettsky.
Protokollene isolering og analysering er veldig enkle a fglge og kan gjennomferes av de
fleste. | tillegg er protokollene raske, slik at man kan fa svar pa opptil ni prever i lapet av et
par timer etter at de er tatt. Resultatene vare viser at man kan pavise mal-organismen i felt, i
dette tilfellet edelkreps, med Biomeme metoden, men at den ikke er like sensitiv som
standard metode hvor prgvene analyseres pa laboratoriet. Resultater fra lignende studier
utfert pa veterineerinstituttet med uttesting av Biomeme, viser at utbyttet av DNA fra
Biomeme’s DNA isoleringskit er over 90 % lavere enn DNA isoleringsmetodene vi benytter
pa laboratoriet (David Strand, upublisert). Hovedgrunnen til dette er at man ikke far ut like
mye DNA fra prgvematerialet med Biomeme metoden, som men DNA isoleringsmetodene vi
benytter pa laboratoriet. Vi har fatt liknende resultater fra parallelt pagaende tester for andre
organismer, hvor vi ogsa har benyttet Biomeme metoden. Franklin™ mobile gPCR
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thermocycler presterer like godt som gPCR maskinene vi benytter pa laboratoriet. Slik
Biomeme-plattformen er i dag vil man kunne pavise miljg-DNA fra organismer med hay
tilstedeveerelse i vassdraget, mens organismer med lav tilstedeveaerelse vil veere vanskelig a
pavise dersom Bioneme’s DNA isoleringskit for feltbruk benyttes. For overvaking av milja-
DNA fra ferskvannskreps kommer Biomeme-plattformen derfor mest sannsynlig til kort, da
kreps ofte gir fra seg mindre miljg-DNA enn f.eks fisk (Fossay et al., 2020). Ved et
krepsepest utbrudd kan Biomeme-plattformen klare & pavise miljg-DNA fra A. astaci da
mengden sporer i vann ofte er hgy. | 2018 demonstrerte vi at det er mulig & pavise miljg-
DNA fra A. astaci under et aktivt utbrudd av krepsepest, hvor vi den gang gjennomfarte full
Biomene-prosedyre i felt (Veterinzerinstituttet 2018). Derfor vil Biomeme-plattformen kunne
benyttes ved et aktivt krepsepest utbrudd til & lokalisere omrader med hgy smittefare.
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