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1. Bakgrund 

Vid inventeringar av växter och djur i naturen finns det ett antal olika undersökningsmetoder 

att tillgå. Konventionella metoder för att inventera vattenlevande organismer har sina 

begränsningar. Det kan dels handla om hur representativa data är, dvs hur väl de fångar 

biologiska data, dels hur metoden i sig påverkar studieobjektet. eDNA (environmental DNA) 

som verktyg i miljöövervakningen ger en möjlighet att identifiera akvatiska arter över stora 

geografiska områden på kort tid med stor precision utan att orsaka skador på de organismer 

som studeras. 

När det gäller inventeringar av fiskarter, groddjur, sötvattensmusslor och andra akvatiska 

organismer ligger utmaningen oftast i att detektera, snarare än i att identifiera, arter. 

Konventionella fiskinventeringsmetoder (t.ex. elfiske och nätfiske) är tidskrävande, 

arbetsintensiva och ineffektiva för artsammansättningsstudier och kan både skada, stressa 

och döda arterna som inventeras (Snyder 2003). Vidare är arter som är sällsynta, lever ett 

undanskymt liv, eller främmande arter som är i ett tidigt skede av invasionsprocessen, svåra 

eller omöjliga att upptäcka. För främmande arter är det särskilt angeläget att upptäcka deras 

närvaro i ett tidigt invasionsskede för att öka sannolikheten att elimineringsåtgärder lyckas.  

Tillämpligheten av eDNA baserar sig på det faktum att alla levande organismer kontinuerligt 

avger genetiska fotavtryck i miljön i form av slem, avföring, respiration, svett och döda celler 

vilka kan fångas upp ur vattenkolumnen som cellulärt eller subcellulärt material (Turner m.fl. 

2014; Wilcox m.fl. 2015; Moushomi m.fl. 2019). Intresset för eDNA har under de senaste åren 

ökat rejält inte minst givet metodens stora potential som ett effektivt verktyg inom 

miljöövervakningen.  

eDNA har visat sig ha särskilt stor potential som verktyg för inventering av vattenorganismer 

(Bohmann m.fl. 2014; Leese m.fl. 2016; 2018; Olds m.fl. 2016; Deiner m.fl. 2017). Som 

jämförelse har flera studier visat att eDNA i sjöar och rinnande vatten detekterar flera 

fiskarter än vad provfisken gör (Hänfling m.fl. 2016; Hellström & Spens 2017 a, b, c; Hellström 

m.fl. 2018), vilket även har konstaterats för musslor och groddjur (Näslund m.fl. 2019). Denna 

tekniska rapport sammanfattar riktlinjer inom EU-konsortiet DNAquaNet samt pågående 

CEN- och SIS-standardiseringar av eDNA provtagning inom EU och Sverige. Projektet har 

finansierats med medel från Naturvårdsverkets miljöforskningsanslag vilket syftar till att 

https://paperpile.com/c/LUxo7e/TDKz
https://paperpile.com/c/LUxo7e/hRxv+rN0u+kxOB
https://paperpile.com/c/LUxo7e/hRxv+rN0u+kxOB
https://paperpile.com/c/LUxo7e/hRxv+rN0u+kxOB
https://paperpile.com/c/LUxo7e/hRxv+rN0u+kxOB
https://paperpile.com/c/LUxo7e/hRxv+rN0u+kxOB
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finansiera forskning till stöd för Naturvårdsverkets och Havs- och vattenmyndighetens 

kunskapsbehov. 

2. Fältplanering 

2.1 Fysiska och ekologiska aspekter att ta i beaktande inför 

fältplanering 

Vid planering av ekologiska undersökningar, inklusive eDNA-undersökningar, är provtagnings-

design av mycket stor betydelse för att uppnå optimala resultat. Fysiska aspekter såsom djup, 

flödeshastigheter, cirkulation, höjdskillnader, termokliner, halokliner, vattenvolymer samt 

naturliga och antropogena barriärer i miljön är viktiga faktorer som ska beaktas vid eDNA-

provtagning (Tabell 1) (Deiner och Altermatt 2014; Jerde m.fl. 2016; Deiner m.fl. 2016; 

Hänfling m.fl. 2016; Shogren m. fl. 2017; Pont m.fl. 2019). I sjöar och våtmarker med stilla-

stående, eller skiktat, vatten kan utbredningen av eDNA i vattnet variera vilket kan innebära 

att flera prover eller underprover bör tas (Deiner m.fl. 2016). I stora skiktade sjöar där hela 

taxa (arter eller grupper av arter, t.ex. släkte, familj etc.) undersöks befinner sig eDNA på olika 

djup. I sådana fall är det viktigt att ta prover på olika djup och beakta eventuella termokliner 

(Hänfling m.fl. 2016). I stora vattenmassor som t.ex. i öppet hav kan DNA bli mer utspätt vilket 

gör att större mängder vatten från olika djup behöver filtreras. I rinnande vatten är DNA ofta 

bättre blandat och mer homogent, dock kan stora rinnande vatten med bakåtgående 

strömmar, virvlar i vattnet och varierande flödesriktning påverka provtagningen (Jerde m.fl. 

2016; Pont m.fl. 2018; Shogren m.fl. 2018). 

Sannolikheten för att detektera en art med hjälp av eDNA-metabarcoding som verktyg styrs 

av artens livshistoria och ekologi (Bista m.fl. 2017). En viktig faktor som kan påverka om en 

art är närvarande är om den uppvisar säsongsberoende migrationsmönster vilket 

förekommer hos t.ex. marina däggdjur och vandrande fiskar. Arter kan även röra sig i djupled 

beroende på årstid. Arter som trivs bättre i kalla vatten kan söka sig till djupare områden vid 

ökade temperaturen. Även reproduktionstiden bör uppmärksammas när prover ska tas 

eftersom ägg och spermier kan öka mängden DNA i vattnet (Bylemans m.fl. 2017). 

 

2.2 Förberedelser och utrustning 

Förberedelser för fältutrustning ska göras i DNA-fria miljöer. Insamlingskärl som exempelvis 

burkar, hinkar eller vattenprovtagare bör tvättas i hypoklorit eller liknande DNA-dödande 

ämnen och sedan sköljas noggrant. Filter, pumpar eller sprutor bör bevaras i sterila förpack-

ningar. Fältprotokoll ska medtagas. 

https://paperpile.com/c/LUxo7e/bQdtY+SJixt+kDuvt+jncE+Of2pq+WgNT+bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bQdtY+SJixt+kDuvt+jncE+Of2pq+WgNT+bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bQdtY+SJixt+kDuvt+jncE+Of2pq+WgNT+bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bQdtY+SJixt+kDuvt+jncE+Of2pq+WgNT+bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bQdtY+SJixt+kDuvt+jncE+Of2pq+WgNT+bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bQdtY+SJixt+kDuvt+jncE+Of2pq+WgNT+bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/jncE
https://paperpile.com/c/LUxo7e/jncE
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/Of2pq
https://paperpile.com/c/LUxo7e/Of2pq
https://paperpile.com/c/LUxo7e/Of2pq
https://paperpile.com/c/LUxo7e/Of2pq
https://paperpile.com/c/LUxo7e/Of2pq
https://paperpile.com/c/LUxo7e/w7IHP
https://paperpile.com/c/LUxo7e/w7IHP
https://paperpile.com/c/LUxo7e/KPe7z
https://paperpile.com/c/LUxo7e/KPe7z
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För att undvika spridning av DNA eller patogener mellan provtagningslokaler ska engångs-

produkter nyttjas eller att utrustningen noggrant rengörs mellan lokaler. 

 

3. Insamling av vatten i fält 

Under fältprovtagning oberoende av provtagningsstrategi (se nedan) ska följande observeras: 

● Undvik återanvändning av utrustning på olika provtagningslokaler om inte utrustn-

ingen renas mellan lokaler genom att exempelvis använda hypoklorit eller kommer-

siella DNA-förstörande produkter. 

● Undvik att stiga ner i vattenmassan innan provtagning för att förhindra att skor eller 

kläder överför DNA från andra ställen till provtagningspunkterna, eller stanna alltid 

nedströms i förhållande till provtagningspunkten i rinnande vatten. 

● Skor eller stövlar ska rengöras med hypoklorit eller liknande DNA-dödande medel. 

● Använd sterila engångshandskar för att förhindra överföring av provtagarens DNA till 

proverna samt överföring av målarternas DNA mellan provtagningslokaler. Byt 

handskar mellan provtagningspunkter. DNA från människor i prover ska undvikas så 

mycket som möjligt eftersom människo-DNA tar upp läsningskapacitet i sekvens-

eringsanalyserna. DNA från människa registreras och amplifieras av de flesta eDNA-

markörer, även då målartsgrupperna är fiskar, musslor eller grodor. 

● För riktigt känsliga prover använd munskydd, andas inte över filter eller insamlat 

vatten. 

● Samla in regelbundna filterkontroller i fält för att försäkra att proven inte har kontam-

inerats i fält. 

● Tänk på eventuell överföring av patogener mellan lokaler vid temperatur- och pH 

mätningar. 

Olika typer av vatteninsamlingsstrategier har visat sig ge pålitliga resultat med mycket goda 

förutsättningar att detektera arter. Dessa strategier innebär antingen insamling av vatten 

över ett större område, längs transekter med insamling av delprover, som slås ihop till ett 

samlingsprov (Pont m.fl. 2019), eller insamling av flera individuella prover över provtagnings-

området (Hänfling m.fl. 2016). Den senare strategin ger en bild av rumslig distribution av arter 

men är också betydligt dyrare än samlingsprover. Oberoende av vilken insamlingsstrategi man 

använder är det av värde att ta flera delprover vid varje insamlingspunkt som sedan slås ihop 

till ett så kallat punktsamlingsprov. 

En genomgång av den vetenskapliga litteraturen visar att volymen av insamlat vatten för 

filtrering varierar mellan 50 ml och 100 l. De vanligaste insamlingsvolymerna är mellan 500 

ml och 5 l. Minsta möjliga insamlingsvolym för goda resultat är beroende av följande faktorer: 

https://paperpile.com/c/LUxo7e/2C1N
https://paperpile.com/c/LUxo7e/2C1N
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bnuaN
https://paperpile.com/c/LUxo7e/bnuaN
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1. Insamlingsstrategi som även inkluderar hur många tekniska replikat som tas per 

provpunkt. Om proverna samlas in optimalt rekommenderas minst två tekniska 

replikat eftersom eDNA-metoden upptäcker många arter men detektionsprecisionen 

ökar med flera provtagningar. Detektionen beror även på hur många tekniska replikat 

som görs under PCR-analyserna längre fram i analyskedjan. Det har visat sig att ett 

färre antal tekniska replikat i fält, men ett stort antal (uppåt 12) tekniska replikat i 

laboratorium, ger bättre resultat än flera replikat i fält och färre tekniska replikat i 

laboratorium (Doi m.fl. 2019). 

2. Storleken på vattendraget som ska undersökas eftersom eDNA är mer koncentrerat i 

ett mindre vattendrag och är mer utspätt i ett större vattendrag vilket påverkar detek-

tionssannolikheten. 

3. Typ av vattenmiljö (våtmark, sjö, rinnande vatten eller marina miljöer) vilket påverkar 

hur DNA är fördelat i vattenmassan. 

4. Målet med inventeringen. Om en sällsynt art eller en invasiv art i början av invasions-

stadiet (som förekommer i litet antal i ett ekosystem) ska inventeras kan det krävas 

flera tekniska fältprov än om ett helt samhälle av olika arter ska undersökas. 

5. Effektiviteten och insamlingsstrategin kan påverkas av senare laboratorieanalyser. 

Det har visat sig att större vattenvolymer som filtreras i princip ger högre koncentrationer av 

eDNA men beroende på hur vattnet hanteras och fixeras efter insamling kan ett helt samhälle 

av arter upptäckas på ett säkert sätt från små vattenvolymer (Mächler m.fl. 2016, Hellström 

och Spens 2017). 

 

4. eDNA-beskrivning 

Flera olika filtersystem och utrustning används idag för att samla in och fixera eDNA från 

vatten. Insamling av eDNA är nästan uteslutande filterbaserat. Vattnet körs genom ett filter 

med hjälp av vakuum eller mekanisk kraft. DNA från vattnet fastnar i filtret och kan sedan fix-

eras för senare analys.  

Preliminära undersökningar utförda inom LifeDNAquatic-projektet tyder på att olika filt-

rerings- och fixeringsmetoder ger nästan identiska slutresultat. En förutsättning är att fält-

personalen följer föreslagna insamlingsstrategier, att renligheten är hög och att laboratorier 

och analyser används som är anpassade för eDNA även längre fram i analyskedjan. Valet av 

filtreringsmetod och fixering påverkas av tid, budget, tillgänglighet och avstånd till 

provlokaler.  

De allra första eDNA-undersökningarna använde etanol för att fälla ut (precipitera) eDNA ur 

15 ml vatten i etanol (Ficetola m.fl. 2008). Idag är flertalet överens bland de som arbetar med 

eDNA att filtrering av vatten är en metod att föredra (bl.a. Deiner m.fl. 2015; Spens m.fl. 

2017), och det internationella nätverket DNAquaNet har fasat ut etanolprecipitation som 

https://paperpile.com/c/LUxo7e/NZBI
https://paperpile.com/c/LUxo7e/NZBI
https://paperpile.com/c/LUxo7e/NZBI
https://paperpile.com/c/LUxo7e/IY3l
https://paperpile.com/c/LUxo7e/IY3l
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metod för att utvinna eDNA. Den främsta orsaken till detta är att mycket små mängder insam-

lat vatten bearbetas i analysen vilket lätt leder till att arter som är närvarande undgår det-

ektion.  

 

4.1 Filtertyper  

4.1.1 Öppna filter 

Öppna filter är runda membran som är exponerade för luft under filtrering. Vattnet filtreras 

vanligen i laboratoriet med en vakuumpump och i fält med en peristaltisk pump. Vattnet hälls 

i en steril behållare och rinner igenom filtret. Öppna filter är billigare än de övriga filtersyste-

men. Öppna filtersystem löper dock en större risk för kontaminering (från DNA som finns i 

den omgivande luften och eller kan komma från provtagaren, t.ex. från kläder eller utandning) 

från omgivningen eftersom de inte skyddas av ett hölje.  

Själva filtreringsprocessen utgör inte en kontamineringsrisk. Däremot när filtren avlägsnas 

från systemet, med pincett efter filtreringen, och överförs till sterila provrör eller påsar, ökar 

risken för kontaminering. För att kvalitetssäkra resultaten efter laboratoriearbetet är det 

mycket viktigt att negativa filterkontroller tas med jämna mellanrum (Goldberg m.fl. 2016). 

Rent vatten filtreras genom de negativa filterkontrollerna för att försäkra sig om att de inte 

har kontaminerats. 

4.1.2 Inrymda filter  

Inrymda filter (från engelskans “housed filters”) är ett system där ett öppet filter placeras 

innanför en stängd kapsyl under själva filtreringsprocessen varefter filtren öppnas och 

hanteras som ovan. Även här är kontamineringsrisken stor och negativa kontroller med filt-

rerat rent vatten är nödvändiga för att utesluta kontaminering.   

4.1.3 Slutna filter 

Slutna filter är system där filtermembranet är slutet innanför en kapsyl och filtret exponeras 

inte för den yttre miljön vilket gör att kontamineringsrisken är liten. Konserveringsvätskan (se 

sektion 5.4) sprutas direkt in i filtrets membran innanför kapsylen som inte öppnas. Exempel 

på slutna filter är filter från Millipores Sterivex samt olika sorters diskfilter. Slutna filter är 

mest robusta för att hindra kontaminering och är enkla att transportera. Dessa filter rekom-

menderas för storskaliga undersökningar och är mycket användbara, inte minst då användare 

med mindre erfarenhet samlar in prover. De mest rekommenderade filtermaterialen (se 

sektion 4.2) finns tillgängliga för slutna filter, trots det är utbudet av filtermaterial och 

porstorlekar större för öppna filter. Nya produkter som erbjuder bättre material till lägre 

kostnad kommer att lanseras på marknaden de kommande åren. Analyser som kräver 

mekanisk lysering (sönderdelning och upplösning av cellulärt material) så som t.ex. kiselalger 

kräver öppna filter eller inrymda filter. 
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4.2 Val av filter 

För att avgöra vilka filtermaterial och porstorlekar som är optimala bör faktorer som taxa och 

vattnets grumlighet vägas in. Vanliga membranmaterial är cellulosanitrat (CN), polyetersulfan 

(PES), polyvinyliden difluorid (PVDF), glasfiber (GF) och polykarbonat “track edged” (PCTE). 

Ett membran bör vara tillverkat av hydrofila (vattentilldragande) material. Det är viktigt att 

vara medveten om att vissa membranmaterial kan inköpas som hydrofila eller hydrofoba 

(vattenavstötande) material. Några membranmaterial, t.ex. GF, kan inte produceras med 

konstant porstorlek på grund av materialets matrixliknande konsistens. PCTE-membran är 

inte lämpade för slutna filter eftersom materialet inte är starkt nog och materialet behöver 

stöd för att inte gå sönder under filtrering under höga tryck. 

Filtermembranens porstorlekar för eDNA-filtrering har varierat mellan 0,1 μm och 10 μm. 

Rekommendationen är porstorlekar som är under 1,2 μm (Turner m.fl. 2014; Wilcox m.fl. 

2015). Membran med större porstorlek klarar av att filtrera större mängder vatten eftersom 

stora porer inte täpps till lika lätt av organiskt material jämfört med mindre porer. Val av 

porstorlek beror på vilka taxa som skall undersökas och en avvägning mellan hur stora 

partiklar som släpps igenom filtren samt även hur stor vattenvolym som ska filtreras. Exper-

iment med olika porstorlekar för att detektera fisk-DNA visade att skillnaden mellan arter var 

minimal för små porstorlekar upp till 1,2 μm (Turner m.fl. 2014). Anledningen till detta är att 

partiklar med fisk-DNA är mellan 1–10 μm (Wilcox m.fl. 2015). Deiner m.fl. (2018) rapport-

erade liknande resultat för eukaryota evertebrater. De porstorlekarna som används av maj-

oriteten av de som arbetar med eDNA är 0,22 μm eller 0,45 μm. Om målet för en under-

sökning är att detektera biodiversitet som inkluderar mikrobiell diversitet samt större arter 

rekommenderas mindre porstorlekar i storleksordningen 0,2 μm (Lee m.fl. 2010). 

I miljöer med grumliga vatten eller då detektionen av målarterna kräver små porstorlekar 

rekommenderas förfiltrering av vattnet genom filtermembran med stora porstorlekar för att 

maximera filtrerad vattenvolym. Eftersom eDNA även fastnar på förfiltret är det fördelaktigt 

att utvinna DNA från båda filtren för några av proverna för att avgöra om DNA går förlorat I 

förfiltret. 

 

5. eDNA-konservering och transport av prover 

För att undvika att eDNA sönderfaller under transport väljer många av de som jobbar med 

eDNA att konservera (fixera) DNA så fort som möjligt efter filtrering, ofta redan i fält. Detta 

gör att proverna kan sändas till analyslaboratorier med vanlig post direkt efter avslutat 

fältarbete. Vattenprover som ska frysas eller skickas i vätskeform för att filtreras i labora-

torium bör filtreras så snart som möjligt inom 24 timmar.  
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5.1 Frysning 

Frysning är effektivt men kräver omedelbar tillgång till fältfrysar så att proverna hålls kalla 

under transporten till laboratoriet. För att bevara DNA-integriteten är det viktigt att proverna 

inte tinar och fryser. En del laboratorier sänder fruset vatten till laboratoriet och filtrerar det 

upptinade vattnet precis före eDNA-utvinningen (extraktion).  

En effektiv metod är att snabbfrysa proverna i flytande kväve. Flytande kväve har en tempe-

ratur på -195,6 °C och behöver hanteras av utbildad personal eftersom vätskan kan orsaka 

svåra kylbrännskador. 

 

5.2 Torkning 

Torkning av filtermembran kräver endera silica gel, en avfuktare eller specialpapper som tork-

ar ut filtren. Denna metod är inte fullt ut validerad men principen är attraktiv på grund av sin 

enkelhet. Vidare är det en utmaning att torka inkapslade filter. Andra filtertyper är mer 

lämpliga för torkning. 

 

5.3 DNA-fixering 

5.3.1 Konserveringsvätskor 

Konserveringsvätskor som etanol (för eDNA minst 96% v/v etanol av molekylär grad) och 

RNALater fixerar DNA på filtret och materialet konserveras och kan bevaras under längre tid 

fram till att DNA utvinns (extraheras). Under det första steget i extraktionsskedet då eDNA 

utvinns avlägsnas vätskorna från filtret och filtret torkas och extraheras med en lyserings-

buffert. För etanol torkas filtret och DNA utvinns separat från alkoholen och sammanförs vid 

det första extraktionssteget.  

5.3.2 Lyseringsbuffertar 

Lyseringsbuffertar används i första steget under eDNA-extraktion och löser upp cellväggar så 

att DNA faller ut i lyseringsvätskan. Lyseringsvätskor såsom Longmires buffert eller lyserings-

vätskor som ingår i kommersiella DNA-extraktionskit kan användas som fixering av filter i fält 

för att sedan direkt användas i DNA-extraktionens första steg. För utvinning av akvatiskt eDNA 

för att analysera närvaro av ryggradsdjur och musslor har etanol visat sig vara den effektivaste 

fixeringsvätskan där proverna kan bevaras under lång tid utan att kvaliteten på DNA för-

sämras (Spens m.fl. 2016).  

Prover bevarade i etanol i kylskåp under 15 månader visade ingen försämring av DNA-

kvaliteten då de jämfördes med prover som extraherades genast efter att de inkommit till 

laboratoriet (Hellström m.fl. opublicerade data). Filter som fixeras i etanol kan skickas från 

fält till laboratoriet utan tillstånd eftersom volymerna är så små. Däremot kan etanol av 
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molekylär grad vara svårt att få tag på i ett flertal länder. Nackdelen med etanol är att vätskan 

evaporerar snabbt och kan förlora sin koncentration om flaskor eller filter inte tillsluts 

ordentligt efter användning. Longmires lösning är saltbaserad och är lämpad för eDNA-

analyser (Wegleitner m.fl. 2015; Longmire m.fl. 1997) men är inte tillgängligt kommersiellt 

och behöver tillverkas i rena laboratorium. RNAlater bevarar mikrober och eRNA parallellt 

med makrobiotiskt eDNA. Spens m.fl. (2017) jämförde flera olika kombinationer av filtertyper 

och konserveringsmetoder för fisk där eDNA-etanol och Longmires lösning visade bäst resul-

tat. 

 

6. Rapportering av fältdata 

För rapportering av fältdata ska följande data registreras 

• Geografisk position med koordinater där provtagningen utfördes 

• Typ av vattendrag (sjö, våtmark, rinnande vatten, marint) 

• Vattendjup och provdjup 

• Unikt provnamn 

• Antal tekniska replikat per provpunkt 

• Datum 

• Tid på dygnet 

• Vattentemperatur 

• Lufttemperatur 

• Volym insamlat vatten 

• Insamlingsstrategi a) flera underprover på en punkt, b) samlade underprover över en 

yta, eller c) ett prov utan underprover  

• Filtertyp och filtermaterial 

• Porstorlek på filtret 

• Konserveringsmetod 

• Insamlarens namn 

 

https://paperpile.com/c/LUxo7e/A7QjP+pt0Ai
https://paperpile.com/c/LUxo7e/A7QjP+pt0Ai
https://paperpile.com/c/LUxo7e/A7QjP+pt0Ai
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Tabell 1. Faktorer att tänka på vid eDNA provtagning i akvatiska miljöer 
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Innehållet i denna rapport baseras delvis på en rapport inom EU konsortiet COST 

DNAquaNet inom arbetsgrupp WG3 där Kat Bruce, Rosetta Blackmann, Sarah Bourlet, 

Micaela Hellström och Kristy Deiner är huvudförfattare. 

9. Tack 

Tack till Ylva Jondelius för kommentarer och konstruktiva eDNA-diskussioner. Tack till Henrik 

Appelgren och Gunilla Ejdung som granskade rapporten. 
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