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1. Bakgrund

Vid inventeringar av vaxter och djur i naturen finns det ett antal olika undersékningsmetoder
att tillga. Konventionella metoder for att inventera vattenlevande organismer har sina beg-
ransningar. Det kan dels handla om hur representativa data ar, dvs hur val de fangar
biologiska data, dels hur metoden i sig paverkar studieobjektet. eDNA (environmental DNA)
som verktyg i miljodvervakningen ger en mojlighet att identifiera akvatiska arter 6ver stora
geografiska omraden pa kort tid med stor precision utan att orsaka skador pa de organismer
som studeras.

Tillampligheten av eDNA baserar sig pa det faktum att alla levande organismer kontinuerligt
avger genetiska fotavtryck i miljon i form av slem, avforing, respiration, svett och déda celler
vilka kan fangas upp ur vattenkolumnen som cellulart eller sub-cellulart material (Turner m.fl.
2014; Wilcox m.fl. 2015; Moushomi m.fl. 2019). Intresset fér eDNA har under de senaste aren
Okat rejalt inte minst givet metodens stora potential som ett effektivt verktyg inom miljo-
overvakningen.

eDNA har visat sig ha sarskilt stor potential som verktyg for inventering av vattenorganismer
(Bohmann m.fl. 2014; Leese m.fl. 2016; Leese m.fl. 2018; Olds m.fl. 2016; Deiner m.fl. 2017).
Som jamforelse har flera studier visat att eDNA i sjoar och rinnande vatten detekterar fler
fiskarter an provfiske (Hanfling m.fl. 2016; Hellstrom & Spens 2017 a, b; Hellstrém m.fl. 2018),
vilket dven har konstaterats for musslor och groddjur (Naslund m.fl. 2019).

Eftersom eDNA forekommer i mycket sma mangder och metoden ar kadnslig ar det viktigt att
ta hansyn till moéjliga kontamineringskallor bade i falt och i laboratorium dar eDNA analyseras
(Goldberg m.fl. 2016; Piggott 2016; Thalinger m.fl. 2020; Hellstrom m.fl. 2020). Goda och
palitliga resultat forutsatter att noggranna riktlinjer foljs for bade insamling och laboratorie-
analyser.

Denna tekniska rapport sammanfattar riktlinjer inom EU-konsortiet DNAguaNet for lab-
oratoriekrav och extraktionsmetoder for eDNA-analyser och ar anpassad till svenska férhal-
landen. Rapporten har finansierats av projektet LifeDNAquatic (Naturvardsverkets utlysning
i september 2018 for anvandning av eDNA-metoder i svensk miljodvervakning). Rapporten
behandlar laboratoriekrav samt riktlinjer for eDNA-extraktioner och ar en uppféljning till Del
I: Insamling i falt, filtrering och konservering version 1.0 (Hellstrom m.fl. 2021). Figur 1 sam-
manfattar de olika faserna fér eDNA analys fran planering till fardigt fleranalysdata. Steg 1-4
ar identiska for en- och flerartsanalyser. Steg 1, 2 och 3 behandlas i del | i denna rapportserie
och del Il (denna rapport) ger en oversikt av eDNA, hur eDNA utvinns och vad som ar viktigt
att tanka pa vid eDNA-extraktioner.
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2. Laboratorieutrymmen

Typiskt for ett eDNA-prov ar att koncentrationen av DNA oftast ar mycket |ag och proverna
bor behandlas som degraderade prover att jamforas med forensisk DNA eller antikt DNA.
Detta gor att eDNA-prover latt paverkas av fororeningar fran annat DNA, bade fran insaml-
aren och fran den omgivande miljon. Pa grund av denna egenskap ar det av stor vikt att vidta
forsiktighetsatgarder for att undvika kontamineringar (Goldberg m.fl. 2016). ISO-standarder
for eDNA laboratorier kommer att utarbetas inom de ndrmaste aren, fram till dess ar det vik-
tigt att det molekylara arbetet utfors enligt praxis for molekylara metoder samt att eDNA-
prover analyseras med forsiktighet.
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Figur 1. FI6desschema for eDNA-provtagning frdn férberedelser till resultat. Rapport Del | i denna serie
behandlar fas 1-3, och denna rapport behandlar utvinning eller extraktioner av DNA — fas 4.

2.1 Krav for eDNA laboratorier

Alla sorters laboratorieundersokningar kan leda till felmarginaler om inte nédvandiga atgard-
er vidtas.

e Nar eDNA proverna anldander till laboratoriet ar det viktigt att proven rengors pa utsidan
innan de flyttas in till laboratoriet

e Extraktionerna bor ske i utrymmen enbart avsedda for eDNA-extraktioner och inte i ut-
rymmen dar vavnadsprover extraheras (Taberlet m.fl. 2018; Goldberg m.fl. 2016; Thal-
inger m.fl. 2020).

e Extraktionsutrymmet bor vara fysiskt atskilt fran prepareringslaboratoriet for PCR - som
i sin tur bor vara separerat fran PCR- och sekvenseringslaboratoriet.



All utrustning sa som pipetter och annan laboratorieutrustning ska inte lamna labora-
toriet. Lddor med provror, kits och andra engangsprodukter skall avkontamineras (se
nedan) innan de fors in i laboratoriet.

Extraktionsrummet ska rengéras med DNA-dodande medel. Notera att autoklavering inte
ar effektivt for att avlagsna DNA fran ytor (Unnithan m.fl. 2014). DNA-d6édande @mnen,
som inte innehaller klorin, kan med férdel anvandas. Exempel pa alternativa produkter
for detta andamal ar LabClean, PCRClean fran Minerva laboratories. Det vanligaste med-
let for att avlagsna eDNA-spar i laboratorier ar hypoklorit (50% klorin industriell grad),
och darefter 70% alkohol. Hypoklorit dédar DNA men kloret kan reagera med saltet guan-
idinium thiocyanat som finns i extraktionsbuffertarna i extraktionskiten vilket gor att
vatecyanidgas kan bildas, darfor ar avtorkning av ytorna med etanol efter rengéring med
klorinpreparat viktig.

Extraktionerna bor ske under en laminar flodeskapa som har rengjorts och sedan behand-
lats med UV-ljus fore extraktionen.

UV-ljus bor finnas i flodeskapan.

Positivt tryck, HEPA-filter for infloden samt UV-ljus rekommenderas for hela laboratoriet.
Enbart personal som utbildats bade praktiskt och teoretiskt i eDNA-extraktioner ska
vistas i laboratoriet och utféra arbetet. Personalen bor daven ha genomgatt utbildning i
molekylar laboratorieanvandning och sakerhet, vilket innefattar forstaelse for reagenser
och forsta hjalp.

Skyddsklader sdasom skoskydd, munskydd, harskydd och laboratorierock (galler dven
engangslaboratoriedrdkt) och engangslaboratoriehandskar dr nédvandiga. Laboratorie-
klader for extraktioner kan inte anvandas i andra laboratorier. Varje enskilt laboratorie-
utrymme behover en egen uppsattning av laboratorieklader som ar avsedda enbart for
det designerade utrymmet.

Dubbla handskar ska anvandas. Torka av handskarna med avkontamineringsmedel och
byt yttre lagret av handskar ofta under processens gang. Med dubbla handskar exponeras
aldrig nakna hander som annars kan avge DNA i laboratoriet.

Utrustningen i eDNA-laboratoriet bor inte lamna extraktionsrummet och tas in igen,
vilket inkluderar pennor och anteckningsblock. Om t.ex. ett anteckningsblock tas ut ur
rummet ska det inte foras tillbaka till extraktionsutrymmet.

Laboratoriearbete med eDNA kraver en noggrann planering med tanke pa kontamin-
eringsrisken mellan de olika laboratorierna. For att forhindra kontaminering mellan de
olika stegen i DNA-analyserna ska teknikerna som utfor extraktionerna inte besoka extr-
aktionslaboratoriet om de vistats i pre-PCR-, PCR- eller post-PCR- utrymmen under sam-
ma dag. Flera laboratorier anvander trafikljus fran rott till gront som en guide 6ver hur
man kan rora sig mellan laboratorierna (figur 2). Om personalen behéver ga fran lab-
oratorierna for vidare analys i extraktionslaboratorierna behover de avkontamineras
genom att duscha, byta klader och kla sig i laboratorierockar, engangsdrakter, munskydd,
fotskydd och handskar som ar avsedda for extraktionslaboratoriet.
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e Det ar viktigt att laboratoriepersonalen bekantar sig med anvisningarna for anvandning-
en av rengoringsprodukterna fore anvandning. Efter anvandning av extraktionslabor-
atoriet ska alla arbetsbankar, pipetter, centrifuger, kylskapshandtag, varmeblock, golv
mm rengoras med DNA-dodande amnen.

e Efter varje anvandning bl6tlaggs provrorsstallningar i avkontamineringsmedel enligt till-
verkarnas foreskrifter.

e Extraherat eDNA bor bevaras i for eDNA avsedda utrymmen (-20°C eller -80°C beroende
pa vilken elueringsvadtska som anvands).

Flodesschema for vistelse i olika analyslaboratorier under en dag

&

Sekvensering

Figur 2. Vistelseschema fér teknisk personal i de olika laboratorierna under en dag. Denna rapport
behandlar enbart eDNA-extraktion.

3. eDNA-extraktioner

eDNA-extraktioner innebar att DNA utvinns fran ett prov genom olika steg av sonder-
delnings- och reningsprocesser som resulterar i ett prov med rent DNA, fritt fran andra
cellkomponenter. Det filtrerade provet som ankommer i laboratoriet behdver rengoras pa
utsidan fran kontamineringar innan provet fors in i laboratoriet. DNA-dédande medel som
50% hypoklorit eller DNAway rekommenderas for att rengora filterkapslar och provror fran
DNA-kontamineringar pa utsidan.

DNA-extraktioner innefattar olika steg i laboratoriet fran att filtren anlander till att utvunnet
eDNA bevaras i ett provror. De olika utvinningsstegen delas in i, sonderdelningsfas (lysering),
bindningsfas (eDNA binds till ett substrat), tvattningsfas (de celldelar som inte ar DNA tvéttas
bort) och elueringsfas (eDNA félls ut i en konserveringsvatska).

3.1. Positiva och negativa kontroller i eDNA-extraktioner

Att inom miljodvervakning dra slutsatser baserat pa artforekomst fran eDNA-studier kraver
data som med sdkerhet kan indikera artens narvaro eller franvaro vid en given lokal. Data som
baseras pa enarts- eller flerartsanalyser av eDNA som ska fungera som underlag for atgarder,
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artskydd, tillstandsproévningar eller olagliga utsattning ska kunna sakerstallas genom att anv-
anda kontroller under hela provtagnings- och analysprocessen. Varje utovare av genetiska
analyser behover kdnna till och ha erfarenhet av molekylara laboratorieprocesser och praxis.
Detta géller grundlaggande genetiska analyser (Griffiths m. fl. 2015), kriminaltekniska proto-
koll (Board 2000; Brandhagen m. fl. 2020) och medicinska anvandningsomraden (Precone m.
fl. 2018). eDNA-undersokningar (Goldberg m. fl. 2016) kraver forutom kunskap och erfaren-
heter av molekylarbiologisk praxis aven ytterligare rutiner for att sdkra resultatens tillforlit-
lighet vilket betyder att varje steg under provtagning och analyser behdéver kvalitetskontrol-
ler.

3.1.1. Kontroller for att utesluta falska positiva och negativa prov.

Negativa och positiva kontroller ar viktiga for att avgéra om proverna ar rena fran féroren-
ingar och for att vara saker pa att de olika stegen inom analysen lyckats.

Negativt kontrollprov och falska positiva prover

Ett negativt kontrollprov forvantas inte ge utslag for DNA for de arter som undersdks och noll-
hypotesen ar att alla prover innehaller mal-DNA. Om ett negativt kontrollprov ar negativt
forkastas nollhypotesen. Om provet ar positivt godtas nollhypotesen och slutsatsen blir att
den negativa kontrollen innehaller DNA. Detta kan liknas vid pojken som slog larm om att
vargen kommer fast det inte fanns nagon varg, ibland aven kallat falsk positiv kontroll.

Notera att falska positiva utslag kan uppkomma i faltprover vid eDNA-analyser och artens
DNA detekteras fast den inte dr narvarande. Exempel pa detta ar faglar, utter och mink som
ater fisk i en sjo och férorenar nasta fiskfria sjo med avforing och ddarmed sprider DNA signa-
ler. Narhet till avloppsror, restauranger och bebyggelse kan ge falska positiva utslag. Efter-
som eDNA latt fororenas fran omgivningen och dven provtagarna ar det viktigt att ta hansyn
till alla situationer som kan ge upphov till falska positiva utslag.

Positiva kontrollprov och falska negativa prover

Ett positivt kontrollprov innehaller en eller flera sekvenser av malarter (s.k. “mock comm-
unities” eller DNA fran vavnadsprov) och forvantas ge positiva utslag. Ett positivt prov som
inte ger en eDNA-signal fast en art ar narvarande kallas for falsk negativ och kan uppkomma
om proverna inte ar insamlade inom ratt omrade (Hellstrom m.fl. 2020), om det &r for fa
prover, eller om proverna ar inhiberade (se avsnitt 3.4). Tabell 1 summerar positiva och
negativa kontroller som rekommenderas vid eDNA-analyser for kvalitetssakring.

Negativ filterkontroll innebar att ett filter behandlas precis pa samma satt som proverna som
innehaller DNA men istéllet for vatten fran akvatiska miljoer anvands DNA-fritt vatten som
filtreras. Om proverna konserveras med lyseringsbuffert (se nedan) ska dven en sa kallad IPC
(Internal Positive Control), eller exogen intern positiv kontroll, adderas till bufferten. IPC kan
kopas kommersiellt och innehaller artificiellt DNA som inte finns i naturen. Fér prover som
bevaras i andra medier an lyseringsbuffert tillfors IPC med lyseringsbuffert i laboratoriet. IPC
tillfors lyseringsbufferten (se nedan) i en kdnd koncentration for att avgora om extraktionen



lyckats. Den interna kontrollen testas med gPCR eller ddPCR i laboratorieprocedurerna som
anvands efter DNA extraktion. IPC ger ett matt pa hur val extraktionen lyckats. | laboratoriet
tillfors aven en extraktionskontroll dar ett laboratoriefilter filtreras med rent vatten och till-
fors sedan lyseringsbuffert som innehaller en IPC och extraheras tillsammans med de andra
proverna. Negativa kontroller ar viktiga for att forsdkra sig om att proverna inte har fororenats
av DNA fran fororeningskallor i falt eller laboratorium.

Tabelll: Positiva och negativa kontroller som extraheras

Skede i flodesschema Positiv kontroll Negativ kontroll
Planering Identifiera lokal i falt dar Identifiera lokal i falt Om mojligt
malarterna inte forekommer | dar malarterna
forekommer
Faltkontroll Provta i lokal i falt dar Provta i lokal i falt dar Om moijligt

malarterna inte forekommer | malarterna forekommer

Filterkontroll Filtrera en negativ Mycket
kontroll samtidigt som viktigt
faltproverna filtreras.
Destillerat vatten, DNA-
fritt vatten eller
mineralvatten kan

anvandas.
Extraktions- Tillsatt ICP (se text) i Kontroller filtreras med | Mycket
kontroll lyseringsbufferten (LB). Om DNA fritt vatten i viktigt
provet fixeras i LB redan i falt | laboratoriet. Tillsatt ICP
kontrollera att ICP tillf6rs. i lyseringsbufferten.
Provet kvantifieras fér ICP Extrahera kontrollerna
med gPCR eller ddPCR. tillsammans med
proverna.
eDNA inhiberings- Kontrollera om proverna ar Mycket
kontroll inhiberade for att undvika viktigt

typ Il fel. Analysera
malarternas DNA med gPCR,
med spadning eller
kontrollera att férhallandet
230/260 finns inom rimliga
varden med hjalp av
Nanodrop.




3.2 eDNA-extraktion fran filter

Extraktionsprotokoll for att utvinna eDNA baseras pa modifieringar av kommersiella DNA-
extraktionskit (t.ex. Qiagen DNeasy, MoBio Power Water or Power Soil kits), kolumnbaser-
ade (Sellers et al. 2018) eller vatskefasmetoder (Deiner m. fl. 2018; Renshaw m. fl. 2015).
eDNA-resultat och data som anvands for rutinmiljodvervakning med slutanviandare som
myndigheter eller industrin behover vara jamférbara. Darfor rekommenderas kommersiella
kit eller modifieringar av dessa eftersom reagenserna i kiten ar standardiserade och certi-
fierade for att vara fria fran biologisk kontaminering. Protokoll for vatskefasmetoder med
fenolkloroformisoamyl ar effektiva och producerar DNA med héga koncentrationer (Deiner
m.fl. 2015). Samtidigt ar fenol och kloroform olampliga ur miljo- och halsosynpunkt vilket gor
att metoden undviks av kommersiella laboratorier.

DNA-extraktioner som baseras pa kommersiella kit med eller utan avvikelser fran grundpro-
tokollet har fordelen att reagenserna ar certifierade och varierar inte mellan kit och olika
tillverkningsomgangar. | kiten medfoljer protokoll, och dven sdkerhetsféreskrifter, som bor
foljas bade med tanke pa utforarens sakerhet och det slutgiltiga resultatet. Flera kommer-
siella extraktionskit innehaller guadinium thiocynat eller guadinium hydroklorid vilka som
namnts tidigare, kan reagera med klorin och bilda farliga gaser, bl.a. vatecyanidgas.

De initiala stegen for DNA-extraktioner bor vara anpassade efter filtertyp och konserverings-
typ av filtren (Spens m.fl. 2017; Hellstrom m.fl. 2020). Typen av lysering (s6nderdelningsfas
av celler) beror pa vilka taxa som skall analyseras. Vattenprover som filtreras for eDNA-
analyser innehaller enskilda celler fran vertebrater och evertebrater och kan latt delas sonder
kemiskt med hjalp av en lyseringsbuffert. Kiselalger kraver mekanisk sonderdelning for att
cellvdggarna skall brytas ner. For analys av kiselalger fran filter rekommenderas 6ppna filter.
Om slutna filter anvands bor filtret avlagsnas for mekanisk sénderdelning dar cellvaggarna
spracks genom att anvdanda sma glaskulor eller sonikering (proverna utséatts for ultraljud for
att sonderdela cellerna).

Enzymet proteinas-K tillfors for att bryta ner enzymer sasom DNas | (Deoxiribonukleas 1) som
annars bryter ner DNA i det extraherade provet Over tid. Prover som extraheras utan pro-
teinas K kan halla lange om de bevaras pa ett riktigt satt, men sonderfall ar oundvikligt om
proverna bevaras under en langre tid utan proteinas K. Den sista fasen av DNA extraktioner
ar den sa kallade elueringsfasen da DNA som finns i pelletform eller &r bundet i ett filter
(beroende pa extraktionsmetod) blir upplost i DNA-konserveringsvatska. De kommersiella
kiten innehaller en buffert som mest bestar av vatten. Vatskan kan med férdel bytas ut till
molekylar grad buffert TE pH 8 vilket gor att DNA-integriteten bevaras och proverna kan
fraktas mellan olika laboratorier i rumstemperatur. | elueringsfasen rekommenderas att vat-
skan varms upp till 70°C for att uppna hégre DNA-koncentrationer.
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3.3 eDNA-kvantifiering och matning av eDNA-koncentration

De mest anvdanda eDNA-kvantifieringssystemen som anvdnds for extraherat DNA ar Qubit
fluorometer (Invitrogen, Carlsbad CA) och Nanodrop spektrofotometer (Thermo Scientific,
Waltham MA).

Nanodrops totala DNA-koncentration ar baserad pa forhallandet 260/280 nm vaglangd.
Nanodrops DNA koncentration ger ofta for héga matvarden och kan ge ett hogre total-
ldsningsvarde an Qubit. Nanodrop visar en kurva pa en skarm som ger en indikation pa DNA-
kvalitet. Forhallandet 260/280 ska ligga mellan 1.8 och 2.0 for hogkvalitativt DNA, och andra
varden ger en indikation pa RNA och protein-fororeningar i provet. En nanodroplasning pa
forhallandet 260/230 nm boér ligga 6ver 1.8., ett lagre varde ger en indikation pa att det finns
fororeningar i form av fenol, salt, protein eller polysackarid i provet (Olson och Morrow 2012).
Nanodrop kan mata ett stort antal DNA-prov pa kort tid. Tva pl DNA 6verfors i sma tuber eller
plattor och pipetteras pa en fluorescensmatare. Matningen kraver fa forberedelser. Data fran
matningarna sparas i en Excelfil och noteras. Nanodrop ar dyrare an Qubit, men generellt bet-
alar det sig genom att ingen dyr kemi krdvs for att anvanda instrumentet.

Qubit baseras pa att ett fargdmne interkaleras i dubbelstrangat DNA. Qubit kan mata DNA vid
mycket laga koncentrationer. Den omgivande temperaturen paverkar lasningsvardet. Anv-
andning av Qubit krdaver mer forberedelser i laboratoriet och metoden ar dven kritisk da det
galler tid. Qubit-protokollet innefattar en blandning av reagenser precis fére matningen och
kvaliteten av prover bibehalls under ca 10 minuter. Ldsningarna kan goras bade for hoga kon-
centrationer (>20 ng/ul) eller laga koncentrationer (<20 ng/ulL). Eftersom koncentration av
total DNA varier mycket i eDNA-prover behovs ibland de prover som visar en koncentration
pa >20 ng/ul spadas ut och sedan omraknas koncentrationen. Innan arbetet pabdrjas ska
anvandaren besluta om hog- eller lagkoncentrationsspektrumet ska anvandas eftersom de
olika lasningsregionerna anvander olika reagenser. | laboratorier dar bada instrumenten ar
tillgangliga anvands Qubit for koncentrationsmatningar och Nanodrop for att mata DNA-
kvalitet.

Nanodrop och Qubit mater total DNA i provet vilket betyder att dven annat DNA an
malarternas DNA mats. Ett prov rikt pa bakterier kan innehalla stora mangder bakterie-DNA
och sma mangder DNA av den eller de arter som analyseras. DNA som anvands foér enarts-
analyser genom gPCR eller ddPCR ger en uppfattning om hur mycket DNA fran malarten som
finns i provet. Om proverna ska analyseras med flerartsanalyser genom metabarkodning
rekommenderas att proverna testas med gPCR eller ddPCR dar metabarkodningsprimer anv-
ands for att ge en uppfattning av malarternas koncentration i provet. qPCR i spadningsserier
anvands dven for att avgéra om provet ar inhiberat (se avsnitt 3.4)
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3.4 eDNA-inhiberingskontroll

DNA frigors inte alltid som det ska under eDNA-extraktionen. Detta kallas DNA-inhibering.
DNA kan vara bundet till partiklar i provet fran t.ex. lera. Organiska @mnen som finns i vattnet,
exempelvis tanniner fran nedbrutna I6v kan paverka extraktionerna. Andra inhiberingskallor
ar avforing fran nétkreatur som hamnat i vattnet vilket paverkar extraktionerna negativt (Wil-
son 1997; Rapp 2010). Inhibering av DNA ar vanligt i prover som tagits i grumligt vatten. Extra-
ktionskit for avforingsprover, vatten eller jordprover innehaller komponenter som motverkar
inhibition. Extraktionsprotokoll som innehaller trisodiumfosfat motverkar inhibering (Ogram
m.fl. 1987; Sellers m. fl. 2018). Sa ar inte fallet med extraktionskit som ar @mnade for vavnads-
eller blodprover. Eftersom dessa extraktionskit ofta anvands for vattenprover behéver pro-
verna kontrolleras for inhibering som vid behov avlagsnas med antiinhiberingskit for att DNA
ska kunna anvandas i vidare analyser.

Extraktionseffektivitet och inhibition kan matas med interna positiva kontroller (se avsnitt
3.1.1.) och spadningsserier som analyseras med qPCR. Spadning av eDNA gor att inhiberingen
minskar, samtidigt finns det en risk att DNA-koncentrationen blir for 1ag, vilket kan leda till
falska negativa resultat. Om spadningsserier anvands i en analys ar det viktigt att 6ka antalet
PCR-replikat i vidare analyser samt att 6ka volymen extraherat DNA i varje prov.

4. Rapportering av extraktionsdata

Det ar viktigt att eDNA-resultat mellan olika laboratorier kan jamforas. Extraktionerna skall
rapporteras enligt praxis for molekylarbiologiska laboratorier och innefattar féljande:

e Extraktion av 6ppna eller slutna filter.

e Typ av kit samt tillverkare.

e Modifieringar av protokoll som avviker fran kit (dndrade volymer av reagenser eller
avvikande lyserings- och inkubationstid).

e Om kit inte anvands ange eller citera extraktionsprotokoll.

e Typ av elueringsvatska.

e Elueringsvolym.

e Total DNA-koncentration alternativt malartskoncentration samt tillverkare av
matinstrument.

e Inhibitionstest samt typ av inhiberingstest.

e Antiinhiberingskit och avvikelser fran protokoll.
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