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Bakgrund

| Sverige ansvarar Lansstyrelserna for inventeringen av varg, vilken i sin tur kvalitetsakras, utreds och
sammanstalls av Viltskadecenter. Ett viktigt verktyg i inventeringen ar genetisk analys av DNA som
samlas in i samband med att vargar sparas. Inventeringen av varg i Skandinavien bestar av flera delar,
daribland sarskiljandet av olika revir, dokumentering av revirmedlemmarnas sociala status under
vintern och genetisk identifiering av revirmarkerande djur for att sdkerstalla slakttradet 6ver
populationen. | dagslaget anvands huvudsakligen DNA fran spillning vid genetiska analyser. Vid
sparning pa sno observerar dock lansstyrelsens faltpersonal urin i form av revirmarkeringar oftare dn
spillning, nagot som observerats dven i andra lander (Zub m.fl. 2003, Hausknecht m.fl. 2007).
Utnyttjandet av DNA fran urin skulle darmed kunna innebara en lagre sparningsinsats i falt, inte
minst i de fall da s6kandet efter genetiskt material &r den priméara uppgiften. Dessutom férvantas
olika provtyper vara lampade till att besvara olika fragor. Urin fran revirmarkeringar férvantas t.ex.
vara mer lampade for att identifiera och sarskilja revirhdvdande djur, medan spillning och urin fran
icke revirmarkerande djur (hukande urinering) forvantas vara battre lampade for att bekrafta
foryngring, d.v.s. férekomst av valpar. Anpassningen av provtyp till olika fragestallningar skulle kunna
bidra till en effektivare prioritering av prover som ska samlas in och analyseras och darmed ge
utrymme for mer ingdende analyser, som att t.ex. fa fram battre uppskattningar av de olika revirs
utbredning.

Anledningen till att urinprov hittills knappt anvants fér DNA-analys ar att analysframgangen varit lag
samt att det funnits indikationer pa att insamlade urinprov ofta innehaller DNA fran fler an en
individ. Nagon kvantitativ utvardering av urin-DNA och dess anvandbarhet fér genetisk analys har
dock inte gjorts. Under de senaste aren har tekniken blivit allt battre pa att bevara och fanga upp
DNA for analytiska andamal och det finns exempel pa anvéndning av urin for DNA-analys av vargi t
ex Polen (Hausknecht m.fl. 2007). Urin innehaller normalt laga koncentrationer av epitelceller, upp
till 400 celler/ml hos en frisk manniska (Graff 1983), och &tminstone bland méanniskor finns en
skillnad mellan konen med farre celler i urin fran man jamfort med fran kvinnor (Prescott 1966, Milde
m.fl. 1999, Zhang m.fl. 2012). DNA i urin ar instabilt och bryts snabbt ner under tider av lagring. |
litteraturen finns endast fa rapporter om hur urinprov (fran manniska) lagras pa basta satt for senare
DNA-analys (bl.a. Cannas m.fl. 2009, Zhang m.fl. 2012). Férvaring i 1ag temperatur, i EDTA, eller med
tillsats av proteinas K har i vissa studier visat sig bromsa sonderfallet av DNA i urin (bl.a. Milde m.fl
1999, Beermann m.fl. 2011). Effektiviteten av dessa atgarder varierar dock mellan olika studier,
studieomraden och populationer (Cannas m.fl. 2009).



Prov med lag DNA-koncentration I6per allmént en hogre risk att fororenas med DNA fran andra
individer eller av PCR produkter i laboratoriet. DNA-prov innehallande DNA fran mer an en individ
brukar kallas for kontaminerade och dessa prover ar oftast inte anvandbara for t ex individ- och
fordldraskapsbestamning. Kontamination kan uppsta i falt nar ytterligare en eller flera individer av
varg, hund eller rav kommer i kontakt med en vargspillning eller urin innan den samlas in for analys.
Kontamination kan ocksa uppsta vid insamling och hantering av prov, eller under
laboratorieanalysen. Eftersom urin har ett mycket lagt DNA-innehall och vargar dessutom garna foljs
at och ofta revirmarkerar pa samma plats forvantas problemet med kontaminerade urinprov vara
storre an for spillningsprov.

Har utvarderar vi med vilken framgang vi med DNA frén urin, insamlat i sné under vintern 2013/2014,
lyckas ta fram genetiska profiler for att bestdmma art, individ, kén och foéraldraskap. Vi jamfor tre
olika insamlings- och lagringsmetoder av urin. Vi utvarderar dessutom hur frekvent DNA fran flera
individer patraffas i ett DNA-prov, vilket kraftigt férsvarar mojligheten att bestdmma individ och kén.
For jamforelse anvander vi analysframgangen fran spillningar insamlade pa sné under samma vinter.

Studien gjordes inom ramen for en 6verenskommelse mellan Naturvardsverket och Grimso
forskningsstation (NV:s drendenummer NV-04027-14).

Metoder
Insamling och lagring

Infor inventeringssdsongen 2013/2014 samlade 23 personer bland lansstyrelsens faltpersonal in urin
vid sparning av varg. Dessa urinprov fick ingd bland 6vriga inventeringsprov inom vara ordinarie DNA-
analyser vintern 2013/2014. Resultaten anvandes dels i inventeringsarbetet och dels for att
undersdka och utvardera om och hur urin kan anvandas for genetisk analys av varg. Vargar som ingar
i ett revirhdvdande par revirmarkerar genom att urinera pa samma plats. For att i mojligaste man
undvika urinprov med DNA fran bada individerna instruerades faltpersonalen att: “om tva vargar har
kissat pa samma plats och tva olika flackar observeras tas urin fran respektive flack, pa den flack dar
urinet ser mest koncentrerat ut. Vid tillfdllen med tva l6por fram och endast en flack tas urin fran det
mest koncentrerade omradet”.

Tre olika insamlings-/lagringsmetoder f6r urin jamférdes:

1) Fryst: urin samlades in genom att sné med urin (sa koncentrerat som mojligt) placerades i ett ror
och sedan forvarades fryst fram till DNA-extraktion.

2) BIOTEK-ror: 2-10ml sné med urin samlades in i forbehandlade provror (Urine Collection and
Preservation Tubes, Norgen Biotek Corp.) ursprungligen avsedda for lagring av urinprov i
sjukhusmiljo.

3) FTA-kort: en liten mangd sné med urin fick smélta p3 ett sa kallat FTA®-kort (GE Healthcare). FTA-
kortet ar ett kemiskt behandlat papper som lyserar celler, denaturerar proteiner samt fangar och
stabiliserar DNA. Pa ett FTA-kort kan DNA, enligt instruktioner fran tillverkaren, bevaras i
rumstemperatur under flera ar.

For samtliga tre metoder varierade tiden fran insamling till det att analysen pabdrjades fran nagon
dag till drygt tre manader. Huruvida den varierande lagringstiden paverkade provets analyskvalitet
kontrollerades genom att undersoka effekten av lagringstid pa mojligheten att bestimma vargens
identitet.



Under inventeringssasongen 2013/2014 samlades 95 urinprov in for utvardering av analysframgang.
Urinproven var fordelade pa 46 frysta, 32 i BIOTEK-r6r och 17 pa FTA-kort (Tabell 1).
Analysframgangen for respektive insamlings-/lagringsmetod jamfordes i forhallande till
analysframgangen for 194 spillningsprov som samlats in for inventeringsarbetet under samma
tidsperiod. Alla spillningsprov var insamlade pa sno och lagrade i silica. Beroende pa provens
insamlings-/lagringsmetod isolerades DNA pa olika satt. DNA fran frysta urinprov och prov i BIOTEK-
ror isolerades med NORGENE Urine DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Corp.). DNA pa FTA-kort
isolerades i enlighet med tillverkarens instruktioner. DNA fran spillning isolerades med Isolate Fecal
DNA Kit (BIOLINE) i enlighet med medfdljande instruktioner.

Screening och genotypning

Vid analys av DNA-prov fran varg anvande vi 30 mikrosatellitmarkorer for identifiering av art,
population, individ och foradldraskap. De insamlade proverna ar dock ofta av varierande analyskvalitet
och darfér anvandes en inledande s.k. screening for att i ett tidigt skede kunna utesluta prov som
sannolikt inte kommer att ge anvdandbara analysresultat. Screeningen bestar av att en
mikrosatellitmarkoér (markor 2096) amplifieras i fyra PCR-replikat fran respektive prov och
visualiseras pa agarosgel. Valet av screening-markor baseras pa att anvanda en av de bast
fungerande markdrerna som vid test pa rav-DNA inte visade nagon PCR-produkt. Pa detta satt kan vi
screena bort prov med dalig DNA-kvalitet samt prov med DNA uteslutande fran rav. De urin- och
spillningsprov som vid screeningen gav tydlig PCR-produkt i tva eller fler replikat fick ga vidare till
mikrosatellitanalys medan 6vriga utesl6ts fran vidare analys.

Aven vid analysen av de 30 mikrosatellitmarkdrerna utférdes fyra PCR-replikat for varje prov och
markér, for detaljer kring markérer, analysprocedur och kriterier se Akesson (2014). Baserat pa de
fyra replikaten och enligt bestamda kriterier konstruerades en genetisk profil som anvandes till
identifiering av individ, ursprung och féraldraskap. Antalet fungerande markorer, dvs. de markorer
dar provet kunnat tillskrivas en genetisk profil, ger en god indikation av provets anvdandbarhet. For
att med sdkerhet kunna identifiera en vargindivid kravs generellt analysresultat fran atminstone 8-10
mikrosatelliter, medan det for att avgora fodelsereviret kravs fler markoérer, vanligen 17 eller fler.

Kénsbestdmning

Kénsbestamning utfordes dels med en mikrosatellit bunden till Y-kromosomen (Sundqvist m.fl.
2001) och dels med en kdnsbestamningsmetod modifierad fran Seddon (2005) som involverar
bade en X- och en Y-markér. Aven kénsmarkdrerna amplifierades i fyra replikat och utvarderades
enligt bestamda kriterier. For urinprov dar identitet kunde bestammas och aktuell individ sedan
tidigare fanns representerad i var prov- och individdatabas gjordes en jamforelse med avseende pa
kon. Detta gjordes genom att jamfdra urinprovens konsbestamning med tidigare konsbestamning av
samma individ. Jamforelsen gjordes endast for de individer vars kon bestamts morfologiskt eller
utifran minst tva tidigare analyserade prov (ej urinprov). Dartill krédvdes att 80 % av samtliga prov fran
aktuell individ, inklusive aktuellt urinprov, visat entydiga resultat med avseende pa kon. Saledes



betraktades alltsa konet som kant aven for en individ dar t ex 4 prov gett hona och 1 prov gett hane.
Kontaminerande DNA fran hane, med paféljande inkorrekt tolkning av honor som hanar,
forekommerica 5 % av tidigare analyserade spillningar fran identifierade vargar och detta var
orsaken till att viss tvetydighet godtogs.

Resultat
Screening och genotypning

Vid screeningen amplifierade samtliga spillningsprov sa pass val att de gick vidare till genotypning.
Urin fryst och Urin i BIOTEK-ror var jambordiga med 93 respektive 91 procent som gick vidare efter
screening. Urin pa FTA-kort var klart sémre med 53 procent som gick vidare (Tabell 1).

Troskelvardet och valet av markor for screening ar utvecklad for att salla bort prov som inte ger
anvandbara resultat vid paféljande mikrosatellitanalys samtidigt som fungerande prov séllas bort i sa
liten utstrackning som mojligt (Akesson 2014). En mindre andel prov som passerat screeningen
forvantas darfor inte ge anvandbara resultat i den fortsatta analysen. Ett enkelt matt pa provets
anvandbarhet for inventeringsandamal ar antalet markorer som fungerat vid mikrosatellitanalysen.
Spillningsproven fungerade bast ocksa i detta avseende med 86 % av studiens totalt 194 prov
fungerade for 17 eller fler markorer. Bland urinproven fungerade de i BIOTEK-ror bast med 81 %
fungerade pa 17 eller fler markorer, vilket motsvarar ungefar vad som kravs for att kunna bestamma
bade individ och foraldraskap (Figur 1). Urin fryst och Urin pa FTA-kort var betydligt ssmre med farre
an 50 % av proven fungerande pa 17 eller fler markorer.

Utifran erhallna mikrosatellitgenotyper utférdes art-, individ- och fordldraskapsbestamning.
Spillningsproverna fungerade genomgaende bast med 90 % individbestamda och 88 %
fordldraskapsbestamda av studiens totalt 194 spillningsprov. Bland de tre insamlings-
/lagringsmetoderna for urinprov var andelen individbestdmda prov i forhallande till det totala antal
som ingick i studien klart hogst for BIOTEK-rér med 78 % jamfort med 48 % for fryst urin och 41 % for
FTA-kort (Tabell 1, Figur 2). Liknande monster observerades vid fordldraskapsbestamningen dar
BIOTEK-roren generade resultat i 72 % av fallen och de 6vriga tva lagringsmetoderna visade avsevart
lagre framgang med under halften av studiens totala antal prov foraldraskapsbestamda (Tabell 1,
Figur 2).

Givet studiens provstorlek for respektive insamlings-/lagringsmetod for urin kunde vi inte se nagon

statistiskt sdkerstalld effekt av lagringstid pa maojligheten att lyckas med identitetsbestamning. Det

kan dock noteras att inget fryst urinprov aldre dn 60 dagar kunde ID-bestdmmas, vilket kan indikera
att atminstone frysta prov inte bor lagras mer dn 60 dagar innan analys.

Kontamination

Forekomst av DNA fran mer an en individ i ett prov, dvs. kontamination, upptacks genom att fler an
tva alleler pavisas for en och samma mikrosatellitmarkér. | den hdr sammanstaliningen har prov som
uppvisat fler an tva alleler for minst tva mikrosatellitmarkorer bedomts som kontaminerade. Bland



de spillningsprov som gick vidare efter screening (n = 194) pavisades endast ett (<1 %) kontaminerat
prov. Bland urinproven var andelen kontaminerade prov hogre (Tabell 2), med 8 av 81 (10 %)
kontaminerade prov. Aven om andelen kontaminerade prov var ndgot hégre fér Fryst urin och FTA-
kort an for BIOTEK-roren (Tabell 2), sa var provstorlekarna for sma att sdga sékert att
kontaminationsgraden paverkades av olika lagringsmetoder.

Kénsbestdmning

Antal och andel prov dar kdnsbestamning kunde utféras enligt bestamda kriterier ges i Tabell 3.
Provtyperna Urin fryst, urin i BIOTEK-rér och spillning kunde alla kdnsbestammas i éver 70 % av
fallen. Urin pa FTA-kort hade en betydligt ldgre analysframgang med under 25 % kdnsbestamda prov.

Bland totalt 34 urinprov fran kanda hanar gav 33 prov analysresultat som 6verensstamde med kand
konstillhorighet, medan ett prov inte kunde kénsbestammas alls. Antalet urinprov fran kdnda tikar
var totalt atta. Bland dessa gav fem prov analysresultat 6verensstimmande med kidnd
konstillhorighet, ett prov gav motstridiga resultat (d.v.s. bestamdes till hane), och tva prov gav inget
resultat alls (Tabell 4). Bland spillningsproven 6verensstamde samtliga positiva konsbestamningar for
tik (n=27) och hane (n=47) med kand konstillhérighet. Se Tabell 4 for detaljer kring respektive
provtyp och insamlings-/lagringsmetod.

Diskussion

De tester vi utférde pa urinprov under vintern 2013/2014 visar att vargurin som samlas in pa sné kan
vara en anvandbar kélla till DNA. Med bésta lagringsmetoden av urin gick det att bestdmma individ
for 78 % av proven och foraldraskap for 72 %. Analysframgangen for urin var nagot samre dn den for
spillningar insamlade pa sno, for vilka 90 % gick att individbestamma och 88 % att
fordldraskapsbestamma. Skillnaden i framgang berodde framst pa att urinproven mer frekvent visade
pa forekomst av DNA fran flera individer (kontamination, Tabell 2) samt att urin fungerade pa nagot
farre mikrosatelliter (Figur 1).

Det fanns en stor variation i analysframgang mellan de olika metoderna for insamling och lagring av
urin, dar urin insamlat i BIOTEK-ror visade klart hogre analysframgang med avseende pa antalet
fungerande mikrosatellitmarkorer (Figur 1), andel prov bestamda till art, individ och foraldraskap
(Figur 2) samt kontamination av DNA fran andra vargindivider (Tabell 2). Kostnadsmassigt utgor
BIOTEK-ror det dyraste alternativet, men en extraktionskostnad pa ca 265 kr, jamfér med 165 kr for
fryst urin och 73 kr for FTA-kort. Likval, om hansyn tas till andelen extraherade prov som leder till
lyckad individbestdmning, blir BIOTEK-r6r det billigaste alternativet, med en total analyskostnad pa
ca 1790 kr/lyckat prov (; raknat med en lonekostnad pa 350 kr/timme), jamf6ért med 2900 kr/lyckat
prov fran fryst urin och 1880 kr/lyckat prov fran FTA-kort. | denna studie har vi inte tagit hansyn till
kostnader for sparningsinsatsen vid insamling av DNA. Vi forvantar oss dock en hogre sparningsinsats
med de tva billigare metoderna eftersom fryst urin och FTA-kort leder till mycket ldgre andel (60 %
respektive 50 %) individbestamda vargar an BIOTEK-ror.



Studien visar att urinprov ar, som forvantat, klart mer utsatta foér kontamination an vad spillningsprov
ar, men andelen kontaminerade prov var likval farre an forvantat givet att de flesta prov samlats in i
|I6por med fler @n en varg. Vid mikrosatellitanalys uppvisade 10 % av urinproven DNA fran mer an en
individ, att jdmfora med mindre dn 1 % av spillningsproven.

Kontaminerade prov ar oftast oanvdandbara men orsakar sdllan felaktiga identifieringar eftersom
problemet i princip alltid upptacks under mikrosatellitanalysen. Problemet ar snarare av
kostnadsmassig karaktar eftersom provets oduglighet inte uppdagas forran sent under
analysprocessen da det redan medfért samma kostnad som ett anvandbart prov. Foér ndrvarande har
vi ingen l6sning pa detta problem, eftersom det troligen beror pa att revirmarkerande par ofta
urinerar pa samma plats. Under vintern 2014/2015 ska just detta problem undersokas vidare,
avseende var i en urinflack prov ska samlas for att ge basta mojliga resultat med avseende pa
individbestamning, att mojligen fa bada de revirmarkerande djuren samt att minska eller utesluta
kontamination.

Nar det galler konsbestamning kan dock kontaminerade prov leda till fel genom att honor kan
misstolkas som hanar. Men eftersom ett av malen i nuvarande inventering &r att genetiskt identifiera
individerna i alla par borde felet upptéackas om det i ett par endast identifieras tva revirmarkerande
hanar. | den har studien var dock antalet urinprov fran kanda tikar endast atta stycken och darmed
for fa for att ge en bra bild av hur kontamination paverkar kdnsbestamningen av urin fran honor.

Tidsatgangen for att analysera urin- och spillningsprov dr ungefar densamma. | dagslaget ar dock
materialkostnaden for att analysera ett urinprov i BIOTEK-rér ungefar 150 kr hégre jamfort med for
spillning. Den extra materialkostnaden for urinprov utgor knappt 10 procent av den totala kostnaden
for att analysera ett prov.

Aven om urin visade sig vara ndgot dyrare och gav ndgot sdmre utdelning &n spillning for DNA-analys,
ar det viktigt att notera att det fortfarande finns utrymme for forbattringar av metoden. For det
forsta gar det att se 6ver insamlingen for att undvika provtagning av DNA fran flera individer i samma
ror. Instruktionerna for insamlingen behdver darfor bli sa tydlig som maijligt. Det &r dven viktigt att
noggrann dokumentation kring insamlingen fors av faltpersonal for att testa ifall vissa prov ar sarskilt
problematiska. For att minska kostnaden for lagringen av urin, kommer vi under kommande vinter
testa andra alternativ till BIOTEK-ror, daribland rér preparerade med EDTA (Zhang m.fl. 2012).
Ytterligare en utvecklingsmajlighet med urin ar att se dver provhanteringen efter isolering, daribland
provkoncentration och PCR-férhallanden. Under denna studie har vi efter DNA extraktion inte avvikit
namnvart fran det protokoll som anvands for spillnings-DNA.

Sammantaget gor vi bedéomningen att urinprov ar en bra DNA-kélla med potential att effektivisera
inventeringen av varg. Minskad sparningsinsats for att hitta prov och magjligheten att rikta insamling
och analys mot specifika kategorier av djur ar tydliga fordelar som kan komma att vaga upp
urinanalysens framsta nackdelar bestdende av kontaminerade prov och lagre analysframgang.



Tabeller och figurer

Tabell 1. Antal och andel av respektive provtyp/lagringsmetod som gett ett positivt resultat vid
screening och darefter identifierats med avseende pa art, individ och féradldraskap. Andelar anges
inom parentes och baseras pa det totala antalet prov (N) fér respektive provtyp.

N Positiv screening Art Individ Foraldraskap
Urin fryst 46 43 (0,93) 34 (0,74) 22 (0,48) 17 (0,37)
Urin pa FTA-kort 17 9(0,53) 8(0,47) 7 (0,41) 6 (0,35)
Urin i BIOTEK-ror 32 29 (0,91) 29 (0,91) 25 (0,78) 23(0,72)
Spillning i silica 194 194 (1,00) 188 (0,97) 175 (0,90) 170 (0,88)

Tabell 2. Antal prov dar kontamination pavisats vid mikrosatellitanalys. Inom parentes anges andel
kontaminerade bland de som gatt vidare efter screening.

N Kontamination pavisad
Urin fryst 43 5(0,12)
Urin pa FTA-kort 9 1(0,11)
Urin i BIOTEK-rér 29 2 (0,07)
Spillning i silica 194 1(0,01)

Tabell 3. Antal (och andel) prov dar konstillhorighet bestamts.

N K6n bestamt
Urin fryst 46 38(0,83)
Urin pa FTA-kort 17 4 (0,24)
Urin i BIOTEK-ror 32 23(0,72)
Spillning i silica 194 137 (0,71)

Tabell 4. Utfall av kdnsanalysen for prov dar individ kunde faststallas och dess konstillhérighet var
kand sedan tidigare. For tik respektive hane anges antal analyserade prov for vilka kon kunnat
bestdmmas och inte, samt antal prov dar bestamt kon avvek fran kand konstillhorighet.

N Tik Hane
Korrekt Obestamd Felbestamd Korrekt Obestamd Felbestamd
bestamd bestamd
Urin fryst 18 0 0 0 18 0 0
Urin pa FTA-kort 4 0 1 0 2 1 0
Urin i BIOTEK-ror 20 5 1 1 13 0 0
Spillning i silica 87 27 10 0 47 3 0
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Figur 1. Andel prov av respektive provtyp dar en konsensusgenotyp kunde konstrueras for 0-8, 9-16
respektive 17-30 analyserade mikrosatellitmarkorer.
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Figur 2. Andelar av respektive provtyp/lagringsmetod som gett ett positivt resultat vid screening och
som dérefter identifierats med avseende pa art, individ och foraldraskap.
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