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Sammendrag

En identifikasjon pa art og stammeniva vil kunne gi utfyllende taksonomisk informasjonen
utover den som allerede eksisterer basert pa 16S rRNA genet. Denne informasjonen kan
brukes til & gi et dypere innblikk i den bakterielle diversiteten i uliker mikrobiotaer hos
mennesket. Spesielt vil dette gjelde i forhold til overfering av bakterier. Malet med denne
masteroppgaven var derfor & kunne utvikle en stammespesifikk PCR som skulle gjere det
mulig a differensiere ulike bakteriestammer fra hverandre ved bruk av llluminasekvensering.
Denne metoden ble deretter brukt til & undersgke om bakteriell overfgring mellom mor og
barn kunne bekreftes. Vi evaluerte omradet mellom 16S-23S (ITS) rRNA genet og tmRNA
genet som mulig kandidat for stammespesifikk identifisering. ITS primer paret ga et noe mer
stabilt resultat ved amplifikasjon enn tmRNA primerparet, og ble valgt til videre evaluering
av en stammespesifikk Illuminasekvensering. Evalueringen innbefattet test av et referansesett
med tarmbakterier. Denne testingen viset at metoden hadde god sensitivitet og spesifisitet. For
undersgkelse av bakteriell overfgring fra mor til barn benyttet vi DNA i fra avfgring og
morsmelk, med opphav fra mor- barnpar som deltok i pro-PACT studiet. Parene som deltok i
pro-PACT studie var delt inn i to ulike grupper, avhengig om mgdrene hadde drukket Biola
eller placebo melk fra svangerskaps uke 36 til tre maneder etter fgdselen under amming.
Morsmelk- og avfgringsprevene ble amplifisert med ITS primer paret, og amplikonene ble
sekvensert med Illuminateknologien. Resultatene viste at ved a benytte det universelle ITS
primerparet var det mulig & identifisere bakterier helt ned pa stammeniva, og overfgring
mellom mor og barn kunne bekreftes. Sekvenseringen avdekket at 8 av de 10 mest dominante
OTU’ene observert i morsmelk og avferingsprevene analysert fra 19 mor- barnpar, var
adressert til slekten Streptococcus. Den mest dominerende OTU’en totalt representerte en
streptokokk som opprinnelig hadde blitt isolert fra munnhulen hos menneske. Disse
streptokokkene ble funnet igjen i morsmelken til alle mgdrene og var ofte, men ikke alltid,

stabil over tid innenfor et individ.

Utviklingen av metoden befinner seg i en tidlig startfase. Denne studien viser at den innehar
et potensialle som gjer det mulig & pavise bakterier pa stammeniva, som kan utnyttes ved

karakterisering av ulike bakterielle gkosystemer.
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Abstract

Identification at the species and strain level, could provide detailed taxonomic information
beyond what already exist based on thel6S rRNA gene. This information can be valuable and
provide a deeper insight into the bacterial diversity of different human microbiota. Especially
will this apply in relation to transmission of bacteria. Hence, the goal of this thesis was to
develop a strain specific PCR, which would make it possible to differentiate between strains
by [Illumina-sequencing. This method was then used to examine whether bacterial
transmission between mother and child could be confirmed. We evaluated the area between
the 16S and 23S (ITS) rRNA genes and the tmRNA gene as possible candidates for a strain-
specific identification. The ITS primer pair gave a more stable result in terms of
amplification, and was selected for further evaluation of a strain—specific Illumina
sequencing. The evaluation included tests of a control set of intestinal bacteria. This testing
showed that the method had good sensitivity and specificity. For examination of bacterial
transmission from mother to child, we used DNA from feces and breast milk, originating from
the mother and child pairs who participated in the pro-PACT study. The mother/infant pairs
who participated in the pro-PACT study was divided into two groups, depending on whether
the mothers had received Biola or placebo milk from 36 weeks of gestation, to 3 months
postnatally during breastfeeding. Breast milk and feces samples were amplified with the ITS
primer pair, and amplicons were sequenced. The results showed that, by using the ITS region
as target, it was possible to identify bacteria down to strain level, and transmission between
mother and child could be confirmed. The sequencing revealed that 8 out of the 10 most
dominant OUT’s in human milk and feces samples analyzed from 19 mother / infant pairs
were addressed to the genus Streptococcus. Furthermore, the most dominant species turned
out to be a Streptococcus originating from the human oral cavity. These streptococci were
found to be present in breast milk samples recovered from all the mothers, and were often, but

not always stable over time within an individual.

The method described still finds itself in an early stage of development. But, his study shows
that it possesses a potential which allows detecting bacteria at the strain level, which can be

utilized in characterizing various bacterial ecosystems.



Forkortelser

bp
dH20
DNA
dNTP
ds

ITS
NCBI
NMBU
PC
PCA
PCR
pro-PACT
RNA

rRNA

Base par

Destillert vann

Deoksyribonukleinsyre

Deoksynukleosid trifosfat

Double tradet

Intern transkribert spacer region

Nasjonalt senter for bioteknologisk informasjon
Norges miljg- og biovitenskapelige universitet
Prinsipal komponent

Prinsipal komponent analyse

Polymerase kjede reaksjon

probiotika i PACT studiet

Ribonukleinsyre

Ribosomal ribonukleinsyre



VI

Innholdsfortegnelse
IO a1 1 0o (0] Lo o ISP 1
1.1 1dentifisering Qv DaKLErIBAITE ..........cive e ettt te e be e e e aeenae s 1
1.2 PrO-PACT STUBIEE ...ttt bbbt nn e 3
L3 PRODIOTIKA ... 4
1.4 HUMAN MIKIODIOTA. .....veiitccc s 5
1.4.1 Bakteriell diversitet i MOISMEIK..........ccuiiiiiiiiiiii e 5
1.4.2 Kolonisering av spedbarnets tarmsyStem. ...........coeiiiiriiieieiiseeese e 6
1.5 Molekyleaere metoder for identifisering av mikrobiota ..........cccccevieivii i 8
1.5.1 Polymerase kjede reaksjon (PCR) .....c.ocoiiiiiieiie sttt ste ettt ste e ne e enae s 8
1.5.2 PrIMEIAESIGN ...ttt bbbkttt b bt e bbbt e bbb 8
1.5.3 DNA sekvensering med neste generasjons teKnologi. ..........ccccevveriiiieninninnie e 9
1.6 Multivariat analysemetode for kartlegging av mikrobiell diversitet ...........cccovvvviiiiniiiniinnns 10
1.7 Oppgavens malsetning og fremdriften i arbeidet............cccoovvveiiiiieiiiiccc e 12
2. Materialer 0g METOUET ......c.oiiiiiiieie ettt b ettt 14
2.1 PravemMaterialel..........oo i 14
2.2 Polymerase Kjede reakSjonN(PCR) ........coouiiiiiiiiic ettt sre b 15
2.2.1 GradieNt PCR .. .ottt bttt bbbt nre s 16
2.2.2 Opprensing av PCR-produkt med AMPUIE ® XP ........cccceiiiiiiiieieseseseeese e 16
2.3 DINA SEKVENSEIING ..eiviiiteeiieeite ettt sttt s e st e e s be e sbe e s be e sbe e be e be e beesbeesbesteesneesaeestaesbeesreenns 18
2.4 DNA kvalifisering 0g KVantifiSEring .........cccooviiiiiieiiei e 18
2.4.1 Agarose gelelektroforese, kvalifisering av PCR produkt. ............ccooeviiiiininiiniiiicene 18
2.4.2 DNA kvantifisering med QUDIT..........cooiiiii e 19
A B L g o YT RS 19
B RESUIATET ... 21
3.1 Sammenligning av ITS 0g tMRNA PriMersetfene ..........ccooeiiririeieienieese e 21
3.2 SPESITISITEL AV ITS PIIMEIE. .ovie et e e e et e e s e e s e e s s e e sree e sreeesreeesnteeaneees 21
K 1 0T T Y= SQ =T =T o 24
3.3.1 Validering @V MELOUE. ... ..ccueeiieeie ettt ettt et st e te e sbe e saeebe e s beeneeannas 24
3.3.2 Dominerende OTU’er i pravematerialet. ..........ccooviieiieiiinieiie e 26
O D 1 1 (0 £ ] o PR 30
4.1 Evaluering av lllumina ITS sekvenserings Metode.........c.covvviviieeiee i 30
4.2 Péavisning og forekomst av dominerende OTU’er i pro-PACT Provene ..........cccceceviviininennne 31
4.2 Overfgring fra mor til barn, og bakteriell opprinnelse i morsmelk .............ccccooiiiiiiiiicncne 33

5 Konklusjon og Videre arbeid ..o s 35



RETEIANSEIISTE ...ttt ene e nne s 36
AV Z=T0 | L=l o FO PO T PO ST TR TP 41
Vedlegg A: Materialer 0g ULSTYT ......c..oiiiiiieeeices et 41
Vedlegg B: PrimMEr SEKVENSE ......ccviiiieeiireiieesiee s ite e eteesteessteeeteesteessaeeesteeesaeessaeeestaeenseessneeessenesens 42
Vedlegg C: BaKIErESIAMIMET........cciiiieiee ettt s et e s te e steesteesbe e sreebeenteeneeannas 44
Vedlegg D AgaroSegel DIHUEE .......c.oiiiiiiiei e 46
Vedlegg E PrOtOKOIIET ...t 48

Vedlegg F Utregnings eksempel for sammensetning av DNA bibliotek og antall genererte OTU’er i
KONEFOIIPIBVENE ...ttt bbbt b et e b e et et sbe bt ane et e 50

Vedlegg G Forekomsten av de ti mest dominante OTU’ene i hvert mor- barnpar.............ccccceevenee. 52






1. Introduksjon

1. Introduksjon

1.1 Identifisering av bakteriearter

Klassifiseringen av mikroorganismer har blitt basert pa likhet i deres morfologi, levesett,
metabolisme, evnen til & danne sporer og andre karakteristika som ikke baserte seg pa
kunnskapen om deres genotype. Bruken av stabile genomiske markgrer til bakteriell
identifikasjon tok fart pa 1980-tallet (Clarridge 2004), og den lille ribosomale 16S enheten har
utmerket seg og regnes i dag som standard i a klassifisere bakterier (Vinje et al. 2014).
Sekvensen for 16S rRNA genet er omtrent 1500 bp lang og bestar av konserverte og variable
regioner. Dette genet har vist seg i a veere nyttig i taksonomisk tildeling pa grunn av dens
innhold av informasjon, universale distribusjon hos prokaryote og dens konservative natur
som ser ut til & veere lite pavirket av evolusjonen (Lane et al. 1985). Sammenligning av 16S
rRNA sekvenser gjgr det mulig a skille bakterier pa ulike taksonomiske nivaer. Dette oppnas
ved bruken av universale primere som er komplementare til de konserverte omradene i genet.
Til tross for dette kan det vaere vanskelig a identifisere to arter ved & bruke 16S rRNA genet
alene, siden noen arter kan dele sekvenslikhet opp mot 99 prosent (Kim et al. 2014). For &
overkomme dette problemet har andre omrader i rRNA genet blitt utprgvd for a studere det
fylogenetiske forholdet blant bakterier og deres identifisering. Saruta et al. (1995) brukte
omradet mellom 16S og 23S rRNA genene for a identifisere ulike stammer av Staphylococcus
aureus, mens Schonhuber et al. (2001) benyttet de konserverte sekvensene ved 5'- og 3'-
endene av tmRNA genet til a designe universale primere for & identifisere gram-positive
bakterier med lavt G+ C-innhold.

Sekvensen til det interne transkribert spacer (ITS) omradet som ligger mellom 16S-23S rRNA
genene er mer variabel mellom bakterie arter enn selve 16S og 23S rRNA genene, noe som
gjer den til en potensiell art og stammespesifikk sekvens (Saruta et al. 1995), en illustrasjon
av ITS omradet vises i figur 1.1.

Det kan befinne seg flere ITS fragmenter innenfor ribosomal RNA operonet med varierende
lengde, og antallet kan variere mellom 1 og 11 avhengig av art (Kostman et al. 1995).
Variasjonen i lengde blir bestemt av tilstedevaerelsen av flere funksjonelle enheter som tRNA

gener og enheter som kan styre transkripsjonen (Gurtler & Stanisich 1996) . | en studie som
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omhandlet identifikasjon av melkesyrebakterier i meieriprodukter ble ITS sekvenser funnet
med varierende lengde mellom forskjellige melkesyrebakterie-arter, og selv innenfor noen
stammer av samme art. PCR amplifikasjonen av ITS fragmenter fra arter som inneholder flere
kopier med variabel lengde, vil gi flere forskjellige produkter som resulterer i spesifikke
mgnstre av band ved en agarose gelelektroforese (Tilsala-Timisjarvi & Alatossava 1997). Det
har blitt utviklet flere primere for bakteriell identifikasjon ved hjelp av ITS regionen som for
Mycobacterium, Streptococcus iniae, Escherichia coli, Salmonella spp, Bacillus spp, deriblant
ogsa primere for deteksjon av Bifidobacterium adolescentis i yoghurt og avfering (Tsai et al.
2008).

ITS region

168 /\ 25 55

boks A

R3 tRNA region, tRNA-Ile, Ala R3
eller Glu

Figur 1.1 Bakteriell ITS omradet innenfor rRNA operonet (svarte bokser), og organiseringen av dens
funksjonelle regioner (gra bokser). De funksjonelle regionene viser tilstedeveerelsen av tRNA gener som ikke er
universell, og antall og type kan variere mellom arter. Ribonuklease 3 (R3) og boksA er med pa & styre
transkripsjon, heller ikke disse er universelle.

Zhang, J. et al. 2011 undersgkte ogsa om sekvenser for tmRNA (tm) kan identifisere
bakterier. Dette RNA molekylet innehar egenskapene til bade tRNA og mRNA, derav navnet
tmRNA. tmRNA har blitt funnet i en rekke bakterier og dets oppgave ser ut til a veere
involvert i translasjonen ved a tilgjengliggjere stoppkodoner for ribosomet dersom mRNAet
mangler stoppkodon i 3’enden og videre forer til translasjonensavslutning (Zwieb et al. 1999).
Kelley et al (2001) designet primere fra sekvenser funnet hos gamma proteobakterier og
kunne ved hjelp av disse bestemme og identifisere 44 nye tmRNA sekvenser fra en rekke

bakterielle samfunn.
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1.2 Pro-PACT studiet

Pragvematerialet brukt i denne oppgaven stammer fra pro-PACT studien som er en understudie
av PACT-studiet. The Prevention of Allergy Among Children in Trondheim (PACT) studie
ble startet opp i r 2000 og inviterte alle gravide og foreldre til barn opp til 2 &r i Trondheim
til 3 delta i en ikke-randomisert, kontrollert, livsstils-intervensjonsstudie som gnsket a
undersgke sammenhengen mellom primarforebyggende faktorer og forekomsten av allergi
utvikling hos barn (Storro et al. 2010). Emnene angaende livsstil for studiet var gkt inntak av
tran og fet fisk for kvinner under graviditeten og for spedbarn i lgpet av deres to ferste livsar,
reduksjon av foreldrenes rgyking og redusert innendgrs fuktighet. For & kunne innhente
informasjonen om livsstilen vedragrende barna og deres foreldre, ble et sparreskjema fylt ut i

lgpet av svangerskapet, ved seks uker, ett ar og to ar etter fadsel.

Probiotika i PACT studiet (pro-PACT) er en randomisert, dobbelt blindet studie, det vil si at
verken mgdrene eller forskerne som gjennomfarte studien visste om de fikk probiotika eller
placebo. Studiet ble foretatt under samme tid som PACT studiet og de gravide kvinnene som
deltok i pro-PACT studiet ble fordelt i to grupper, en probiotika- og en placebogruppe.
Madrene i studiegruppen fikk et probiotisk tilskudd i form av Biola, en syrnet -melk som
inneholder de probiotiske bakteriene Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), Lactobacillus
acidophilus La-5 (La-5) og Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Bb-12) (Dotterud et
al. 2010), mens kontrollgruppen fikk utdelt placebo Biola i form av syrnet-melk uten
probiotiske bakterier. Bade den probiotiske- og placebomelken ble produsert slik at de skulle
ha lik smak og konsistens, og ble utdelt i anonyme melkekartonger til mgdrene i studiet.
Studiet gikk ut pa at kvinnene skulle drikke Biola fra svangerskapsuke 36 til tre maneder etter

fadsel, barna skulle ammes under denne perioden.

Et sparreskjema som blant annet omfattet familie historie om atopi, kjenn, fedselsvekt,
amming, prematur fgdsel, alder til mor og eksponering for husdyr ble fylt ut av deltakerne
under svangerskapet, ved seks uker, ett ar og to ar etter barnets fadsel. | tillegg ble det samlet
inn prgver av avfgring, blod fra navlestrengen og vengst blod fra barna etter 10 dager, tre
maneder og ved ett- og todrs alderen, sammen med blant annet brystmelk fra mgdrene. Nar
barna fylte to ar, ble de undersgkt for eksem, astma og allergi for & se pa effekten av
probiotiske bakterier sammenlignet med placebo, med tanke pa forekomsten av disse
sykdommene mellom de to gruppene. | folge Dotterud et al (2010) viste resultatene at de
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probiotiske bakteriene reduserte forekomsten av atopisk eksem hos barn frem til to ars alderen
med 40 %, men ingen signifikant effekt ble pavist med verken astma eller allergitest. Videre
kan det nevnes at 21 % av barna i probiotikagruppen og 34 % av barna i placebogruppen fikk
diagnosen barneeksem frem til to ars alderen. Der barna i probiotikagruppen som likevel fikk
eksem var eksemet mindre alvorlig og mild i fglge Nothingham Eczema Severity Score
(Dotterud et al. 2010).

1.3 Probiotika

Probiotika defineres som levende mikroorganismer som kan gi helsefremmende effekter pa
verten utover vanlig ernaring ved en viss dosering (Goldin 1998) . Probiotika gar ogsa under
navnet melkesyrebakterier, og disse kan benyttes i matvarer eller inntas gjennom kosttilskudd.
For a kunne feste seg til tarmcellene eller mukus ma bakteriene inneha egenskaper som gjar
det mulig & overleve passasjen gjennom magesekken og tolvfingertarmen for @ komme frem
til tarmen uten & bli gdelagt av syrebarrieren. Midlertidig kolonisering eller addisjon av de
probiotiske bakteriene til mukosa gjer det mulig for dem & utgve sin virkning.
Melkesyrebakteriene blir ikke alltid gjenkjent av immunsystemet i tarmen som kroppsegne,
og heftingen til mukosa vil ikke bli godtatt (Birkeland & Tandberg 2003). I tillegg kjemper de
om plassen med bakterier som allerede er kolonisert i tarmen ved blant annet & skille ut
ugunstige stoffer mot andre mikroorganismer som baktereosiner, organiske syrer og
hydrogenperoksid (Shah 2001). Bakterien Lactobacillus acidophilus La-5 skiller ut laktat,
eddiksyre og hydrogenperoksid ved glukosefermentering som farer til at pH i tarmen synker
og dermed gjegr miljget mindre gunstig for vekst av patogene (Lee & Salminen 2009). Ved
regelmessig inntak av utvalgte melkesyrebakterier kan disse bidra til & endre eller normalisere
sammensetningen av tarmfloraen, som kan fare til at omsetningen av naringsstoffer og andre
bioaktive stoffer endres (Collins & Gibson 1999; Goldin 1998). Bedre egenskaper i kamp om
plassen pa tarmveggen og i kampen om nering er andre faktorer som bidrar til den hemmende
effekten pa mikroorgansimer i tarmen som ikke er gunstige for helsen. De vanligste
probiotiske stammene tilhgrer laktobasiller eller bifidobakterier som finnes naturlig i
menneskets tarmflora. Disse blir brukt til & syrne probiotiske produkter som Biola og Cultura.
Lactobacillus rhamnosus GG eller LGG, L. casei Shirota, L. johnsonii Lal, L. plantarum
299v og Bifidobacterium Bb-12 er de mest brukte og studerte stammene av probiotika

(Ouwehand et al. 2002). Bakteriene blir tilsatt i store mengder til produktene for & gke sjansen
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av midletidig kolonisering, hvor antallet varierer mellom 10 til 200 millioner bakterier per mi
(Birkeland & Tandberg 2003). Innvirkning pa tarmens immunsystem, toleranse for
melkesukker, lindring av lettere fordgyelsesproblemer, forebygging mot tykktarmskreft,
atopisk eksem og diaré er noen av de helserelaterte effektene studier praver a belyse (Aso et
al. 1994; Bennett et al. 1996; Kalliomé&ki et al. 2001; Vanderhoof et al. 1999). Av disse
effektene er det spesielt virkningen mot ulike diarétilstander og forebygging av
fordgyelsesforstyrrelser som ved inntak av antibiotika, rotavirus, vandig diaré, Clostridium
difficile infeksjoner, Shigella og Salmonella hos barn og E. coli ved reisediare som har statt i
fokus. Probiotiske bakterier ser ut til & styrke den naturlige tarmfloraen og hindrer patogene i

a trenge igjennom epitellaget ved & normalisere tarmpermeabiliteten.

For denne oppgaven er den immunregulerende effekten til probiotika sentral, da pro-PACT
studiet omhandler effekten av probiotisk melk og allergi utvikling. Litteraturen angir at store
deler av det humane immunapparatet befinner seg i eller har tilknytning til tarmen, og at
probiotiske bakterier som fester seg til tarmen kan stimulere gastrointestinalt assosiert lymfoid
vev pa en positiv mate (Andersson et al. 2001). Ved & pavirke den mikrobielle balansen kan
probiotiske bakterier fremme antiallergene prosesser og stimulere produksjonen av
signalstoffet cytokin-Thl og serum IgA i tarmen, samt generering av transformerende
vekstfaktor B (Rautava et al. 2002). Konfrontasjonen mellom mikrober og deres antigener i
mage-tarm-kanalen begynner umiddelbart etter fadselen, derfor utgjer kommensale mikrober
den tidligste og sterste stimulans for utvikling av gastrointestinalt-assosiert lymfoid vev
(Isolauri et al. 2001).

1.4 Human mikrobiota

1.4.1 Bakteriell diversitet i morsmelk

Morsmelk er barnets farste mgte med nering etter fgdselen. I tillegg til & gi barnet essensielle
naringsstoffer viser litteraturen at morsmelk kan vare med a beskytte det mot infeksjoner
(Morrow & Rangel 2004). Denne beskyttende egenskapen kan komme av ulike stoffer i
melken som antistoffer, immunokompetente celler, oligosakkarider, lysosomer, laktoferin,
samt andre glykoproteiner, peptider og fettsyrer som virker antimikrobielt (Martin et al.

2007). En annen kilde til denne effekten kan veere morsmelk som en kilde til kommensale og
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probiotiske bakterier som kan kolonisere spedbarnets tarm og inaktivere patogene

mikroorganismer (Lara-Villoslada et al. 2007).

Studier pa morsmelk viser at ssmmensetningen av bakterier er heterogen og spesifikk for hver
enkelt mor (Collado et al. 2009). Stafylokokker, streptokokker, mikrokokker, laktobasiller,
enterokokker, bifidobakterier og slekten Bacteroides er blant de mest dominerende
bakterieartene funnet i morsmelk. Melkesyrebakterier er gunstige da de innehar egenskaper til
a motvirke veksten av et bredt utvaly med patogene bakterier jamfgr seksjon 1.3 om
probiotika. Det er ogsa funnet E.coli og Clostridium som er blant de forste artene til a
kolonisere spedbarnets tarm (Martin et al. 2007). Tilstedevarelsen av disse bakteriene i
brystmelk er i trdd med utsagnet om at spedbarnets tarm-mikrobiota gjenspeiler den i
brystmelk, og disse kan bli overfgrt gjennom amming. Denne pastanden stgttes ogsa av
Jiménez et al (2008) som har sett at de forste artene som koloniserer spedbarnets tarm er blant
de mest dominante i morsmelk. Dette indikerer en sammenheng mellom amming og

tilstedevaerelsen av enkelte bakterie arter i barnets tarmmikrobiota.

Det finnes flere teorier om hvordan brystmelk blir kolonisert. En forklaring er at enkelte arter
stammer fra tarmen til mor og flytter seg til melkekjertlene via tarm epitelet, en prosess som
er med pa a stimulere immunforsvaret positivt (Albesharat et al. 2011). Martin et al (2007)
observerte Pseudomonas synxantha i brystmelk. Tilstedevaerelsen av P. synxantha har apnet
opp for teorien om at spedbarn mottar bakterier gjennom fadselen som overfares videre til

morsmelk gjennom amming, da denne bakterien dominerer kjeden hos friske kvinner.

1.4.2 Kolonisering av spedbarnets tarmsystem.

Menneskets mage-tarm-kanal er kolonisert av ulike mikroorganismer fra munnhulen til
endetarmen. Litteraturen gir et ulikt bilde av mangfoldet som mikrobiotaen omfatter, en
diversitet pa 400-500, 800 og 1000 ulike arter er nevnt (Backhed et al. 2005; Noverr &
Huffnagle 2004; Rajili¢-Stojanovi¢ et al. 2007). Dette gkosystemet inneholder en hgyere
tetthet av celler enn noen annet kjent mikrobielt gkosystem, og en unik sammensetning er
funnet i hvert enkelt individ (Albesharat et al. 2011). Bakteriene i tarmen bidrar med a bryte
ned fiberholdig mat, fettsyrer og syntetiserer vitaminer og mineraler, deriblant vitamin K.
Barnets tarmsystem er sterilt sa lenge det befinner seg i livmoren, men rett etter fadsel starter

en bakteriell koloniseringsprosess som varer frem til 2-4 ars alderen (Biasucci et al. 2010).
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Men det er funnet bakterier i fostervann og i blod fra navlestrengen som indikerer at disse har
kolonisert spedbarnets hud og fordgyelses system far fgdselen (Martin et al. 2007).
Mikrobiotaen endrer seg stadig i denne perioden, helt til den stabiliserer seg og ligner pa
sammensetningen funnet hos voksne. Bakteriene stammer primert fra fgdselskanalen,
morsmelk og omgivelsene spedbarnet befinner seg i. Ulike faktorer pavirker mikrobiotaens
sammensetning og kan deles inn i vertspesifikke faktorer som pH, enzymer og mukosaens
oppbygning. Ikke vertspesifikke faktorer som kosthold, bruk av medisiner og miljg, samt
bakterielle faktorer som addisjons evne, enzymer og metabolsk kapasitet er ogsa med a
bestemme den bakterielle komposisjonen (Penders et al. 2013). Spedbarnets tarmsystem blir
farst kolonisert av aerobe og fakultativ anaerobe bakterier som inkluderer enterobakterier,
enterokokker og stafylokokker. Nar miljget i tarmen senker oksygennivaet gir det grunnlag
for spredning av anaerobe bakterier som bifidobakterier, clostridia og bacteroider
(Abrahamsson et al. 2012). Tarmens mikrobiota pavirker utviklingen til immunsystemet hos
nyfgdte barn, bade det medfgdte og det adaptive systemet. Den er med pa a utvikle og
opprettholde immuntoleransen som bidrar til & forebygge allergi og autoimmune sykdommer.
Litteraturen viser at den bakterielle sammensetningen hos barn med allergi utvikling skiller
seg fra friske barn i at diversiteten er lavere og bestar av et ferre antall laktobasiller,
bacteroider, E.coli og bifidobakterier, mens koloniseringen bestar av et hgyere antall
Firmicutes, Staphylococcus aureus og Clostridium difficile (McLoughlin & Mills 2011;
Watanabe et al. 2003). Tilstedeverelsen av streptokokker er som nevnt en naturlig del av
mikrobiotaen hos friske spedbarn, men er sjeldent eller aldri funnet hos barn som har allergi
(Collado et al. 2009). Fadselsmaten og om barnet blir ammet, samt pavirkningen av disse
faktorene pa barnets mikrobiota og sykdomsutvikling har fatt mye oppmerksomhet. Barn fgdt
med keisersnitt har hgyere sjanse for a utvikle allergi. Det er fordi de ikke kommer i kontakt
med morens vaginale og fekale bakterieflora og deres primare kolonisering bestar av
bakterier som stammer fra sykehuset og ikke-maternal hud, noe som senker diversiteten hos
spedbarnets tarmflora og forsinker koloniseringen av gunstige tarmbakterier. Dette er i trad
med C.difficile funnene hos barn med allergi, da dette er en typisk sykehusbakterie (Penders
et al. 2013). Som nevnt over er morsmelk en kilde til kommensale og probiotiske bakterier
som er med pa a avgjere sammensetning av barnets mikrobiota ved a gke diversiteten og
dermed stimulere den immunologiske toleransen som er med pa a gjere barnet bedre rustet

mot eksponering av allergener og ugunstige mikrober under dets utvikling.
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1.5 Molekylaere metoder for identifisering av mikrobiota

1.5.1 Polymerase kjede reaksjon (PCR)

PCR er en in vitro metode for a syntetisere spesifikke DNA sekvenser ved hjelp av enzymet
polymerase, de fire deoxynukleotidene som er byggesteinene i DNA, og to Kkorte
oligonukleotid primere. Primerne er spesifikke og hybridiserer til komplementaere sekvenser i
templat DNA. Den voksende traden syntetiseres ut ifra primerens 3'-OH ende og er
komplementer til templat traden. Sekvensen som kopieres er begrenset pa hver side av
plasseringen til primerne. Fordi produktene som har blitt syntetisert ved en syklus fungerer
som templat i neste, vil antall kopier for malsekvensen dobbles ved hver syklus (Mullis et al.
1992). Fasene i reaksjonen utfgres ved ulike temperaturer og hver syklus bestar av en
denatureringsfase av templatet til enkeltradet DNA, primer hybridisering og en
ekstensjonsfase ved polymerasens temperatur optimum, som farer til en eksponentiell
akkumulering av PCR-produkt. Som templat er det nok med ett eneste DNA-molekyl som

inneholder den sekvensen man gnsker a amplifisere (Erlich 1989).

1.5.2 Primerdesign

Utformingen av primere har innvirkning pa PCR med hensyn til spesifisitet og utbyttet av det
amplifiserte produktet. Et problem som forekommer er primere som binder til ukorrekte
regioner av DNA, de oppfarer seg uspesifikke og kan gi uventede produkter. Starrelsen pa
primere som overgar 16-28 base par, som anses a veare optimal lengde for primere, bidrar til
at primerne binder darligere til templatet i tillegg til at sjansen for uspesifikk primer binding
kan gke (Chuang et al. 2013). For a unngd dette er det mulig & utfere en to-stegs PCR
prosedyre som inneberer & bruke produktet fra den primare PCR som templat for en
sekundzer PCR. Denne maten a sette opp reaksjonene pa senker sjansen for at PCR-produktet
inneholder kontaminering av ugnskede produkter som primer dimer, harndl strukturer og
alternative sekvenser. Hybridiseringstemperaturen til primerne er et kritisk punkt i & unnga
dannelse av ikke-spesifikke sekundeere strukturer. Optimalisering av temperaturen kan
bestemmes ved hjelp av en gradient-PCR. Blokken til gradient-PCR maskinen gir en gradient-

funksjon som i en enkelt kjagring evaluerer opp til 12 forskjellige hybridiseringstemperaturer.
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Andre kriterier som ma tas hensyn til ved primernes karakteristikk er lengde differansen
mellom primerne, deres GC innhold og nukleotide sammensetningen i 3" -enden (Dieffenbach
et al. 1993).

1.5.3 DNA sekvensering med neste generasjons teknologi.

DNA sekvensering betegnes som en detaljert beskrivelse av rekkefaslgen av de kjemiske
byggeklossene eller baser i DNA. Bestemmelse av taksonomien til organismer og
sammenligning av disse, kartlegging og analyse av ny gener, og sporing av mutasjoner er
noen av anvendelsesomradene. Den automatiserte Sanger metoden regnes som “forste-
generasjons"-teknologi, og nyere metoder omtales som neste generasjons sekvensering (NGS)
(Metzker 2010). NGS kjennetegnes ved dens evnen til & produsere store mengder av data ved
lave kostnader pa kort tid. Den store mengden data produsert av NGS representerer ogsa en
betydelig utfordring for datalagring, bioinformatisk verktgy og administrasjonslgsninger
(Zhang et al. 2011). Det farste NGS utstyr ble tilgjengelig i 2004 og i dag er det flere
plattformer tilgjengelig pa markede for dybdesekvensering, som Roche/454, Illumina/Solexa,
Life/APG og Helicos BioSciences (Morey et al. 2013).

| denne oppgaven ble sekvensering av pro-PACT prgvene utfgrt pa Illumina MiSeq
plattformen. Plattformen benytter seg av sekvensering ved syntese metoden som blir utfert
ved en bro-PCR amplifikasjon prosess. Bro-amplifisering tillater amplifisering av et stort
antall DNA-fragmentene samtidig, ved hjelp av en flytcelle med en fast overflate som er
belagt med oligonukleotider. Oligonukleotidene er komplementzre til adapterne tilsatt til
DNA-prgvene under bibliotekkonstruksjonen. Ved a feste en spesifikk DNA-sekvens i form
av en barkode til hvert fragment gjer at de kan multiplekses. Barkodene kan tilsettes under
konstruksjonen av biblioteket ved a feste dem til adaptere, og disse barkodeadapterne kan
adderes til DNA-fragmentene ved en amplifisering med primere som inneholder
barkodeadapterne. En illustrasjon av primere for Illuminasekvensering vises i figur 1.2.
Sekvensene til barkodene er derfor spesifikke for ulike prever som gjgr det mulig for
plattformen & skille dem fra hverandre (Shendure & Ji 2008). DNA-fragmentene fra
biblioteket blir denaturerte, og sa festet til flytcellens overflate. Oligonukleotidene er bundet

til overflaten av flytcellen med sin 5'-ende, slik at 3'-enden er tilgjengelig for polymerasen.
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Dette resulterer i dobbelt-tradet DNA (dsDNA) som er kovalent bundet til overflaten som
igjen blir denaturert, og det enkelt tradete DNA kan vippes over til nazrliggende primere og
hybridisere med disse for & danne en bro. Ekstensjonen av amplikonene oppnas gjennom en
polymerase og resulterer i dobbelt-tradige broer med en bestem posisjon pa flytcellen. Disse
broene denatureres til to kopier av kovalent bundet enkelt-tradet templat. Som nevnt finner
sekvenseringen sted pad overflaten av flytcellen og polymerasen benytter reversibel-
terminerende baser med fluoriserende egenskaper (Ansorge 2009). For & oppna en naturlig
konkurranse mellom basene som bidrar til korrekt inkorporering, tilsettes basene samtidig.
Kun en base vil bli inkorporert ved hver syklus, derfor betegnes denne metoden som singel
nukleotide addisjon (SNA). Etter basens inkorporering registreres det fluoriserende signalet
som korresponderer til basen identitet ved fotografering. Kolonidannelsen forsterker signalet
slik at det er mulig for kamerat & fange det opp. Etter deteksjonen blir 3' blokkeringen kjemisk
fjernet og prosessen kan starte pa nytt (Mardis 2008).

Unik indekskode

F 5°- aatgatacggcgaccaccgagatctaacactctttccctacacgacgctcttccgatctagtcaaGGTGAAGTCGTAACAAG -3°
| | | | |
Koloni-amplifiseringsregion  lllumina sekvenseringsprimer Genspesifikk region

Unikt Illuminamerke

R 5°- caagcagaagacggcatacgagatcgtgatgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct TGCCAAGGCATCCACC -3°
I I | | |

I I I
Koloni-amplifiseringsregion Illumina sekvenseringsprimer Genspesifikk region

Figur 1.2 En Illustrasjon av Illumina Forward og Illumina Reverse primerpar. Primerne er designet slik at den
genspesifikke regionen tilsvarer primersekvensene til det genet som skal amplifiseres. Bindingen til flytcellen pa
Illumina plattformen opprettes ved hjelp av koloniamplifiseringsregionen som er komplementaer til sekvenser pa
flytcellen. Reverseprimeren inneholder et unikt Illumina merke og hver forward primer inneholder et unikt
primer merke for at separasjon og gjenkjenning av koloniene skal veere mulig.

1.6 Multivariat analysemetode for kartlegging av mikrobiell diversitet

Analyse av multivariat data er en stor del av dataanalyse. Multivariat data bestar av mange
forskjellige attributter eller variabler registrert for hver observasjon. For a behandle

sekvenseringsdataen i denne oppgaven ble Prinsipal komponent analyse (PCA) benyttet.
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Den sentrale ideen bak PCA er a redusere dimensjonaliteten i et datasett som bestar av et stort
antall variable som er forbundet med hverandre (Wood 2009). Samtidig gnsker man a beholde
sa mye som mulig av variasjonen tilstede i datasettet. Dette oppnas ved & omforme et nytt sett
med variabler, disse betegnes som prinsipal komponenter (PC) og er ukorrelerte og ordnet pa
en slik mate at de farste prinsipal komponentene beholder mesteparten av variasjonen som er
tilstedet i de opprinnelige variablene. Prinsipal komponenter blir estimert fra en
korrelasjonsmatrise eller egenvektorene til kovariansen av de originale variablene. Det er
vanlig & bruke korrelasjonsmatrisen nar variablene i datasettet har ulike enheter eller om ulike
variabler har ulik varians (Jolliffe 2005). Korrelasjonsmatrisens egenvektorer tilfgrer vekten
som skal til for & beregne PC’ene mens egenverdiene maler mengden av variasjonen gitt ved
hver PC, og vil vare storst for de forste PC’ene og mindre for de pafelgende PC’er. En
egenverdi starre enn en indikerer at PC-ene star for mer varians enn det en av de opprinnelige
variablene i original dataen stod for (Ku et al. 1995). Dette kan brukes til & bestemme hvilke

PC’er som skal beholdes videre.

Antall prinsipal komponenter blir bestemt pa en slik mate at mesteparten av variasjonen i
datasettet beholdes med faerrest mulig komponenter. Komponentene ordnes etter deres
avtagende betydning slik at den farste PC utgjer sa mye av variasjon som mulig, og hver
pafelgende komponent star for litt mindre variasjon. For & kunne reprodusere den totale
variasjonen i systemet av de opprinnelige variablene blir alle PC’ene tatt i betraktning, men
hvis de forste PC’ene star for 80-90 % av variasjonen er malet om dimensjon reduksjonen
oppnadd (Abdi & Williams 2010). Det er mulig a lage en Scree Test hvor egenverdiene blir
plottet mot den korresponderende PC’en. Dette plottet illustrerer endring i hastighet for
starrelsesorden til egenverdiene for PC’ene. Punktet hvor kurven bgyes indikerer det

maksimale antallet PC som er aktuelt a bruke i analysen.

PC «loadings» er korrelasjonen mellom en PC og den originale variabelen, og estimerer
informasjonen de deler seg imellom. Dette gir informasjon om betydningen av hver variabel
med tanke pa bidrag til variasjon til PC’en. Viser en variabel hgy korrelasjon med for
eksempel PC1 kan det indikere at variabelen assosieres med retningen til den maksimale
mengden variasjon i datasettet. Mer enn én variabel kan ha hgy korrelasjon med PC1. En sterk
korrelasjon mellom en variabel og PC2 viser at den variabelen er ansvarlig for den nest starste
variasjonen i datasettet loddrett pa PC1, og sa videre. Hvis en variabel ikke korrelerer til noen
av PC-ene, eller bare korrelerer med den siste PC tyder dette vanligvis pa at den variabelen

har liten eller ingen innflytelse pa variasjonen i datasettet. Derfor kan PCA indikere hvilke
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variabler i et datasett som er viktige og hvilke som kan vere av liten betydning (Moore 1981;
Smith 2002). PC-score er utledet av den sammensatte score beregnet for hver enkelt
observasjon basert pa egenvektoren for hver PC. Relasjonen mellom PC-score og PCA-
loadinger for to PC-er kan bli illustrert i et Bi-plot. Dette plottet visualiserer relasjonene
mellom observasjoner og variabler i multivariat data (Graffelman & van Eeuwijk 2005). For &
lage et bi-plot bgr dataene bli sett pd som en matrise hvor kolonner representerer variable

mens rader representerer observasjoner, og disse to dimensjonene plottes samtidig.

1.7 Oppgavens malsetning og fremdriften i arbeidet

16S rRNA genet gir ikke god nok opplgsning pa stammeniva. Identifikasjon av stammer er
viktig med tanke pa kartlegging av bakterieoverfgring fra mor til barn. Hovedmalsettningen
med denne oppgaven var a evaluere primere som gjer det mulig a utvikle en stammespesifikk
PCR som kunne brukes til identifikasjon av bakterier i morsmelk og avfering ved hjelp av

sekvensering med Illumina teknologien.
Spesifikke mal for & oppna hovedmalet var:

o A evaluere utvalgte primersett med tanke pa deres spesifisitet som kunne brukes til &
utvikle en stammespesifikk Illumina-sekvenserings-metode.

e A undersgke overfaringen av bakteriearter fra mor til barn ved hjelp av prever fra pro-
PACT studiet.

Fremgangen i arbeidet illustreres i figur 1.3.
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Figur 1.3 Flytskjema for denne oppgaven. Viser en skjematisk fremstilling av hovedgangen og delforsgk i
arbeidet. Del a) illustrerer forarbeider som ble gjort far forsgkene utfart med pro-PACT provene. Pilene
indikerer forlgpet av delforsgkene gjort i denne delen. Valg av primerpar og PCR optimalisering ble gjort i
forarbeidet. Del b) illustrer forsgkene utfart med pro-PACT prevene og DNA fra Genetic Analysis AS etter
evalueringen av hvilket primerparet som egnet seg for en stammespesifikk PCR. Pilene viser hvilke forsgk som
har blitt gjort med templatet i boksen pilen tar utgangspunkt i. Runder bokser indikerer at forsgket beskrevet kun
ble utfart med det prevematerialet beskrevet i boksen der pilen peker ut ifra.
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2. Materialer og metoder

2.1 Prgvematerialet

Prgvematerialet brukt i denne oppgaven stammer fra pro-PACT studiet og Genetic Analysis
AS. Avfaring- og morsmelk DNA fra pro-PACT var blitt isolert ved bruk av LGC Mag™
DNA ekstraksjonskit (LGC Genomics, UK) i henhold til instruksjoner fra produsenten. Av de
415 mgdrene som var kvalifisert til studien var det 278 mgdre som fullfarte. Avfgring og
morsmelk ble isolert fra 138 mgdre/barn par tilhgrende gruppen som hadde fatt Biola, og fra
140 mgdre/barn par som tilhgrte placebogruppen. Det ble avgitt morsmelksprever to ganger
fra de 278 mgadrene, en prgve 10 dager etter fadsel, og en preve 90 dager etter fgdsel. Fire
avfaringspraver ble avgitt fra det respektive barnet ved 10 dager, 90 dager, ett ar og to ar etter
barnets fadsel. Det ble i tillegg avgitt til sammen to avfaringsprgver fra mgdrene, en ved
svangerskapsuke 36 og en 90 dager etter fadsel. Fra disse prgvene ble det isolert DNA fra
1516 pregver totalt. Madre/barn parene ble valgt tilfeldig ut ifra DNA prevene som var
tilgjengelige, 10 par fra probiotikagruppen og 10 par fra placebogruppen. For barneavfgringen
ble provene fra 10- og 90 dager etter fgdsel valgt og paret med de to avgitte
morsmelksprgvene og avferingspregven fra mor tatt ved 90 dager etter fadsel, slik at det
tilhgrte fem praver per mor- barnpar som til sammen ga 100 prgver. Det ble anskaffet 89 ulike
prover med bakterielt DNA fra Genetic Analysis AS (GA) i Oslo (stammesamling).
Seleksjonen av DNA fra ulike fylum ble gjort tildels tilfeldig, samtidig som spesifikke
bakterier kjent for & kolonisere morsmelk og avfgring ble plukket ut. En oversikt over

prgvematerialet fra pro-PACT vises i figur 2.1.
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Figur 2.1 Skjematisk fremstilling av pravematerialet fra pro-PACT studiet. Avfgringen og morsmelken er isolert
fra 278 madre/barn par fordelt i probiotikagruppen med 138 mgdre og placebogruppen med 140 madre. Fra
hvert par er det plukket ut til sammen fem praver, morsmelk og avfaringspraver tatt ved 10- og 90 dager etter
fadsel i tillegg til en avfaringsprave fra mor tatt 90 dager etter fadsel.

2.2 Polymerase kjede reaksjon(PCR)

Reagenser og primere benyttet for PCR og sekvensering finnes henholdsvis i vedlegg A og

vedlegg B.

Den opprinelige protokollen fra Saruta et al (1995) ble modifisert og syklustiden for
hybridisering og ekstensjon ble endret. Det genomiske materialet brukt hadde en
konsentrasjon pa mellom 1-10 ng/ul, hvor det bakteriellet DNA fra GA hadde en
konsentrasjon pa 5 ng/ul. En mikroliter DNA ble blandet med en PCR-master miks bestaende
av falgende reaksjonsblanding: 1,25 U HOT FIREpol® DNA polymerase, 1x HOT FIREpol®
buffer B2, 2,5 mM Magnesium-diklorid (MgCl,), 0,2 mM dNTP, 0,2 uM forward primer og
0,2 uM reverse primer i DNase/RNase fritt vann til et sluttvolum pa 25 pl per reaksjon. For
morsmelksprgvene ble et volum pa 2 pl brukt. Reaksjonene ble utfart med en initiell
denatureringstemperatur pa 95 °C i 15 minutter. Temperaturen for denaturering og elongering
som ble brukt var henholdsvis 95 °C og 72 °C. Optimal hybridiserings temperatur ble satt til
55 °C. Navn pa primere, tid for denaturering elongering og hybridisering, samt antall

sykluser brukt er gitt i tabell 2.1.
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Tabell 2.1 Oversikt over Primere brukt til DNA amplifikasjon og sekvensering.

ITS 1:00 1:00 1:00 30 Saruta et
al.1997
tm 0:30 0:45 1:30 35 Kelly et al.
2001
ITS- 1:00 1:00 1:00 12 Denne
Illumina oppgaven
PRK 0:30 0:30 1.20 30 Yu et al.2005

2.2.1 Gradient PCR

For gradient PCR optimaliseringen ble samme reaksjonsblanding og temperaturer brukt som i
kapitel 2.2. Temperatur-intervallene ble satt til 45-66 °C ved a sette gradienten til 21 °C og
hybridiseringstemperaturen til 55,5 °C. Reaksjonen ble utfert med en initiell denaturering ved
95 °C i 15 min og samme tids-spesifikasjonener som i tabell 2.1 for ITS primersettet.

Amplikonene ble kontrollert med 1 % agarose gel.

2.2.2 Opprensing av PCR-produkt med AMPure ® XP

For & kunne fjerne overflgdig primere, primedimere, nukleotider, salter og polymerase ble
PCR-amplikonene renset manuelt med AMPure® XP kit. Denne metoden baseres pa SPRI
kuler som er paramagnetiske (magnetisk bare i et magnetisk felt), og hver kule er laget av
polystyren, omgitt av et lag med magnetitt, som er belagt med karboksyl-molekyler. Det er
disse som reversibelt binder DNA i narveer av polyetylen-glykol (PEG) og salt (vanligvis
NaCl). PEG farer til at negativt ladet DNA bindes til karboksylgruppene pa kuleoverflaten
(Witek et al. 2006). Hvis forholdet endres, endrer dette ogsa pa hvilken lengde fragmentene
har som binder/ikke binder seg til kulene. Ved lavere forholdet mellom kulene og DNA i
lgsningen vil det veere tilstedet flere lengre fragmenter ved eluering, siden mindre fragmenter
holdes igjen i bufferen og kastes i separasjonssteget tidlig i prosessen. En del av arsaken til
denne effekten er at DNA fragmentets stgrrelse pavirker den totale ladningen per molekyl,
hvor stgrre DNA molekyler har stgrre ladning og dette fremmer den elektrostatiske
interaksjonen med kulene og fortrenger mindre DNA-fragmenter. Det ble tatt ut 15ul av hvert
PCR-produkt og overfgrt til en ny mikrobrgnnplate. Til hver brgnn ble det tilsatt 15ul med



romtemperert AMPure® XP kuler. Prgvene ble pipettert forsiktig opp og ned 10 ganger for de
ble inkubert ved romtemperatur i fem minutter for  binde DNA. Etter inkubering ble platen
plassert i et magnetisk stativ i 2 minutter for & separere kulene fra lgsningen, supernatanten
ble pipettert ut uten & bergre de separerte kulene mens platen fortsatt befant seg i det
magnetiske stativet. Med platen plassert i det magnetiske stativet ble det tilsatt 100 pl nylaget
70 % etanol til hver brenn av reaksjonsplaten og inkubert i 30 sekunder ved romtemperatur.
Etanolen ble sa pipettert ut og kastet, vaskeprosessen ble gjentatt to ganger totalt. Da etanolen
kunne inneholde rester av kontaminering var det viktig & fjerne all etanolen fra bunnen av
brgnnene. Reaksjonsplaten ble beholdt i det magnetiske stativet og kulene luftterket i 15-20
minutter ved romtemperatur til etanolen var fordampet. Platen ble fjernet fra det magnetiske
stativet og det ble tilsatt 31,5 pl av elueringsbuffer (dH,O) til hver brgnn av reaksjonsplaten
og lgsningen ble blandet ved a pipettere den opp og ned 10 ganger fer platen ble inkubert ved
romtemperatur i 2 minutter. Etter inkubering ble reaksjonplaten plassert i det magnetiske
stativet i 2 minutter eller til supernatanten hadde fatt en klar farge. Uten a bergre kulene ble
30l av supernatanten overfart fra hver brgnn i reaksjonsplaten til en ny plate. Figur 2.2 viser

de ulike stegene ved DNA separasjon med SPRI kuler.

& Agencourt

AMPure XP Binding Separation Ethanal Wash Elution Buffer ~ Transfer

g.0 s g0 §

pr oo 2 VL ghabedd 5

e &Y &Y & “y 9

T "% - T e
- = Magnet Magrit Magni & +
1 1 3 4 5 &

Figur 2.2 SPRI teknologien illustrert med Agencourt AMPure XP. Figuren viser de ulike stegene som
utfares ved en separasjon med SPRI kuler. 1. PCR reaksjonen uten tilsatt AMPure XP kuler. 2. Binding av PCR
amplikoner til de magnetiske kulene. 3 Separasjon av PCR amplikoner bundet til magnetiske kuler fra
kontamineringer. 4. Vask av PCR amplikoner med etanol. 5. Eluering av PCR-amplikoner vekk fra de
magnetiske kulene 6. Overfgring av renset PCR produkt til ny plate/rer. Figuren er tatt fra Beckmans offisielle
hjemmeside.



Stammespesifikk karakterisering av mikrobiota hos mgdre og barn

2.3 DNA sekvensering

Det ble konstruert et primerbibliotek fra ITS primerparet (ITSF og ITSR) for lllumina. Totalt
inneholdt biblioteket 12 reverse primere og 8 forward primere. Det unike Illuminamerket
plassert mellom koloniamplifiseringsregionene og Illumina-sekvenserings-primeren pa
reversprimeren ble konstruert ved & reverskomplimentere indekssekvensene gitt i TruSeq
index sequences, indeks 1-12. Indekskoden i forward primeren er gitt i indeks 13- 20 i TruSeq
Index Sequences. For a kunne utfgre sekvensering med Illumina teknologien matte alle PCR-
produktene amplifisert med ITSIIumina primersett blandes til en preve for multipleksing.
Konsentrasjonen av DNA varierte for de ulike pravene, derfor var det ngdvendig a utfagre en
normalisering pa bakgrunn av kvantifisering med et spektrofluorometer (Qubit®). En DNA
konsentrasjon pa 50 ng, 100 ng og 200 ng for henholdsvis avfaringspravene, kontroller og
morsmelkprgvene ble bestemt. Det ble regnet ut volumer for hver prgve som skulle
tilfredsstille krave om de ulike DNA konsentrasjonene. Et utregningseksempel som viser
hvilke volumer som ble tilsatt fra hver blanding for & oppna den bestemte konsentrasjonen
finnes i vedlegg F. Det endelige DNA biblioteket ble blandet sammen til en sluttkonsentrasjon
pa 4 nM etter 16S Metagenomic Sequencing Library preparation protokollen for MiSeq fra
Illumina. Amplikonbiblioteket ble applisert pa IHlumina plattformen MiSeq® og sekvensert
med en sluttkonsentrasjon pa 10 pM, og MiSeq reagent kit v3 (600-cycle) fra Illumina ble
benyttet.

2.4 DNA kvalifisering og kvantifisering

2.4.1 Agarose gelelektroforese, kvalifisering av PCR produkt.

For a bekrefte tilstedeveerelsen og lengden pa amplikonene etter PCR, ble PCR-produktene
separert igjennom en agarosegel ved elektroforese. DNA er negativt ladet ved ngytral pH, da
deoksyribosen i DNA molekylet er koblet til en fosfatgruppe. Den negative ladningen farer til
at DNA vandrer mot den positive terminalen (anoden) nar den befinner seg i et elektrisk felt.
Agarosegelen inneholder porer som tillater separasjon av DNA fragmenter basert pa starrelse,
struktur og ladning. For a visualisere DNA kan et fargestoff benyttes som danner et kompleks
med DNA, dette komplekset fluoriserer under bestraling med UV-lys | denne oppgaven er
det brukt en agarosekonsentrasjon pa 1 % blandet ut i TAE-buffer. En mikroliter Loading

buffer bestdende av glyserol, fargestoff og GelRed ™ ble tilsatt til 5 ul av hver prove for



pafering pa gel. En 100 bp DNA ladder ble benyttet til & bestemme PCR-produktets starrelse
og konsentrasjon basert pa sammenligning med sterrelsesstandarden (ladder). For
visualisering av DNA-GelRed™ komplekset ble gel-dokumentasjons instrumentet Molecular
Imager® Gel Doc™ XR Imaging systemet benyttet. En fullstendig protokoll for stgping av

agarosegel finnes i vedlegg E.

2.4.2 DNA kvantifisering med Qubit

Qubit® fluorometer er et instrument som brukes til kvantifisering av DNA, RNA og protein.
Metoden tar i bruk fluoriserende farge for a bestemme konsentrasjonen av nukleinsyrer og
protein i en preve. Ved binding til DNA, sannsynligvis ved interkalering mellom basene,
inntar fargen en mer rigid form og blir intenst fluoriserende. Mengden av fluoriserende signal
fra blandingen mellom farge og DNA er direkte proporsjonal med konsentrasjonen av DNA i
lagsningen. Fluorometeret kan plukke opp dette signalet og bestemme DNA konsentrasjonen i
preven ved hjelp av DNA-standarder med kjent konsentrasjon. | denne oppgaven ble dsDNA
HS (high sensitivity) analysen brukt, og instrumentet ble kalibrert pa nytt far bruk ved hjelp
av standardene. En mikroliter fra hver preve ble kombinert med 199 pl arbeidslgsning jamfar

protokollen fra produsenten som vises i vedlegg E.

2.4 Dataanalyse

For & kunne analysere utbytte etter sekvensering og bestemme tilstedevaerelsen av
bakteriestammer ble det laget en modell for ITS sekvensene tilgjengelig fra genomdatabaser
pa NCBI. ITS regionen befinner seg i omradet mellom 16S og 23S omradet pa rRNA genet,
derfor ble det med start ifra 16S regionen ekstrahert ut et 300 bp langt omradet som ble
inkludert i modellen fra de tilgjengelige genomene. Det ble laget en modell med sakalte
operasjonelle taksonomiske enheter (OTU) ved hjelp av en Prinsipal komponent analyse
(PCA). De 300 bp lange sekvensene ble delt opp i heksamerer hvor leserammen ble flyttet en
og en nukleotide av gangen. Nedenfor faglger det et eksempel for illustrasjon.

Sekvensen "TAAATAAACC" kan deles opp i falgene heksamerer: "AAATAA", AATAAA’,
"ATAAAC", TAAACC ogingen "ACAAAC" for eksempel.



Stammespesifikk karakterisering av mikrobiota hos mgdre og barn

En tabell med disse heksamerene kan representere sekvensen som "1 11 1 0. Det finnes 46
mulige kombinasjoner av heksamerer. Disse listes opp i hver sin kolonne, og hver sekvens i
en rad. Hver sekvens skannes og radene fylles opp med 1" for hver heksamer som passer
jamfar eksempelet illustrert i tabell 2.2. Grunnen til at dette ble gjort er fordi det er mye
enklere og beregningsmessig mindre krevende a arbeide med tall enn med tegn. Det er pa

dette datasettet som genereres at PCA analysen utfares.

Tabell 2.2 Viser hvordan ulike heksamerer scores etter hvor ofte de opptrer i en sekvens.

"AAATAA" | 'AATAAA" | 'ATAAAC | TAAACC | ACAAAC
"AAATAAACC’ 1 1 1 1 0
"AATTACAAAC 0 0 0 0 1

Det er gnskelig a lage en modell som gir informasjon om hvordan de ulike heksamerene
passer inn i sekvensene som er grunnlaget for OTU’er ved & gi dem en enkelt score. Dette
oppnas ved a utfgre en PCA analyse pa datasettet for a gi en enkelt poengsum til hver sekvens
som er kombinert av de ulike heksamerene. PCA ville komprimere informasjonen i sakalte
prinsipal komponenter, som hver for seg har noe innvirkning fra hver faktor som i dette
tilfelle er de ulike heksamerer. Kolonner som viser samme mgnster komprimeres til en
kolonne da disse ikke bidrar til variasjon. Hvor mye hver av faktorene bidrar er definert ved
sakalte belastninger (loadings) jamfer seksjon 1.6 i introduksjonen. | analysen av
sekvenseringsdata for denne oppgaven ble fem prinsipal komponenter benyttet. Radataen ble
filtrert ved & bruke en Phred kvalitets score > 30, og ingen mutasjon i barkoden til primeren
ble tillatt. Dataene scores og plottes i et Bl-plot etter koordinater de far og et punkt utgjer en
OTU. Prgvene som analyseres projiseres sa pa modellen uten & pavirke denne og plasseres i
plottet ut ifra hvor de passer best. Dette kan generere ferre eller flere OTU’er en i den
opprinnelige modellen. Plasseres en prgve nerme et eksisterende punkt i modellen kan det
indikere likhet mellom disse. Avstanden fra en OTU til nermeste referanse i genomdatabasen
er representert med en avstandsscore. OTU’ene blir taksonomisk identifisert ut fra sine

narmeste referansenaboer. Analysen av radata ble utfgrt i MATLAB.
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3. Resultater

3.1 Sammenligning av ITS og tmRNA primersettene

Sammenligningen av kandidat primersettene ble gjort ved & amplifisere sekvensene for 16S

rRNA-23S rRNA spacer regionen og tmRNA regionen.

Tabell 3.1 Spesifisiteten av universelle ITS og tmRNA primere.”

Escherichia coli ++ - +++

Ao

Bifidobacterium db b

longum

! Forsgket ble utfart med tre paralleller for hver bakterieart. +, -: ampflifisering eller ikke amplifisering hhv og hvert tegn indikerer en parallell
2
Multiple band ble detektert.

PCR-produkt amplifisert med ITS primersett ble detektert for bade E. coli og B. longum, mens
PCR-produkt amplifisert med tmRNA primersett ble detektert for to paralleller med E. coli,
men ingen paralleller for B. longum, som vist i tabell 3.1. De amplifiserte produktene for
begge primersettene varierte i stgrrelse for begge testorganismene, en illustrasjon finnes i

vedlegg D. | videre forsgk ble ikke tmRNA primere inkludert.

3.2 Spesifisitet av ITS primere.

Sensitivitet og spesifisiteten til ITS primersettet ble videre evaluert ved & benytte ulike
bakterie arter til amplifisering, 85 av 89 arter ble amplifisert med primersettet, en oversikt
over amplifiseringen vises i tabell 3.2. Figur 3.1 a) viser et utklipp som illustrerer lengde
diversiteten av ITS regionen amplifisert innad en slekt, det komplette gelbildet vises i vedlegg
D. Lengden av de ulike spacerne varierte mellom 350-550 bp og flere PCR produkter kunne
observeres for ulike arter. Bakterieartene benyttet for amplifisering med ITS primesettet ble i
tillegg brukt til amplifisering med det universale primersettet for prokaryote organsimer.
Amplifiseringen med PRK primersettet resulterte i en detektering av 87 fra 89 ulike arter.
Ingen av de artene som ikke ga amplifisering med PRK korresponderte med arter som ikke
ble amplifiserte med ITS primersettet. PCR-produktene ga en fragmentstgrrelse pa rundt
500bp, og amplifikasjonen var generelt sterkere enn for amplifikasjonen med ITS primerne,

figur 3.1 b) illustrerer hva som menes med sterk og svak amplifisering.
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a)

500 bp

Figur 3.1 a-b a) Prgve 2-7: ITS regionen amplifisert innenfor arten Clostridium; prevel og 8: 100bp
molekylvektstandard. b) Band styrken viser hva som menes med sterk- og svak amplifisering.

Det universelle primerparet for porkaryote organismer fanget opp 97,7 % av de ulike artene
fra stammesammlingen, hvor av de to artene primersettet ikke amplifiserte tilhgrte fylum
Firmicutes. Lactobacillus salivarius og Streptococcus pyogenes ble ikke amplifisert med PRK
primersettet. ITS primersettet ga amplifisering ved agarosegel elektroforese for 95,5 % av
artene, hvor av de fire artene som ikke ga amplifisering var Faecalibacterium prausnitzii og
Veillonella atypica tilhgrende fylum Firmicutes, samt Hafnia alvei og Yersinia
pseudotuberculosis tilhgrende fylum Proteobacteria. En fullstendig oversikt over

stammesamlingen benyttet i denne oppgaven vises i vedlegg C.
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3.3 llluminasekvensering

3.3.1 Validering av metode

Kontrollene for denne oppgaven bestod av fire ulike sammensetninger, en hgy kompleks, en
middels kompleks, en med ulikt forhold og en enkelt organisme. Hver kontroll ble amplifisert
i to paralleller. Den hgy komplekse kontrollen bestod av 83 ulike bakteriearter (figur 3.2 A),
mens den middelskomplekse ble satt sammen av 10 ulike bakteriearter (figur 3.2 B).
Kontrollen som ble blandet sammen med ulikt forhold i mengden DNA tilsatt, bestod av de
samme artene som den middels komplekse, men halvparten av artene ble fortynnet 1:100 fra
en utgangskonsentrasjon pa 5 ng/ul (figur 3.2 C). Kontrollen som kun bestod av en art ble
utgjort av Ruminococcus albus og kun en parallell ble tatt med videre i analysen. Det ble
utfert en regresjonanalyse av kontrollene som bestod av to paralleller og
bestemmelseskoeffisienten R? var 0,9825, 0,9864 og 0,9929 for henholdsvis kontrollen med
hgy kompleksitet, kontrollen med middels kompleksitet og kontrollen med ulik DNA

mengde.

Det totale antallet OTU’er pavist per kontrollprave ga et hgyere antall enn forventet med
hensyn pa kompleksiteten kjent. Derfor ble grenseverdien justert til minimum to sekvenser
pavist per OTU istedenfor en grenseverdi pa en. Denne grenseverdien ga et totalt antall
paviste OTU’er som 1& naermere det forventete antallet. I gjennomsnitt ble det funnet 331,
122, 88 og 104 OTU’er ved en grenseverdi pa to sekvenser i henholdsvis kontrollen med hagy
kompleksitet, kontrollen med middels kompleksitet, kontrollen med ulik DNA mengde og
kontrollen bestdende av en art. Forholdet mellom tilstedevaerelsen av OTU’er for begge
parallellene og tilstedeveerelsen av OTU’er i kun en parallell ble kalkulert for hver kontroll.
Forholdene viste seg a veere 0,64, 0,61 og 0,65 for henholdsvis kontrollen med hgy
kompleksitet, kontrollen med middels kompleksitet og kontrollen med ulik DNA mengde. En

illustrasjon av forholdene ved ulik grenseverdi vises i vedlegg F.
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A) Kontroll med hgy kompleksitet
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C) Kontroll med ulik DNA mengde
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Figur 3.2 A-C) Regresjonanalyse av kontrollene med grunnlag i antall sekvenser funnet(lesninger) per OTU for
parallellene. Svart linje indikerer regresjonslinjen for kontrollene. Den hgy komplekse kontrollen bestod av
bakteriartene innhentet fra GA med unntak av Alistipes putredinis, Faecalibacterium prausnitzii, Hafnia alvei,
Veillonella atypica, Yersinia pseudotuberculosis og Leuconostoc mesenteroides. Kontrollen med middels
kompleksitet bestod av artene: Bacteroides intestinalis, Bifidobacterium longum subp infantis, Blautia
coccoides, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Finegoldia magna, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Oscillibacter valericigenes og Streptococcus equinus. Kontrollen med ulik DNA mengde
ble satt sammen av de samme artene som i kontrollen med middels kompleksitet, hvor av de fem farste nevnt ble
fortynnet.
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3.3.2 Dominerende OTU’er i prgvematerialet.

Det ble generert 2491 OTU’er totalt i provematerialet, der 1356 av disse hadde to eller flere
sekvenser. Forekomsten av de ulike OTU’ene ble benyttet til & estimere de ti mest

dominerende bakterieartene totalt. De dominerende artene fremstilles i tabell 3.3.

Av de ti mest dominerende OTU’ene totalt bidrar de som adresseres til streptokokker med syv
ulike arter som gar igjen i flertallet av pragvene. Streptococcus gordonii str. Challis substr.
CHL1 blir funnet igjen i flest prever totalt. OTU’en for Marinomonas mediterranea opptrer
hovedsakelig i morsmelk, og OTU’en for Alkaliphilus oremlandii opptrer i tilsvarende
mengde i bade morsmelk og avfering, og begge OTU’ene forekommer i feerrest antall prgver.
Generelt er det hgy forekomst av alle dominerende OTU’er i morsmelk med unntak av OTU
161 (Alkaliphilus oremlandii) som forekommer i 40 % og 24 % i henholdsvis prgver isolert
10 dager og 90 dager etter fadsel. | avfgringsprevene fra mgdre og barn er forekomsten til de
ulike OTU’ene mer varierende enn for morsmelk, hvor av spredningen i avfgring fra mgdrene
skiller seg ut i starre grad. Atte av ti OTU’er ble klassifisert med en scoreverdi pa null, mens
OTU’en for Streptococcus gallolyticus og en av to OTU’er for Streptococcus dysgalactiae

ssp. equisimilis ble tildelt en scoreverdi pa en.

Flere av de dominerende OTU’ene ser ut til & vise en sammenheng mellom bakteriearter
funnet i morsmelk og i avfering fra barn, som Streptococcus gordonii representert av OTU
88. En fremstilling av forekomsten til de ti mest dominante OTU’ene totalt i prevematerialet

innenfor hvert mor- barnpar vises i figur 3.3.
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Tabell 3.3 Gjennomsnittlig antall sekvensar og standardavvik innenfor d= ti mest dominants bakteriz OTUzne totalt og deres

forskomst i morsmelk og aviering.

OTURE Streptococcus gord omii 936,92 =121.5 (100} 20,9} (1007} 20,9}

str. Challis substr. CHI (96.4.) 8616 =2225 19232 £57 13524 1022 =308
6048

OTU34T | Streptococcus LRER S EX {100} 20,97 [ED)] 434

agalactias 2-21 {75.3) 1681.9 =434 3 10723 7352322 | 214296 46=14
£297 4

oTo3T: Straptococous BRE.I =548 (1007} (100 B8] (6] I8}
pneumornias 70383 (84.7) 16771 24330 | 98172723 | 102,01 £30.8 | 1531.8679 9.7 £2

OTU3TE Straptococous T e =353 {100} (100 4.3] {60) {2.1)
dwsgalactias ssp. {64.7 1233 2576 10037 33,5101 | 40,2 £18.0 6219
aquisimilis 167 DNA =278.4

OTUHT | Streptococcus 66,1 =33 F 93,5 (100 20,93 (60) 90,5
agalactias 2603 VIE (&7 1629421 432521200 [ 3104936 | 16342731 18,2 5.5

OTUTES | Staphvlococcus aursus 640336 {100} (54,8 (12, 7) {0} {1E.I)
5sp. aureus MSHR1132 {35.1) 8108 2093 728 £202 | 260,078 4 2E=08

OTUTET | Alksliphilus orzmlandi M3 43132 EN)] PEY] 43.4) (60) R
OhILAs {35.3) 1,8 =03 1.5 =04 8085 11804 0,502

£243 8 15179

OTU346 | Streptococcus ID3IE =106 {100} (100 (63,6 (100 24.5)
dwsgalactias ssp. {83.6) 5293 £136.7 4403216 | 264279 [ 304 2136 31209
aquisimilis 167 DNA

OTUTSH | harinomonas XL T=I8 .2 (100} LR (18] (20) 0.1}
meaditerransa MWE-1 (47.9) 4634 =119.6 321.6=147 0,5 =0,1 0.4 =02 0,5=02

OTUSE Straptococous IIB 6 =ITE 93.3) {1007 {81.5) [EL)] [EEEEY
gallolyticus ssp. {72.1) 12092312 91,6 £25 4 144 543 8.6 18 5.5 £16
gallolyticus ATOC
43143DNA

| Gjennomenittlip sa-vensartall foralle prevar o gjennomsnittsts standardaveil. ogdan prosantvis totls forskomstan aven OTU i prevematasialat.
I Totalt antall prever i dat raspeltive prevematarialst.
* Prosentvis forskomst av en OTU per prevekategori, og gjennomsnittlig sekvensantzll per OTU for det respektive prevematerialet
* Scoreverdisns srregnet ut som beskrevet i matedialer ogmatoder,
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Figur 3.3 Forekomsten av de ti mest dominerende OTUene totalt i morsmelk og avfernng isolert ved ulike tidspunkt hos morbam par




3. Resultater

14 av 19 mor og barn par hadde bade morsmelk og avfgringsprgver fra barn med i analysen
(figur 3.3). Det kunne pavises tilstedeverelse av samme dominante OTU mellom mor og barn
for minst en dominerende OTU hos de 14 parene. De mest stabile OTU’ene med tanke pa
forekomstens hos bade mor og barn var OTU88 (Streptococcus gordonii str. Challis substr.
CH1) og OTU349 (Streptococcus agalactiae 2-22), mens OTU161 (Alkaliphilus oremlandii
OhILAs) og OTU1964 (Marinomonas mediterranea MMB-1) viste lavest overlapp mellom
mor og barn. Ingen par kunne pavises tilstedevarelsen av alle de dominante OTU ene hos
bade mor og barn, og tilstedeveerelsen av OTU ene varierte mellom 2 og 8 per par. | tillegg
kunne OTU161 ikke observeres i morsmelkspraver isolert 90 dager etter fgdsel. OTU164
(Staphylococcus aureus) kunne ikke bli funnet igjen i avfaringspraver isolert fra barn 90
dager etter fadsel. | gjennomsnitt ble det funnet igjen 6 av de 10 dominante OTU’er i bade
mor og barn for parene der mgdrene fikk Biola, og 6,5 av 10 dominante OTU’er i parene der
medrene fikk placebo Biola. Alle OTU’ene adressert til streptokokker ble funnet & veere til
stede i morsmelkprgvene ved minst et tidspunkt for alle madrene, og forekomsten sa ut til a
holde seg stabil over tid for de fleste individene. Forekomsten av de dominante OTU’ene sa ut
til & endre seg over tid i avferingen fra barn, og avfgring fra mor hadde lavest forekomst
totalt.
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4. Diskusjon

4.1 Evaluering av Hlumina ITS sekvenserings metode

Spesifisiteten til ITS primerne ble bekreftet ved utferelse av en PCR med ulike bakteriearter,
der iblant arter som vi forventet a finne igjen i morsmelk og avfaring. Disse artene ble ogsa
amplifisert med det universelle primersettet for prokaryote organismer (PRK) for a kunne
utelukke at en eventuell negativ amplifisering skyldtes ITS primersettet. Denne
sammenligningen viste hgy grad av amplifisering > 95 % for begge primersettene, med
representanter fra alle fylaene som ble testet. Det ble derfor konkludert med at ITS primerne

ikke utelukket viktige bakteriegrupper.

Reproduserbarheten av Illumina sekvensresultatene ble gjennomgatt ved en regresjonsanalyse
utfart pa kontrollene. Det viste seg at parallellene ga veldig lik informasjon, som ble indikert
ved en hay verdi for bestemmelses-koeffisienten (R?). Det farer til at man kan stole p& at en
gjentatt utferelse av analysen pa samme preve vil gi likt resultat. Derimot var det totale
antallet OTU’er pavist i kontrollene hgyere enn forventet. Det er sannsynlig at en
overestimering av OTU’er skyldes sekvenseringsfeil. For & minske antallet av falske OTU’er
sa vi derfor bort fra de med bare en sekvens. Dette forbedret forholdet, men fortsatt ble det

pavist over 100 OTU’er for kontrollen som bestod av en bakterieart.

For & unnga falske OTU’er, undersekte vi fordelingen av de 10 mest dominante OTU’ene i
pro-PACT pravene. Disse var ogsa godt klassifiserte og hadde hovedsakelig en scoreverdi pa
null. Pavisningen av OTU’er som ble adressert til bakterier som lever i miljger som ikke har
en sammenheng med morsmelk eller avfering gir en indikasjon pa feilklassifisering.
Streptococcus pneumoniae er anerkjent for a forarsake lungebetennelse hos mennesker, men
hos friske individer kan den bli funnet igjen i nesehulen uten a skape infeksjoner (Bogaert et
al. 2004). Denne bakterier er ikke funnet i morsmelk tidligere, men er nzrt beslektet med de
dominerende streptokokkartene som er funnet i morsmelk, slik at det er nerliggende a tro at
den er en feilklassifisert streptokokk (Martin et al. 2004). OTU161 og OTU1964 ble adressert
til henholdsvis Alkaliphilus oremlandii OhlILAs og Marinomonas mediterranea, som hadde
lavest spredning i pro-PACT datasettet. A. oremlandii var tidligere Kklassifisert som
Clostridium spp. OhILAs og har blitt isolert fra elv-sedimenter i Ohio (Fisher et al. 2008),
mens M. mediterranea er en melanin produserende bakterie isolert fra hav (Herndndez-

Romero et al. 2003). Clostridium er funnet igjen i avfering og morsmelk hos henholdsvis
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friske barn og madre, derfor er det neerliggende a tro at A. oremlandii er en feilklassifisert
Clostridium (Collado et al. 2009; Favier et al. 2002; van Nimwegen et al. 2011).
Feilklassifisering er en begrensning ved metoden og sannsynligvis skyldes det for lite sekvens
informasjon for ITS omradet. Om 16S rRNA omradet hadde blitt brukt, ville det vaert mye
mer sekvensinformasjon tilgjengelig, men begrensningen ligger i at det ikke er mulig & oppna
like god opplasning. Videre kan feilklassifisering skyldes enkelte forskjeller i ITS sekvensene

som ikke ble oppfattet nar vi kun valgte ut 300bp lange sekvenser fra referansesgenomene.

Det ble ikke identifisert OTU’er tilhgrende fylum Bacteriodetes, eller slekten Bifidobacterium
som er assosiert med bade mage-tarm kanalen og morsmelk hos menneske (Albesharat et al.
2011; Collado et al. 2009; Martin et al. 2007). Flere arter tilhgrende fylumet Bacteriodetes og
slekten Bifidobacterium var inkludert i stammesamlingen brukt for & bestemme spesifisiteten
til ITS primerne. Alle disse ga amplifikasjon som forteller at en ikke identifisering
sannsynligvis ikke skyldes primere, eller at prevene analysert ikke inneholdt fylumet
Bacteriodetes eller slekten Bifidobacterium Beklageligvis ble ingen arter tilhgrende
Bacteriodetes eller Bifidobacterium inkludert i modellen selv om flere av disse var
genomsekvenserte. Sannsynligvis skyldtes det at primerregionen inneholdt flere mutasjoner

enn det seleksjonskriteriet tillot

4.2 Pavisning og forekomst av dominerende OTU’er i pro-PACT pravene

Ingen OTU’er adressert til de probiotiske bakteriene Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus acidophilus La-5 og Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb-12 fra Biola ble
funnet igjen blant de dominerende OTU’ene i provene. Vi fant at syv OTU ’er funnet blant de
ti mest dominante, ble adressert til ulike arter innenfor slekten streptokokker. I henhold til
litteraturen har streptokokker og stafylokokker ofte blitt funnet igjen som en del av de
dominante bakterieartene i morsmelk (Albesharat et al. 2011; Collado et al. 2009; Heikkild &
Saris 2003; Martin et al. 2007; Martin et al. 2004) . Hunt et al (2011) kunne pévise at
streptokokker og stafylokokker dominerte morsmelk hos de fleste mgdre, mens slektene
laktobasiller og bifidobakterier ble pavist i mindre grad. Dette resultatet stetter ogsa var
observasjon. Forskjellene funnet i morsmelkens bakterielle sammensetning, kan skyldes
genetiske, kulturelle, miljgmessige, eller diett forskjeller mellom individene. Videre kan
forskjell i lokaliseringen av madrene og primerne brukt vaere ansvarlig for de ulike resultatene

(atsunenko et al. 2012). OTU’ene som ble adressert til streptokokker, kunne observeres i
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morsmelkprgvene til alle mgdrene ved minst et tidspunkt. Dette funnet kan stgtte opp om
teorien som hevder at morsmelk kan besta av en «kjerne» sammensetning av bakterier (Hunt
et al. 2011). Det er i kontrast med det som tidligere er pavist for tarmens mikrobiota, der ingen
OTU’er i starre flertall er delt mellom individer (Turnbaugh et al. 2009). De dominante
OTU’ene hadde lavest spredning i avfering fra mor. Dette kan forklares med at konseptet der
menneskets tarmflora bestar av et «kjerne» sett med arter, blir stadig mer usannsynlig, og
observasjonen om at mennesker trolig deler en funksjonell «kjerne» mikrobiota virker
troverdig (Lozupone et al. 2012). Forekomsten av 8 dominante OTU’er sa ut til & vere stabile
i morsmelken over tre maneder innen en mor. Dette er i trdd med en studie som viste at
sammensetningen av bakterier i ulike omrade av mikrobiotaen i menneske, i et enkelt individ,

er godt tilpasset og ofte stabil over tid (Costello et al. 2009).

OTU88 var den mest dominerende OTU’en totalt. Denne OTU’en ble adressert til
Streptococcus gordonii. S. gordonnii er en kommensal streptokokk som finnes igjen i
munnhulen hos menneske, hvor den kan forarsake plakk (Loo et al. 2000). Det er blitt funnet
streptokokker i morsmelk med opprinnelse hos menneskets munnflora i tidligere vurdering av
den bakterielle sammensetningen i morsmelk. Disse er ogsa funnet igjen i munnhulen hos
spedbarn (Heikkila & Saris 2003). Dens relative forekomst sa ut til & veere den samme i
morsmelk og avfgring hvor mor hadde fatt Biola, uavhengig av tidspunkt for isoleringen. Det
ble ogsa pavist patogene arter blant de dominerende OTU’ ene. Disse kan viderefares fra mor
til barn gjennom fagdselskanalen, og ved inntak av infisert morsmelk, som kan fare til
livstruende infeksjoner hos nyfedte (Bingen et al. 1992; Heikkila & Saris 2003).
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, Streptococcus dysgalactiae og Staphylococcus
aureus kan pavises i menneskets mage -tarm -kanal og i kjeden hos kvinner (Albesharat et al.
2011; Domelier et al. 2008; Heikkila & Saris 2003; Tettelin et al. 2002). Litteraturen avslgrte
at disse tre artene er funnet igjen tidligere i morsmelk, og var studie kan veere med pa a
bekrefte at de kan forekomme i symptomfrie magdre (Albesharat et al. 2011; Carroll et al.
1979; el-Mohandes et al. 1993; Heikkild & Saris 2003; Olver et al. 2000). S. gallolyticus
skilte seg ut med tanke pd at dens scoreverdi ble bestemt til & vaere en. OTU’en for
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis fikk tildelt en hgy scoreverdi. Sannsynligvis
skulle denne klassifiseres som en annen art tilhgrende slekten streptokokker, som ikke ble

inkludert i modellen
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4.2 Overfering fra mor til barn, og bakteriell opprinnelse i morsmelk

Det er kjent at den bakterielle sammensetningen av spedbarnets fekale flora gjenspeiler den
bakterielle sammensetningen funnet i morsmelk (Heikkil&d & Saris 2003; Martin et al. 2004). |
resultatene, som oppsummerte pavisningen av de dominante OTU’ene i de ulike mor -barn
par, var det mulig & observere overlapp i mormelk og avfaring fra barn (vedlegg G). Da det
var mulig a identifisere bakteriene pa stammeniva, gir dette en sterk indikasjon pa direkte
overfgring av bakterier mellom mor og barn. Mikrobiotaen hos spedbarn er relativt flyktig og
endringer forekommer tidlig i livet, med en gkning i mangfold og stabilitet over de tre forste
levearene (Favier et al. 2002; Yatsunenko et al. 2012). Denne trenden kunne observeres i
forekomsten av OTU’ene i avfaringen isolert fra barn, da den sa ut til & endre seg med tiden.
Det var vanskelig & finne et klart mgnster i pavisningen av de dominante OTU’ene med
hensyn pa om mor hadde fatt Biola eller ikke. Det var mulig & se sma forskjell pa forekomsten
i avfaringsprevene, hvor OTU’ene pavises i et faerre antall praver for barn med mgdre som
ikke fikk Biola. Signifikansen ble ikke regnet ut for disse forskjellene, derfor kan denne
trenden ikke bekreftes med sikkerhet. Det har blitt foreslatt at kommensale bakterier isolert
fra morsmelk, som streptokokker, og probiotiske bakterier har potensialet til & forebygge
vekst av S. aureus i nyfgdte (Heikkild & Saris 2003; Sprunt & Leidy 1988). Vi observerte at
OTU’en adressert til S. aureus ble pavist i flere avfaringspraver isolert 10 dager etter fadsel
fra barn hvor mgdrene hadde fatt Biola, enn i praver hvor mor ikke hadde fatt dette tilskuddet.

Men OTU’en kunne ikke pavises i avfaringspravene 90 dager etter fadsel.

Flere teorier eksisterer, om hvordan morsmelken hos menneske koloniseres, og om de
ngyaktige mekanismer som farer til at bakteriene nar melkekjertlene. Teoriene kan primert
deles inn i at pavisningen av bakterier skyldes aktiv migrering eller kontaminering. Aktiv
migrerings hypotesen gar ut pa at i det minste noen av bakterier ifra tarmen hos mor skal
kunne na melkekjertlene gjennom en endogen rute, der dendrittiske celler eller makrofager
fungere som berere (Martin et al. 2004). Kontamineringsteorien pastar at morsmelk
forurenses med bakterier fra mors hud eller barnets munnhule. En studie har vist at det skjer
en hgy grad av tilbakegaende stramning av morsmelk, tilbake inn i melkekjertlene, under
amming (Ramsay et al. 2004). Denne tilbakestramningen kan pavirke utveksling av bakterier
fra barnets munnhule til morsmelk. Det har ogsa blitt vist at den bakterielle sammensetningen
i munnhulen hos spedbarn og voksne, er dominert av streptokokker (Aas et al. 2005; Smith et

al. 1993). Som nevnt tidligere, var flertallet av dominerende OTU’er i morsmelkprgvene vi
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analyserte adressert til slekten streptokokker, hvor av den mest dominante OTU’en totalt
(OTU88) stammet fra menneskets munnhule. Selv om denne OTU’en ble pavist i alle
avfaringsprever fra mor, er denne observasjonen med pa a stette hypotesen om at bakterier i
spedbarn spytt pavirker koloniseringen i morsmelk. Bakterier i munnhulen vil kunne bli
overfgrt til mage-tarm-kanalen gjennom spytt og mat, og derfra bli skilt ut gjennom avfaring.
Marteau et al (2001) sa at den bakterielle flora i blindtarmprgver skilte seg kvantitativt og
kvalitativt fra den fekal floraen i avfgringsprever. Sa selv om avfgringsprgvene fra mor kunne
pavise OTU88, betyr ikke dette at den er en del av bakteriefloraen i mage-tarm som kan
transporteres til melkekjertlene. Det er kjent at bakterier som stammer fra munn, kan entre
blodbanen og vandre derfra til hjerte og forarsake endokarditt (Dajani et al. 1997; Sommer et
al. 1992). A hevde at bakterier fra munnhulen til mor kan vandre gjennom blodbanen til
melkekjertlene hadde veert en vagal hypotese a hevde, men det finnes ingen studie som kan
bekrefte denne pastanden. Flere studier styrker og svekker begge teoriene for kolonisering av
morsmelk. Mekanismen bak overfaringen av bakterie til melkekjertlene ser ikke ut til & veere
svart- hvit, og opprinnelsen til i det minste noen av bakteriene funnet i morsmelk kan veere

arts-avhengige.
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5 Konklusjon og videre arbeid

Sekvenseringteknologien er stadig under utvikling, og bakteriell sekvensinformasjon
tilgjengelig gker i takt med denne utviklingen. To primersett ble evaluert med tanke pa deres
egenskaper som kunne gjgre dem egnet for en stammespesifikk PCR. Bruken av universelle
primere, designet for ITS omradet, virket lovende for & kunne identifisere bakterier pa
stammeniva. Denne informasjonen vil kunne vere med pa & utfylle eksisterende
sekvensinformasjonen gitt av taksonomiske undersgkelser basert pa 16S rRNA genet.
Identifikasjon av bakterier pd stammeniva var essensielt for a kunne styrke tidligere
observasjoner om bakteriell overfgring mellom mor og barn. Det vil ogsa kunne veere nyttig
for debatten om bakteriell opprinnelse i menneskets ulike mikrobiotaer. Nar
klassifiseringsmodellene har forbedret seg tilstrekkelig, vil det vaere mulig a undersgke pro-
PACT prgvene pa nytt for & avdekke tilstedevaerelsen av de probiotiske bakteriene fra Biola.
Det vil veere ngdvendig for a kunne si med sikkerhet, at det er bakteriene i Biola som ser ut til
a ha en preventiv effekt pa allergiutvikling hos barn. Dessverre er det slik at bioinformatiske
verktgy ikke klarer & holde fglge med den gkende sekvensinformasjonen tilgjengelig (Metzker
2010). Derfor vil det kreve mer arbeid for & optimalisere klassifiseringsmodeller, for a sikre
en ngyaktig identifisering av bakterier.

Pro-PACT studie bestod av 278 mor -barnpar som fullfgrte studien, men vi bare sa pa en liten
del av deltagerne. Vi kunne ikke observere karakteristiske trender mellom prgver avhengig av
om mor hadde fatt Biola eller ikke. Det hadde veert interessant a se pa flere deltagere for a
kunne fastsla ulikheter i forekomsten av bakterier, mellom Biola og placebo gruppen.
Resultatene utvalgt for denne oppgaven reflekterer bare en liten del av datasettet generert. Det
ligger mer informasjon der som kan vare spennende. Videre arbeid kan vere a ta hele
datasettet i betraktning og utfare nye analyser, som kan gi et stgrre bilde av ITS omradets
evne til & identifisere bakteriestammer. Referansesekvensene som ikke ble fanget opp under
OTU genereringen bgr inkluderes i modellen. Et gjentak av preveanalysen etter forbedring av
modellen vil kunne gi et resultat som bedre reflekterer bakterieinnholdet i pro-PACT pravene.
| tillegg kan flere manster for overfgring av bakterier mellom mor og barn, samt diversiteten
av morsmelk og avfgring pa stammeniva, avdekkes. For & styrke pastanden om
bakteriesammensetningen i morsmelk har sin opprinnelse i bakterier fra munnhulen, vil det

veere hensiktsmessig a analysere spyttprgver fra mor og barn par.
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Vedlegg A: Materialer og utstyr

A.2 Tabell over laboratorieutstyr , instrumenter og programvare brukt i denne oppgaven.

A.1 Tabell over reagenser og kit laboratorieutstyr og instrumenter. brukt i denne oppgaven.

| Produktnavn Produsent
UltraPure™ Agarose Invitrogen™ Life Technologies™, USA
MilliQ vann Millipore Corporation, USA

Nuklease fritt vann

Amresco®, USA

100 bp ladder

Solis BioDyne, Estland

1 kb ladder Solis BioDyne, Estland
dNTP’er og MgCI2 Solis BioDyne, Estland
Alle primere Invitrogen™ Life Technologies™, USA

HOT FIREpol® DNA polymerase

Solis BioDyne, Estland

Agencourt®AMPure XP® kit -for PCR
rensing

Beckman Coulter, USA

GelRed™

Biotium, USA

DNA Loading Dye Buffer Blue 6x

Solis BioDyne, Estland

Etanol 96 %

Arcus Kjemi, Norge

Qubit™ dsDNA HS Assay kit

Invitrogen™ Life Technologies™, USA

PhiX Control v3

Hlumina, USA

MiSeq reagent kit v3 (600-cycle)

IHlumina, USA

Navn
Eppendorfrar, 1,5 mi

Produsent

Eppendorf, Tyskland

Qubit® assay rar

Invitrogen™ Life Technologies™, USA

AB-1100 Thermo Fast 96 PCR plate

ThermoScientific, USA

Film for 96-bregnners plate (AB-0558)

ThermoScientific, USA

MiSec® sequencer

IHlumina, USA

MasterCycler® gradient

Eppendorf, Tyskland

96 brgnns Super Magnet plate

Alpaqua®, USA

Molecular Imager® Gel Doc™ XR Imaging
System

Bio-Rad laboratories, USA

GeneAmp® PCR system 9700

Applied Biosystems, USA

Qubit™ Fluorometer 1.0

Invitrogen™ Life Technologies™, USA

Wide Mini-Sub® Cell GT, gelelektroforese
system

Bio-Rad laboratories, USA

KuroGEL MaxiPlus 25, gelelektroforesesystem VWR, USA
MATLAB (Matrix Laboratory) MathWorks
Quantity One v.4.6.7 BioRad

Qubit® Data Logger og Qubit® Firmware

Invitrogen™ Life Technologies™, USA

Microsoft Excel, Microsoft Word 2010

Microsoft©
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Vedlegg B: Primer sekvenser

Tabell B.1 Primere benyttet i PCR reaksjoner.

Sekvens (5°-37) Malorgansime Referanse
ITSF GGTGAAGTCGTAACAAG Prokaryote Saruta et al. 1995
ITSR TGCCAAGGCATCCACC Prokaryote Saruta et al. 1996
tm F GGGGCTGATTCTGGATTCG Prokaryote Kelley et al. 2001
tmR GCTGGSGGGAKTTGAACC Prokaryote Kelley et al. 2001
PRK341 F CCTACGGGRBGCASCAG Prokaryote Yu et. Al (2004)
PRK3806 R GGACTACYVGGGTATCTAAT Prokaryote Yu et. Al (2004)

Tabell B.2 Revers ITSillumina primere, unikt illumina-tag i kursiv.

1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

3 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

4 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

5 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTCTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

6 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

8 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

9 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

10 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

11 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC

12 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CTTGCCAAGGCATCCACC
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Tabell B.3 Forward ITSillumina primere, “primer tag” i kursiv

nr Sekvens (5'- 3")

1 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGTCA
AGGTGAAGTCGTAACAAG

2 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGTTC
CGGTGAAGTCGTAACAAG

3 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATGTC
AGGTGAAGTCGTAACAAG

4  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCGTC
CGGTGAAGTCGTAACAAG

5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTAGA
GGGTGAAGTCGTAACAAG

6 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTCCG
CGGTGAAGTCGTAACAAG

7 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGAA
AGGTGAAGTCGTAACAAG

8 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGGC
CGGTGAAGTCGTAACAAG
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Tabell C.1 Stammesamlingen benyttet ved evaluering av ITS primer spesifisitet

Art Prgvenr Stamme Referanse
Akkersmania municiphila 2 DSM 22959 Selma Kreso
Alistipes putredinis 3 DSM 17216 Selma Kreso
Bacteroides cellulosilyticus 4 DSM 14838 Selma Kreso
Bacteroides fragilis 6 DSM 2151 Selma Kreso
Bacteroides intestinalis 5 DSM 17393 Selma Kreso
Bacteroides thetaiotamicron 7 DSM 2079 Selma Kreso
Bacteroides uniformis 8 DSM 6597 Selma Kreso
Bacteroides vulgatus 9 DSM 1447 Selma Kreso
Bifidbacterium longum subsp infantis 1 DSM 20088 Selma Kreso
Bifidbacterium longum subsp longum 10 DSM 20219 Selma Kreso
Bifidbacterium adolescentis 12 DSM 20083 Selma Kreso
Bifidbacterium angulatum 13 DSM 20098 Selma Kreso
Bifidbacterium breve 15 DSM 20213 Selma Kreso
Bifidbacterium catenulatum 16 DSM 16992 Selma Kreso
Bifidbacterium dentium 17 DSM 20436 Selma Kreso
Bifidbacterium gallicum 18 CCUG 34979 Selma Kreso
Blautia coccoides 19 DSM 935 Selma Kreso
Burkholderia oklahomensis 20 DSM 21774 Selma Kreso
Butyrivibrio fibrisolvens 21 DSM 3071 Selma Kreso
Campylobacter curvus 22 DSM 6644 Selma Kreso
Citrobacter youngae 23 DSM 17578 Selma Kreso
Clostridium asparagiforme 24 DSM 15981 Selma Kreso
Clostridium leptum 25 DSM 753 Selma Kreso
Clostridium perfringens 28 DSM 756 Selma Kreso
Clostridium ramosum 29 DSM 1402 Selma Kreso
Clostridium saccharolyticum 30 DSM 2544 Selma Kreso
Corynebacterium aurimucosum 31 DSM 44532 Selma Kreso
Desulfomonas pigra 32 DSM 749 Selma Kreso
Dialister invisus 33 DSM 15470 Selma Kreso
Dorea longicatena 34 DSM 13814 Selma Kreso
Eggerthella lenta 35 DSM 2243 Selma Kreso
Enterobacter aerogenes 35 DSM 30053 Selma Kreso
Enterobacter hormaechei oharae 37 CCUG 53905 Selma Kreso
Enterococcus faecalis 40 DSM 20478 Selma Kreso
Enterococcus faecium 41 DSM 20477 Selma Kreso
Escherichia coli 42 DSM 30083 Selma Kreso
Eubacterium cylindroides 43 DSM 3983 Selma Kreso
Eubacterium rectale 44 DSM 17629 Selma Kreso
Faecalibacterium prausnitzii 45 DSM 17677 Selma Kreso
Finegoldia magna 46 DSM 20470 Selma Kreso
Fusobacterium periodonticum 48 DSM 19545 Selma Kreso
Gemella haemolysans 49 CCUG 53991 Selma Kreso
Hafnia alvei 50 DSM 30163 Selma Kreso
Helicobacter pylori 51 DSM 21031 Selma Kreso
Klebsiella oxytoca 54 DSM 5175 Selma Kreso
Klebsiella pneumoniae 55 DSM 30104 Selma Kreso
Lactobacillus acidophilus 58 DSM 20079 Selma Kreso
Lactobacillus amylolyticus 59 DSM 11664 Selma Kreso
Lactobacillus brevis 57 DSM 20054 Selma Kreso
Lactobacillus fermentum 61 DSM 20052 Selma Kreso
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Lactobacillus gasseri 62 DSM 20243 Selma Kreso
Lactobacillus paracasei 63 DSM 5622 Selma Kreso
Lactobacillus plantarum 64 DSM 20205 Selma Kreso

Lactobacillus reuteri 65 DSM 20053 Selma Kreso
Lactobacillus rhamnosus 56 DSM 20021 Selma Kreso
Lactobacillus salivarius 66 DSM 20554 Selma Kreso

Lactococcus lactis subsp. Lactis 67 DSM 20481 Selma Kreso
Leuconostoc mesenteroides 68 DSM 20346 Selma Kreso
Listeria monocytogenes 69 DSM 20600 Selma Kreso
Mobiluncus curtisii 70 CCUG 17762 Selma Kreso
Mycoplasma orale 71 DSM 25590 Selma Kreso
Neisseria subflava 72 DSM 17610 Selma Kreso
Oscillibacter valericigenes 73 DSM 18026 Selma Kreso
Parabacteroides johnsonii 74 DSM 18315 Selma Kreso
Parascardovia denticolens 75 DSM 10105 Selma Kreso
Prevotella marshii 76 DSM 16973 Selma Kreso
Prevotella oralis 77 DSM 20702 Selma Kreso
Proteus mirabilis 80 DSM 30116 Selma Kreso
Proteus vulgaris 81 DSM 13387 Selma Kreso
Pseudomonas aeruginosa 82 DSM 50071 Selma Kreso
Roseburia inulinivorans 83 DSM 16841 Selma Kreso

Ruminococcus albus 84 DSM 20455 Selma Kreso

Salmonella bongori 85 DSM 13771 Selma Kreso

Salmonella enterica 86 DSM 17058 Selma Kreso

Serratia marcescens 87 DSM 30121 Selma Kreso

Shigella dysenteriae 88 CCUG 9565 Selma Kreso

Shigella sonnei 89 DSM 5570 Selma Kreso
Staphylococcus aureus 90 DSM 20231 Selma Kreso
Staphylococcus epidermis 91 DSM 20044 Selma Kreso
Streptococcus agalactiae 93 DSM 2134 Selma Kreso
Streptococcus equinus 94 DSM 20558 Selma Kreso
Streptococcus infantarius 92 DSM 22957 Selma Kreso
Streptococcus mitis 95 DSM 12643 Selma Kreso
Streptococcus oralis 96 DSM 20066 Selma Kreso
Streptococcus pneumoniae 97 DSM 20566 Selma Kreso
Streptococcus pyogenes 98 DSM 20565 Selma Kreso
Veillonella atypica 100 DSM 20739 Selma Kreso
Veillonella dispar 99 DSM 20735 Selma Kreso
Yersinia pseudotuberculosis 101 DSM 8992 Selma Kreso
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Vedlegg D Agarosegel bilder

500bp

500bn

Figur D.1 Deteksjon av 16S-23S rRNA spacer region og tmRNA region med universelle primere. Prgve 2-10
ble amplifisert med ITS; prove 11-14 og 17-21 ble amplifisert med tmRNA primersettet. Prgve 1: 100bp ladder;
Prgve 2, 5 og 8: Escherichia coli; prgve 3,6 og 9: Bifidobacterium longum; prave 4, 7 og 10: negativ kontroll;
preve 11, 14 og 19: Escherichia coli; preve 12, 17 og 20: Bifidobacterium longum ; prgve 13, 18 og 21: negativ
kontroll; prgve 15: 100bp ladder ; prgve 16: 1kb ladder; prgve 30: 100bp ladder. Prave 22-29 er blanke.
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Figur D.2 Stammesamlingen amplifisert med ITS primersett for evaluering av spesifisitet. Prave 1, 26, 27, 52,
53, 78, 79 og 104; 100bp ladder. Prgvenummer i gelbildet korresponderer med prgvenummrene vist i tabell C.1.
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Vedlegg E Protokoller

E.1 1% agarosegel elektroforese

Reagenser:

50 x TAE- buffer

UltraPure™ Agarose

GelRed™ blandet med 6X Gel Loading Dye (1:2)

100 bp DNA ladder

Fremgangsmate:

1. 1.0 g agarose ble blandet i 100 ml 50 x TAE-buffer, og varmet i en mikrobglgovn
all agarose var opplast.

3. En passende stgpeform med brennkam ble festet i en tvinge, og den flytene
agaroselgsningen ble helt over. Ved avkjgling stivner lgsning til gel. Etter 20 minutter
ble stepeformen med agarosegelen overfaret til et elektroforesekar med 50 x TAE buffer.
4. | den farste brennen ble starrelsesstandarden bestaende av falgende reagenser
applisert:

4 uL 100 bp DNA ladder

1 uL GelRed™ blandet med 6X Gel loading dye

5. Pravene ble applisert til de resterende brennene; 5 uL PCR-produkt ble blandet med1 pl
GelRed™ og 6X Gel loading dye.

6. Elektroforese ble utfaret med en spenning pa 90 V, til prevende hadde migrert
tilstrekkelig (30-40 min; 90 min for stor gel).

7. DNA fragmentene ble visualisert i et gel-dokumentasjons system.



E.2 Qubit protokoll

AUICK

QU |.'.)it.|-M Assays REFERENCE

www.invitrogen.com/qubit

CARD

MOTE: For best results, store the dye and the buffer at room
temperature. Store the DNA, RNA, and protein standards at 4°C.
Ensure that all assay reagents are at room temperature before you

begin.

1.

Set up two Assay Tubes for the standards (three for the protein
assay) and one tube for each user sample.

Prepare the Qubit™ Working Solution by diluting the Qubit™
reagent 12200 in Qubit™ buffer. Prepare 200 pl of Working
Solution for each standard and sample.

Prepare the Assay Tubes® according to the table below.

Standard User Sample
A ssay Tubes Assay Tubes

Valume of Working Solution
{from step 2) to add

Valurme of Standard
ifrom kit) to add

Valume of User Sample to add — 1-20pL

190 uL 180-199 pL

0pL —

Total Violume in each Assay Tube 200 puL 200 pL

* Use only thin-wall, dear 0.5 mL PCR tubes. Acceptable tubes include
Qubit® assay tubes (set of 500, Cat. no. Q3 2856] or Axygen PCR-05-C
tubes (WVWR, part no. 10011-830).

Vaortex all tubes for 2-3 seconds.

Incubate the tubes for 2 minutes at room temperature
{15 minutes for the Qubit™ protein assay).

Inzert the tubes in the Qubit® 2.0 Fluorameter and take readings.
For detailed instructions, refer to the Qubit* 2.0 Fluorometer
manual.

Optional: Using the Dilution Caloulator feature of the Qubit® 2.0
Fluorometer, determine the stock concentration of your original

sample.

Rev. date: 28 Sept 2010

molecular |
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Figur E.2 Original Qubit protokoll
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Vedlegg F Utregnings eksempel for sammensetning av DNA bibliotek og
antall genererte OTU’er i kontrollprevene

Under falger det en utregning som viser hvilke volumer som ble tilsatt fra hver «pool» for &
oppna den gnskede konsentrasjonen av det endelige DNA biblioteket ble blandet sammen for

sekvensering med MiSeq fra Illumina:

Lengde pa fragmentet(1TS amplikonet): 500bp——> gir 1000bp per amplikon
Vekt per basepar: 1bp= 330g/mol

Vekt per amplikon: 1000bp*330g/mol= 3300009 bp/ mol

@nsket sluttkonsentrasjon: 4*10° mol/L
Sluttvolum: 1ml=1*10"° L

Antall mol: 4*10-9 mol/L*1*10°® L= 4*10™"* mol
1 mol har 330000g med basepar.

4*10™? mol= X+330000g/mol —> X= 4*10"** mol*330000g/mol

X=1,32*10% g ——> 1.32 g
Andel avfgringspregver: 5096 =0,52 —>  (1.32 nug*0,52)*1000 ng = 686,4 ng
Andel morsmelkprgver: 38+96=0,396 ——>  (1.32 pg*0,396)*1000 ng = 522,7 ng
Andel kontrollprgver: 8+96=0,083 ——> (1.32 pg*0,083)*1000 ng = 109,6 ng
Volum tilsatt fra de ulike prevene:
Volum avfgringsprever: = 686,4 ng+50ng/pl = 13,7ul
VVolum morsmelkspraver: = 522,7 ng+200ng/pl = 2,6ul

Volum kontrollprgver: = 109,6 ng+100ng/ul = 1,1pl

Totalt prgvevolum for en konsentrasjon pa 4nM: 17,4 ul DNA+ 982,6ul H,0
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Figur F.1 Antallet OTU’er generert i kontrollene for sekvensering ved to ulike grenseverdier valgt for
pavisningen av disse.



Vedlegg G Forekomsten av de ti mest dominante OTU’ene i hvert mor-
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barnpar

Tabell G. 1 Tilstedevzrelsen av de ti mest domimante OTUene totelt i morsmelk og aviering innenfor ulike mor og bam par’.

120837

+++0+

++0 - +

20793

TO0++0

TO0++0

TO++0

10850

21291

FF0 T+

+H Ao

FF0 - =

21332

T 070

218217

0+ 0 +0

0+0+0

O+0-0

11947

oo+ 0+

00 +0+

o0 +07-

23072

+0 + 00

+0+00

+0 -00

110957

T0+0+

T0 0+

0 -0+

321997

++ 000

++ 000

++ 000

124507

+0 + +0

+0+-0

¥0 - -0

11508

FFO0+

FFO00+

++00-

FFO0+

2115%67

0+0+-

U+0++

0+0+-

11670

++ 000

=+

++ 000

++ 000

++0 00

EELE]

d

=+ 00+

+ + 0 U+

|

1
=
=

11973

T+ --0

++--0

++- -0

131087

0+0++

T+ 0 +-

T +0--

0+0 +-

335457

R

T 0+

+ = +
1
L=
1

TE0+

TF-0-

T 0+

13es07

+0+00

+0+00

+0-00

+0 -00

Proavemateriale

mm A a8

mmaaa

mma aa

mm & 84

mma a8

I Tilstedevzrelsen av en OTU ndikeres av +, - indikerer at OTUen ikke ble funnet

I Morsmalk isolart 10 dager atter fadsal
* Morsmslk isolert 90 dager stter fodsdl
* Avforineisolert frabam 10 daser atter fods=l
* Avforineisolert frabam 90 daser attar fadsal
§ Avforine isolert framor 90 daser stter fadsd

Prave ikl= inkdudart

¥ Idantifikacjonsmr tildelt il hvartmor/bam par, + indikarer at mor har fitt biola
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