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Sammendrag
En stor utfordring med undersgkelse av mor-barn assosierte tarmbakterier er at det kreves

analysemetoder av hgy opplgselighet som er i stand til & spore bakterier pa arts- og stammeniva,
og som samtidig er billige og effektive. Ved 16S rRNA gensekvensering studeres konserverte
omrader av bakteriene som er tilstede i praven, noe som vanskeliggjer sporing av bakterier pa
arts- og stammeniva. Helgenom-shotgun sekvensering, derimot, benytter en mye sterre andel
av genomet og er derfor altfor kompleks og dyr. En nyutviklet hayopplaselig analysemetode,
Redusert Metagenomisk Sekvensering (RMS), som har kapasitet til sporing av bakterier pa arts-
og stammeniva, ble derfor benyttet i denne studien. Hovedmalet med denne studien var dermed
a undersgke mor-barn assosiasjon av tarmbakterier, samt tarmbakterier assosiert med alder, ved

bruk av RMS for sporing av bakteriearter.

Materialet som har blitt undersgkt er genomisk DNA fra avfaringspragver fra 100 mor-barn par
knyttet til PreventADALL-studien. Avfgringspravene ble samlet fra mor i 18 ukers
svangerskap og deres barn i ulike alderskategorier (nyfedt/mekonium, tre maneder, seks
maneder og tolv maneder). For & evaluere kvaliteten til RMS-metoden i detektering av kjente
bakteriearter, ble det gjennomfert ytterligere analyser av genomisk DNA fra Mock-samfunn.
RMS-biblioteket ble fremstilt til sekvensering pa Illumina MiSeq for a sikre tilstrekkelig
kvalitet av RMS-biblioteket far ytterligere dypere sekvensering pa Illumina HiSeq 3000. Totalt
ble 543 pragver analysert.

Resultatene viste at Proteobacteria og Actinobacteria dominerer tarmmikrobiota signifikant i
ung alder (p<0,05), til forskjell fra Firmicutes som signifikant dominerer i hgy alder (p<0,05).
Det ble observert en jevn relativ mengde av Bacteroides blant spedbarn i ulike alderskategorier,
inkludert nyfgdt/mekonium, noe som indikerer at Bacteroides stabilt koloniserer spedbarnets
tarm. Bacteroides var ogsa rikelig tilstede hos mgdre, noe som tyder pa at bakterien er mor-
barn assosiert. Tilstedeveerelsen av artene i mekonium indikerer at mgdrene er en potensiell
kilde til den tidlige koloniseringen av spedbarnets tarm. Imidlertid trengs det ytterligere
analyser pd stammeniva for & bekrefte at mor-barn assosierte tarmbakterier ogsa er tilknyttet

direkte mor-barn overfaringer av tarmbakterier.



Abstract

A major challenge with studies of mother-infant associated gut bacteria is that high resolution
analysis methods, that are capable of tracing bacteria at species and strain level, and which are
at the same time cheap and effective are required. In 16S rRNA gene sequencing, conserved
areas of the bacteria present in the sample are studied, which complicates the detection of
bacteria at species and strain level. Whole-genome shotgun sequencing, on the other hand,
utilizes a much larger proportion of the genome and is therefore far too complex and expensive.
A newly developed high-resolution analytical method, Reduced Metagenome Sequencing
(RMS), which has the capacity to detect bacteria at species and strain level, was therefore used
in this study. The main aim of this study was thus to investigate mother-infant association of
gut bacteria, as well as gut bacteria associated with age, using RMS for tracking bacterial

species.

Genomic DNA from stool samples from 100 mother-infant pairs associated with the
PreventADALL study has been investigated. The stool samples were collected from mothers in
18th week of pregnancy and their children in different age categories (newborn/meconium,
three months, six months and twelve months). In order to evaluate the quality of the RMS
method in detection of known bacterial species, further analyses of genomic DNA from Mock-
community were carried out. The RMS library was prepared for sequencing on Illumina MiSeq
to ensure sufficient quality of the RMS method before further deeper sequencing on Illumina

HiSeq 3000. A total of 543 samples were analyzed.

The results showed that Proteobacteria and Actinobacteria dominate intestinal microbiota
significantly at a young age (p<0,05), unlike Firmicutes which dominate significantly at high
age (p<0,05). A steady relative amount of Bacteroides was observed among infants in various
age categories, including newborns/meconium, indicating that Bacteroides stably colonize the
infant’s intestine. Bacteroides were also abundantly present in mothers, suggesting that the
bacterium is mother-infant associated. The presence of the species in meconium indicate that
the mothers are a potential source of the early colonization of the infant’s intestine. However,
additional strain-level analyses are needed to confirm that mother-infant associated gut bacteria

are also associated with direct mother-infant transmission of gut bacteria.
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1. Innledning

1.1. Den humane mikrobiota
Den humane mikrobiota er en samlebetegnelse pa alle mikroorganismer, inkludert bakterier,

sopp, virus, eukaryoter og arker som koloniserer ulike kroppshabitat, typisk vagina, hud, munn
og tarm (1). Tarmen representerer det sterste habitatet, primert for bakterier, mens virus,
eukaryoter, sopp og arker er ogsa tilstede i et mindretall (2). Mikroorganismenes samlede

genom utgjer videre sammen det humane mikrobiom.

| lgpet av de ferste arene av livet danner mikroorganismene stabile samfunn pa ulike
kroppshabitat. Det er bare mikroorganismer som er tilpasset forholdene i og pa de ulike
kroppshabitatene som kan overleve, noe som er en indikasjon pa at miljget selekterer for
mikroorganismer (3). Noen mikroorganismer, typisk kommensale bakterier, regnes som
vennlige som ko-eksisterer i mennesket. Ofte er det ogsa vanlig med sakalte mutualistiske
forhold mellom kommensale bakterier og mennesket, hvor de er til gjensidig nytte for
hverandre. I tillegg kan interaksjonen mellom kommensale bakterier og mennesket bli sa tett at
forholdet blir symbiotisk. Omvendt kan noen mikroorganismer og deres metabolske produkter

veere skadelige for mennesket (4).

1.1.1 Tarmmikrobiotas sammensetning og funksjon
Et bredt mangfold av mikroorganismer, hovedsakelig bakterier, som omfavner mage-tarm

kanalen, vil sammen danne et mikrobielt samfunn kjent som tarmmikrobiota (3). Det er antatt
at tarmen er kolonisert av omtrent 160 ulike bakteriearter per individ per avferingsprave (5),
men som tilhgrer bare noen fa bestemte phyla, hovedsakelig Firmicutes og Bacteroidetes, men
ogsd Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria og Cyanobacteria i
mindretall (6). Bifidobacteria og Lactobacilli ansees som helsefremmende bakterier, mens
bakterier som Staphylococcus og Clostridium regnes som potensielt patogene (7). 1 tillegg til
mikroorganismer omfatter tarmmikrobiota viktige metabolske produkter som essensielle
vitaminer, kortkjedede fettsyrer og andre naringsstoffer produsert av mikroorganismer (8, 9).

Kortkjedede fettsyrer er blant annet tarmcellenes viktigste energikilde (9).

Tarmmikrobiota spiller en viktig rolle i mange humane fysiologiske prosesser som blant annet
fordgyelse (10), immunutvikling- og funksjon (11). I tillegg beskytter tarmmikrobiota mot
kolonisering av patogener (11). P& den maten antas tarmmikrobiota & spille en viktig rolle i
menneskets helse og sykdom (3). For a forsta dens viktige roller er det derfor ngdvendig a
studere innholdet, mangfoldet og funksjonen av tarmmikrobiota. Ulike mikrobiologiske

prosjekter (12, 13) over hele verden har dermed blitt lansert med et felles formal a undersgke
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rollen til den humane mikrobiota, hovedsakelig tarmmikrobiota, og dens innvirkning pa
menneskets helse. En av prosjektene, som er en del av Metagenomics of the Human Intestinal
Tract (MetaHIT) prosjektet (12), karakteriserte tarmbakterienes funksjonelle egenskaper ved
hjelp av metagenomisk sekvensering (dypsekvensering av komplekse praver), og avslgrte ogsa
at mange bakteriearter deles mellom ulike individer. Det andre prosjektet, The Human
Microbiome Project (HMP) (13), karakteriserte det humane mikrobiomet mer fullstendig i
praver generert fra flere ulike kroppshabitat, inkludert tarm, munn, vagina og hud. Sammen har
prosjektene fungert som et grunnlag for all den etterkomne humane mikrobiologiske
forskningen.

Et bredt spekter av faktorer, typisk diett- og miljgforandringer, kan forstyrre tarmmikrobiotas
homeostase og pa den maten forarsake dysbiose. Imidlertid er den ngyaktige betydningen av
dysbiose kontrovers pa grunn av mangelen pa en ngyaktig definisjon pa en ellers «normal» eller
«sunn» mikrobiota (3). Dysbiose er vanligvis forbundet med ulike patologiske tilstander hos
voksne som inflammatorisk tarmsykdom (14), diabetes type Il (15), tykktarm- og
endetarmskreft (16). Pa lignende mate kan dysbiose tidlig i livet disponere for sykdommer som
inflammatorisk tarmsykdom (17), Crohns sykdom (18), diabetes type I (19), nekrotiserende
enterokolitt (20), allergi (21) og astma (22).

1.1.2 Utviklingen av tarmmikrobiota fra spedbarn til voksen alder
Ved fadsel er tarmene nesten sterile og umiddelbart etter fgdsel blir spedbarn raskt kolonisert

av et stort mangfold av mikroorganismer, hovedsakelig bakterier, fra mor og miljget. Passasjen
gjennom fgdselskanalen vil sammen med amming og konsekvent eksponering av maternell
tarm-, vaginal- og hudmikrobiota, representere en mulighet for mikrobiell kolonisering av den
nyfgdtes mage-tarm kanal (23-27). Imidlertid er det fortsatt uklart nar denne farste
koloniseringen inntreffer. Det har blitt observert at den inntreffer sa snart fostermembranen
nedbrytes (28). Det som er tydeligere er at en mer utbredt mikrobiell kolonisering begynner

postpartum, betegnet etter fadsel (25).

Den farste koloniseringen synes a veere avgjgrende for den videre utviklingen og modningen
av spedbarnets tarmmikrobiota og tilhgrende immunsystem (29). Den kan sannsynligvis
pavirke utviklingen av ulike sykdommer som blant annet fedme, inflammatorisk tarmsykdom

og allergi i barndoms- og voksen alder (29).

| starten av livet er tarmmikrobiotas sammensetning svert ustabil, dynamisk og pavirkes av

ulike faktorer som fagdselsmate (vaginalt versus keisersnitt) (24), diett (morsmelk versus



morsmelkerstatning) (30), antibiotika (31) og graviditetsalder (32). Dette er ogsa viktige arsak
til at det er vanskelig & definere en «sunn» eller «normal» tarmmikrobiota. Basert pa tidligere
studier kan det likevel utledes noen trender som karakteriserer hva som er typisk for spedbarn
og for voksne (33). Nyfadtes tarmmikrobiota er i starten stort sett preget av en redusert
diversitet som hovedsakelig domineres av phyla Actinobacteria og Proteobacteria. Deretter
blir tarmmikrobiota med tiden mer variert og domineres av phyla Firmicutes og Bacteroidetes
(5, 12), som Kkarakteriserer den voksne tarmmikrobiota. Det er fortsatt uklart nar en
voksenassosiert tarmmikrobiota vil utvikles, men generelt vil dette kunne skje i en alder av tre
ar (34). Pa dette stadiet vil tarmmikrobiotas sammensetning vere relativt stabil (35), men kan

ogsa endres som fglge av antibiotika, livsstil og langsiktig endring i kosthold (36).

Ved vaginal fegdsel er det sveert vanlig at fakultative anaerobe bakterier som
Enterobacteriaceae, Enterococcus og Streptococcus koloniserer spedbarnets tarm og pa den
maten produserer anaerobe miljg de farste dagene av livet slik at strikt anaerobe bakterier som
Bifidobacterium, Bacteroides og Clostridium kan trives (37). Imidlertid vil fedsel ved
keisersnitt kunne fare til at spedbarnets tarm farst blir kolonisert av bakterier avledet fra mors
hudmikrobiota, hovedsakelig Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium og andre
miljgbakterier (24).

Bifidobacterium synes & dominere hos ammende spedbarn inntil det farste aret av livet (38, 39),
og har viktige roller, blant annet i utviklingen av spedbarnets immunsystem. Veksten av
Bifidobacterium stimuleres av komplekse prebiotiske sukkerpolymerer, Humane
Melkeoligosakkarider (HMQ’er), som er tilstede i morsmelk (40). Som et resultat vil bakteriene
kunne trives i tarmen under spedbarnets amming, men mengden av bakterier endres
proporsjonalt med mengden av morsmelk tilstede. | overgangen fra morsmelk til fast fade vil
dermed mengden av Bifidobacterium reduseres (30), mens mengden av typisk Bacteroides og

Clostridium vil kunne gke (41).

Bakterier som overfares fra mor til barn synes a ha en beskyttende rolle som forhindrer
tilstramming av miljgbakterier som kan ha en hgyere risiko for & bare patogene og dermed
ugnskede egenskaper til spedbarnet (27). Noen bakteriearter, typisk medlemmer av Clostridia
og Akkermansia muciniphila, vil sannsynligvis ikke kolonisere spedbarns tarm for etter det
farste aret av livet. Bakterier som rekrutteres pa et seinere stadium ansees til a vaere spesialiserte
til forholdene funnet i voksen tarm, noe som gjer at de ikke er i stand til & kolonisere spedbarnets

tarm umiddelbart etter fadsel (27). Det kan ogsa vere en indikasjon pa at ulike bakterier har



utviklet ulike overfaringsmekanismer, der noen er avhengig a bli overfert fra mor til barn, mens

andre er avhengig a bli overfart fra miljget seinere i livet (27).

1.2 Metoder for & studere tarmmikrobiotas sammensetning og funksjon
A studere tarmmikrobiotas sammensetning og funksjon har vert krevende pa grunn av blant

annet mangel pa optimale analysemetoder. Det siste tidret har dyrkningsuavhengige metoder
som 16S rRNA gensekvensering (42) og helgenom-shotgun sekvensering (26, 43) fart til okt
kunnskap om tarmmikrobiotas sammensetning og funksjon, og fortsetter ytterligere & dominere
feltet. Imidlertid har ikke 16S rRNA gensekvensering tilstrekkelig opplasning for sporing av
bakterier pa arts- og stammeniva (42), mens helgenom-shotgun sekvensering krever omfattende
0g komplekse analyser som begrenser storskala studier (26, 44). En effektiv og hayopplgselig
metode, Redusert Metagenomisk Sekvensering (RMS), har dermed nylig blitt utviklet (45, 46).

Metagenomisk sekvensering omfatter dypsekvensering av komplekse praver (for eksempel
miljgpraver, avfgringspraver) som bestar av nukleinsyrer fra flere organismer (47). En slik
metagenomisk sekvensering har mange fordeler som relativ analysehastighet, evnen til a
oppdage organismer som er vanskelige eller umulige a dyrke og det faktum at den krever ingen
eller sveert lite forkunnskap om organismene som studeres. Data som frembringes fra en
metagenomisk sekvensering kan vaere av ulik kvalitet og kompleksitet avhengig av hva og
hvordan det studeres (47).

Ved metagenomisk sekvensering er man som regel interessert i hva som er tilstede i en prave
og i hvilken grad. En grundig profilering av mikroorganismer er blant annet avhengig av at
analysemetoden som anvendes har tilstrekkelig dybde/opplgsning. Dette er viktig for & oppdage
organismer pa potensielt lave nivaer i en prgve og for & oppdage eventuelle forskijeller i og
mellom progver, for eksempel skille to lignende bakterier fra hverandre. Dybden til en
analysemetode vil dermed bestemme antall sekvenser som hentes fra en bestemt preve og er
unik for enhver sekvenseringsplattform. En eventuell mangel pa tilstrekkelig dybde kan i verste

fall fare til en mangel pa passende referansegenomer for sammenligning av praver (47).



1.2.1 Markergen metagenomikk (16S rRNA gensekvensering)
Markgrgen-metagenomikk er en rask og kostnadseffektiv analysemetode for taksonomisk

profilering og karakterisering av diversiteten i mikrobiota. Prinsippet til markgrgen-
metagenomikk baserer seg pa en selektiv PCR-amplifisering og etterfglgende sekvensering av
konserverte markargener, typisk det prokaryotiske 16S rRNA markgrgenet, som er tilstede i
bakterier og arker (48). Etter sekvensering blir 16S rRNA gensekvenser kategorisert i
Operasjonelle Taksonomiske Enheter (OTU-er). Kategoriseringen i OTU-er utfgres vanligvis
ved 97% sekvenslikhet (49). P4 den maten omfatter hver OTU flere beslektede sekvenser som
representerer en taksonomisk enhet, for eksempel en bakterieslekt. Hver OTU blir taksonomisk
identifisert via et klassifiseringsverktgy som for eksempel Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). En OTU-tabell blir sa fremstilt pa bakgrunn av de genererte OTU-ene, og kan
benyttes til visualisering av fylogenetiske forhold mellom de identifiserte OTU-ene. Det er
vanlig at OTU-tabeller blir kvalitetsfiltrert for eventuelle kimare sekvenser som kan oppsta i
forbindelse med PCR og sekvensering (49).

Andre markargener som inkluderer rRNA-gener eller proteinkodende gener, som har en
tendens til & vaere felles for mikrobielle genomer, kan benyttes og avhenger av hva som
studeres. | og med at det ved markegrgen-metagenomikk fokuseres pa ett eller noen fa
universelle gener, kan det ikke direkte identifisere metabolske eller andre funksjonelle evner

hos mikroorganismer som studeres (48).

Til tross for 16S rRNA gensekvenseringens fordeler, har den ogsd noen begrensninger.
Sekvensene som dannes er ofte korte og stammer fra konserverte 16S-regioner, noe som gjar
det vanskelig a skille nart relaterte bakterier fra hverandre. Til dette kreves det analyser av
hayere oppleselighet. Palitelig taksonomisk klassifisering av naveerende 16S rRNA
gensekvenser er imidlertid begrenset til slektsnivd (42). Generelt kan det ogsd oppsta
forstyrrelser tilknyttet PCR, typisk en produksjon av kimare sekvenser (et resultat av
ufullstendig polymerisering). Kimare sekvenser kan vere vanskelige a identifisere og i verste
fall kan de fere til at mengden bakterier blir overestimert (48). Dette kan igjen forarsake
sekvenseringsfeil (50), som kan ha en negativ innvirkning pa vurderingen av OTU-er. Videre
er bruken av et enkelt markergen for vurdering av den mikrobielle diversiteten sveert
utfordrende, gitt utbredelsen av horisontal genoverfgring mellom mikroorganismer og

vanskeligheten ved definering av bakteriearter (51, 52).



1.2.2 Helgenom-shotgun metagenomikk
Helgenom-shotgun metagenomikk er en analysemetode som benyttes til en kompleks genomisk

prolifering av en miljgprave. Ved helgenom-shotgun sekvensering blir genomisk DNA tilfeldig
fragmentert i mange sma biter som sekvenseres. De sekvenserte fragmentene blir sa samlet i
lengre «contigs», sammenhengende sekvenser, ved bruk av dataprogrammer som finner
regioner der fragmenter overlapper (53). Pa denne maten er helgenom-shotgun sekvensering i
stand til & gjennomfare en fullstendig sekvensering av de fleste tilgjengelige genomer i en
miljgpreve. Den vil dermed ikke malrette seg kun til et bestemt genetisk locus, posisjon, for
amplifikasjon, slik tilfellet for 16S rRNA gensekvensering er. P4 den maten kan det dannes en
biologisk diversitetsprofil, som i tillegg til taksonomi pa stammeniva (44), kan knyttes til
mikroorganismenes funksjonelle egenskaper. Helgenom-shotgun metagenomikk vil dermed
kunne besvare hvilke mikroorganismer som er tilstede i en miljgprove, deres funksjonelle
egenskaper og hvordan samspillet mellom mikroorganismene er i opprettholdelsen av en

balansert gkologisk nisje (48).

Til tross for fordelene med helgenom-shotgun metagenomikk, er det ogsa rapportert flere
begrensninger og utfordringer. Metagenomiske data kan veere relativt komplekse gitt den hgye
opplagsningen til metoden og det store antallet sekvenser generert, noe som kan komplisere de
videre bioinformatiske analysene som igjen vil kunne kreve spesialiserte programmer (54). 1
tilfeller hvor sekvenser overlapper vil det ikke alltid veere tydelig at de stammer fra samme eller
ulike genom, noe som videre kan utfordre sekvenssammenstillingen (55). I tillegg er analysene

sveert dyre og ikke like effektive sammenlignet med 16S rRNA gensekvensering (56).

1.2.3 Redusert Metagenomisk Sekvensering
Redusert Metagenomisk Sekvensering (RMS) er en nyutviklet hgyoppleselig metode for

analyse av mikrobielle genomer (45). Ved RMS blir genomisk DNA farst kuttet i fragmenter
ved bruk av restriksjonsenzymer som kutter hyppig (Msel, 4 bp) og sjeldent (EcoRlI, 6 bp).
Deretter fglger adapterligering til endene av fragmentene, selektiv PCR-amplifisering og til
slutt sekvensering. Det er bare fragmenter som flankeres av begge enzymer som til slutt
sekvenseres, noe som utgjar ca. 10% av det totale arvestoffet. Pa denne maten har RMS, i likhet
med helgenom-shotgun sekvensering, kapasitet til taksonomisk profilering av mikrobielle
genomer pa arts- og stammenivd, i tillegg til karakterisering av mikroorganismenes

funksjonelle egenskaper (45).

RMS har blitt videreutviklet fra Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP)

metoden, men ved bruk av sistnevnte metode blir de selektivt PCR-amplifiserte fragmentene



fra mikrobielle genom kun analysert pa gel, med etterfglgende visualisering ved autoradiografi
(57, 58). Foruten om er RMS en alternativ metode til double digest Restriction Site Associated
DNA (ddRAD) metoden (59). Det som skiller de mest fra hverandre er enzymkombinasjonen
hvor det i sistnevnte metode benyttes en enzymkombinasjon av Nlalll og HpyCH41V for
kutting av genomisk DNA i fragmenter.

Et mer detaljert prinsipp for RMS-analysemetoden er beskrevet nedenfor og illustrert i figur 1.

Ved RMS blir genomisk DNA forst kuttet i fragmenter ved hjelp av spesifikke
restriksjonsenzymer. Deretter falger en adapterligering til endene av fragmentene for a danne
templat for videre PCR-amplifisering. Adapter- og restriksjonskuttesekvensen vil dermed
sammen fungere som bindesete for primeren benyttet til PCR-amplifiseringen. Pa den maten
blir det en selektiv PCR-amplifisering av et sett av restriksjonsfragmenter pa en definert lengde
og antall avhengig av den valgte enzymkombinasjonen (45, 58).

Enzymkombinasjonen som benyttes betegnes gjerne som «sjeldne» og «hyppige» kuttere av
genomisk DNA. En hyppig kutter vil kunne danne sma DNA-fragmenter der amplifiseringen
sannsynligvis vil veere vellykket og starrelsen optimal for sekvensering. En sjelden Kutter,
derimot, vil redusere antallet fragmenter da det er kun de fragmentene flankert av begge

enzymer som amplifiseres og sekvenseres.

Ved valg av restriksjonsenzymer kan det veere lurt & vurdere hvor GC-fattig eller GC-rikt
genomet er for at kuttingen skal bli mest mulig optimal. I og med at EcoRI og Msel har A- og
T-rike gjenkjennelsessekvenser, henholdsvis GAATTC og TTAA, kan de dermed veare
foretrukket for GC-fattige genomer (57). Riktig valg av type restriksjonsenzymer er avgjgrende

for analysen da det vil pa forhand bestemme stgrrelsen av og antallet fragmenter.

Adapterne som ligeres til endene av restriksjonsfragmentene bestar av en kjernesekvens og en
enzymspesifikk sekvens. Kjernesekvensen karakteriserer det som er til felles for forward og
revers adapter. Den enzymspesifikke sekvensen muliggjer ligering av adapterne til DNA-
fragmentsekvensen som har oppstatt etter restriksjonskutting. Pa denne maten vil de ligerte
adapterne opprette et bindingssted for primerne i etterfglgende PCR-amplifisering. Primeren
vil derfor veere komplementaer til kjernesekvensen, enzymspesifikke sekvensen og
nukleotidrestene oppstatt etter restriksjonskutting. De amplifiserte restriksjonsfragmentene blir
deretter dypt sekvensert ved bruk av en egnet sekvenseringsplattform. Overlapping av
fragmenter kan knyttes opp mot grad av overlapping i mikrobiota (arts- og stammedeling

mellom mor og barn) (46).
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Figur 1. Hlustrasjon av prinsippet til Redusert Metagenomisk Sekvensering (RMS). A)
Prgvepreparering; Kutting av genomisk DNA i fragmenter ved hjelp av en enzymkombinasjon av

hyppig (Msel, her illustrert med bla farge) og sjelden (EcoRl, her illustrert med grenn farge) kutter.

B) Dominant PCR-amplifisering av fragmenter flankert av begge enzymer. Msel/Msel fragmenter
har en tendens til & danne harnlsstrukturer ved at endene pa fragmentene basepares, og blir
dermed utkonkurrert (illustrert med kryss). C) De amplifiserte restriksjonsfragmentene flankert av

begge restriksjonsenzymer blir deretter dypt sekvensert (piler angir retning til avlesningen av
forward DNA- traden). Figur laget av student.



1.3 DNA-sekvensering

1.3.1 Farstegenerasjons sekvensering
Farstegenerasjons sekvensering ble farst utviklet i 1977, herunder Sanger sekvensering. Sanger

sekvensering er kjent som kjedeterminerings-, dideoksynukleotid trifosfat (ddNTP)- eller
sekvensering-ved-syntese metoden. Prinsippet til metoden baserer seg pa bruk av radioaktivt
merket ddNTP som med sin manglende 3 OH-gruppe farer til en kjedeterminering av DNA-
traden i den gitte ddNTP-posisjon. Dette vil gi en blanding av fragmenter i ulike stgrrelser som
kan detekteres ved elektroforese pa en denaturerende polyakrylamidgel og videre visualiseres
ved autoradiografi (60). Metoden er i stand til & produsere sekvenser av relativt hgy kvalitet og
lengde (1000-1200 bp), men har ogsa begrensninger med hensyn til a veere tidkrevende, dyr og
med redusert gjennomstrgmming (61). Begrensningene med farste generasjons sekvensering

har dermed veert et grunnlag for utvikling av neste generasjons sekvensering.

1.3.2 Andregenerasjons sekvensering
Andregenerasjons sekvensering, ogsa kalt for Neste Generasjons Sekvensering (NGS), er en

teknologi som har revolusjonert genomisk forskning det siste tiaret. Den beskriver en rekke
ulike moderne sekvenseringsplattformer som Roche 454, lon Torrent, SOLID/ABI og Ilumina
(62). Plattformene tilbyr en massiv parallell og dyp sekvensering av nukleinsyrer av hgy
kvalitet, som samtidig er effektiv og billig sammenlignet med Sanger-sekvensering. Imidlertid
er Roche 454 og Illumina de plattformene som har blitt mest benyttet i metagenomiske studier
(48).

Roche 454 benytter en sakalt pyrosekvenseringsteknikk, som baserer seg pa deteksjon av
pyrofosfat i form av lys som blir frigjort etter enhver nukleotid-inkorporering til den voksende
DNA-traden. DNA blir farst fragmentert og hvert fragment blir festet til en kule som har
oligonukleotider festet pa overflaten som er komplementere til fragmentet. Hver kule blir sa
isolert og amplifisert ved bruk av emulsjons-PCR som produserer millioner av DNA-fragment
kopier. Kulene blir sa overfart til en plate, PikoTiterPlate (PTP), som inneholder millioner av
branner, far pyrosekvenseringen settes i gang. Nar den tilsatte deoksynukleotid trifosfat (ANTP)
er komplementaer til templat-DNA i en gitt posisjon, forlenges den voksende DNA-traden ved
hjelp av DNA-polymerase. Lys blir avgitt og registrert av et kamera. Lysemisjonen som oppstar

etter enhver nukleotid-inkorporering er med a utlede sekvensen til DNA-fragmentet (63).

Ilumina prinsippet, derimot, starter med at DNA blir fragmentert og adaptere som er
ngdvendige for sekvenseringen blir sa festet pa endene av fragmentene. DNA-fragmentene vil

videre binde seg til komplementere oligonukleotider som er festet til kanaler pa «flowcellen».



Dette muliggjer amplifisering av fragmentene og sakalte «clustere» dannes, der hvert cluster er
en kopi av et gitt DNA-fragment. Clusterne dannes ved samtidig tilsetning av alle fire
fluorescensmerkede nukleotider (ddNTP). Ved sekvensering vil nukleotidene sammen
konkurrere om binding til templat-DNA. Hvilket nukleotid som blir festet avhenger av hvilket
nukleotid som befinner seg i akkurat den posisjonen pa templatet, alt som er ubundet vaskes
vekk. Et nukleotid blir festet pa den voksende traden om gangen, noe som skjer samtidig pa alle
clustere som har identiske trader (=massiv parallell sekvensering). Etter hver syklus vil de
bundede fluorescensmerkede nukleotidene bli eksitert av laser og lys vil bli avgitt og fanget
opp av et kamera. Et blokkeringstrinn av 3’ ende er ogsa inkludert for & forhindre uensket

priming. Prosessen repeteres helt til den hele DNA-sekvensen til ethvert fragment utledes (48).

Illumina tilbyr ogsa sakalt «paired-end» sekvensering hvor begge ender av fragmentet blir
sekvensert. Ved sekvensering pa MiSeq vil dette kunne gi en sekvens pa 2 x 300 bp, mens ved
sekvensering pa for eksempel HiSeq 3000 vil det kunne gi en sekvens pa 2 x 150 bp. Illumina
er ogsa billig, men analysetiden er noe lenger sammenlignet med Roche 454. Foruten om tilbyr
Illumina en hgy dekning. Disse fordelene har blant annet gjort Illumina til den mest foretrukne

sekvenseringsplattformen i metagenomiske studier (48).

1.3.3 Tredjegenerasjons sekvensering
Tredjegenerasjons sekvensering er det nyeste pa markedet og inkluderer metoder som

Nanopore og Pacific Biosciences (PacBio). Prinsippet til farstnevnte baserer seg pa DNA-
fragment som passerer gjennom en proteinpore, og variasjon av ionisk strem males og er
avhengig av hvilket nukleotid som passerer gjennom porene. Informasjon om variasjonen i
ionestremmen registreres og sekvensen til fragmentet identifiseres (64). PacBio, derimot,
benytter en DNA-polymerase som er festet til strukturer pa en matrise og fluorescensmerkede
nukleotider for sekvensering av DNA. Disse strukturene finnes i et hgyt antall i samme matrise

og muliggjer dermed sekvensering av flere unike DNA-fragmenter samtidig (65).

1.4 Taksonomisk klassifisering av metagenomiske data
En metagenomisk prave vil sannsynligvis inneholde arter som er identiske eller til dels like nar

de sammenlignes med arter som er tilgjengelige i databaser. En slik tildeling av taksonomi fra
databaser kan utfgres ved hjelp av flere ulike klassifiseringsverktgy som for eksempel BLAST
(66) og Kraken2 (67). Farstnevnte er en av de mest kjente og beste metodene for tildeling av
taksonomi til ukjente sekvenser. Den er i stand til & klassifisere sekvenser mot data fra store
databaser. Selv. om BLAST i utgangspunktet ikke er etablert for Kklassifikasjon av

metagenomiske data, er den fortsatt en av de beste tilgjengelige metodene (67). Kraken2,
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derimot, har blitt omtalt til & veere en av de mest foretrukne klassifiseringsverktayene for
metagenomiske data, men er ikke like sensitiv som BLAST. Imidlertid er Kraken2 mer effektiv

I sekvensklassifiseringen enn BLAST (67), og er detaljert beskrevet under.

1.4.1 Kraken2
Kraken2 er et effektivt verktgy for taksonomisk klassifisering av metagenomiske korte

sekvenser kalt K-merer. En K-mer er et ord av lengde K i antall baser. Kraken2 baserer seg pa
at alle sekvenser, fra helgenomer og ned til korte sekvenser, kan splittes opp i en mengde 31-
merer. Kraken2 opererer dermed med K=31. Nar hele genomet eller en enkelt sekvens splittes
opp i K-merer, kan sekvensene Kklassifiseres raskt ved & «matche» alle K-merer fra
spkesekvensen mot K-merer som er tilgjengelige i databasen. Nar det skal undersgkes om en
sekvens kommer fra et spesielt genom, sa har man pa forhand splittet opp genomet i 31-merer
og lagret alle de unike 31-merene i en hash-tabell (en mate & strukturere data pa). Nar man sa
splitter sgkesekvensen opp i 31-merer, sa kan man raskt sld opp i hash-tabellen for & se om

lignende 31-merer har blitt funnet i genomet (67).

Dersom Kraken2 finner en 31-mer i to eller flere genomer, sa tilordnes ikke denne 31-meren til
noen av disse genomene, men til deres siste felles forfader (Lowest Common Ancestor (LCA)).
Dette vil si at dersom 31-meren finnes i bade art A og art B i databasen, og disse to artene er
fra samme slekt — sa tilordnes 31-meren til deres felles slekt. For en gitt sekvens er det mange
31-merer, og den taksonomiske klassifiseringen folger da en «flertall-avstemning», det vil si
dit som flest 31-merer matcher. Dersom sgkesekvensens 31-merer ikke matcher noen av de
tilgjengelige genomenes 31-merer i databasen, forblir 31-merene merket som uklassifiserbare.

Dette gjor Kraken2 svert presis, men samtidig ikke fullt sa sensitiv (67).

En av Krakens2 store fordeler er at den er utstyrt med kommandoer for & opprette sin egen
database. For & opprette en Kraken2 database ma det farst selekteres ut genomer fra National
Center for Biotechnology Information (NCBI); Reference Sequence (RefSeq)-databasen.
Deretter ma genomene splittes opp i 31-merer ved hjelp av et egnet verktgy som JellyFish.
Sekvensene ma sa behandles i NCBI taksonomi-databasen for & generere taxon-informasjon.

Alle 31-merer blir tilordnet en taksonomi fra sekvensen de kommer fra (67).

Det finnes ulike varianter av Krakens2 databaser som Mini Kraken og Standard Kraken.
Forskjellen mellom dem er at farstnevnte inneholder et mindre antall genomer sammenlignet
med Standard Kraken som inneholder omtrent 2256 RefSeq-genomer. Dette gjgr Mini Kraken

mer presis, men ikke fullt sa effektiv. En database som inneholder faerre genomer/k-merer,
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krever flere klassifiseringer av en sekvens for & finne en match. Dermed er Standard Kraken
mer effektiv (67).

1.5 PreventADALL-studien
Preventing Atopic Dermatitis and ALLergies (PreventADALL) er en stor internasjonal

randomisert faktorielt designet prospektiv fadselskohortstudie, der barn ble rekruttert i Norge
og Sverige. Studien har som formal & undersgke om tiltak i tidlig liv (eksponering av mat og
hudpleie) kan redusere utviklingen av astma og andre allergiske sykdommer seinere i livet. |
tillegg sgker studien a identifisere faktorer i tidlig liv, gjennom svangerskap, fadsel og barndom
som kan pavirke utviklingen av allergiske og andre folkesykdommer som diabetes, fedme og
hjerte-karsykdommer. Samlet er dette basert pa innsamlet data fra 18 ukers svangerskap,

biologiske tester og oppfalging av barn pa lang sikt.

Gravide kvinner ble bedt om a utfylle sparreskjema relatert til generell helse, livsstil (alkohol,
tobakk, medisiner, kosthold, fysisk aktivitet), stress og livskvalitet. Oppfglgingen av barna
inkluderte sparreskjema om generell helse, medisiner, sykdommer, boforhold, kosthold, stress
og livskvalitet. Det ble sendt ut brev til alle kvinner som skulle ut til kontroll med invitasjon til
a veere med i prosjektet. De inkluderte deltakerne ble randomisert til fire grupper av tilsvarende
starrelse, basert pa hud-intervensjon, tidlig introduksjon av tilleggskost ved siden av amming,
begge intervensjoner eller ingen intervensjoner. Hudintervensjonen besto av olje-bad/bruk av
hudkrem i ansiktet minst fire dager per uke fra 2-26 ukers alder, mens matvareintroduksjonen
omfattet introduksjon etterfulgt av regelmessig bruk av peangtt, kumelk, egg og hvete i form
av smaksprgver minst fire dager/uke mellom 3 og 4 maneders alder. Ut over disse tiltakene ble
deltagerne oppfordret til & falge generelle rad og anbefalinger fra Helsedirektoratet. Disse

innebarer helst fullamming til 6 maneders alder, og ingen generelle rad om hudpleie.

Fra desember 2014 — november 2017 rekrutterte studien kvinner i 18 ukers svangerskap og
deres biologiske materiale (urin, blod, morsmelk, spytt og avfgring blant annet) ble innsamlet,
mens deres nyfgdte barn ble inkludert ved fgdselen. Totalt ble 2400 mor-barn rekruttert og
studien har innsamlet data via spgrreskjema, dagbeker og kliniske undersgkelser, samt
biologisk materiale fra barn i ulike alderskategorier (nyfedt, tre maneder, seks maneder, tolv
maneder, 24 maneder og 36 maneder). Deretter skal barna forhapentligvis undersgkes med noen

ars mellomrom frem til voksen alder.
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1.6 Mal med studien
En stor utfordring med undersgkelse av mor-barn assosiasjon av tarmbakterier er at det kreves

analysemetoder av hgy opplgselighet som er i stand til & spore bakterier pa arts- og stammeniva,
og som samtidig er billige og effektive (26).

Ved 16S rRNA gensekvensering studeres konserverte omrader av bakteriene som er tilstede i
prgven, noe som vanskeliggjar sporing av bakterier pa arts- og stammeniva. Helgenom-shotgun
sekvensering, derimot, benytter en mye starre andel av genomet og er derfor altfor kompleks
og dyr (68). En heyoppleselig og effektiv analysemetode, Redusert Metagenomisk
Sekvensering (RMS), som har kapasitet til sporing av bakterier pa arts- og stammeniva, ble

derfor benyttet i denne studien.

Hovedmalet med denne studien var dermed a undersgke mor-barn assosiasjon av
tarmbakterier ved bruk av RMS for sporing av bakteriearter med utgangspunkt i genomisk
DNA fra avferingsprever fra 100 mor-barn par knyttet til PreventADALL-studien.
Avfgringsprevene ble samlet fra mor i 18 ukers svangerskap og deres barn i ulike
alderskategorier (nyfadt/mekonium (spedbarnets farste avfaring), tre maneder, seks maneder

og tolv maneder).
Falgende delmal ble ogsa inkludert i studien:

e Validering av kvaliteten pA RMS-biblioteket ved MiSeq sekvensering far ytterligere
dypere sekvensering pa HiSeq 3000

e Analyse av Mock-samfunn for evaluering av kvaliteten til RMS-metoden i sporing av
Kjente bakteriearter

e Sporing av bakteriearter assosiert med alder
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2. Materiale og metode

2.1 Prgvemateriale
Alle aspekter av rekruttering, prgvemateriale, analyse og databehandling ble godkjent av

Regional Etisk Komité (REK) for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (2014/518), og er
gitt i vedlegg 1. Informert skriftlig samtykke ble innhentet fra madrene. Alle analysemetoder
ble utfart i henhold til produsentens spesifikasjoner og anbefalinger.

2.1.1 Mor-barn analyser
Materialet som har blitt undersgkt er genomisk DNA fra avfgringsprgver fra 100 mor-barn par

knyttet til PreventADALL-studien. Avfgringsprevene ble samlet fra mor 1 18 ukers
svangerskap og deres barn i ulike alderskategorier (nyfadt/mekonium, tre maneder, seks

maneder og tolv maneder).

Umiddelbart etter Prevent-ADALLS provetakning ble avfgringsprgvene samlet i sterile
avfaringstuber og fortynnet 1:10 i DNA-buffer for & unngd degradering av DNA.
Avfgringspravene ble lagret ved -80 °C. | 2017 ble et antall pa 500 avfaringsprgver transportert
til Norges Miljg- og Biovitenskapelige Universitet (NMBU) for ytterligere lagring ved -60°C.
| forkant av denne studien var DNA fra avfaringspravene allerede blitt ekstrahert, renset,

kvantifisert og lagret i fryser.

2.1.2 Mock-analyser
For a evaluere kvaliteten til RMS-metoden i detektering av kjente bakterier, ble det gjennomfart

ytterligere analyser av genomisk DNA fra falgende syv kjente bakteriestammer; Streptococcus
agalactiae DSM 2134; Streptococcus mutans DSM 20523; Streptococcus pneumoniae DSM
14378; Enterococcus faecalis DSM 20478; Helicobacter pylori DSM 21031; Enterococcus
faecalis DSM 2570; Lactobacillus gasseri DSM 20243 og Mock-samfunn (Mock20even).
Mock20even bestar av genomisk DNA fra ytterligere tjue Kkjente bakteriestammer;
Acinetobacter baumannii, stamme 5377, Actinomyces odontolyticus, stamme 1A.21, Bacillus
cereus, stamme NRS 248, Bacteroides vulgatus, stamme ATCC® 8482™ Clostridium
beijerinckii, stamme NCIMB 8052, Deinococcus radiodurans, stamme R1, Enterococcus
faecalis, stamme OG1RF, Escherichia coli, stamme K12, substamme MG1655, Helicobacter
pylori, stamme 26695, Lactobacillus gasseri, stamme 63 AM, Listeria monocytogenes, stamme
EGDe, Neisseria meningitidis, stamme MC58, Propionibacterium acnes, stamme KPA171202,
Pseudomonas aeruginosa, stamme PAO1-LAC, Rhodobacter sphaeroides, stamme ATH 2.4.1,
Staphylococcus aureus, stamme TCH1516, Staphylococcus epidermidis, FDA stamme PCI

1200, Streptococcus agalactiae, stamme 2603 V/R, Streptococcus mutans, stamme UA159,
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Streptococcus pneumoniae, stamme TIGR4, som inneholder samme antall (Even) 16S rRNA
genkopier (100 000 kopier per organisme per pL).

En oversikt av studiens arbeidsflyt er illustrert i figur 2.
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Innsamling og behandling av prgvemateriale

Mock-prgver

Genomisk DNA fra syv
kjente bakteriestammer
og Mock20even
(tildelt fra NMBU)

Kvantifisering av 16S rRNA
genkopier fra kjente
bakteriestammer p&d ddPCR
(student)

Tillagingav blandinger
med Mock20even
(student)

Mor-barn prgver

PreventADALL-studien
* Prgvetakning
* Fortynningav avfgringsprever
* Lagring av avfgringsprgver ved -80°C

|

Avfgringsprgver fra 100 mor-
barn par transportert til
Norges Miljg- og
Biovitenskapelige Universitet
(NMBU)

l

Bakteriell cellelysering og
DNA-ekstrahering (utfgrt av
en tidligere masterstudent)

RMS
* Restriksjonskutting
* Adapterligering
* PCR-amplifisering
(student)

v

l

ingsforb
* Index-PCR (student)
* Normalisering (student)
* Kvantifisering av RMS-bibliotek p& ddPCR
(utfgrt av laboratorieansattved NMBU)

Sek del

Klargjgring av RMS-bibliotek og sekvensering

Illumina MiSeq-sekvensering
(utfgrt av laboratorieansatt ved NMBU)

Illumina HiSeq-sekvensering
(utfgrt ved Norges sekvenseringssenter)

Dataanalyse

Identifisering av RMS-fragmenter

Prosessering av sekvensdatai
RMS-pipeline
= 4 (bioinformatiker)

|

Utvikling av Kraken2
HumGut database
(bioinformatiker)

|

Statistisk testing av RMS-fragmenter

l

Kruskal Wallis (professor Knut Rudi og student)
Spearman korrelasjonsanalyse (professor Knut

Pearson korrelasjonsanalyse (bioinformatiker)

Statistiske analyser mor barn
Deskriptiv statistikk (student)

Rudi)

Statistiske analyser Mock

Taksonomisk klassifisering av RMS-fragmenter i
Kraken2 HumGut database (mor-barn) og
Kraken2 Standard database (Mock)
(bioinformatiker)

Figur 2. lllustrasjon av studiens arbeidsflyt med hensyn til mor-barn- og Mock-

analyser.
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2.2 Forbehandling av praver
2.2.1 Mor-barn praver

Lysering av bakterieceller

| forkant av lyseringen ble avfaringsprevene tint pa is og vortexet for & homogenisere prgvene.
Pravene ble sa sentrifugert ved 1200 rpm i atte sekunder for a simplifisere ekstraksjonen ved a
aggregere starre fekale partikler.

Det ble utfert en kombinasjon av kjemisk og mekanisk lysering av bakterieceller. Prgvene ble
blandet med glasskuler av tre ulike starrelser. Det ble tilsatt 0,2g av syrevaskede glasskuler
(<106 pM, Sigma-Aldrich, Germany) 0,2g syrevaskede glasskuler (425-600 puM, Sigma-
Aldrich, Germany) og 2x 2,5-3,5mm syrevaskede glasskuler (Sigma-Aldrich, Germany) til 300
uL preve. Denne kombinasjonen har som hensikt a sikre et hgyere mangfold og redusere bias
som ellers kan oppsta ved en mekanisk lysering av bakterieceller. Prgvene ble prosessert to
ganger pa en FastPrep 96 (MP Biomedicals, USA) ved 1800 rpm i 40 sekunder, med
etterfglgende sentrifugering ved 13 000 rpm i 5 minutter. Sentrifugeringen tilrettelegger for

videre DNA-behandling ved a aggregere cellerester og glasskuler.

Den kjemiske lyseringen ble gjennomfert ved bruk av lyseringsbuffer og proteinase K. De
mekanisk lyserte prgvene ble behandlet med lyseringsbuffer og proteinase K pa KingFisher
Flex Robot. En lyseringsbuffer vil fgre til en lysering av cellene grunnet den hgye
saltkonsentrasjonen, mens proteinase K bryter ned kontaminerende proteiner i prgven, som for
eksempel nuklease som bryter ned DNA (69).

DNA-ekstrahering

DNA-ekstrahering av lyserte praver ble utfert pa KingFisher Flex robot (Thermo Scientific,
USA) ved bruk av paramagnetiske kuler. DNA bindes til paramagnetiske kuler i ngerver av en
hgy saltkonsentrasjon, som danner en bro mellom DNA og de paramagnetiske kulene (70).
Etanol ble tilsatt for presipitering av DNA. Prgvene ble sd vasket med vaskebuffer som
inneholder salt som binder DNA til paramagnetiske kuler. DNA ble eluert ved bruk av
nukleasefritt vann som forstyrrer saltbroen mellom DNA og de paramagnetiske kulene. Eluatet
med DNA ble sa kvantifisert ved bruk av kvantitativ PCR (qPCR).
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2.2.2 Mock-praver

Tillaging av blandinger med Mock20even

For & se om RMS-metoden klarer & skille lignende bakterier fra hverandre ble det laget atte
ulike blandinger i triplikater (for & gke paliteligheten og redegjere for eventuelle avvik) av
kjente bakteriestammer og Mock20even som vist i tabell 1. Blanding 1 inneholdt alle syv
bakteriestammer og Mock20even, mens blanding 10 inneholdt kun Mock20even. Nukleasefritt
vann (VWR, USA) ble benyttet som negativ kontroll for & utelukke forurensning fra blant annet

reagenser. Det var et totalt antall pa 30 praver.

| forkant av tillagingen av blandingene med Mock20even ble antall 16S rRNA genkopier fra
alle de syv kjente bakteriestammene kvantifisert pa Droplet Digital PCR (ddPCR) (se punkt
2.4.2). Det var gnskelig at hver bakteriestamme besto av tilsvarende 100 000 16S rRNA
genkopier/uL lik Mock20even. For a oppna det ble de syv bakteriestammene videre fortynnet
1:10 med nukleasefritt vann (VWR, USA) etter kvantifiseringen.

| og med at det var unike bakterielle sammensetninger i 9/10 blandinger besto blandingene av
ulikt volum genomisk DNA og dermed ogsa av ytterligere ulikt volum nukleasefritt vann
(VWR, USA). Til blanding 1 ble det derfor tilsatt 8 uL genomisk DNA (1 pL per
bakteriestamme og 1 puL. Mock20even), mens til blanding 2 ble det tilsatt 2 pL. genomisk DNA.
Blandingene fungerte dermed som templat for videre RMS-analyse. | og med at det allerede ble
tilsatt nukleasefritt vann (VWR, USA) til blandingene, besto mastermixen i punkt 2.3.1 av kun

resterende reagenser ngdvendig for analyse.

Tabell 1. Oversikt av ulike blandinger til Mock-analyse, samt bakteriestammenes antall 16S rRNA genkopier/uL
som et resultat av kvantifiseringen pa ddPCR.

e
enkopier, 10

Mock20even 100 000X

Streptococcus agalactiae (DSM 2134) 91 900 000X

Streptococcus mutans (DSM 20523) 5 050 000X X

Streptococcus pneumoniae (DSM 14378) 139 250 000X X

Enterococcus faecalis (DSM 20473) 62 550 000X X

Enterococcus faecalis (DSM 2570) 142 250 000X X

Helicobacter pylori (DSM 21031) 33 550 000X X

Lactobacillus gasseri (DSM 20243) 70 650 000X X
Nukleasefrittvann - X X X X X X X X X
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2.3 Klargjgring av RMS-bibliotek til sekvensering

2.3.1 Restriksjonskutting
Genomisk DNA (~10 ng) ble kuttet i fragmenter til en stgrrelse mellom 500 og 550 bp ved bruk

av en enzymkombinasjon av Msel og EcoRI. Enzymene kutter DNA pa ulike steder hyppig og
sjeldent, henholdsvis pa 5° T (TTAA) og 5> G (GAATTC) som vist i figur 3 for Msel og figur
4 for EcoRlI. Til restriksjonskutting ble det laget en reaksjonsmix (20 uL) bestaende av 8U
EcoRI (New England Biolabs, USA), 4U Msel (New England Biolabs, USA), 1x Cut Smart
Buffer (New England Biolabs, USA) og nukleasefritt vann (VWR, USA). Prgvene ble inkubert

i én time ved 37 °C for a sikre tilstrekkelig kutting av genomisk DNA i fragmenter.

5'T4TAA 3
3'AAT4T S

Figur 3. Msel gjenkjenner en palindromisk sekvens 5' TTAA 3' og kutter fosfodiesterbindingen mellom to T pa
begge trader for & danne to base 5' forlengelse T/TAA.

5'GZAATTC 3’
3'CTTAA4G 5!

Figur 4. EcoRI gjenkjenner en palindromisk sekvens 5’ GAATTC 3’ og kutter fosfodiesterbindingen mellom G og
A pd begge trdader for d danne fire base 5° forlengelse G/AATTC.

Ved bruk av en enzymkombinasjon av Msel og EcoRlI vil genomisk DNA bli kuttet i fragmenter
av ulik stgrrelse og ulikt antall. Fragmentene kategoriseres i «Msel/Msel, EcoRI/EcoRI og
Msel/EcoRI», og avhenger av om de flankeres av begge enzymer eller ikke. Det store flertallet
forventes & veere Msel/Msel fragmenter, og dobbelt s& mange Msel/EcoRI fragmenter som
EcoRI/EcoRlI fragmenter (57, 58).

2.3.2 Adapterligering
For mulig gjering av etterfglgende PCR-amplifisering ble det utfert adapterligering til endene

av restriksjonsfragmentene. Adapterligering inneberer & introdusere nukleotider som er
komplementzre til 5° overheng som oppstar etter kutting med restriksjonsenzymer. Adapterne
bestar av en kjernesekvens og en enzymspesifikk sekvens som vist i figur 5 for EcoRI adapter
og figur 6 for Msel adapter. Kjernesekvensen karakteriserer det som er til felles for forward og

revers adapter. Den enzymspesifikke sekvensen muliggjer ligering av adapterne til DNA-
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fragmentsekvensen som har oppstatt etter restriksjonskutting. Pa denne maten vil de ligerte
adapterne opprette et bindingssted for primerne i etterfglgende PCR-amplifisering.

Til adapterligering ble det laget en reaksjonsmix (5uL) bestaende av 0,5 uM EcoRI adaptermix
(Invitrogen, USA), 5 uM Msel adaptermix (Invitrogen, USA), 1 pL T4 DNA ligase (New
England Biolabs, USA) og 1x T4 reaksjonsbuffer (New England Biolabs, USA). Adaptermixen
ble laget av like store mengder av forward adaptere (EcoRI; 5°’- CTCGTAGACTGCGTACC-
3’, Msel; 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’) og reverse adaptere (EcoRI; 5’-
AATTGGTACGCAGTCTAC-3’, Msel; 5>-TACTCAGGACTCAT-3"). Prgvene ble inkubert i
tre timer ved 37 °C.

EcoRl adapter

5'CTCGTAGACTGCGTACCAATTC 3'
3 CATCTGACGCATGGTTAAG S

Figur 5. EcoRI adapter (forward og revers) bestar av en kjernesekvens (svart) og en enzymspesifikk sekvens
(grenn) som er komplementar til nukleotidrestene/DNA-kuttesekvensen oppstatt etter restriksjonskutting (bla).

Msel adapter

5’GACGATGAGTCCTGAGTAA 3
3' TACTCAGGACTCATT 5

Figur 6. Msel adapter (forward og revers) bestar av en kjernesekvens (svart) og en enzymspesifikk sekvens
(grenn) som er komplementar til nukleotidrestene/DNA-kuttesekvensen oppstatt etter restriksjonskutting (bla).

2.3.3 Kvalitativ PCR
Kvalitativ PCR ble utfart for amplifisering av adapterligert genomisk DNA, med spesifikke

EcoRl forward (5’-GACTGCGTACCAATTC-3") 0g Msel reverse (5°-
GATGAGTCCTGAGTAA-3’) primerpar komplementere til adapter- og kuttesekvensen (58),
som vist i figur 7 for EcoRI og figur 8 for Msel. Av ulike grunner vil det forega en dominant
amplifisering av fragmenter flankert av begge enzymer. Msel-primer har lavere
hybridiseringstemperatur enn EcoRI-primer, noe som gjar at Msel/Msel fragmentamplifisering
blir mindre effektiv sammenlignet med EcoRI/Msel fragmentamplifisering. Msel/Msel

fragmenter er korte og de har i tillegg en «invertert repeat» i endene. De kan dermed ha en

20



tendens til & danne harnalsstrukturer ved at endene pa fragmentene basepares, noe som
sannsynligvis vil utkonkurrere primerbindingen (57, 58). EcoRI/EcoRI fragmenter, derimot, er
lenger og det vil dermed veere mindre sannsynlig at harnalsstrukturer dannes. Det er sveert fa av
EcoRI/EcoRlI fragmenter ved PCR-amplifisering pa grunn av lengden deres.

Det ble laget en reaksjonsmix (20 pL) bestdende av 1x HotFirePol Blend Master Mix Ready
To Load (Solis BioDyne, Estonia), 0,2 uM EcoRI forward primer (Invitrogen, USA), 0,2 uM
Msel reverse primer (Invitrogen, USA) og nukleasefritt vann (VWR, USA). Reaksjonsmixen
ble farst tilsatt til hver brgnn i 96-brgnnersplate med etterfalgende tilsetning av adapterligert
DNA-templat (5 pL) til et totalt volum pa 25 pL. Prgvene ble amplifisert opp ved falgende
oppsett; 95 °C oppvarming i 15 minutter etterfulgt av 25 sykluser bestadende av denaturering
ved 95 °C i 30 sekunder, hybridisering ved 55 °C i 1 minutt og elongering ved 72 °C i 1 minutt,
far et avslutningssteg ved 72 °C i 7 minutter og nedkjgling ved 10°C . Antall sykluser ble gkt
til 30 for mekoniumspravene. Alle PCR-reaksjoner ble gjennomfart pa en 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems, USA).

For & utelukke kontaminasjon fra PCR-reagenser ble det til enhver PCR-reaksjon inkludert en

negativ kontroll bestaende av nukleasefritt vann (VWR, USA).

EcoRl primer (5'til 3')

5'CTCGTAGACTGCGTACCAATTC 3
3 CATCTGACGCATGGTTAAG S

Primer -> 5 GACTGCGTACCAATTC 3

Figur 7. EcoRI forward primer (5’ til 3°) benyttet i forste PCR er komplementcer til adapter-Kjernesekvensen
(svart), adapter-enzymspesifikke sekvensen (grenn) og nukleotidrestene/DNA-kuttesekvensen oppstatt etter
restriksjonskuttingen (bl&).

Msel primer (5' til 3')

55GACGATGAGTCCTGAGTAA 3
3 TACTCAGGACTCATT 5

Primer -> 5' ATGAGTCCTGAGTAA 3

Figur 8. Msel revers primer (5’ til 3°) benyttet i forste PCR er komplementcer til adapter-Kjernesekvensen
(svart), adapter-enzymspesifikke sekvensen (grenn) og nukleotidrestene/DNA-kuttesekvensen oppstatt etter
restriksjonskuttingen (bla).
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2.3.4 Rensing av PCR-produkt
For fjerning av overflgdig primer, primer-dimer, nukleotider, salt, polymerase og andre

kontaminanter etter PCR ble PCR-produktet renset ved bruk av AMPure® XP kuler (Beckman
Coulter, USA). Et renset PCR-produkt danner et stgrre utbytte for sekvenseringen. Rensingen
selekterte ogsa for fragmenter av gnsket lengde ved & rense bort de minste fragmentene.
Rensingen ble gjennomfart pa Biomek 3000 (Beckman Coulter, USA) i forhold 1:1 av volum
kuler og DNA i henhold til produsentens anbefalinger.

AMPure® XP kuler er paramagnetiske og har den betydning at kulene er magnetiske i naerveer
av en magnet. DNA vil fagrst bindes til kulene og separeres fra mulige kontaminanter i lgsningen
ved hjelp av magnet. Deretter vil kulene bundet til DNA bli vasket to ganger med 70-80%
etanol for fjerning av ytterligere kontaminanter. Til slutt vil det rensede DNA elueres fra kulene
ved hjelp av for eksempel nukleasefritt vann.

Rensingen av RMS-biblioteket ble utfgrt manuelt ved bruk av AMPure® XP kuler (Beckman
Coulter, USA) i forhold 2:1 av volum kuler og DNA pa grunn av problemer med instrument.

2.3.5 Index-PCR
Index-PCR ble utfart for en ytterligere adapterligering (Illumina-spesifikk) til de amplifiserte

RMS-fragmentene. Adapterligeringen er ngdvendig for massiv parallell sekvensering pa
[llumina MiSeq og Illumina HiSeq plattformene. Index-PCR primernes 3’ ende er
komplementzer til fragmentenes adapter- og enzymkuttesckvens, mens 5’ ende er
komplementzer til oligonukleotidene festet til flowcellen i Illumina sekvenseringsplattformen
sammen med Illumina sekvenseringsregion (bindesete for sekvenseringsprimer) og en unik
barcode/index. Indekseringen er ngdvendig for a skille de ulike prgvene fra hverandre etter at
de er blandet sammen til en preve, slik at de kan sekvenseres parallelt. Til dette ble en
kombinasjon av unike 16 forward og 36 revers primere benyttet, noe som gav muligheten a
indeksere 576 (16x36) prever til sammen. En oversikt av Illumina index-primere er gitt i

vedlegg 2.

Til index-PCR ble det laget en reaksjonsmix (13 pL) bestaende av 1x FirePol Master Mix Ready
to Load (Solis BioDyne, Estonia) og nukleasefritt vann (VWR, USA). Reaksjonsmixen ble
tilsatt til hver brgnn i 96-brgnnersplate etterfulgt av tilsetning av 0,2 uM unik EcoRI forward
index-primer (Invitrogen, USA) og 0,2 uM unik Msel revers index-primer (Invitrogen, USA)
pa epMotion 5070 (VWR, USA). Til slutt ble det tilsatt renset PCR-produkt (2 pL) til et totalt
volum pa 25 pL. Fragmentene ble amplifisert og indeksert ved fglgende oppsett; 95°C

oppvarming i 5 minutter, etterfulgt av 10 sykluser bestaende av denaturering ved 95°C i 30
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sekunder, hybridisering ved 56°C i ett minutt og elongering ved 72°C i ett minutt for et
avslutningssteg pa 72 °C i 7 minutter og nedkjgling ved 10°C oo.

2.3.6 Normalisering av RMS-bibliotek
Normalisering av RMS-bibliotek ble utfert for & sikre at like mengder av indexerte PCR-

produkter blir fremstilt for Illumina sekvensering, og for & unngd over- eller
underrepresentasjon av prgver. Normaliseringen ble gjennomfart pa Biomek 3000 (Beckman
Coulter, USA) i henhold til produsentens anbefalinger. | forkant av normaliseringen ble
fluorescens fra alle prgvene malt pA Cambrex-FLX 800 CSE. Til malingen ble det laget en
Qubit reaksjonsmix (Invitrogen, Burlington, Ontario) av Qubit dSDNA HS Reagent fortynnet
1:200 i Qubit dsDNA HS Buffer. 70 pL reaksjonsmix og 2 uL templat ble tilsatt til hver brenn
i en Nunc plate til et totalt volum pa 72 L.

Deretter fulgte en kvantifisering pa Qubit™ fluorometer (Life Technologies, USA) av tilfeldig
utvalgte praver (fem praver per alderskategori og Mock) som representerte bade lav, middels
og hgy fluorescens. Disse utvalgte prgvene ble videre benyttet til fremstilling av en
standardkurve. Pa den maten kunne konsentrasjonen av resterende praver beregnes. Et volum
fra hver prave i én 96-brgnnersplate som tilsvarte 50 ng ble overfart til et samlet eppendorfrear
pa Biomek 3000 (Beckman Coulter, USA). Instrumentet normaliserer én og én plate,

henholdsvis 12 mnd, 6 mnd etc. hver for seg.

Bibliotekene (fra hvert eppendorfrer) ble sa blandet til én prgve manuelt tilsvarende 700 ng
DNA fra hvert bibliotek fra alle alderskategorier og Mock. Dette var basert pa en ytterligere
maling av bibliotekenes konsentrasjon pa Qubit™ fluorometer (Life Technologies, USA) i

etterkant av normaliseringen pa Biomek 3000 (Beckman Coulter, USA).

Det endelige biblioteket ble sa renset ved bruk av AMPure® XP kuler (Beckman Coulter, USA)
som forklart i 2.3.4, kontrollert pa agarose gelelektroforese som forklart i 2.4.3 og kvantifisert
pa ddPCR som forklart i 2.4.2. DNA-konsentrasjonen ble malt til & vaere 23 nM. Prgven ble sa
fortynnet til 7pM i kombinasjon med PhiX (15%) og fremstilt til 2x300bp sekvensering pa
MiSeq (Illumina, USA) plattformen ved NMBU (As, Norway). Etter en kvalitetsvurdering av
RMS-data fra MiSeq sekvenseringen, ble RMS-biblioteket videre fremstilt til 2x150bp
sekvensering pa HiSeq3000 (lllumina, USA) plattformen ved Norges Sekvenseringssenter

(Oslo, Norway).
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2.4 DNA kvantitet- og kvalitetssikring

2.4.1 Qubit
Genomisk DNA og PCR-produkter ble kvantifisert pa Qubit™ fluorometer (Life Technologies,

USA) ved bruk av Qubit dsDNA HS assay kit (Invitrogen, Burlington, Ontario). Det ble laget
en Quant-iT™ reaksjonsmix bestaende av Quant-iT™ reagens fortynnet 1:200 i Quant-iT™
buffer. Det ble tilsatt 2 puL prove til 198 uL reaksjonsmix i henhold til produsentens

anbefalinger.

2.4.2 Droplet Digital PCR (ddPCR)
Kvantifiseringen av de unike bakteriestammene nevnt i punkt 2.1.2 ble gjennomfart tilsvarende

det for RMS-biblioteket (som forklart under), med unntak av at det til farstnevnte ble benyttet
andre primere (0,2 uM PRK 341 forward primer og 0,2 uM PRK 806 reverse primer).

Til kvantifiseringen av RMS-biblioteket ble det laget reaksjonsmix bestaende av 1x Super mix
for EvaGreen (Bio-Rad), 0,2 pM Illumina Colony forward primer (5°-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCT-3’), 0,2 puM Illumina Colony reverse primer (5’-
CCAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-3’) og nukleasefritt vann (VWR, USA).
Reaksjonsmixen (20,7 pL) ble farst tilsatt i sma eppendorfrar, med etterfalgende tilsetning av
DNA-templat (2,3 pL) til et totalt volum pa 23 pL. Deretter ble 20 pL av preven og 70 pL
EvaGreen olje (Bio-Rad) overfart til «cartridge» i ulike posisjoner for drapegenerering. Prgven
ble partisjonert tilfeldig i omtrent 20.000 draper gjennom vann-olje emulsjon i QX 200 Droplet
Generation instrumentet (BioRad, USA). 40 L av drapene ble sa overfert til en PCR-plate og
forseglet med aluminium ved 180°C i fem sekunder pa PCR Plate Sealer PX1 (Bio-Rad). PCR-
amplifisering ble sa utfert individuelt i hver enkelt drape ved fglgende oppsett; 95°C
oppvarming i 5 minutter, etterfulgt av 40 sykluser bestaende av denaturering ved 95°C i 30
sekunder, hybridisering ved 60°C i 30 sekunder og elongering ved 72°C i 45 sekunder, for to
avslutningssteg ved 4°C i 5 minutter og 90°C i 5 minutter. Alle reaksjoner ble gjennomfart pa
2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA).

Drapene ble kvantifisert ved hjelp av en programvare (Quantisoft; Bio-Rad) hvor de ble
karakterisert som positiv (en eller flere mal-DNA-kopier tilstede) eller negativ (ingen mal-
DNA-kopier tilstede), pa bakgrunn av om fluorescens ble avgitt eller ikke. Antall mal-DNA-
kopier presentert kan beregnes ut fra fraksjonen av antall positive draper ved bruk av Poisson-
statistikk i henhold til formel 1. Fra A og sammen med volumet av hver PCR- drape og det totale
antall draper analysert, beregnes et estimat av den absolutte mal-DNA-konsentrasjonen. Pa den

maten kan absolutte DNA-konsentrasjoner beregnes ngyaktig uten behov for standardkurve
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(71). Jo flere draper som representeres jo mer ngyaktig og presis blir kvantifiseringen, og da

spesielt i lave konsentrasjonsomrader.
A= —In(1-p) (Formel 1)
der,
) representerer gjennomsnittet av antall mdl-DNA-molekyler/kopier per drape
p representerer antall positive draper med amplifisert mal-DNA-produkt tilstede

2.4.3 Agarose gelelektroforese
For kontrollering av blant annet forventet starrelse, ble PCR-produktene validert pa en 1,5%

agarosegel ved gelelektroforese (BioRad, USA) i 30 minutter ved 85 volt. For tillaging av
agarosegel ble 4,5 gram agarose (Invitrogen, USA) opplast i 300 mL 1x tris-acetat EDTA
(TAE) buffer. Etter at gelen var nedkjglt ble det tilsatt 12 pL PeqGreen (PeqLab, Germany).
PegGreen er et fluorescerende fargestoff som binder DNA. 100 bp DNA-ladder (New England
Biolabs, USA) ble analysert sammen med PCR-produktene pa gelen for a kunne bestemme
deres starrelse. | forkant av gelelektroforesen inneholdt PCR-produktet allerede en farge fra
polymerasen benyttet ved kvalitativ. PCR. Denne fargen muliggjorde overvaking av

fragmentvandringen i agarosegelen.

Nar agarosegelen blir omgitt av et elektrisk felt, vil negativt ladet DNA vandre mot den positivt
ladede anoden (72). Fragmentene ble visualisert ved hjelp av Molecular Imager ® Gel Dox ™
XR Imaging System med Quantity One 1-D programvare v.4.6.7 (BioRad, USA) ved bruk av
ultrafiolett lys.

2.5 Dataanalyse

2.5.1 Prosessering av sekvensdata
Sekvensdata fra bade MiSeq og HiSeq ble prosessert i en RMS-pipeline, som fortsatt er under

utvikling. Farste steg i prosesseringen var de-multiplexing i Cutadapt, som involverer bruk av
barcode/index-informasjon, til & kunne splitte sekvenser fra ulike prgver fra hverandre til
separate filer, etter at prgvene har blitt sekvensert samtidig. Etter de-multiplexing dannes det
dermed FASTQ-filpar for hver prgve. For hvert FASTQ-filpar ble det sd gjennomfart sgkt opp

mot Kraken2 HumGut databasen for taksonomisk klassifisering.

Videre ble antallet sekvenser normalisert for det antallet fragmenter som var tilstede fra hver
bakterie i en prgve (=gjennomsnittlig dybde) ved bruk av R-script. Grunnen til det er at DNA-

et til ulike bakterier bestar av et ulikt antall fragmenter. Pa den maten kan signalet bli lett over-
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eller underestimert pa bakgrunn av antallet fragmenter, noe som igjen kan se ut som at en

bakterie er mindre eller mer tilstede enn en annen bakterie.

2.5.2 Kraken2 HumGut database
Kraken2 HumGut database er en nyutviklet database og inneholder en samling av bakterielle

genomer som er vanlige a finne i den humane tarm. Per dags dato bestar databasen av 412
bakteriearter, i tillegg til Homo sapiens. Prinsippet for utviklingen av databasen fglger flere
steg. Det ble farst laget en liste over alle arter som sannsynligvis forekommer i den humane
tarm. Disse opplysningene ble hentet fra «<Human Microbiome Project» og EzBioCloud (en
taksonomisk database) (73). Videre ble det selektert ut genomer fra NCBI- RefSeqg-databasen
av artene. Alle RefSeq-genomer av disse artene ble samlet, noe som resulterte i rundt 45 000
genomer. Det ble sd beregnet en «avstand» mellom genomer av samme art ved hjelp av et
verktgy som kalles Mash (74). Grunnen til dette er at mange genomer innenfor en art kan veere
ekstremt like, og vi ikke trenger alle slike nesten-kopier i databasen. Genomer ble sa clustret
med avstand 0,01 — det vil si at grupper av «like» genomer ligger innenfor en radius av 0,01,
og bare ett genom fra hver gruppe utgjer databasen. Dette gjorde at antallet genomer ble
redusert til omtrent 2500. En Kraken2 HumGut database ble sa laget og var basert pa denne

samlingen av bakterielle genomer, i tillegg til Homo sapiens.

2.5.3 Statistiske analyser
For & fa et overblikk av de viktigste egenskapene til data produsert i studien, og for & kontrollere

at variablene oppfyller gitte forutsetninger for bruk av spesifikke statistiske tester, ble data forst
presentert ved hjelp av deskriptiv statistikk. Deskriptiv statistikk for ikke-parametriske data
inkluderte bruk av median og interkvartilbredde. Datasett fra alle alderskategorier ble
visualisert i individuelle box-plotter. Box-plottene sammenligner medianen og spredningen av

data for hver alderskategori.

Ikke-parametrisk Kruskal-Wallis test ble utfert for a teste eventuelle statistisk signifikante
forskjeller i den relative mengden av bakteriearter (kontinuerlig avhengig variabel) mellom
ulike alderskategorier (kategorisk uavhengig variabel). | tilfeller hvor testen var statistisk
signifikant, ble det videre utfort Dunn’s Post-Hoc test for parvise sammenligninger for a
undersgke hvilke bestemte alderskategorier av den kategoriske uavhengige variabelen som er
statistisk signifikant forskjellig fra hverandre, med hensyn til den relative mengden av
bakteriearter av den kontinuerlige avhengige variabelen. Alle p-verdier ble videre Bonferroni-

korrigert for a redusere sjansen for falske positive resultater.
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En Spearman-korrelasjonsanalyse ble utfart av mor-barn praver for a teste for bakterier som er

korrelert med alder (to kontinuerlige variabler).

I tillegg ble det utfart en Pearson-korrelasjonsanalyse av Mock-pravene for a teste hvorvidt det
er korrelasjon mellom forventet og bestemt bakteriell sammensetning (to kontinuerlige
variabler) i Mock. Korrelasjonskoeffisienten, R, kan variere fra 1 til -1. En verdi pa 1 indikerer
sveert god positiv korrelasjon mellom to variabler. R = 0 dersom HO er sann, noe som tilsier

ingen korrelasjon mellom to variabler.

Alle statistiske analyser ble utfert i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), med et

signifikansniva pa 5%.
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3. Resultat

3.1 Tillaging av RMS-bibliotek
For tillaging av RMS-biblioteket ble DNA-konsentrasjonene til 11 praver, med henholdsvis

fire praver fra mor, to praver fra tolv maneder, fire praver fra seks maneder og én prave fra tre
maneder, kvantifisert pa Qubit. DNA-kvantifiseringen ble gjennomfert for & kunne bestemme
prgvevolumet som skulle tilsettes tilsvarende 10 ng genomisk DNA. DNA-konsentrasjonene
fra Qubit-malingene var i omradet 0,1-0,8 ng/uL.

Etter forste PCR og index-PCR fulgte kvalitetssjekk av alle 543 prgver (mor-barn prgver og
Mock-prgver med tilhgrende negative og positive kontroller) pa agarose gelelektroforese.
Kvalitetssjekken var ngdvendig for & kontrollere for fragment av forventet starrelse, for a
utelukke forurensning fra blant annet reagenser og for a kontrollere at rensingen av PCR-
produktet var tilstrekkelig.

Gelresultatet fra tolv maneders praver etter farste PCR og index-PCR viste band av forventet
starrelse pa cirka 500-550 bp for henholdsvis 66% og 73% av pravene. En hgyere andel av seks
maneders praver fikk band av forventet starrelse etter farste PCR og index-PCR, henholdsvis
95% og 84%. Nar det gjelder gelresultatet fra tre maneders prover etter farste PCR og index-
PCR, ble det observert band av forventet starrelse for henholdsvis 93% og 92% av prgvene.
Andelen av madre-praver som fikk band av forventet starrelse etter farste PCR og index-PCR
var henholdsvis 85% og 81%. Imidlertid var andelen prgver som fikk band av forventet starrelse
lavest for mekonium-prgvene etter farste PCR og index-PCR, henholdsvis 8% og 19%. Ingen

av provene ble utelukket fra videre analyse.

Et eksempel av gelresultatet fra tre maneders praver (25/100 prgver) med tilhgrende negativ
(nukleasefritt vann) og positiv (Escherichia coli) kontroll fra ferste PCR og fra index-PCR er
vist i henholdsvis figur 9 og figur 10. Fra figurene observeres det band av forventede starrelser
pa omtrent 500-550 bp for alle prgver. Det er ingen band i negativ kontroll til forskjell fra
positiv kontroll som har et klart band. Begge PCR-reaksjonene viser tegn pa «smearing». Index-
PCR reaksjonen viser spesielt dannelsen av primer-dimer pa omtrent 100 bp. Det er ogsa
tydelig at etter index-PCR er bandene sterkere. Her er ogsa de minste fragmentene renset vekk

da det var et rensetrinn mellom ferste PCR og index-PCR.

Gelresultatet fra Mock-blandingene med tilhgrende negativ kontroll fra ferste PCR og fra
index-PCR, er gitt i henholdsvis figur 11 og figur 12. Her vises triplikater (a-c) av hver av de ti

blandingene, inkludert negativ kontroll (nukleasefritt vann). Det observeres band av forventede
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stgrrelser pa omtrent 500-550 bp for alle praver. Det er ingen band i negativ kontroll. Begge

PCR-reaksjonene viser tegn pa «smearing». Primer-dimer pd omtrent 100 bp er ogsa tydelig

her etter index-PCR.

1 2 3 4 56 780101112 13734 15FI6MasSISIO¥ (2122 23 24 25 Neg Pos

PCR-produkt av forventet stgrrelse (ca. 500-550bp) fer rensing

Figur 9. PCR-produkter (fgr rensing) av forventet stgrrelse pa ca. 500-550 bp fra 3 mnd prever (25/100 praver)
fra forste PCR, visualisert pa 1,5% agarose gelelektroforese, ved hjelp av Molecular Imager ® Gel Dox ™ XR
Imaging System med Quantity One 1-D programvare v.4.6.7 (BioRad, USA), ved bruk av ultrafiolett lys. Helt til
venstre vises 100bp DNA-ladder (L) og helt til hgyre vises positiv (Escherichia coli) og negativ (nukleasefritt

vann) kontroll.

L 2 2008 idueDin6i:74:81£9:40514,12:13 4141516 $17818819: 2012442223 24:25 Neg Pos

Primer-dimer PCR-produkt av forventet stgrrelse (ca. 500-550bp) etter rensing

Figur 10. PCR-produkter (etter rensing) av forventet starrelse pa ca. 500-550 bp fra 3 mnd prever (25/100
prover) fra index-PCR, visualisert pa 1,5% agarose gelelektroforese ved hjelp av Molecular Imager ® Gel Dox
™ XR Imaging System med Quantity One 1-D programvare v.4.6.7 (BioRad, USA), ved bruk av ultrafiolett lys.
Helt til venstre vises 100bp DNA-ladder (L) og helt til hayre vises positiv (Escherichia coli) og negativ
(nukleasefritt vann) kontroll. Primer-dimer observert pa omtrent 100 bp.
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L 1a 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b5c 6a 6b 6¢c 7a

L 7b 7c 8a8b 8¢ Neg 10al0bl0c

{ J PCR-produkt av

forventet stgrrelse
500bp > (ca. 500-550bp) for
100bp --> rensing

Figur 11. PCR-produkter (fgr rensing) fra Mock (blanding 1-10 i triplikater (a-
c)), inkludert negativ kontroll (neg), fra farste PCR, visualisert pa 1,5% agarose
gelelektroforese ved hjelp av Molecular Imager ® Gel Dox ™ XR Imaging System
med Quantity One 1-D programvare v.4.6.7 (BioRad, USA), ved bruk av
ultrafiolett lys. Helt til venstre vises 100bp DNA-ladder (L). Negativ kontroll
(neg) besto av nukleasefritt vann.

L 1a 1b 1c2a2b 2c 3a3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b 5c 6a 6b 6¢ 7a

Primer-dimer

L 7b 7c 8a8b 8c Neg 10al0bl0c

PCR-produkt av

. forventetstorrelse
(ca. 500-550bp)
etter rensing

Figur 12. PCR-produkter (etter rensing) fra Mock (blanding 1-10 i triplikater (a-
c)), inkludert negativ kontroll (neg), fra index-PCR, visualisert pa 1,5% agarose
gelelektroforese ved hjelp av Molecular Imager ® Gel Dox ™ XR Imaging
System med Quantity One 1-D programvare v.4.6.7 (BioRad, USA), ved bruk av
ultrafiolett lys. Helt til venstre vises 100bp DNA-ladder (L). Ladder i nederste gel
er litt utydelig ved 100bp. Negativ kontroll (neg) besto av nukleasefritt vann.
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3.2 lllumina sekvensering av RMS-bibliotek
Det ble farst gjennomfart en sekvensering pa Illumina MiSeq (2x300 bp) som kontroll pa at

RMS-biblioteket var av tilstrekkelig kvalitet, far ytterligere dypere sekvensering pa Illumina
HiSeq 3000 (2x150 bp). Et totalt antall pa 543 prever, inkludert mor-barn prgver og Mock-
prover med tilhgrende positive og negative kontroller ble sekvensert. Det ble fokusert pa
fragmenter i lengdeintervallet 50bp-500bp, da det er her man far tilneermet 90% av signalet
(=antall sekvenser).

3.2.1 Hlumina MiSeq sekvensering

Fra sekvenseringen pa Illumina MiSeq ble et totalt antall pa 26 225 864 sekvenser av hgy
kvalitet produsert. Informasjon om kvaliteten pa RMS-biblioteket fra Illumina MiSeq
sekvenseringen er hentet fra BaseSpace Illumina, og er angitt i ulike diagrammer «Qscore
Heatmap» og «Qscore distribution» som er illustrert i henholdsvis vedlegg 3 og vedlegg 4.

Fra «Qscore Heatmap» observeres det en hgyere andel av sekvenser med lavere kvalitet (Qscore
< 35) i starten av sekvenseringen, med etterfglgende gkning i kvalitet (Qscore > 35). 1 tillegg
observeres det en hgyere andel av sekvenser med en hgyere Qscore for «read 1» til forskjell fra
«read 2», som forventet. Fra «Qscore distribution» observeres det at 65,9% av sekvensene har
en Qscore > 30.

3.2.2 lllumina HiSeqg 3000 sekvensering

Fra sekvenseringen pa Illumina HiSeq 3000 ble et totalt antall pa 266 800 000 sekvenser av hgy
kvalitet produsert. Sekvenskvaliteten er hentet fra «MultiQC», tilsendt fra Norges
sekvenseringssenter, og er angitt i ulike diagrammer «Per Sequence Quality Scores» og «Mean

Quality Scores» som er illustrert i henholdsvis vedlegg 5 og vedlegg 6.

Fra «Per Sequence Quality Scores» observeres det at majoriteten av sekvensene har en Phred
Score/Qscore > 35. Fra «Mean Quality Scores» ser det ut til at de ferste syklusene med
sekvensering er av lavere kvalitet (Phred Score < 30) til forskjell fra resterende sykluser,
omtrent fra syklus 10, som er av hgyere kvalitet (Phred Score > 30). Som forventet tyder det

0gsa pa her at kvaliteten av sekvenseringen reduseres mot slutten.
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3.3 Vurdering av Kraken2-databaser
Det ble gjennomfert en sammenligning av andel sekvenser som mappet til Kraken2 HumGut

database og til Kraken2 Standard database, fra bade MiSeq data og HiSeq data, som vist i figur
13. Dataene er presentert som median og interkvartilomrade.

Fra figuren observeres det at en gjennomgaende hgyere andel av sekvenser fra MiSeq data
mappet til Kraken2 HumGut databasen (median 73,67, interkvartilomrade 62,19-83,36) til
forskjell fra Kraken2 Standard database (median 65,81, interkvartilomrade 50,26-82,28).
Tilsvarende observasjon gjaldt ogsd HiSeq data hvor en gjennomgaende hgyere andel av
sekvenser mappet til Kraken2 HumGut databasen (median 79,36, interkvartilomrade 71,60-
87,15) til forskjell fra Kraken2 Standard databasen (median 74,60, interkvartilomrade 59,01-
83,95).

Kraken2 HumGut database inneholder 412 bakteriearter til forskjell fra Kraken2 Standard
database som inneholder 3100 bakteriearter. Av de 412 bakterieartene som er tilgjengelige i
Kraken2 HumGut database, sa mappet bakteriesekvensene til et antall pa 269 bakteriearter, i

tillegg til Homo sapiens.

| denne studien er alle resultater videre basert pa HiSeq-data med taksonomisk klassifisering
ved bruk av Kraken2 HumGut database. Imidlertid ble den taksonomiske klassifiseringen av

Mock-samfunn (Mock20even) gjennomfert ved bruk av Kraken2 Standard database.
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Vurdering av Kraken2-databaser
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Figur 13. Vurdering av Kraken2-databaser. Illustrasjon av prosentandelen sekvenser (y-akse)
som mappet til HumGut(lilla box)- og Standard (bla box) Kraken2 databasene (x-akse), fra bade
MiSeq og HiSeq data. Sirkler angir slengere fra 1,5-3,0 x Q1 (nedre kvartil).
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3.4 RMS-analyse av Mock-samfunn
For & evaluere kvaliteten til RMS-metoden i detektering av kjente bakteriearter, ble det

gjennomfart analyser av Mock-samfunn. Imidlertid klarte ikke Kraken2 klassifiseringen a
trekke ut informasjon fra hver av de syv enkeltstammene som ble tilsatt til Mock20even
(resultater ikke vist). Resultatene vist i figur 14 er dermed kun basert pa analyser fra
Mock20even.

For a teste hvorvidt det er korrelasjon mellom forventet og bestemt bakteriell sammensetning i
Mock20even, ble det utfert en Pearson-korrelasjonsanalyse (figur 14). Her vises den forventede
relative andelen (fasit) av de 20 kjente bakterieartene tilstede i Mock20even, hvor deres antall
16S rRNA genkopier er tatt i betraktning, i forhold til den bestemte relative andelen av bakterier
som et resultat av sekvenser produsert ved RMS-metoden, med bruk av HiSeq 3000 som
sekvenseringsplattform. Det observeres en relativt god positiv korrelasjon mellom forventet og
bestemt bakteriell sammensetning i Mock20even, med en Pearson-korrelasjonskoeffisient r =
0,75. En p-verdi < 0,001 tilsier at korrelasjonen er signifikant. Bakteriearter som ligger under
linjen er forholdsmessig mindre rikelig som et resultat av RMS-metoden enn det som er

forventet, og motsatt.
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Figur 14. Korrelasjonsplott av Mock-samfunn (Mock20even). Her vises den relative andelen
av de 20 kjente bakterieartene tilstede i Mock20even. Her er den forventede relative andelen
(fasit) av bakteriene hvor deres antall av 16S rRNA genkopier er tatt i betraktning (x-akse)
plottet mot den bestemte relative andelen av bakterier som et resultat av sekvenser produsert
ved RMS-metoden, med HiSeq 3000 som sekvenseringsplattform (y-akse). R = 0,75, p <
0,001. Taksonomisk klassifisering av Mock-data ble utfart ved bruk av Kraken2 Standard
database.
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3.5 RMS-analyse av mor-barn praver
Det ble gjennomfart prelimingre statistiske analyser, Kruskal-Wallis test og Spearmans

korrelasjonsanalyse, av det totale antallet pa 269 bakteriearter som ble identifisert med Kraken2
HumGut databasen. Kruskal-Wallis testet for mor-barn assosierte tarmbakterier, mens
Spearmans korrelasjonsanalyse testet for tarmbakterier som er korrelert med alder. Pa bakgrunn
av statistisk signifikante resultat generert fra Kruskal-Wallis test, og Spearmans

korrelasjonsanalyse, ble ulike bakteriearter selektert ut for videre analyse.

3.5.1 Seleksjon av bakteriearter for videre analyse
Et antall pa tolv bakteriearter (Escherichia coli, Pelomonas puraquae, Acinetobacter parvus,

Dorea longicatena, Coprococcus catus, Coprococcus comes, Bacteroides fragilis, Bacteroides
thetaiotamicron, Parabacteroides distasonis, Bacteroides vulgatus, Bacteroides dorei,
Bifidobacterium longum) ble selektert ut for videre analyser. Fra figur 15 illustreres
gjennomsnittsverdien for mengden av ulike bakterier for alle alderskategorier basert pa p-
verdier (Kruskal-Wallis) og korrelasjonskoeffisientens verdier (Spearmans korrelasjon).

Figurens panel A illustrerer resultatene fra Kruskal-Wallis test som ble utfgrt for hver av de 269
bakteriene opp mot 100 mor-barn par for hver alderskategori (nyfgdt/mekonium, tre mnd, seks
mnd, tolv mnd). Resultater som ga lave p-verdier ble sortert ut for videre analyse, her
Bacteroides, som dermed antas & vaere mor-barn assosiert. Motsatt observeres det en mye

hayere p-verdi for Lachnospiraceae, noe som indikerer at den ikke er mor-barn assosiert.

Figurens panel B illustrerer resultatene fra Spearmans korrelasjonsanalyse som ogsa ble utfert
for hver av de 269 bakteriene opp mot 100 mor-barn par for hver alderskategori
(nyfadt/mekonium, tre mnd, seks mnd, tolv mnd). Det observeres at mengden av Bacteroides
er her jevnere fordelt blant de ulike alderskategoriene, mens Lachnospiraceae viser en sterk

positiv korrelasjon med alder, noe som indikerer at den er hgyest tilstede hos madre.

Den taksonomiske rangeringen (rekke, klasse, familie, slekt og art) av de ulike bakteriene er

gitt i vedlegg 7.
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3.5.2 Den relative mengden av bakteriearter hos spedbarn og mgdre
Den relative mengden av bakteriearter hos spedbarn og medre er vist i figur 16, figur 17 og

figur 18 som en logl0 transformert prosentandel. Dataene er presentert som median og

interkvartilomrade.

For & undersgke om forskjellene i den relative mengden av bakteriearter mellom mgdre og barn
i ulike alderskategorier er statistisk signifikante, ble det gjennomfart Kruskal-Wallis test. Siden
Kruskal-Wallis test ikke oppdager mellom hvilke mor-barn alderskategorier de potensielle
forskjellene i mengden bakterien forekommer, ble det videre utfert Dunn’s Post Hoc test for

parvise sammenligninger, med Bonferroni korreksjon av p-verdier.

Bakteriearter assosiert med alder

Fra figur 16 observeres det tydelig at tre av bakterieartene (E.coli, P.puragquae og A.parvus) er
negativt assosiert med alder (synker med alder), mens resterende bakteriearter (D.longicatena,
C.catus og C.comes) er positivt assosiert med alder (stiger med alder). Den relative mengden
av for eksempel E.coli er lavest hos magdre (median -0,28, interkvartilomrade -0,52-0,13), til
forskjell fra mekonium hvor den relative mengden er stgrst (median 0,81, interkvartilomrade
0,54-1,17). Motsatt er den relative mengden av for eksempel D.longicatena sterst hos mgdre
(median -0,16, interkvartilomrade -0,44-0,08) til forskjell fra tre maneder hvor den er lavest
(median -1,66, interkvartilomrade -1,91- -1,33), og interessant nok lavere enn mekonium
(median -1,08, interkvartilomrade -1,57- -0,82). Tolkningen er tilsvarende for resterende
bakteriearter som visuelt synker med alder (P.puraquae og A.parvus) og gker med alder

(C.catus og C.comes).

Alle Bonferroni-korrigerte p-verdier < 0,05, bortsett fra den parvise sammenligningen av D.
longicatena, C. catus og C. comes mellom 3 mnd og 6 mnd, i tillegg til utvalgte parvise

sammenligninger av E.coli, P. puraquae og A. parvus.

Alle Bonferroni korrigerte p-verdier for de parvise sammenligningene av den relative mengden

av de ulike bakterieartene er vist i vedlegg 8.
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Figur 16. Relativ mengde (log10) av ulike bakteriearter (E. coli, P. puraquae, A. parvus, D. longicatena,
C. catus og C. comes) som synker (A, B, C) og stiger (D, E, F) med alder (nyfgdt/mekonium, tre mnd, seks
mnd, tolv mnd og madre, illustrert med ulike farger). Dataene er presentert som median og
interkvartilomrade (Q1->Q3). Sirkler og stjerner angir slengere fra henholdsvis 1,5-3,0 x Q1 (nedre
kvartil) eller Q3 (gvre kvartil), og over 3,0 x Q1 (nedre kvartil) eller Q3 (gvre kvartil). Signifikans ble
estimert ved bruk av Kruskal-Wallis test med Dunn’s PostHoc test for parvise sammenligninger, og
Bonferroni-korreksjon av p-verdier. Statistikk er utfart i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).
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Bifidobacterium longum hgyt representert i spedbarns tarmmikrobiota

Fra figur 17 observeres det at den relative mengden av Bifidobacterium longum gker signifikant
fra mekonium (median 0,96, interkvartilomrade 0,61-1,27) til tre maneder (median 1,50,
interkvartilomrade 1,18-1,83, p < 0,05) og seks maneder (median 1,66, interkvartilomrade 1,17-
1,83, p < 0,05). Den relative mengden blir sa signifikant redusert fra seks maneder til tolv
maneder (median 1,02, interkvartilomrade 0,67-1,30, p < 0,05). Bifidobacterium longum er

tydelig lavest representert hos mgdre (median 0,52, interkvartilomrade 0,34-0,94).

Alle Bonferroni korrigerte p-verdier for de parvise sammenligningene av den relative mengden

av Bifidobacterium longum er vist i vedlegg 8.
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Figur 17. Relativ mengde (log10) av Bifidobacterium longum mellom mor og barn i ulike
alderskategorier (nyfadt/mekonium, tre mnd, seks mnd, tolv mnd, illustrert med ulike
farger). Dataene er presentert som median og interkvartilomrade (Q1->Q3). Sirkler angir
slengere fra 1,5-3,0 x Q1 (nedre kvartil). Signifikans ble estimert ved bruk av Kruskal-
Wallis test med Dunn’s PostHoc test for parvise sammenligninger, og Bonferroni-
korreksjon av p-verdier. Statistikk er utfert i Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS).
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Mor-barn assosierte bakterier

Fra figur 18 observeres det at B.fragilis, B.thetaiotamicron, P.distasonis, B.vulgatus og B.dorei
er rikelig tilstede hos bade mor og barn. Imidlertid observeres det at bakteriene er hgyest
representert i mekonium/nyfgdt blant de ulike barns alderskategorier. Den relative mengden av
for eksempel B. fragilis er hgyest i mekonium (median 0,18, interkvartilomrade -0,22-0,44) og
lavest i seks maneder (median -0,53, interkvartilomrade -0,78-0,42). Det observeres 0gsa en
gkning av den relative mengden av alle arter bortsett fra P. distasonis fra seks mnd til tolv mnd.
| tillegg observeres det en gkning av den relative mengden av alle arter bortsett fra B.fragilis

fra 12 mnd til madre.

Visuelt sett ser det ut til at den relative mengden av bakteriene her er mer stabil mellom mor og
barn i ulike alderskategorier. Det er likevel et relativt kompleks manster av signifikante og ikke-
signifikante resultater fra de parvise sammenligningene av den relative mengden av bakterier
mellom mor og barn (se vedlegg 8). For eksempel var alle mor-barn parvise sammenligninger
av den relative mengden B. vulgatus og P. distasonis signifikant (p <0,05), mens alle mor-barn
parvise sammenligninger av den relative mengden av B. fragilis var ikke signifikant (p >0,05).
Nar det gjelder parvise sammenligninger av den relative mengden av bakterier mellom barn i

ulike alderskategorier, var majoriteten av resultatene ikke-signifikante (p>0,05).

Alle Bonferroni korrigerte p-verdier for de parvise sammenligningene av den relative mengden

av de ulike artene fra slekten Bacteroides er vist i vedlegg 8.

41



>
o

Bacteroides fragilis Bacteroides thetaiotaomicron
2,000 2,000
L
g - A
E 1000 E 1o
o
% %
g &
5 o000 £ 00
1= o
=3 =}
= =
3 3 I I
S 1.0007 & 1,000
g : §
£ : ° £
>
g 2,000 T 2000
o K]
« @
3,000 3,000
Mcko'nhln 3 -‘md 6 ll:n‘ 12 l'nnd M’or Moko‘nlun 3 I;M 6 rr‘md 12 v'nnd M’u
B Alderskategorier E Alderskategorier
Bacteroides vulgatus Parabacteroides distasonis
2,000 2,000-
o
°
£ A - 2 °
E E 1,000
S 10007
: :
E & p00
g g
g— 000 =
g B
% ? 1,000 o
£ < £
> 1,000 >
K . g 2,000
& L «
2,000 -3.000
Molu;nlum 3 n:nd 6 ;nd 12 ;nd u'ov Mnk;nlum 3 n’md 6 ll'nd 12 v‘lm’ M’w
Alderskategorler Alderskategorier
Bacteroides dorei
2,000
] 8
E 1000 8
S °
E 0001 I
=
o
=
@
B -1.000-
[~
@
E
>
B 20007
@
@
3,000
Mekonium  3mnd 6 mnd 12 mnd Mor
Alderskategorier

Figur 18. Relativ mengde (log10) av ulike bakteriearter (B. fragilis, B. vulgatus, B. dorei, B.
thetaiotamicron, P. distasonis og B. longum) mellom mor og barn i ulike alderskategorier
(nyfadt/mekonium, tre mnd, seks mnd, tolv mnd, illustrert med ulike farger). Dataene er presentert som
median og interkvartilomrade (Q1->Q3). Sirkler og stjerner angir slengere fra henholdsvis 1,5-3,0 x Q1
(nedre kvartil) eller Q3 (gvre kvartil), og over 3,0 x Q1 (nedre kvartil) eller Q3 (gvre kvartil). Signifikans
ble estimert ved bruk av Kruskal-Wallis test med Dunn’s PostHoc test for parvise sammenligninger, og
Bonferroni-korreksjon av p-verdier. Statistikk er utfert i Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS).

42



4. Diskusjon

4.1 RMS-analyse av mor-barn praver

4.1.1 Proteobacteria og Actinobacteria dominerer tarmmikrobiota signifikant i ung alder
Det som karakteriserer et spedbarns tarmmikrobiota er typisk et begrenset mangfold av

bakterier som hovedsakelig domineres av Proteobacteria og Actinobacteria, med etterfalgende
fremvekst og dominans av Firmicutes og Bacteroidetes (5). Dette ble ogsa observert i studien.
Proteobacteria var signifikant negativt assosiert med alder, mens Firmicutes var signifikant
positivt assosiert med alder. Dette er en indikasjon pa at tarmkoloniseringen med
Proteobacteria er typisk vanlig i ung alder, til forskjell fra tarmkoloniseringen med Firmicutes
som dermed er mer vanlig pa et senere tidspunkt, noe som er i overensstemmelse med tidligere
studier (26, 30). En ytterligere grunn til at den relative mengden av medlemmer av
Proteobacteria var signifikant hgyere hos spedbarn enn hos mgdre, kan skyldes et lavere niva
av artsdiversitet hos ferstnevnte, og dermed mindre «konkurranse» i tarmen i forhold til

nisjeokkupasjon (5).

En tidligere dyrkningsbasert studie (37) identifiserte arten E.coli fra rekken Proteobacteria til
a veere en av de farst representerte bakteriene i tarmen hos friske spedbarn. Pa den maten kan
E.coli, som er en fakultativ anaerob bakterie, produsere et mer oksygenfattig miljg som er
gunstig for etablering av de seinere forekommende bakteriene (Bacteroidetes, Actinobacteria
og Firmicutes), som karakteriseres som strikt anaerobe (37). Det er dermed ikke overraskende
med den signifikante reduksjonen i den relative mengden av Proteobacteria og den signifikante

gkningen av Firmicutes og Actinobacteria.
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4.1.2 Direkte mor-barn overfgring av E. coli?
E. coli var signifikant hgyest representert i mekonium pa likhet med det som tidligere har blitt

observert (75). Dette kan tyde pa mor-barn overfgring av fekale bakterier, ettersom avfgring
under fgdsel ikke er uvanlig. Tidligere studier (30, 76) har ved bruk av dyrkningsuavhengige
metoder rapportert stammer av E. coli som deles mellom mor og barn, noe som styrker
pastanden om at bakterien kan ha blitt overfert fra mor til barn. Imidlertid betyr ikke det at
bakterien er mor-barn assosiert, noe som blant annet kan begrunnes med den signifikante
reduksjonen av E. coli med alder. Det kan tenkes at mor-barn assosierte bakterier vil kunne
veere rikelig tilstede hos bade mor og barn over lenger tid (77). Istedenfor ser det ut til at E. coli
blir utkonkurrert av andre bakterier. Imidlertid er det ingen kjennskap til mgdrenes diett, hvilket
kan ha en pavirkning pa mor-barn overfgringen av bakterier (78).

4.1.3 Bifidobacterium longum hgyest representert ved seks maneders alder
Bifidobacterium er kjent for a vaere den dominerende anaerobe tarmbakterien hos ammende

spedbarn (5, 79). | denne studien var arten Bifidobacterium longum hgyest representert ved seks
maneders alder. Den signifikante gkningen av Bifidobacterium longum fra mekonium og opp
til seks maneders alder fremhever den positive rollen til morsmelk i utforming av det
Bifidobakterielle samfunnet, som blant annet spiller en viktig rolle i utviklingen og modningen
av spedbarnets immunsystem (80). Denne signifikante gkningen stgttes ogsa av
tilstedevearelsen av de prebiotiske humane melkeoligosakkaridene (HMQO’er), som stimulerer
veksten av Bifidobacterium (81). En hgy tilstedeveerelse av Bifidobacterium longum hos
spedbarn har ogsa blitt rapportert av tidligere studier (79, 82, 83). I likhet med andre studier
(79, 82, 83), har denne studien fremhevet den viktige rollen til Bifidobacterium i utformingen

av tarmmikrobiota pa et tidlig stadium i livet.

| overgangen fra morsmelk til fast fade er det kjent at mengden Bifidobacterium reduseres (84).
Dette kan vare en arsak til den signifikante reduksjonen av Bifidobacterium longum fra seks til
tolv maneders alder. Pa dette stadiet var det en tilsvarende signifikant gkning av Firmicutes og
Bacteroidetes fra seks til tolv maneders alder, noe som er i overensstemmelse med tidligere
studier (79). Mange av de seinere forekommende bakteriene er effektive i nedbrytning av
kostfibre, og er produsenter av kortkjedede fettsyrer (8, 9). Det kan derfor tyde pa at det skjer
et skifte mot et mer voksenassosiert tarmmiljg, som har mer kapasitet til nedbrytning av

karbohydrater.

Nar tarmen introduseres for nye naringsstoffer, kan det derfor tyde pa at den intraindividuelle

diversiteten gker som folge av et mikrobielt skift, mens den interindividuelle diversiteten
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reduseres, ettersom tarmen blir mer voksenassosiert og mindre heterogen, noe som ogsa har
blitt observert tidligere (34, 85). Imidlertid forblir det ukjent om det mikrobielle skiftet skyldes
opphgr av amming, innfering av fast fade eller en kombinasjon av dem. Fra en tidligere studie
(30) er det bevis pa at opphgr av amming har sterst medvirkning til seleksjonen av bakterier.
Fra studien (30) hadde innfgring av fast fade en medvirkning til det mikrobielle skiftet, men
skiftet oppsto ikke far amming ble fravaerende. Det kan dermed vere en indikasjon pa at det er
fraveer av amming, fremfor innfering av fast fede, som er arsaken til den signifikante
reduksjonen av Bifidobacterium longum, og dermed skiftet mot en mer voksenassosiert
tarmmikrobiota. Samlet tyder resultatene pa at tarmmikrobiotas sammensetning utvikler seg
med alder som respons pa miljgfaktorer, i dette tilfellet diettendring.

4.1.4 Mulig kolonisering av spedbarnstarm far fadsel
Interessant nok var alle de tre artene (D. longicatena, C. catus og C.comes) fra rekken

Firmicutes, signifikant hgyere i mekonium sammenlignet med tre maneder. Mekonium antas a
reflektere det intrauterine miljget far fadsel (29). Det kan dermed veere en indikasjon pa at det
intrauterine miljeet inneholder bakterielle samfunn som kan tilrettelegge for videre
tarmkolonisering. For fadsel kan det veere vanlig at spedbarnet blir utsatt for anaerobe forhold
i utero, mens ved fadselen er spedbarnets tarmmikrobiota for det meste fakultativt anaerobt (5).
Dette kan veere en arsak til at Firmicutes blir signifikant redusert fra mekonium til tre maneders
alder. Det kan tenkes at tilstedeveerelsen av Firmicutes forblir slik inntil vekstforholdene blir
optimale (79), typisk mellom seks og tolv maneders alder hvor det ble observert en signifikant

gkning.

Kilden til bakteriene i mekonium forblir uklar, men kan veere av intrauterin opprinnelse som et
resultat av svelget fostervann (86) . Imidlertid trengs det ytterlige prever fra placenta og
fostervann for & kunne bekrefte tilstedeveerelsen av de tilsvarende bakteriene detektert i
mekonium. Med andre ord er det ikke nok bevis for a stette ideen om «i utero» kolonisering.
En tidligere studie (86) fant spesifikke de novo OTU’er, tildelt klassen Clostridia fra rekken
Firmicutes, i mekonium og tilsvarende i placenta og fostervann, fra mor-spedbarns par, noe
som stgtter hypotesen om «i utero» kolonisering. En annen nyere studie rapporterte at den farste

koloniseringen av spedbarnstarmen inntreffer sa snart fostermembranen brytes ned (28).

Det har ogsa tidligere blitt observert at medlemmer av Firmicutes overfares fra morsmelk og
til spedbarnets tarm (87). Det kan derfor veere en mulighet at nyfgdte har blitt ammet pa et

tidspunkt far mekoniumsprgvene ble tatt, men dette forlir uklart ettersom informasjon tilknyttet
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tidspunkt for pravetakning og amming er ukjent i denne studien. For eventuelt & bekrefte en
slik overfaring kreves det ytterligere analyser pa stammeniva og analyser av morsmelk.

4.1.5 Bacteroides - mor-barn assosiert
| denne studien ble det observert en jevn relativ mengde av Bacteroides blant spedbarn i ulike

alderskategorier, inkludert nyfgdt/mekonium, noe som indikerer at Bacteroides stabilt
koloniserer spedbarnets tarm. Bacteroides var ogsa rikelig tilstede hos mgdre, noe som tyder
pa at bakterien er mor-barn assosiert, pa likhet med det som tidligere har blitt observert (38).
Det kan tenkes at mor-barn assosierte bakterier tilpasser seg bedre i tarmen hos spedbarn over
lengre tid, sammenlignet med kolonisering av bakterier avledet fra miljget og andre omrader

(77). Dette kan veere en mulig forklaring pa den stabile koloniseringen av Bacteroides over tid.

Tidligere studier (88, 89) har rapportert en begrenset mengde av Bacteroides i avfgringspraver
fra spedbarn fgdt ved keisersnitt, noe som er en ytterligere indikasjon pa at det er en sterk
assosiasjon av Bacteroides mellom madre og barn. Imidlertid forblir det uvisst om bakterien er
direkte overfart fra mor til barn, men tilstedeverelsen av Bacteroides i mekonium kan veere en
indikasjon pa dette. Det har tidligere blitt vist at artene Bacteroides fragilis og Bacteroides
thetaiotamicron blir direkte overfart fra mor til barn (30). I tilfeller hvor ulike individer deler
samme arter, har det blitt vist at artene bestar av ulike stammer (44, 90). Det er derfor behov

for ytterligere analyser pa stammeniva for a bekrefte en eventuell mor-barn bakterieoverfaring.

4.1.6 Utfgrer Bifidobacterium en nisjeokkupasjon?
Det som 0gsa er interessant er at nar mengden av Bifidobacterium etter seks maneder signifikant

synker, sa gker signifikant mengden av Bacteroides, noe som har ogsa har blitt observert
tidligere (91). En arsak til det kan vare at Bifidobacterium utfgrer en nisjeokkupasjon som farer
til en signifikant nedgang i mengden av Bacteroides. Bacteroides er kjent for & veere en

ytterligere viktig bidragsyter til nedbrytningen av HMO’er (92) tilsvarende Bifidobacterium.
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4.2 Metodiske betraktninger

4.2.1 Tillaging av RMS-bibliotek
Den ulike andelen av mor-barn prgver som fikk band pa gel kan farst og fremst vare en

indikasjon pa at det i utgangspunktet er en varierende mengde av DNA hos mgdre og spedbarn
i ulike alderskategorier, spesielt nyfgdt/mekonium (93), som er kjent for & ha en redusert
mengde av DNA. Det var dermed forventet at en lavere andel av prgver fra mekonium skulle
fa band til forskjell fra for eksempel prgver fra tolv maneder. Imidlertid kan man heller ikke
forvente a fa like mange eller like gode utslag fra prgvene pa gel da prevene i utgangspunktet
ikke ble normalisert for mengden av genomisk DNA etter kvantifiseringen pa Qubit.

Det ble ogsa observert en reduksjon i andelen av mor-barn praver som fikk band etter index-
PCR. Da det var et rensetrinn mellom fagrste PCR og index-PCR kan det trolig skyldes at en del
fragmenter har blitt renset vekk. Dette var ogsa grunnen til at rensingen av RMS-biblioteket
seinere ble utfgrt manuelt ved bruk av AMPure® XP kuler i forhold 2:1 av volum kuler og
DNA, istedenfor forhold 1:1 som i utgangspunktet ble benyttet. En stgrre mengde av AMPure®
XP kuler vil sannsynligvis kun rense vekk de minste fragmentene. Grunnen til at rensingen
etter hvert ble utfart manuelt var pa grunn av problemer med instrumentet Biomek 3000, noe
som ogsa kan vaere en ytterligere grunn til den observerte reduksjonen i andelen praver som
fikk band etter index-PCR. Samlet var utvalget av mor-barn praver med utslag pa gel likevel
representativt nok for videre analyser. Fragmenter av forventet sterrelse pa 500-550 bp ble
bekreftet og det var ingen utslag pa negativ kontroll - pa den maten kunne forurensning fra blant
annet reagenser utelukkes. Tilsvarende observasjoner med hensyn til fragment av forventet

starrelse og ingen utslag pa negativ kontroll gjaldt ogsd Mock-prgvene.

4.2.2 Validering av RMS-bibliotek og sekvensering
Sekvenseringen av RMS-biblioteket pa Illumina MiSeq bekreftet en relativt god kvalitet av

RMS-biblioteket. Det ble observert at 65,9% av sekvensene hadde en Qscore > 30. Det vil si at
det er mer enn 99,9% sannsynlighet for at riktig base har blitt avlest i forhold til dens

signalintensitet som detekteres under prosessen med sekvensering.

Fra den ytterligere dypere sekvenseringen av RMS-biblioteket pa Illumina HiSeq 3000 ble det
her ogsé observert en sveert god kvalitet. Majoriteten av malingene hadde en PhredScore/Qscore

> 35, men den eksakte andelen av sekvenser med tilhgrende Qscore var ukjent.

Det ble observert at kvaliteten var lavere helt i starten av sekvenseringen pa bade MiSeq og
HiSeq 3000. Det kan muligens skyldes bobler som kan passere gjennom flowcellen og fare til

bakgrunnsstgy. Det viktigste er at kvaliteten blir forbedret og holder seg stabil utover
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sekvenseringen, noe som i dette tilfellet ble observert for bade sekvenseringen pa MiSeq og
HiSeq. Likevel ble ogsa kvaliteten redusert mot slutten av sekvenseringen som forventet, da det
blant annet blir begrenset med reagenser, DNA-polymerase etc., som dermed kan ha en

pavirkning pa kvaliteten av videre sekvensering.

4.2.3 Vurdering av Kraken2-databaser
Den gjennomgaende hgyere andelen av sekvenser som mappet til Kraken2 HumGut databasen

til forskjell fra Kraken2 Standard databasen fra bade MiSeq og HiSeq data indikerer at
farstnevnte har et bedre utvalg av genomer. | og med at Kraken2 HumGut database inneholder
taxa som er vanlige a finne i human tarm, til forskjell fra Kraken2 Standard database som har
mer bredde og dermed litt uspesifikk, ble antall ulike detekterte taxa redusert fra 3100 til 269.
Det som ogsa er viktig & bemerke seg er at de 269 detekterte artene er bare et resultat av
sekvensene som faktisk matchet til sekvensene tilgjengelige i Kraken2 HumGut databasen. Det
betyr ikke ngdvendigvis at det ikke finnes ytterligere arter i prgven, men heller at artene ikke
er tilgjengelige i Kraken2 HumGut databasen.

Til tross for at Kraken2 HumGut databasen er i stand til & klassifisere bakteriene helt ned pa
stammeniva, ble det i denne studien valgt & operere pa artsniva. Det er mange grunner til at det
er vanskelig med klassifisering pa stammeniva. To eller flere stammer fra samme art vil
sannsynligvis dele mange fragmenter. Hvis den ene stammen er tilstede i praven, kan man fa
signal pa de like fragmentene fra resterende stammer, noe som kan vare vanskelig a skille de
ulike stammene fra hverandre. Det forblir dermed vanskelig a si hvilken stamme som faktisk er
tilstede i prgven. Et annet og viktig poeng er at Kraken2 bruker NCBI-taksonomi databasen for
angivelse av taksonomi (67). Det gis ikke lenger taksonomisk identifikator til stammer, men
bare ned til art. Grunnen til det er at det er for mange stammer til at alle skal fa sin egen
identifikator. En nylig studie (94) som undersgkte ulike system for klassifisering av stammer,

rapporterte at blant annet Kraken2 ikke var i stand til & identifisere den korrekte stammen.

For a fa taksonomisk informasjon pa stammeniva er det dermed ngdvendig med bruk av et annet
klassifiseringssystem enn Kraken2. Imidlertid har Krakens2 store fordeler med hensyn til dens
kommandoer i opprettelsen av egne databaser tydelig blitt belyst i studien, og dens evne til &

klassifisere bakterier pa artsniva.
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4.2.4 RMS-analyse av Mock-samfunn
Det var en signifikant positiv korrelasjon mellom forventet og bestemt bakteriell

sammensetning i Mock-samfunn (Mock20even). En Pearson-korrelasjonskoeffisient, r = 0,75,
tilsier at korrelasjonen eller sammenhengen er relativt bra. Dette tyder pa at RMS-metoden er
relativt palitelig i detektering av forventede bakteriearter.

Ideelt sett sa skulle andelen mellom forventet og bestemt bakteriell sammensetning vert den
samme, noe som ikke er tilfellet her da punktene i grafen (figur 14) ikke ligger langs linjen
diagonalt. Arsakene til avvikene kan veere mange. Fasiten/forventet er fortsatt noe usikker da
antall 16S rRNA genkopier i en bakteriecelle kan variere mellom bakteriearter- og stammer
(95). Med andre ord ville man utelukket bruk av 16S rRNA gensekvensering alene for blant
annet artsidentifikasjon pa grunn av intragenomisk heterogenitet av 16S rRNA genet (95).

| tillegg har selve RMS-metoden en svakhet i det ulike antallet sekvenser som produseres fra
de ulike RMS-fragmentene som forekommer fra samme genom. Noen RMS-fragmenter fra
samme genom har alltid veldig fa sekvenser, mens andre har alltid sveert mange sekvenser. Den
eksakte grunnen til dette er ukjent, men kan eventuelt skyldes restriksjonskuttingen. | og med
at en slik observasjon ble gjentatt med sma endringer fra pragve til prave, er det ikke en grunn
til & tro at det er en tilfeldig variasjon. Likevel var kvaliteten av sekvensdata relativt god, noe
som skyldes et stort antall genererte RMS-fragmenter fra hvert genom. Til tross for at noen
RMS-fragmenter ga mange sekvenser, mens andre ga fa sekvenser, var gjennomsnittet likevel

akseptabelt.

| studien var det ogsa gnskelig a se om RMS-metoden klarte & skille stammer fra samme art fra
hverandre. | dette tilfellet gjelder det de ulike blandingene som beskrevet i 2.2.2. Imidlertid
klarte ikke Kraken2 & hente ut informasjon fra hver av de syv enkeltstammene som ble tilsatt
til Mock20even pa bakgrunn av det som tidligere er nevnt om Kraken2. Til tross for at selve
RMS-metoden i seg selv er i stand til & generere et palitelig bibliotek som er representativt for
sporing av bakterier pa stammeniva, er det likevel avgjorende med et passende
klassifiseringssystem. Det er dermed ngdvendig med en ytterligere testing av RMS-metoden i

detektering av lignende taxa.
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4.3 Studiedesign

4.3.1 Styrker ved studien
En av hovedstyrkene ved studien er det store antallet av prgver som ble analysert, og

standardiseringen av prgveinnsamling. P4 den maten har det bidratt til mer statistisk robuste
resultater. Alle p-verdier ble ogsa Bonferroni-korrigert, og pa den maten ble sjansen for falske
positive resultater redusert, ettersom Bonferroni er en streng korreksjon av p-verdier (96). |
tillegg ble analysene utfart pa prever fra madre og deres spedbarn i ulike alderskategorier, noe
som har gjort det mulig & overvake utviklingen av tarmmikrobiota over tid og mellom individer.
En ytterligere styrke ved studien er Mock-analysene som har kontrollert paliteligheten til RMS-
metoden i detektering av kjente bakteriearter. P4 denne maten har Mock-analysene
troverdiggjort resultatene fra mor-barn analysene, i tillegg til stattet reproduksjonen av RMS-
metoden ved eventuelle seinere anledninger. Ikke minst er det en styrke ved sekvenseringen pa
Illumina MiSeq som sikret kvaliteten pa selve RMS-biblioteket far den ytterligere dypere
sekvenseringen pa Illumina HiSeq 3000. Det var ikke bare kvaliteten pA RMS-biblioteket som
ble sikret, men ogsa selve kostnaden for a utfare sekvenseringen pa lllumina HiSeq 3000, som

ellers er hgyere sammenlignet med sekvenseringen pa Illumina MiSeq.

4.3.2 Begrensninger ved studien
En av begrensningene ved studien er dens manglende evne til direkte a evaluere innflytelsen av

faktorer som pavirker den farste mikrobielle koloniseringen av tarmen, blant annet diett
(morsmelk versus morsmelkerstatning) (30), antibiotika (31) og fedselsmate (vaginalt versus
keisersnitt) (24). Det var ogsa mangel pa undersgkelse av mgdrenes hud- og vaginale

mikrobiota, som ellers kan ha en viktig rolle i koloniseringen av tarmen hos spedbarn (25).

Det kan heller ikke utelukkes at pravene fra mekonium var blitt forurenset grunnet manglende
informasjon tilknyttet intervallet for tidspunkt pa prevetakningen. Varierende tidspunkt kan ha
hatt innflytelse pa bakteriepreparatet hos spedbarn. Dessuten var DNA fra avfaringspravene pa
forhand ekstrahert far denne studien, og dermed kan man ikke utelukke forurensning som kan

ha oppstatt under denne forbehandlingen.

Nar det gjelder valget av den ikke-parametriske statistiske metoden Kruskal-Wallis, utfgrer den,
pa likhet med andre ikke-parametriske tester, en analyse pa rangerte data. Det vil si at testen
konverterer de opprinnelige verdiene til deres rang i stigende rekkefalge hvor den laveste
verdien far rang nummer 1 (97). Pa den maten kan det mistes informasjon fra de opprinnelige
verdiene, noe som gjar testen mindre robust sammenlignet med parametriske tester. Imidlertid

er mengden av bakterier mellom mgdre og spedbarn i ulike alderskategorier i utgangspunktet
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sveert ulik, noe som er en hovedgrunnene til at valget falt pa bruk av en ikke-parametrisk metode
som ikke antar normalfordelte data. | tillegg er ikke-parametriske tester mer robuste mot

slengere, som ble observert i studien.

5. Konklusjon og videre forskning
Hovedmalet med denne studien var a undersgke mor-barn assosiasjon av tarmbakterier, samt

tarmbakterier assosiert med alder, ved bruk av RMS for sporing av bakteriearter. Det ble
observert en jevn relativ mengde av de ulike artene fra slekten Bacteroides blant spedbarn i
ulike alderskategorier, noe som indikerer at Bacteroides stabilt koloniserer spedbarnets tarm.
Bacteroides var ogsa rikelig tilstede hos mgdre, noe som tyder pa at bakterien er mor-barn
assosiert, pa likhet med det som tidligere har vert observert. | tillegg tyder resultatene fra denne
studien og som er i overensstemmelse med tidligere studier pa at artene fra rekken
Proteobacteria og Actinobacteria dominerer tarmmikrobiota signifikant i ung alder, mens

artene fra rekken Firmicutes dominerer signifikant i en hgy alder.

Tilstedeveerelsen av artene i mekonium indikerer at madrene er en potensiell kilde til den tidlige
koloniseringen av spedbarnets tarm. Imidlertid trengs det ytterligere analyser pa stammeniva
for & bekrefte at mor-barn assosierte tarmbakterier ogsa er tilknyttet direkte mor-barn

overfgringer av tarmbakterier.
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Vedlegg 1. REK-godkjenning

b: REGIONALE KOMITEER FOR MEDISINSK OG HELSEFAGLIG FORSKNINGSETIKK

Region: Saksbehandler: Telefon: Var dato: Var referanse:
REK sor-ost Hege Holde Andersson 22845514 08.12.2014 2014/518/REK sor-ost
B
Deres dato: Deres referanse:
29.10.2014

Vér referanse ma oppgis ved alle henvendelser

Karin C. Lgdrup Carlsen
Oslo universitetssykehus HF

2014/518 PreventADALL

Vi viser til tilbakemelding pa komiteens merknader til ovennevnte prosjekt, slik de fremkom i vedtaksbrev av
17.10.2014. Sgknaden ble behandlet av Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK
sgr-gst) i mgtet 26.11.2014. Vurderingen er gjort med hjemmel i helseforskningsloven § 10, jf.
forskningsetikklovens § 4.

Prosjektomtale

«Allergiske sykdommer rammer ca 25-40 % av befolkningen med stor individuell og samfunnsbelastning. I
dag finnes ingen primerforebyggende strategier. Sykdomsarsaker er ukjente, men miljpfaktorer som redusert
mikrobiologisk mangfold og okt bruk av miljsgifter har sannsynlig pavirkning av immun-utvikling ved
interaksjon med gener (epigenetikk). Allergiske sykdommer starter ofte med atopisk eksem og
fedemiddelallergi i forste levedr etterfulgt av astma og allergisk rinitt. PreventADALL er en internasjonal
innovativ randomisert faktorielt designet prospektiv fodselskohortstudie som skal teste om allergisk
sykdomsutvikling kan forebygges ved lavkostnadsintervensjoner, og identifisere faktorer som tidlig i livet kan
Jore til sykdom med data fra 18 ukers svangerskap, biologiske tester og langtidsoppfplging av barn. Tidlige
utfallsvariabler er fpdemiddelintoleranse og atopisk eksem.

De gravide kvinnene vil bli bedt om a fylle ut sporreskjema som inkluderer generell helse, sosiopkonomi,
livsstil (alkohol, tobakk, medisiner), kosthold, fysisk aktivitet, stress og livskvalitet. Oppfplging av barna
inkluderer spgrreskjema om generell helse, sykdommer, medisiner, sosiopkonomi, boforhold, kosthold, stress
og livskvalitet. Gravide kvinner skal rekrutteres pa svangerskapskontroll uke 18. Barna inkluderes ved fodsel.
Malet er a rekruttere 3500 kvinner i lppet av 24 mnd. Det vil bli sendt ut brev til alle kvinner som skal til slik
kontroll med invitasjon. De inkluderte randomiseres til 4 ulike grupper.

Gruppe 1: Norske nasjonale anbefalinger fplges om fullamming til 6 maneder og matvareintroduksjon etter
dette tidspunktet. Ingen anbefalinger i forhold til hudbehandling.

Gruppe 2: Deltagerne introduserer kumelk, egg, torsk, peangtt og hvete som smaksprover mellom 3 og 4
maneders alder. Ingen anbefalinger i forhold til hudbehandling.

Gruppe 3: Norske nasjonale anbefalinger fplges om fullamming til 6 mdneder og matvareintroduksjon etter
dette tidspunktet. Barnet bades i oljebad/smores med fuktighetskrem i ansiktet minst 5 dager/uke mellom 2
uker og 9 maneders alder.

Gruppe 4: Deltagerne introduserer melk, egg, torsk, peangtt og hvete som smaksprover mellom 3 og 4
maneder. Barnet bades i oljebad/smores med fuktighetskrem i ansiktet minst 5 dager/uke mellom 2 uker og 9

Besoksadresse: Telefon: 22845511 All post og e-post som inngar i Kind'y address al mail and e-mails to
Gullhaugveien 1-3. 0484 Oslo E-post: post@helseforskning.etikkom.no saksbehandingen, bes adressert til REK  the Regional Ethics Committee, REK
Web: http://nelseforskning.etikkom.no/ ser-ost og ikke til enkelte personer ser-ost, not to individua! staff



mdneders alder.»

Forskningsbiobank
Det sgkes om opprettelse av ny spesifikk forskningsbiobank «PreventADALL» med ansvarshavende Karin
Lgdrup Carlsen.

Saksgang

Komiteen behandlet fgrste gang prosjektet pa mgtet 26.03.2014. Vedtak i saken ble utsatt. Komiteen gnsket
en nermere redegjgrelse for forsvarligheten av studien, da serlig med tanke pa den delen av studien som
omhandler tidlig introduksjon av mat. Komiteen gnsket a sende prosjektet til vurdering hos en ekstern
konsulent for a fa en vurdering av risiko og forsvarlighet serlig knyttet til denne delen av studien.

Studien er omfattende og krever mye av den enkelte deltager. Komiteen gnsket derfor en nzermere
redegjgrelse fra prosjektleder knyttet til prosjektets gjennomfgrbarhet.

I tillegg ba komiteen for en nermere redegjgrelse fra prosjektleder om studiens kobling til andre studier samt
koblinger til journal og helseregistre.

Prosjektleders tilbakemelding
Komiteen mottok prosjektleders tilbakemelding 09.05.2014.

Nar det gjelder studiens forsvarlighet viser prosjektleder til oppdaterte internasjonale retningslinjer. Det
finnes ingen vitenskapelig dokumentasjon for a utsette/ unnga introduksjon av matvarer etter 4 maneder. Det
presiseres at det skal kun gis sma mengder av mat, og at mat skal ikke erstatte morsmelk.

Nir det gjelder forskning pa barn skal risiko og ulempe for barnet vere ubetydelig. I tilbakemeldingen skriver
prosjektleder at hudintervensjonen kan bedre hudbarrieren for deltagende barn. Risiko for gkt allergi antas a
vere liten basert pa oppdatert forskning og retningslinjer. Prosjektleder skriver i tilbakemeldingen at det er
ingen garanti for at intervensjonene ikke fgrer til ulempe, men det er lite trolig at sma smaksprgver av
matvarer (sutte pa {inger/smokk/teskje med litt puree) vil oppleves som ulempe i forbindelse med
matvareintroduksjonen. Det er etablert ekstern overvakningskomite for & observere ulikheter i gruppene.

Prosjektleder redegjgr for kobling til andre studier ved OUS. Det presiseres at de deltagende kvinnene vil
kunne delta i andre studier og at de gnsker en kobling til studier pa morkaker. Informasjonsskrivet er korrigert
for tydeligere a forklare dette.

[ e-post mottatt 15.09.2014 skriver prosjektleder at nar det gjelder kobling mot ulike helseregistre ar det dette
noe man ser vil vere gnskelig fremover, men ikke det fgrste aret. Det vil saledes vare gnskelig 4 kunne
sende endringsmelding til REK, uten a matte innhente nytt samtykke fra kvinnene /foreldrene, til kobling mot
registre i fremtiden.

Konsulentuttalelse

Komiteen gnsket a innhente konsulentuttalelse fra en ekstern konsulent for & fa en vurdering av risiko og
forsvarlighet srlig knyttet til den delen av studien som omhandler tidlig introduksjon av mat. Komiteen
mottok 11.09.2014 konsulentuttalelse fra Nicholas Brodszki, Senior Consultant, Pediatric
Allergy/Immunology, ved Lund universitetssykehus, Sverige. Konsulenten konkluderer med at studien er
forsvarlig a gjennomfgre.

Komitebehandling

Komiteen behandlet sgknaden pa ny i mgtet 17.09.2014. I sitt vedtak skriver komiteen at
helseforskningsloven stiller strenge krav knyttet til forskning pa barn. Etter prosjektleders tilbakemelding og
konsulentuttalelsen er komiteen fortsatt usikre pa forsvarligheten ved & innfgre enkelte av matvarene.
Matvarene skal introduseres til barn pa 3-4 méaneder. Komiteen mener dette vil veere en sarbar alder for
introduksjon da barn har et darlig immunforsvar i denne alderen.

Komiteen gnsker derfor en uttalelse fra en allergolog/ pediater primert knyttet til introduksjon av de ulike



matvarene og tidspunktet for introduksjon.

Prosjektleders tilbakemelding

Komiteen mottok 29.okt 2014 tilbakemelding fra prosjektleder. I tilbakemeldingen skriver prosjektleder at
hun gnsker a oppklare en faglig feil. Et darlig immunforsvar referer vanligvis til nedsatt eller manglede evne
til 4 takle infeksjoner, og henspiller pa et komplekst samarbeid mellom det adaptive og det medfgdte
immunforsvaret. Amming er en av faktorene som bidrar til a beskytte barnet mot infeksjoner, blant annen via
immunglobuliner overfgrt fra mor. I den innsendte tilbakemeldingen redegjgr prosjektleder for
immunsystemets rolle i allergintviklingen. I tillegg gis det en nzrmere redegjgrelse for hvilke tiltak som kan
begrense risiko ved fgdemiddelintroduksjon.

Prosjektleder mgtte i komiteens mgte 26.11.2014 for a drgfte prosjektet med komiteen.

Komiteen gnsket primert en nermere redegjgrelse fra prosjektleder knyttet til introduksjon av de ulike
matvarene og tidspunktet for introduksjon, samt en vurdering av hvilke eventuelle risikoreduserende tiltak/
beredskap man kan gjgre i forbindelse med studien.

Komiteens vurdering

I sitt brev datert 17.10.2014 skrev komiteen at den gnsket en uttalelse fra en allergolog/ pediater primzrt
knyttet til introduksjon av de ulike matvarene og tidspunktet for introduksjon. Det har imidlertid vist seg
vanskelig a innhente konsulentuttalelse. Komiteen besluttet derfor a invitere prosjektleder i mgtet fgr
konsulentuttalelsen foreligger.

I komitemgtet gjorde prosjektleder rede for de ulike matvarene som skal introduseres, tidspunktet for
introduksjon og beredskapen i prosjektet. Prosjektleder redegjorde for at egg, melk og hvete er basisvarer
som mange barn introduseres for vavhengig av studien. I fglge prosjektleder er ikke peangtter en basisvare,
men fordi det finnes spor av peangtter i mange varer, og fordi det nesten er umulig & skape toleranse pa et
senere tidspunkt, er det viktig 4 ha det med i studien.

Etter prosjektleders tilbakemelding mener komiteen at en tidlig introduksjon av egg, melk og hvete vil vere
forsvarlig. Komiteen finner derfor pa det naverende tidspunkt kunne godkjenne de fleste delene av studien,
med unntak av tidlig introduksjon av peangtter. Imidlertid gnsker komiteen fortsatt en vurdering av en ekstern
konsulent knyttet til forsvarligheten av introduksjon av peangtter og hvilke bedreskap man bgr ha rundt dette.
Komiteen utsetter derfor sluttbehandling av spgrsmalet om inklusjon av peangtter som en av fgdevarene til
konsulentrapport foreligger.

Om tidlig introduksjon av peanotter,

Etter tilbakemelding fra komiteen har man na endret prosjektet slik at fgrstegangsintroduksjon av peangtter
vil tilbys ved 3 maneders kontrollen pa sykehus. [ fglge prosjektleder vil det véere svert lite sannsynlig at
man vil reagere pa peangtter ved andregangs introduksjon dersom man har télt det ved
farstegangsintroduksjon pa sykehuset. Komiteen betviler ikke at det vil véere en svert liten sannsynlighet for
alvorlige allergiske reaksjoner ved andregangsintroduksjon eller senere i studielgpet. Imidlertid skal det
inkluderes et stort antall barn i studien, og ca 1750 barn vil randomiseres til en av de to gruppene med tidlig
introduksjon av fgdevarer. Selv med en svert liten sannsynlighet for at den enkelte deltaker vil fa alvorlige
allergiske reaksjoner, ma man med et sa hgyt deltakerantall, ta hgyde for at noen barn kan fa alvorlige
allergiske reaksjoner. Det er derfor viktig at foreldrene informeres godt om at denne type reaksjoner ogsa kan
oppsta og om hvordan man eventuelt skal handtere en slik situasjon. Det er ogsa viktig at det gjgres en
grundig vurdering av om risiko for de barna dette eventuelt métte gjelde er akseptabel i lys av
helseforskningslovens krav til forskning pa mindrearige, jf. § 18. Forskning pa barn kan bare tillates hvis
risiko og ulempe for barna er «ubetydelig».

Det er opprettet en ekstern overvakningskomite for & observere mulige store forskjeller i hovedutfallene i de
fire gruppene. Denne overvakningskomiteen vil fortlgpende evaluere studien. Komiteen mener at dette er et
godt og betryggende tiltak, men som likevel ikke gjgr en grundig forhandsvurdering av risiko overflgdig.

Det er lagt opp til en tett kontakt mellom deltagere og prosjektledelse. og ved mistanke om allergiske



symptomer har foreldrene mulighet til & kontakte de lokale barneavdelingene for en vurdering av
symptomene. Komiteen mener dette er positivt, men at denne muligheten primert vil vere aktuell for de
barna som far for eksempel hudreaksjoner, og ikke for de barna som eventuelt far alvorlige akutte reaksjoner
som luftveisproblemer. Komiteen mener at det ma etableres en bedre beredskap i prosjektet.

Komiteen mener det er sveert viktig at foreldrene informeres pa en god méte om hvilke reaksjoner barna kan
fa. Prosjektleder anfgrer at det er viktig at man ikke sender et signal om at mat er farlig. Komiteen har
forstaelse for dette, men mener imidlertid det er viktig at man ikke bagatelliserer de reaksjonene som kan
oppsta hos barna.

Fgr introduksjon av peangtter eventuelt kan godkjennes, ma det derfor utarbeides en beredskapsplan for
prosjektet, serlig knyttet til de fgrste 2 ukene med introduksjon av mat. Her bgr det tydelig fremkomme
hvilke rutiner prosjektet har dersom et av barna far en alvorlig allergisk reaksjon. [ tillegg bgr det gis en
beskrivelse av hvilke informasjon foreldrene skal fa. Det ma utarbeides et eget informasjonsskriv til de som
randomiseres til gruppene for tidlig introduksjon av mat. Beredskapsplan og informasjonsskriv ma sendes
komiteen for godkjenning.

Komiteen mener det er positivt at man tilbyr foreldrene at f@rstegangsintroduksjon av peangtter skjer ved 3
maneders kontrollen pa sykehus. Komiteen mener imidlertid at dette ikke bare bgr vere et tilbud; komiteen
anser at fgrstegangsintroduksjon md foregé pa sykehus. Komiteen mener videre at ogsa for de pafglgende
introduksjoner av peangtter, bgr det vaere en ramme som sikrer rask helsehjelp om ngdvendig.

Konklusjon

Etter tilbakemelding fra prosjektleder skriftlig og i mgtet mener komiteen at prosjektleder har svart
tilfredsstillende pa komiteens spgrsmal knyttet til introduksjon og beredskap knyttet til introduksjon av
basisfgdevarene. Komiteen gnsker imidlertid & innhente en navhengig konsulentvurdering av risiko knyttet til
tidlig introduksjon av peangtter, for a sikre at helseforskningslovens krav til forskning pa barn er tilfredsstilt.
Komiteen ber videre prosjektleder utarbeide og sende komiteen en beredskapsplan og informasjonsskriv
kayttet til introduksjon av peangtter, i trad med ovenstaende merknader. Komiteen eller komiteens leder vil ta
stilling til introduksjon av peangtter nar konsulentuttalelsen foreligger, og nar den har mottatt beredskapsplan
og informasjonsskriv fra prosjektleder.

Komiteen finner derfor & kunne godkjenne prosjektet pa fglgende vilkar:
1) Introduksjon av peangtter kan ikke skje fgr komiteen har godkjent dette. Komiteen eller komiteens leder
tar stilling til introduksjon av peangtter nar konsulentuttalelse og tilbakemelding fra prosjektledelse

foreligger.

Vedtak
Komiteen godkjenner prosjektet i henhold til helseforskningsloven § 9 og § 33 under forutsetning av at
ovennevnte vilkar oppfylles.

I tillegg til ovennevnte vilkar, er godkjenningen gitt under forutsetning av at prosjektet gjennomfgres slik det
er beskrevet i spknaden.

Tillatelsen gjelder til 31.12.2044. Av dokumentasjonshensyn skal opplysningene likevel bevares inntil
31.12.2051. Opplysningene skal lagres avidentifisert, dvs. atskilt i en ngkkel- og en opplysningsfil.
Opplysningene skal deretter slettes eller anonymiseres, senest innen et halvt ér fra denne dato.
Komiteen godkjenner ogsa oppfgrelsen av en spesifikk forskningsbiobank som beskrevet i sgknaden.

Biobankregisteret blir underrettet ved kopi av dette brev.

Hvis forskningsbiobanken opphgrer, nedlegges eller overtas av andre, skal det sgkes REK om tillatelse. jf.
helseforskningsloven § 30.



Komiteen godkjenner overfgring av humant biologisk materiale til og fra utlandet for denne studien, jf.
helseforskningsloven § 29.

Forskningsprosjektets data skal oppbevares forsvarlig, se personopplysningsforskriften kapittel 2, og

Helsedirektoratets veileder " Personvern og informasjonssikkerhet i forskningsprosjekter innenfor helse- og
omsorgssektoren”

Klageadgang

Du kan klage pa komiteens vedtak, jf. forvaltningslovens § 28 flg. Klagen sendes til REK sgr-gst B.
Klagefristen er tre uker fra du mottar dette brevet. Dersom vedtaket opprettholdes av REK sgr-gst B, sendes
klagen videre til Den nasjonale forskningsetiske komité for medisin og helsefag for endelig vurdering.

Komiteens avgjgrelse var enstemmig.

Vi ber om at alle henvendelser sendes inn via var saksportal: http://helseforskning.etikkom.no eller pa e-post
til: post@helseforskning.etikkom.no

Vennligst oppgi virt referansenummer i korrespondansen.

Med vennlig hilsen
Geir Olav Hjortland
nestleder REK sgr-gst b
Hege Holde Andersson
komitésekretaer

Kopi til: Oslo universitetssykehus, oushfdlgodkjenning @ous-hf.no



Vedlegg 2. Oversikt over Illumina index-primere

EcoRlI forward (5°-3°):

1.
2.

aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctagtcaaGACTGCGTACCAATTC
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttcecgatctagitccGACTGCGTACCAATTC

3. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttcegatctatgtcaGACTGCGTACCAATTC

© 00 N o o b~

11.
12.
13.
14.
15.
16.

. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttcecgatctccgtccGACTGCGTACCAATTC
. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttcecgatctgtagagGACTGCGTACCAATTC
. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgtccgcGACTGCGTACCAATTC
. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgtgaaaGACTGCGTACCAATTC
. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttcegatctgtggccGACTGCGTACCAATTC
. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttcegatctgtttcgGACTGCGTACCAATTC

. aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctcgtacgGACTGCGTACCAATTC
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgagiggGACTGCGTACCAATTC
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctggtagcGACTGCGTACCAATTC
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctactgatGACTGCGTACCAATTC
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctatgagcGACTGCGTACCAATTC
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctattcctGACTGCGTACCAATTC

aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctcaaaagGACTGCGTACCAATTC

Msel reverse (5°-3°):

1.
2.
3.
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caagcagaagacggcatacgagatCGTGATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
caagcagaagacggcatacgagatACAT CGgtgactggagttcagacgtgtgctettccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
caagcagaagacggcatacgagatGCCTAAgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA

. caagcagaagacggcatacgagatTGGT CAgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
. caagcagaagacggcatacgagatCACT CTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
. caagcagaagacggcatacgagatAT TGGCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
. CaagcagaagacggcatacgagatGATCTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
. caagcagaagacggcatacgagatTCAAGTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
. caagcagaagacggcatacgagatCTGAT CgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA



10. caagcagaagacggcatacgagatAAGCT Agtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
11. caagcagaagacggcatacgagatG T AGCCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
12. caagcagaagacggcatacgagatT ACAAGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
13. caagcagaagacggcatacgagatT TGACT gtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
14. caagcagaagacggcatacgagatGGAACTgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatct GATGAGTCCTGAGTAA
15. caagcagaagacggcatacgagatT GACATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
16.caagcagaagacggcatacgagatGGACGGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
17. caagcagaagacggcatacgagatCT CTACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
18.caagcagaagacggcatacgagatGCGGACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
19. caagcagaagacggcatacgagatT TTCACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
20. caagcagaagacggcatacgagatGGCCACqgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatctGATGAGTCCTGAGTAA
21.caagcagaagacggcatacgagatCGAAACgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatct GATGAGTCCTGAGTAA
22. caagcagaagacggcatacgagatCGTACGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
23. caagcagaagacggcatacgagatCCACT CgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
24. caagcagaagacggcatacgagatGCTACCqgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatctGATGAGTCCTGAGTAA
25. caagcagaagacggcatacgagatAT CAGTgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatctGATGAGTCCTGAGTAA
26. caagcagaagacggcatacgagatGCTCATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
27.caagcagaagacggcatacgagatAGGAAT gtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatctGATGAGTCCTGAGTAA
28. caagcagaagacggcatacgagatCTTTTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
29. caagcagaagacggcatacgagatT AGTT GgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatctGATGAGTCCTGAGTAA
30. caagcagaagacggcatacgagatCCGGTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
31. caagcagaagacggcatacgagatAT CGTGgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatctGATGAGTCCTGAGTAA
32. caagcagaagacggcatacgagatT GAGT GgtgactggagttcagacgtgtgcetcttccgatctGATGAGTCCTGAGTAA
33. caagcagaagacggcatacgagatCGCCT Ggtgactggagttcagacgtgtgctettccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
34. caagcagaagacggcatacgagatGCCAT GgtgactggagttcagacgtgtgcetcticcgatctGATGAGTCCTGAGTAA
35.caagcagaagacggcatacgagatAAAAT Ggtgactggagttcagacgtgtgctettccgatct GATGAGTCCTGAGTAA
36. caagcagaagacggcatacgagatT GT T GGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GATGAGTCCTGAGTAA



Vedlegg 3. «QScore Heatmap» fra lllumina MiSeq sekvenseringen
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Tilleggsfigur 1. «QScore Heatmap». llustrasjon av kvaliteten (Qscore, y-akse) til hver enkelt syklus (totalt 300
sykluser per DNA-trad) (x-akse) fra Illumina MiSeq sekvenseringen. Andelen av sekvenser fordelt blant de ulike
Qscores er assosiert med ulike fargekoder (grgnn, gul og rad), med henholdsvis lav, middels og hgy andel. Det
observeres en hgyere andel av sekvenser med en hgyere Qscore for «read 1» (til venstre, fram til syklus 300) til
forskjell fra «read 2» (fra syklus 300). Hentet fra BaseSpace Illumina.



Vedlegg 4. «QScore Distribution» fra lHlumina MiSeq sekvenseringen
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Tilleggsfigur 2. «QScore Distribution». Illustrasjon av fordelingen av Qscore (x-akse) blant sekvensene angitt i
million (y-akse) fra Illumina MiSeq sekvenseringen. Grgnne stolper indikerer hgy QScore, mens bla stolper
indikerer lav QScore. 65,9% av sekvensene har en QScore > 30. Hentet fra BaseSpace Illumina.



Vedlegg 5. «Per Sequence Quality Scores» fra Illumina HiSeq sekvenseringen
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Tilleggsfigur 3. «Per Sequence Quality Scores». Illustrasjon av fordelingen av kvalitetsscore (Phred Score) (x-
akse) blant sekvensene angitt i million (y-akse) fra Illumina HiSeq3000 sekvenseringen. De ulike
bakgrunnsfargene lilla, rosa og grgnn er assosiert med henholdsvis lav, middels og hgy Phred Score.
Majoriteten av sekvensene har en Phred Score > 35. Hentet fra «MultiQC».



Vedlegg 6. «Mean Quality Scores» fra Illumina HiSeq sekvenseringen
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Tilleggsfigur 4. «Mean Quality Scores». lllustrasjon av fordelingen av gjennomsnittlig kvalitetsscore (Phred
Score) (y-akse) for «readl og read2» blant syklusene/bp (totalt 150 sykluser/bp) (x-akse) fra Illumina
HiSeq3000 sekvenseringen. Bakgrunnen til grafen deler y-aksen i tre deler med ulike fargekoder som grgnn,
rosa og lilla assosiert med ulik kvalitet, med henholdsvis hgy, middels og lav kvalitet (Phred Score). Hentet fra
«MultiQC».



Vedlegg 7. Taksonomisk rangering av utvalgte bakteriearter

Tilleggstabell 1. Taksonomisk rangering (rekke, klasse, familie, slekt) av utvalgte bakteriearter (E. coli, P.
puraquae, A. parvus, D. longicatena, C. catus, C.comes, B. fragilis, B. thetaiotamicron, P. distasonis,
B.vulgatus, B.dorei, B. longum).

Rekke Klasse Familie Slekt Art

Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Enterobacteriaceae Escherichia Escherichia coli

Proteobacteria | Betaproteobacteria Comamonadaceae Pelomonas Pelomonas
puraquae

Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Moraxellaceae

Acinetobacter

Acinetobacter

parvus

Firmicutes

Clostridia

Lachnospiraceae

Dorea

Dorea

longicatena

Firmicutes

Clostridia

Lachnospiraceae

Coprococcus

Coprococcus

catus

Firmicutes

Clostridia

Lachnospiraceae

Coprococcus

Coprococcus

comes

Bacteroidetes

Gammaproteobacteria

Bacteroidaceae

Bacteroides

Bacteroides

fragilis

Bacteroidetes

Gammaproteobacteria

Bacteroidaceae

Bacteroides

Bacteroides

vulgatus

Bacteroidetes

Gammaproteobacteria

Bacteroidaceae

Bacteroides

Bacteroides

dorei

Bacteroidetes

Gammaproteobacteria

Bacteroidaceae

Bacteroides

Bacteroides

thetaiotamicron

Bacteroidetes

Bacteroidia

Porphyromonadaceae

Parabacteroides

Parabacteroides

distasonis

Actinobacteria

Actinobacteria

Bifidobacteriaceae

Bifidobacterium

Bifidobacterium
longum



https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteroidia

Vedlegg 8. Kruskal-Wallis test med Dunn’s PostHoc og Bonferroni korrigerte p-
verdier

Tilleggstabell 2. Resultater fra sammenligningen av den relative mengden av bakteriearter (D. longicatena,
C.catus og C.comes) mellom mor og barn i ulike alderskategorier ved bruk av Kruskal-Wallis test med Dunn’s
PostHoc for parvise sammenligninger og Bonferroni korrigerte p-verdier. Gul farge indikerer statistisk
signifikante resultat (p<0,05). Statistikk er utfgrt i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

Sammenligning av mor-barn Dorea longicatena | Coprococcus catus | Coprococcus

prever (Adj.Sig.) (Adj.Sig.) comes
(Adj.Sig.)

Kruskal-Wallis test med

PostHoc og Bonferroni

korreksjon

Mor-12 mnd 0,001 0,001 0,001

Mor-3 mnd 0,000 0,000 0,000

Mor-6 mnd 0,000 0,000 0,000

Mor- Mekonium 0,000 0,000 0,000

12 mnd — 3 mnd 0,000 0,000 0,000

12 mnd — 6 mnd 0,000 0,000 0,000

12 mnd - Mekonium 0,000 0,000 0,000

3 mnd - 6 mnd 0,544 0,055 0,410

3 mnd - Mekonium 0,014 0,002 0,030

6 mnd - Mekonium 1,000 1,000 1,000




Tilleggstabell 3. Resultater fra sammenligningen av den relative mengden av bakteriearter (E. coli, P. puraquae
og A. parvus) mellom mor og barn i ulike alderskategorier ved bruk av Kruskal-Wallis test med Dunn’s PostHoc
for parvise sammenligninger og Bonferroni korrigerte p-verdier. Gul farge indikerer statistisk signifikante

resultat (p<0,05). Statistikk er utfgrt i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

Sammenligning av mor-barn Escherichia coli Pelomonas Acinetobacter parvus

prever (Adj.Sig.) puraquae (Adj.Sig.)
(Adj.Sig.)

Kruskal-Wallis test med

Dunn’s PostHoc og Bonferroni

korreksjon

Mor-12 mnd 0,532 1,000 0,000

Mor-3 mnd 0,000 1,000 0,168

Mor-6 mnd 0,000 1,000 0,000

Mor- Mekonium 0,000 0,000 0,000

12 mnd — 3 mnd 0,002 1,000 0,000

12 mnd — 6 mnd 0,000 1,000 1,000

12 mnd - Mekonium 0,000 0,000 0,000

3 mnd — 6 mnd 1,000 1,000 0,000

3 mnd - Mekonium 0,000 0,000 0,000

6 mnd - Mekonium 0,000 0,000 0,000

Tilleggstabell 4. Resultater fra sammenligningen av den relative mengden av bakteriearter (B. fragilis, B.
vulgatus, B. dorei, B. thetaiotamicron og P. distasonis) mellom mor og barn i ulike alderskategorier ved bruk av
Kruskal-Wallis test med Dunn’s PostHoc for parvise sammenligninger og Bonferroni korrigerte p-verdier. Gul
farge indikerer statistisk signifikante resultat (p<0,05). Statistikk er utfart i Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS).

Sammenligning

av mor-barn

prever

Kruskal-Wallis | Bacteroides | Bacteroides | Bacteroides | Bacteroides Parabacteroides
test med Dunn’s | fragilis vulgatus dorei thetaiotamicron | distasonis
PostHoc og (Adj.Sig.) (Adj.Sig.) (Adj.Sig.) (Adj.Sig.) (Adj.Sig.)
Bonferroni

korreksjon

Mor-12 mnd 1,000 0,000 0,000 0,051 0,000
Mor-3 mnd 0,276 0,000 0,000 0,000 0,000
Mor-6 mnd 0,318 0,000 0,000 0,000 0,000
Mor- Mekonium | 1,000 0,000 0,060 0,000 0,000
12mnd-3mnd | 0,016 1,000 1,000 0,520 1,000
12mnd-6mnd | 0,019 0,042 0,012 0,000 1,000

12 mnd - 1,000 1,000 1,000 0,858 1,000
Mekonium

3 mnd — 6 mnd 1,000 1,000 0,149 0,202 1,000
3mnd - 0,003 1,000 0,201 1,000 1,000
Mekonium

6 mnd - 0,003 1,145 0,000 0,108 0,696
Mekonium




Tilleggstabell 5. Resultater fra sammenligningen av den relative mengden av bakteriearten B. longum mellom
mor og barn i ulike alderskategorier ved bruk av Kruskal-Wallis test med Dunn’s PostHoc for parvise
sammenligninger og Bonferroni korrigerte p-verdier. Gul farge indikerer statistisk signifikante resultat
(p<0,05). Statistikk er utfgrt i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

Sammenligning av mor-barn praver

Bifidobacterium longum

Kruskal-Wallis test med Dunn’s PostHoc og (Adj.Sig.)
Bonferroni korreksjon

Mor-12 mnd 0,001
Mor-3 mnd 0,000
Mor-6 mnd 0,000
Mor- Mekonium 0,016
12 mnd - 3 mnd 0,000
12 mnd - 6 mnd 0,000
12 mnd - Mekonium 1,000
3 mnd -6 mnd 1,000
3 mnd - Mekonium 0,000
6 mnd - Mekonium 0,000




