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Forord 
 

Arbeidet med denne bacheloroppgaven ble utført som avsluttende oppgave ved 

studieprogrammet bioteknologi ved NTNU i Ålesund, institutt for biologiske fag. Den ble 

gjennomført i tidsrommet januar til mai 2023 på NTNUs bioteknologiske laboratorium på 

Campus Ålesund.  

  

Problemstillingen ble i første omgang utformet av ekstern veileder og 

oppdragsgiver, Wietze Kuipers, sammen med et gruppemedlem. 

 

Vi ønsker å rette en takk til vår veileder Ann-Kristin Tveten, førsteamanuensis ved institutt 

for biologiske fag, for oppfølging ved laboratoriearbeid og oppgaveskriving. I tillegg er vi 

takknemlig for bistand fra Wietze, som har gitt oss god veiledning, motivasjon og vist oss 

hvor viktig dette arbeidet er for geitemelkproduksjon globalt. 

 

Det har til tider vært krevende arbeid, men læringsutbyttet for oppgaven har til gjengjeld vært 

stort, og vi vil ha stor nytte av denne kunnskapen til videre studier og senere i arbeidslivet. 
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Sammendrag  
 

Denne bacheloroppgaven i bioteknologi utforsker potensialet til 16s rRNA sekvensering som 

verktøy i arbeid med kartlegging av det bakterielle mikrobiomet i tankmelk fra geit. Målet 

med oppgaven var å identifisere dominerende takson (hovedsakelig på genus nivå), og å lete 

etter mulige korrelasjoner mellom mikrobiomets sammensetning og bakterietall fra 

bactocount (Bentley Instruments). Forskningen involverte en kombinasjon av gårdsbesøk, 

laboratoriearbeid med påfølgende bearbeiding av sekvenseringsdata og litteratursøk. 

Gårdsbesøkene ble gjort i forbindelse med prøveinnsamling over en periode på 16 uker, hvor 

det ble innhentet 43 tankmelkprøver ved 22 ulike tidspunkt i perioden etter at dyrene var 

kommet ned fra utmarksbeite høsten 2022. Laboratoriearbeidet omfattet bearbeiding av 

melkeprøvene for tillaging av barcode-bibliotek med påfølgende sekvensering med Ion 

Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific) hvorav ni prøver ga vellykkede resultater. 

Sekvensdata ble kvalitetssikret og identifisert i Ion Reporter, og videre bearbeiding av 

resultatene ble gjort i Microsoft Excel. Resultatene av denne studien viser at 16s rRNA 

sekvensering gir et innblikk i den totale sammensetningen og mengden av bakterier i 

geitemelk, der vi fant at de dominerende genus i prøvene totalt og på tvers av prøvetidspunkt 

var Corynebacterium og Pseudomonas; i tillegg til varierende grad av Atopostipes, 

Facklamia, Psychrobacter, Staphylococcus og Jeotgalicoccus. Videre viste resultatene at den 

mikrobielle samfunnsstrukturen rett etter utmarksbeite hadde større diversitet og bar preg av 

tilstedeværelsen til flere genus uten at noen av disse kan ansees som spesielt dominerende, i 

motsetning til prøver tatt gjennom innefôringsperioden hvor det var en mer stabil 

sammensetning av hvilke genus som var til stede samt hvilke av disse som dominerte; og 

dette gikk igjen i de resterende prøvene. Tidsdimensjonen spilte en viktig rolle i denne studien 

og var en begrensende faktor, da tiden mellom prøvene var lang nok til at flere faktorer kan ha 

påvirket den bakterielle sammensetningen og bakterietallet; noe som medførte utfordringer 

rundt indentifisering av årsak og virkning hva angår økning i bakterietall. Likevel kom vi 

frem til at den prøven i settet med lavest kvalitet (høyest bactocount) var dominert av S. 

warneri, som vi antar kan være årsaken til det høye bakterietallet for denne prøven. For de 

resterende prøvene er det vanskelig å si noe om korrelasjon mellom sammensetning og 

bakterietall, videre studier med større antall prøver over en lengre periode med kortere 

tidsintervaller kan være fordelaktig for å utforske dette forskningsspørsmålet videre.  
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Et annet poeng er at vi i vår studie undersøkte mikrobiomet med den tradisjonelle metoden 

Operational Taxonomic Unit (OTU) på familie-, genus- og speciesnivå. For framtidige studier 

tror vi det vil være interessant å gå dypere ved bruk av Amplicon Sequence Variants (ASV) 

på stamme-nivå, for å identifisere mindre variasjoner i bakterienes genom, noe som kan gi et 

mer detaljert bilde av sammensetningen til det mikrobielle samfunnet, og de faktiske 

aktørene. Eksempelvis er det slik at ulike bakterier i samme genus kan ha svært ulike 

egenskaper, og mellom ulike stammer av samme species vil det også kunne være betydelige 

forskjeller. Samlet sett gir denne oppgaven viktig innsikt i potensialet til 16s rRNA 

sekvensering som analysemetode for å få en dypere innsikt i-, og forståelse av det mikrobielle 

samfunnet i tankmelk fra geit. Ved å identifisere de spesifikke mikrobielle species som er til 

stede til ulike tider, kan produsenter bedre forstå faktorer som påvirker melkekvaliteten og 

utvikle strategier for å optimalisere produksjonen. Visse bakterier er assosiert med forbedret 

melkekvalitet, mens andre i motsetning knyttes til forringelse og redusert holdbarhet på melk 

og melkeprodukter. Ved å forstå hvilke species som er til stede og når, om disse er assosiert 

med forbedret kvalitet eller forringelse, og slik arbeide mot å forstå den mikrobielle økologien 

til geitemelk, kan bønder optimalisere produksjonspraksisene, forbedre melkekvaliteten og 

sikre sikkerheten til produktet sitt. 
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Abstract  
 

This bachelor's thesis in biotechnology explores the potential of 16s rRNA sequencing as a 

tool for mapping the bacterial microbiome in goat bulk milk. The aim of the thesis was to 

identify dominant taxa (primarily at the genus level) and to search for potential correlations 

between microbiome composition and bacterial counts from bactocount (Bentley 

Instruments). The research involved a combination of farm visits, laboratory work, 

subsequent processing of sequencing data, and literature searches. The farm visits were made 

in connection with sample collection over a period of 16 weeks, after the animals had returned 

from grazing in the autumn of 2022. The laboratory work involved processing of the milk 

samples to create a barcode library, followed by sequencing with Ion Torrent PGM 

(ThermoFisher). Sequence data were identified in Ion Reporter, and further processing of the 

results was done in Excel (Microsoft). The results of this study show that 16s rRNA 

sequencing provides insight into the total composition and quantity of bacteria in milk, where 

we found that the dominant genera across sampling points were Corynebacterium and 

Pseudomonas, in addition to varying degrees of Atopostipes, Facklamia, Psychrobacter, and 

Jeotgalicoccus. The results showed that the microbial community structure immediately after 

grazing had greater diversity and was characterized by the presence of several genera, none of 

which were particularly dominant, unlike during the feeding period where there was a more 

stable composition of which genera were present and which ones dominated. This pattern was 

consistent in the remaining samples. The time dimension played an important role in this 

study and was a limiting factor, as the time between samples was long enough for several 

factors to have affected the bacterial microbiota and bacterial count, which posed challenges 

in identifying cause and effect regarding increases in bacterial count. However, we found that 

the sample with the lowest quality in the set was dominated by S. warneri, which we believe 

could be the cause of the high bacterial count for this sample. For the remaining samples, it is 

difficult to say anything about the correlation between composition and bacterial count, and 

further studies with a larger number of samples over a longer period with shorter time 

intervals may be advantageous to explore this research question further. An additional point is 

that our study examined the microbial composition using the traditional Operational 

Taxonomic Unit (OUT) method at the family, genus, and species levels. For future studies, 

we believe it would be interesting to go deeper by using Amplicon Sequence Variants (ASV) 

at the strain level to identify minor variations in bacterial genomes, which could provide a 
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more detailed picture of the microbial community and the actual actors involved. For 

example, different bacteria in the same genus can have very different properties, and there can 

also be significant differences between different strains of the same species. Overall, this 

study provides important insights into the potential of 16s rRNA sequencing as an analytical 

method to gain a deeper understanding of the microbial community in goat tank milk. By 

identifying the specific microbial species present at different times, producers can better 

understand factors that affect milk quality and develop strategies to optimize production. 

Certain microbes are associated with improved milk quality, while others are linked to 

deterioration and reduced shelf life of milk and dairy products. By understanding which 

species are present and when, whether they are associated with improved quality or 

deterioration, and thus working towards understanding the microbial ecology of goat milk, 

farmers can optimize production practices, improve milk quality, and ensure the safety of 

their product. 
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Introduksjon 
 

Innledning   
Melk er en del av kostholdet til 6 milliarder mennesker på verdens basis, der de fleste av disse 

bor i utviklingsland. Geitemelk er en viktig kilde til meieriprodukter i mange regioner i 

verden, inkludert Norge. Melken er essensiell for ysting og produksjon av ost, og er ellers sett 

på som verdifull på grunn av et gunstig næringsinnhold med blant annet fett, vitaminer og 

mineraler (1, 2). I Norge er kvaliteten på geitemelk som kommer til Tine SA sine meierier i 

verdenstoppen. Det er satt kvalitetskrav med høy terskel for hvilken melk som kan leveres og 

brukes til videre foredling. Næringsinnholdet blir analysert når tankbilen skal hente melken på 

gårdene, men også når den ankommer meieriet. Tine har satt kvalitetsparameter med fokus på 

blant annet bakterier og somatiske celler, som skal hindre videre bruk av melk med for stor 

forekomst av mikroorganismer. Disse parameterne sikrer at melka ikke endrer sine 

egenskaper, noe som kan føre til kassering av melken (3, 4). 

 

Melkeprøver blir analysert i henhold til standardiserte kvalitetsmål ved bruk av flowcytometer 

og dyrkningsmetoder. Analysene ved bruk av flowcytometer gir resultat i form av antall 

celler, men sier lite om disse cellene er patogene eller en del av normalt mikrobiom i 

geitemelk. Dyrkningsmetodene gir derimot resultat med forbehold om at man vet hva man 

leter etter. En stor del av bakteriene i melk fra geit og ku er dyrkbare, og tidligere studier har 

basert identifisering på kulturavhengige metoder. Det er imidlertid ikke mulig å få en total 

oversikt over alle mikroorganismene i samfunnet uten bruk av kulturuavhenige metoder. I 

følge Nema et al. er den beste dekningen til kulturavhengige metoder knapt 1-10 % av den 

totale bakteriepopulasjonen i et gitt miljø. Derfor er kartlegging av mikrobiom i geitemelk 

essensielt for å kunne si noe om hva som påvirker melkekvaliteten, og hvilke bakterier som 

forårsaker uønsket bakterievekst (2, 5). 

 

Mikrobiom i geitemelk spiller en rolle for å bestemme dens kvalitet og sikkerhet for 

konsumenten. Det er relativt lite kjent om den fullstendige sammensetningen og mangfoldet i 

norske gårder. Mye av den foreliggende vitenskapelige litteraturen setter mest fokus på 

kumelk, grunnet det faktum at kyr har blitt mer omfattende studert i forskningsmiljøer. 

Bakterietallet er nødvendig for at bonden skal ha kontroll og for å kunne levere melk med best 

mulig kvalitet. Flere leveringer av melk med et bakterietall over en gitt grenseverdi fører til at 
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bonden ikke lenger kan levere melken, og det kan føre til kassering av produsert melk og store 

konsekvenser økonomisk. Det er behov for å differensiere mellom normalflora og patogene 

bakterier, og det er mulig ved å benytte sekvenseringsteknikker som «Next Generation 

Sequencing» (NGS). NGS teknologiens utvikling innenfor gensekvensering har gjort det 

mulig å studere det mikrobielle samfunnet i melk, med bruk av blant annet 16S rRNA 

gensekvensering, som retter seg mot bevarte regioner i bakteriegenomet, for å kunne 

identifisere og kvantifisere med utgangspunkt i taksonomi (6). 

 

 

Problemstilling og avgrensninger 
Målet med denne oppgaven var å kartlegge mikrobiomet i geitemelk tatt fra en gitt 

prøveperiode, ved bruk av 16S rRNA amplikonsekvensering. Primært var formålet å 

identifisere dominerende bakterielle takson og deres relative forekomster i tankmelk fra geit, 

sekundært ønsket vi å se etter sammenheng mellom bactocount og sammensetning; og til sist 

å sannsynliggjøre opphavet til dominante takson dersom mulig. 
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Teori 
 

Generelt om produksjonen 
Et gjennomsnittlig geitebruk har en besetning på rundt 120 dyr, der omtrent 90 av dem er 

melkegeiter og 20-30stk er ungdyr. Melkegeitene er mellom 1-4 år gamle, og ungdyrene er 

forrige års kje. Antall dyr varierer etter hvor man er i sesongen. Rasen er norsk melkegeit, 

som er en blanding av norske lokalraser og fransk alpin. På grunn av ønske om forbedret 

melkekvalitet ble det på 1960-tallet avlet bort de norske lokale rasene, og fransk alpin ble 

blandet inn til å bli det som i dag heter norsk melkegeit (7). 

 

Gårdsbruket følger geitas naturlige syklus, med kjeing i mars, og de kjeer i en samlet flokk. 

Geitene melkes dermed for fullt, der de oppstalles i et fjøs med talle som underlag. I juni 

sendes de på setra der de blir melket med et tilsvarende melkeanlegg som nede på gården. Her 

går de på utmarksbeite og blir hentet for melking to ganger om dagen. I september blir de 

hentet ned til gården igjen, der de melkes på samme måte som oppe på setra, men med to 

forskjellige melketanker. Inne får de grovfôr, og det gis relativt lite kraftfôr (ca. 8 hg/dag). 

Det tilvennes gradvis til grovfôr og kraftfôr når de kommer ned fra setra, for å unngå brå 

overgang for vom miljøet til ensidig fôring. I oktober blir en bukk sluppet løs sammen med 

melkegeitene i brunstperioden som er på 3 uker. Melkeproduksjonen stoppes i januar, ved å 

gå fra melking to ganger om dagen til kun én melking om dagen. Ved melkestopp tar det 

rundt 18 timer til melkeproduksjonen i juret avtar. Avsiningsperioden er på 2 måneder og 

drektighetstiden er på rundt 5 måneder. Geitene som er 4 år blir sendt til slakt, slik at rundt 

25% av besetningen blir skiftet ut med påsatt ungdyr.  

 

I melkeanlegget blir melken fraktes ved hjelp av et vakuumsystem til en avkjølt melketank (3-

4°C), via syrefaste rør og gjennom et filter som skiftes ut før hver melking. Melken i tanken 

blir rørt regelmessig og avkjølt helt til tankbilen kommer og henter den. Melkeanlegget 

vaskes med konsentrert base, med en temperatur på rundt 60°C, da basen ikke vil kunne drepe 

mikroorganismer ved temperaturer under 40°C. Melketanken har et eget system for vasking 

som er uavhengig vasking av melkeanlegget. Her skjer vaskingen ved bruk av syre og base, 

som tankbilsjåføren starter med en gang tanken er tømt for melk. 

 



Side 11 av 69 
 

Rutiner ved hygiene under melking er ansett som god, da de blir vasket med pH nøytral såpe 

og klut, og det tidvis brukes engangshansker. Jurene blir også prøvemelket før 

hovedmelkingen ved hvert stell. Grunnen til at de prøvemelkes først er på grunn av antatt 

opphopning av epitelceller som samler seg nede ved speneåpningen, noe som kan påvirke 

melkekvaliteten (8). Det antas at generell helse til dyrene er god, da det gjennomsnittlige 

celletallet ligger under 500 x 103 (se teori «Celletall»). Om det oppstår tegn til sykdom på dyr 

som kan påvirke melkekvalitet, blir disse melket utenfor melkeanlegg for å hindre eventuell 

spredning og kontaminering. 

 

Geitemelk 
Generelt kan en si at geitemelk er et rikt næringsmiddel med høyt innhold av vann og 

næringsstoffer. Melken inneholder i gjennomsnitt 12,2 % tørrstoff og 87,8% vann. Det 

gjennomsnittlige innholdet av tørrstoff er 3,8 % lipid, 3,5 % protein, 4,1 % laktose og 0,8 % 

aske. Den har mer lipid, protein og aske enn kumelk, men mindre laktose. Det er i tillegg 

forskjeller i både lipid-, protein- og karbohydratsammensetning sammenlignet med kumelk. 

Geitemelk ligger i området nøytral til svakt sur mellom pH 6,5-6,8. Kvalitativt er den 

kjemiske sammensetningen konstant, men kvantitativt er det store variasjoner som påvirkes 

av en rekke faktorer (ev. kombinasjoner av disse) deriblant rase, fôringsregime, 

laktasjonsstadium og jurhelse (9-11). Se avsnitt «faktorer som påvirker melk». 

 

Det høye nærings- og vanninnholdet, sammen med en nær nøytral pH gjør at mange bakterier 

kan vokse i melk. Selv små forskjeller i sammensetning kan ha en betydelig effekt på det 

mikrobielle mangfoldet. Noen av næringsstoffene er direkte tilgjengelige for 

mikroorganismene, mens andre kan gjøres tilgjengelige gjennom andre populasjoners 

metabolisme i form av metabolitter (4). 
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Kvalitetsparametere 
Samlet sett er kvalitetsparameterne til rå melk viktige for å sikre at melken er trygg for 

konsum og egnet for bruk i ulike meieriprodukter, og brukes til å vurdere om produktet 

oppfyller forhåndsbestemte kvalitetsstandarder og spesifikasjoner. I Norge er 

kvalitetsparameterne for melk regulert av Mattilsynet, men også spesifisert av de som driver 

med foredling av melk og melkeprodukter til humant konsum.  I Tine SA har de et eget 

kvalitetsregelverk for geitemelk. Det benyttes flere parametere for å måle kvalitet, deriblant 

innhold av: kjemiske komponenter (tørrstoff, med minimums grense for fett- og 

proteininnhold), medisinrester (antibiotika), (endo)sporer, urea, celletall og bakterietall (12). 

 

Celletall (SCC) 

Celletall, eller somatiske celler, er et mål på antall hvite blodlegemer i melka, som kan gi en 

indikator på infeksjonsnivå i juret. Celletall over 1,4 -1,7 mill x103 er ikke akseptert, noe som 

fører til kassering av geitemelken. Mange studier viser at SCC i geitemelk sammenlignet med 

SCC i kumelk, generelt sett er høyere og viser større variasjon. Dette kan til dels skyldes 

fysiologiske forskjeller i melkesekresjon, hvor ku har mesokrin- og geit har 

apokrinmelkesekresjon (hvor epitelceller og cytoplasmiske partikler fra de 

melkeproduserende cellene skilles ut med melka) (13, 14). 

 

Totalt bakterietall (TBC) 

Melk av tilfredsstillende kvalitet (her med hensyn til bakterietall) inndeles i fire klasser, 

avhengig av antall enkeltbakterier pr. ml melk. Den høyeste kvaliteten er elitemelk (BC ≤ 100 

000) som gir tillegg for ekstra god kvalitet. Den nest høyeste er 1. klasse (101 000-150 000) 

og ansees som standardkvalitet, noe som verken gir tillegg eller trekk. 2. klasse (151 000-175 

000) og 3. klasse (BC > 175 000) er anset som henholdsvis dårlig og svært dårlig kvalitet, 

hvorav begge medfører trekk (se tabell 1). Dårligere melk blir kassert (13, 15). 
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Tabell 1: Viser grenseverdiene for celletall, bakterietall, frie fettsyrer (FFA) og andel tørrstoff, 

relatert til de fire ulike kvalitetsklassene for geitemelk i TINE (TINE, 2020) (13). 

 
 

Tabell 2: Normaliserte verdier (log10bakterier/ml) for antall bakterier fra tabell 1. 

 
 

Mikroorganismer i geitemelk  
Sammensetningen av mikroorganismer i tankmelk reflekterer hendelser som finner sted i 

besetningen og rutiner knyttet til melking (15). De mikroorganismene som finnes i melken 

kommer generelt sett fra selve dyret, introduseres under melking eller introduseres via 

melkeanlegget. I Koop et al. sin studie belyses minst tre kilder som bidragsytere til bakterier i 

tankmelk, og disse er dyrets jur, miljøet i fjøset og melke-anlegget (16, 17). De største 

bidragsyterne er antatt å være spene/jur hud, deretter miljørelaterte kilder.  

Bakterier som Lactobacilli med teknologisk relevans for osteproduksjon har blitt isolert fra 

spener og tankmelk, men er ikke funnet i miljøet. I motsetning har «miljørelaterte» bakterier 

funnet i tankmelk for det meste også blitt funnet i fjøsmiljøet. Som nevnt av Sun et al. finnes 

det lite tilgjengelig kunnskap om hvilken påvirkning ulike gårdsbruk (med hensyn på 

gårdsfaktorer som driftstype, habitat/fjøs, fôringspraksis, melke- og hygienerutiner) har på 

strukturen i det mikrobielle samfunnet i tankmelk. Deres studie fokuserte riktignok på kuhold 

i motsetning til vår studie på geitehold, men deres hypotese var at bakterietall og mikrobiom i 

tankmelk ble påvirket av faktorer som rase, teknologi (mekanisering og automasjon) og 

husningstype (15). 
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En har også sett i ulike studier på geitemelk at den vanligvis er dominert av blant annet Lactic 

Acid Bacteria (LAB), som er en gruppe anaerobe bakterier som fermenterer laktose til laktat, 

og har høy toleranse mot lav pH. Dette er bakterier fra genus som Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostic, Enterococcus og Streptococcus sp.. En har også funnet at psykotrofe 

populasjoner (her nevnes Pseudomonas) utgjør en av hovedkomponentene i mikrobiomet. 

Disse etableres særlig når melken oppbevares kjølig og kan forårsake forringelse. 

Populasjoner av LAB og psykotrofe dominerer, med innslag av noen ikke-LAB genus, samt 

ulike sopp- og muggarter; som utgjør til sammen normalfloraen i geitemelk (4, 18). I tilfeller 

med aktiv mastitt i besetningen vil dette reflekteres i mikrobiomet og en vil finne igjen denne 

typen bakterier i melka (se avsnitt om jurhelse).  

 

F. Zhang, et al. gjorde bakteriologiske funn da de i 2017 sekvenserte V3 og V4 regionene i 

16S rRNA genet ved bruk av metagenomikk analyse. De analyserte geitemelk fra Guanzhong- 

og Saanen geiter i Kina. Resultatet fra deres analyse viste at geitemelken inneholdt en 

dominerende rekke/phylum av Proteobacteria. Genus som var mest dominerende i 

melkeprøvene var mesofile patogener som Enterobacter, Acinetobacter, Pseudomonas, 

Staphylococcus og Stenotrophomonas. Prøvene inneholdt også probiotiske bakterier som 

blant annet Lactic Acid Bacteria (LAB) (17). Andre studier som f.eks. Quigley et al. beskrev 

funn av bakterier som ikke er assosiert med tidligere funn innenfor sekvensering av 

geitemelk. Et stort antall patogene bakterier som blant annet Corynebacterium og 

Brachybacterium ble funnet, i tillegg til halofile bakterier som Jeotgalicoccus, Salinicoccus, 

Dietza, Exiguobacterium, Ornithinicoccus og Hahella (4).  

 

Mange opportunistiske bakterier kan eksistere som en del av det normale mikrobielle 

samfunnet, og er ikke sykdomsfremkallende under normale forhold; men kan bli patogene når 

forholdene tillater det. Disse bakteriene kan dra nytte av et svekket immunforsvar eller 

mangel på konkurranse fra andre mikroorganismer, slik at de kan vokse og spre seg. 

Normalflorabakteriene spiller en viktig rolle i å forhindre overvekst av skadelige 

bakteriestammer, men kan også bidra til sykdom når virulensgenene deres aktiveres eller 

dominansen forstyrres (19). 
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Oversikt over normalflora og patogene bakterier 
Tabell 3 viser en oversikt over det som ansees som normalflora og patogene bakterier i 

geitemelk. Normalflora listen er tatt fra ulike studier som hadde som formål å undersøke 

mikrobiologisk innhold i geitemelk, mens lista over patogene er tatt fra Tine sin liste over 

mastittbakterier. 
Tabell 3: Liste over normalflora og mastitt/patogene bakterier i geitemelk, samt hvilke kilder de kan 

stamme fra (*1, 4 og 20, **21). 
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Utfordringer med lagring og kvalitet 

Biofilm  
Tilstedeværelsen av biofilmdannende bakterier på utstyrsoverflater i meieriindustrien kan ha 

negative effekter på sikkerheten og kvaliteten til melk og melkeprodukter.  Forurensning av 

meieriprodukter er ofte forbundet med dannelse av biofilmer på overflater i 

melketransportrør, melkebeholdere og annet utstyr. Når bakterier fra biofilmen løsner kan de 

forurense melken som passerer gjennom disse overflatene. Godt etablerte biofilmer er svært 

utfordrende å fjerne med tradisjonelle vaskemidler, som ikke penetrerer den ekstracellulære 

matriksen som beskytter cellene. Det er derfor logisk å fokusere på forebygging av 

biofilmdannelse. Per i dag er det ingen slike midler på markedet, men anbefalingen er å vaske 

og desinfisere ofte før eventuelle bakterier kan feste seg til overflatene. Det forskes i 

midlertidig på utviklingen av forebyggende midler, såkalte antimikrobielle belegg som skal 

endre hydrofobitet og ruhet, og dermed sørge for å hindre at bakterier fester seg på overflater i 

anlegg eller tank (22). Miljøet som organismene lever i har stor betydning, deriblant tilgang til 

organisk materiale. Eksempelvis vil høyt fett- og protein innhold virke beskyttende på 

bakterier, og medføre høyere overlevelsesrate ved bruk av kjemiske forbindelser som er ment 

å drepe bakteriene. Dette er spesielt uttalt i biofilmer hvor slimlaget beskytter bakteriene 

ytterligere mot biocider (23). 

 

Biofilm kan dannes på andre overflater, blant annet på slimhinner i kroppen. I tilfelle av 

melkeproduksjon, antas det at melken er steril når den befinner seg i det melkeproduserende 

vevet i juret, som er epitelcellene i melkealveolene. Deretter går melken til det ikke-

melkeproduserende vevet, som består av melkeganger samt melke- og spenekammere. Her 

kommer melken i kontakt med slimhinner, som inkluderer Fürstenbergs rosett - en 

slimhinnefold som ligger mellom melkekammeret og spenekammeret. Overflaten av disse 

slimhinnene gir mulighet for bakterier med evne til å danne biofilm å feste seg (16, 24, 25). 
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Faktorer relatert til anlegg  

For meieriindustrien er biofilmdannelse et fundamentalt problem, da melk inneholder et bredt 

spekter av mikroorganismer som kan forårsake forurensning. Selv om nyetablerte biofilmer er 

dannet av bakterier som ikke nødvendigvis påvirker melkekvalitet, kan det likevel være et 

habitat for patogene som f.eks. Pseudomonas. Weber et al. sin studie der de så på 

biofilmdannelse i melkeanlegg, fant ulike bakterier ved ulike steder i anlegget ved 

svabertesting, og deretter analyse med kulturavhengig og kultur uavhengige analyser. Det ble 

funnet biofilm av Pseudomonas og Staphylococcus på plastikkdeler av anlegget. Størrelsen på 

biofilmen blir omtalt som TMC (total microbial count) og er et mål på antall kolonier per cm2. 

Det var spesielt høy TMC ved stativene til melkeorganene og slanger som hele tiden er under 

fuktige eller våte forhold som favoriserer bakterievekst. Studiet omtaler også godt etablerte 

biofilmer som er vanskelige eller umulige å fjerne ved standard rengjøring ved bruk av syre 

og base. TMC var i tillegg lavere inne i rørsystemet enn åpningene mot det ytre miljø, noe 

som kan forklares ved at det er mindre oksygen og kan begrense vekst, men samtidig er en 

fordel for anaerobe bakterier som blant annet LAB. I tillegg er dette et vakuumsystem som 

drar inn mye luft fra miljøet og som kan dra inn mulig forurensning. I andre studier som 

Weber et al. refererte til, ble det funnet at blant annet Corynebacterium var assosiert med jur 

hud, mens for eksempel Staphylococcus var mer vanlig i miljøet (15, 26). 

 

Temperatur og pH 
Bakterievekst er sterkt påvirket av temperatur, derfor kan rask nedkjøling (kort tid etter 

melking) hemme veksten av mange bakterietyper i betydelig grad. Dette gjelder derimot ikke 

psykotrofe bakterier slik som genus Pseudomonas som har evnen til å vokse under 4°C. Disse 

bakteriene kan produsere varmeresistente enzymer som ikke inaktiveres under pasteurisering, 

noe som øker risikoen for nedstrøms proteolytisk og lipolytisk forringelse av melkeprodukter 

(15, 17).  

 

Når det gjelder pH trives de fleste bakterier best rundt pH 7, men de fleste kan vokse i ett 

område på 2-3 pH-enheter. Tilstedeværelsen av anaerobe bakterier som bruker fermentering 

som primær energikilde vil kunne senke pH-nivået i sine omgivelser, siden de gjennom sin 

metabolske aktivitet skiller ut organiske syrer. Et eksempel på dette er melkesyrebakterier 

(LAB) som produserer melkesyre, ved å senke pH-nivået kan de gjøre miljøet mindre gunstig 

for andre bakterier, og er en av grunnene til at fermentering blir brukt for å preservere ulike 
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næringsmidler. Det er som tidligere nevnt slik at lave temperaturer vil medføre at 

metabolismen til de fleste bakterier hemmes i betraktelig grad, og dette gjelder også 

melkesyrebakterier (LAB), i tillegg til ulike toksinproduserende bakterier (gjelder ikke 

psykrofile og psykotrofe) som ved lave temperaturer verken vil være i stand til å vokse eller 

produserer toksiner (23). 

 

Faktorer som påvirker melk 

Gårdsfaktorer  

Noen typer gårdsfaktorer som kan påvirke kvaliteten på tankmelk er kort oppsummert: type 

drift (automatisk melkesystem med robot, båsfjøs, løsdrift) og generelt grad av mekanisering 

og automasjon, miljø/habitat (husningstype, innendørsklima, underlag), melke- og hygiene 

rutiner (bruk av kjemisk agens under spenepreparering, fullstendig tørking etter vask av 

spener, bruk av syre og/eller base til vask av melkeanlegg), fôringsregime (type fôr vil ha 

betydning for mikrobiotaen i tarmen, og har implikasjoner for dyrets helse generelt så vel som 

for sammensetningen av melken) (15).  

 

Faktorer relatert til dyret 
Sammensetningen av geitemelk kan variere avhengig av en rekke faktorer, noe som vil ha 

innvirkning på melkekvaliteten. Det kan være store forskjeller i flere viktige bestanddeler og 

fysiske parametere, slik som proteiner, lipider, mineraler, vitaminer og fettmicellestørrelse 

m.m. Noen av faktorene som nevnes er rase, jurhelse, laktasjonsstadium, sesong og 

miljøforhold (2, 9, 11). 

 

Rase 

Det norske geiteholdet er dominert av rasen Norsk melkegeit, som stammer fra en 

sammenslåing av lokale geiteraser og noen utenlandske raser. På grunn av avlsarbeidet fra 

1960-årene er forskjellene mellom de lokale geitene visket ut, og det er nå en felles 

populasjon av melkegeit i Norge (7). Geitens genotype har innvirkning på melkens 

sammensetning, et eksempel på dette er genetiske polymorfismer på kaseinets loci som 

påvirker utskillelsen av kasein. Det finnes mange alleliske genotyper, og deres frekvens 

varierer med rase. Kasein utgjør hovedandelen av proteininnholdet i geitemelk, og 

sammensetning av type og mengde kasein er derfor svært viktig (11). 
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Jurhelse 

Mastitt er et betydelig problem i husdyrhold, med stafylokokker som den vanligste årsaken i 

Norge (gjelder ku) (10). Disse kan påvirke melkekvaliteten, og forårsake infeksjon. Disse er 

ansett som uønskede og har derfor blitt satt fokus på. Studier har vist at den mest isolerte 

bakterien som har forårsaket mastitt er Non- Aureus Staphylococci (NAS), som vokser rundt 

spenekanalen til lakterende dyr som ku og geit (1). Også Staphylococcus aureus i 

Enterobacteriaceae familien, Mycoplasma sp., Pesudomonas eller Bacillus sp. er involvert i 

tilfeller av mastitt. Når det gjelder bakterier som forårsaker sykdom og infeksjon er disse 

sistnevnte ofte påvist. Man deler stafylokokker inn i to kategorier når det er snakk om mastitt; 

koagulase negative -og positive stafylokokker. KNS er den vanligste isolerte bakterietypen i 

geitemelk. S. aureus, som er mest omtalt i melkekvalitet hos ku, er koagulase positive 

stafylokokker. Koagulase er et ekstracellulært protein som er viktig i patogenesen til 

infeksjonen. Det er disse som er mer patogene sammenlignet med koagulase negative 

stafylokokker (KNS) (18, 20). Nyere forskning antyder at biofilmdannelse av stafylokokker er 

viktig for sykdomsutvikling. Det er også mulig at andre mastittbakterier, som streptokokker 

og E. coli, kan bli påvirket av deres evne til å produsere biofilm. Redusering av 

biofilmdannelse i juret kan føre til reduksjon av mastitt, som er den mest tapsgivende 

dyresykdommen i Norge. Dette kan gi økonomiske fordeler og bidra til bærekraftig landbruk 

ved å redusere bruken av antibiotika (24). 

 

Laktasjonsstadium 

Kumelk varier lite i sammensetning grunnet helårsavl, mens geitemelk produseres gjennom 

sesongbasert avl, som medfører at det skjer endringer i sammensetningen etter sesong; mot 

slutten av ammingen/laktasjon avtar laktoseinnholdet mens mengden av de andre 

bestanddelene (lipid, protein og mineraler) øker (9). 

 

Årstidsvariasjon 

I studiet til Quigley et al. ble det også funnet ulike species som dominerte under ulike årstider. 

Prøver fra vinteren inneholdt mest Lactococcus og Pseudomonas, prøver fra sommeren 

dominerte Pantoea spp. og Klebsiella, mens prøvene fra høsten inneholdt Staphylococcus, 

Corynebacterium, Acinetobacter og diverse sopparter. Genus som Pseudomonas, 

Staphylococcus, Streptococcus er funnet i både menneske, ku, sau og geit. Quigley et al. 
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merket seg disse forskjellene som tyder på påvirkning fra vær og fôrskifte, men det påpekt at 

en dypere forståelse kunne oppnås ved bruk av NGS (1, 4, 20). 

 

Påvisningsmetoder innenfor melkekvalitet 
Forskning innenfor geitemelk har bidratt til å gi en bedre forståelse for hva melken inneholder 

av makromolekyler og mikroorganismer. I senere tid har det vært mer fokus på å undersøke 

hvilke uønskede patogener som finnes, og hvordan dette påvirker videre foredling av melken. 

I tillegg til sykdomsfremkallende mikroorganismer er det også nyttig å undersøke hva som er 

akseptabelt nivå av antall bakterier uten at det påvirker melkekvaliteten. I Norge starter 

prosessen med kontrollering og analysering allerede fra tankbilsjåføren henter melka på 

gårdene. Det sendes en melkeprøve til to ulike melkekvalitetslaboratorier for kjemiske og 

bakterielle analyser (27). 

 

Dyrkning av bakterier på næringsmedium  
En metode for påvisning av bakterier i komplekse miljø som geitemelk, er bruk av fenotypisk 

metode som dyrkning på næringsmedium. Dette krever bruk av medium som favoriserer vekst 

av spesifikke bakterier, og på den måten kan man inkubere prøver og bruke resultat videre til 

enten telling av bakteriekolonier, se på generell melkekvalitet eller detektere spesifikke 

patogener. Denne metoden blir ofte brukt til å bestemme antibiotika følsomhet, detektering av 

blant annet koagulase negative – eller positive stafylokokker, samt dyrkning av andre 

bakterier som er av interesse. Det kreves også videre biokjemiske og statistiske analyser for å 

kunne validere og verifisere resultatene (4). 

 

Bakterietall – Bactocount 
I 2016, begynte melkekvalitetslaboratorier i Norge å ta i bruk en raskere og mer effektiv 

metode for analyse (28). Instrumentet som ble tatt i bruk var Bentley Bactocount IBC 

(Bentley Instruments). Dette er et flowcytometer som brukes i dag av blant annet Tine SA for 

å sikre at melk som leveres til meieriene ikke inneholder for høyt antall bakterier. Bactocount 

instrumentet kan telle antall enkeltbakterier ved å bruke et fargestoff som farger celler med 

DNA. Fargestoffet farger både somatiske celler og bakterier, så for å kunne skille de fra 

hverandre utsetter man prøven for mekanisk stress som lyserer de somatiske cellene. Da kan 

melka sendes gjennom infrarød stråling som har bestemte bølgelengder. Disse treffer en 

sensor som gir et signal i form av et absorpsjonsspekter. Spekteret brukes da til å bestemme 
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antall bakterier i prøven. Resultatet blir oppgitt som antall celler x103 pr ml melk, og legges 

inn i Geitekontrollen (27, 29). 

 

Celletall – Somatic Cell Count  
All melk som ankommer meieriet analyseres også for celletall (SCC, «somatic cell count»). 

Dette er den mest anvendte metoden for å kunne dokumentere melkekvalitet. Det telles antall 

celler per millimeter melk ved bruk av flowcytometri. Det tilsettes fargestoff for å farge 

cellens DNA, så de somatiske cellene kan detekteres. Siden geiter har apokrin melkesekresjon 

vil cytoplasmiske celler bli med i melkeprøven. Disse telles ikke med i celletallet når det 

benyttes DNA baserte analysemetoder. Leukocyttene vil derimot bli detektert, og gir da en 

indikasjon på at et høyt celletall kan tilsi infeksjon i juret. Et høyt celletall kan indikere 

jurbetennelse forårsaket av en bakterieinfeksjon, men dette er ikke en kvalitetsparameter som 

alene kan bestemme innholdet av bakterier (27). Målinger fra Geitekontrollen viser at vanlige 

celletall er 400x103, men de få prøvene med svært høye verdier trekker gjennomsnittet opp, 

som viser et gjennomsnitt på 920x103. Det er viktig å ha flest dyr under 800x103 i første 

laktasjon, slik at de tåler bedre kritiske perioder som kan gi høyere celletall. Celletall påvirkes 

også etter hvor dyrene er i laktasjonen og etter alder. De eldre dyrene har ofte et stabilt høyt 

celletall, så derfor er det anbefalt å utrangere dyr som er eldre enn 4 år (30). 
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Metagenomikk 16s amplikon sekvensering  
Metagenomikk 16s amplikon sekvensering (Figur 1) gir muligheten til å kartlegge den 

bakterielle sammensetningen som er i geitemelk. Her vil en ved hjelp av barcodes kunne 

skille mellom familie, genus og species for hver enkelt av prøvene. På denne måten vil det 

være mulig å se etter sammenhenger mellom mikrobiologisk-innhold i melk og bactocount 

verdi for hver enkelt av prøvene. Dette peker også Zhang et al. på som et poeng i sin studie, 

da såkalte Viable but nonculturable (VBNC) bakterier er vanskelig å detektere med 

tradisjonelle dyrkningsmetoder, og derfor ansees metagenomikk som en god og effektiv måte 

for å identifisere det totale mikrobiomet i geitemelk (17). 
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Materialer og metoder 

Innhenting av prøvemateriale 
Prøvene som ble brukt i forsøkene ble tatt fra melketanken til forsøksgården. Hver 6. dag, 

kvelden før tankbilen hentet melken, ble prøvene tatt, fra melk med en 

gjennomsnittstemperatur på 4°C. Tanken har periodevis røring av melka, så den var skrudd på 

noen minutter før prøvetaking, for å sikre at melka ikke har skilt seg. Prøvene ble innhentet 

aseptisk, med steriliserte prøverør og engangspipetter. Det ble tatt 2 prøverør slik at vi fikk to 

paralleller av hvert prøveuttak. Prøverørene ble merket med dato og initialer på prøvetaker. 

De ble lagt i fryseren fortløpende (-22°C). Prøvetakingen ble gjennomført på en periode på 16 

uker, fra 9. september til 29. desember 2022 (se vedlegg 5). Dette er perioden fra midten og 

mot slutten av geitenes laktasjonssyklus. 

 

Transport og lagring 
Da prøvene skulle tas med på laboratoriet for DNA isolering, ble de fraktet fra gården til 

NTNU i en kjølebag med fryseelement, slik at prøverørene holdt seg fryste hele veien, som 

var på 1,5 time. De ble lagt i fryseren på laboratoriet så raskt som mulig. 

 

Ekstraksjon av bakterieceller fra melk 
Melkeprøvene (n=43) ble tatt ut av fryseren for tining, først i kaldt vannbad og så i 

romtemperatur på benk. Bakteriecellene ble separert fra de andre komponentene i melka ved å 

overføre 10 ml av prøven til falconrør og sentrifugert ved 6000 rpm i 10 min, før 

supernatanten ble helt av. Prøvene hadde vert fryst i en lengre periode og fettet i prøvene 

hadde derfor fått en annen molekylvekt, noe som medførte dårlig separasjon – med cellepellet 

full av fett. Dette ble løst ved å tilsette 10 ml PBS, vortexet og sentrifugerte i nye 10 min ved 

6000 rpm. For noen av prøvene gikk det greit å helle av supernatanten i en rask bevegelse, 

men for de prøvene hvor dette ikke var mulig (pga. fetthinne på toppen) ble en pipette brukt 

til å stikke hull på fetthinnen hvorpå supernatanten ble pipettert ut. 100 µl av hver cellepellet 

ble overført til hvert sitt eppendorf-rør med lokk. 
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DNA isolering 
DNA ble ekstrahert med «Dneasy blood and tissue kit» (Quiagen), standard protokoll (se 

vedlegg 1). 100 µl cellepellet ble lysert med 180 µl ATL buffer og 20 µl proteinase, og 

inkubert ved 56 ℃ i 1 time. Etter inkubering ble prøven tilsatt 200 µl AL buffer og 200µl 

96% EtOH, vortexet før – mellom- og etter. DNA ble bundet til membranfilter i Dneasy spin-

kolonne og sentrifugert (1 min 8000 rpm). Vasket DNA i to omganger ved romtemperatur, 

først med 500 µl AW1 Buffer (sentrifugert ved 8000 rpm i 1 min) deretter med 500 µl AW2 

Buffer (sentrifugert ved 13 000rpm i 4 min, endring fra prosedyre punkt 6.) Eluerte DNA i fra 

spinnkolonne i to omganger ved bruk av 100µl AE Buffer, inkubert (1min RT) og sentrifugert 

(1 min 8000 rpm). Påviste DNA med Qubit dsDNA HS fluorometer (4.0) før prøvene ble fryst 

(se vedlegg 6). 

 

Amplifisering av 16S rDNA fragmenter 
16S rDNA fragmenter ble amplifisert med «Ion 16S Metagenomics kit» (ThermoFisher), 

standard protokoll (se vedlegg 2). Målte konsentrasjon med Qubit dsDNA HS fluorometer 

(4.0), fortynnet med ddH2O (se vedlegg 7) og valgte en parallell fra hvert tidspunkt. Utførte to 

reaksjoner for hver prøve, en for hvert primerset i PCR strips med 6 µl (3ng) templat DNA, 

samt en negativ kontroll med vann, og kjørte PCR. De amplifiserte fragmentene ble renset 

med bruk av 54 µl «AMPure XP beads» på magnetstativ, disse ble vasket i to omganger med 

200 µl 70% EtOH, som ble fjernet etter hver vask. Lufttørket beads på magnetstativ i ca. 5 

min. Eluerte ved å resuspenderte AMPure XP beads i 20 µl ddH2O, inkuberte (2 min RT). 15 

µl supernatant ble overført til nye rør og fryst. 

 

Library prep. 
For tillagning av barcode biblioteket ble «NEB Library kit» (New England BioLabs Inc.) og 

«Ion Xpress Barcode» adaptere 10-31 (Thermo Fisher) brukt, standard protokoll (se vedlegg 

3). Konsentrasjon til alle prøvene ble målt med Qubit fluorometer, og fortynnet. Til «end 

repair» ble 12 µl sammenslåtte amplikon overført til PCR strips, sammen med 13,5 µl ddH2O, 

3 µl 5X end repair buffer og 1,5 µl end repair buffer, inkubert i 20 min ved 25℃, 10 min ved 

70℃, deretter 4℃. Tilsatte følgende til alle prøvene: 5 µl 10X ligase buffer, 1,5 µl Ion P1 

adapter, 9 µl nukleasefritt vann, 3 µl DNA ligase, 0,5 µl Nick repair polymerase. Deretter 1 µl 

Ion Xpress barcode (en for hver prøve), totalt 50 µl i hver brønn, og kjørt med følgende 
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termiske sykluser: 25℃ i 15 min, 65℃ i 5 min, kjølt ned til 4℃. De amplifiserte fragmentene 

ble renset med bruk av 90 µl AMPure XP beads på magnetstativ, disse ble vasket i to 

omganger med 200 µl 70% EtOH, som ble fjernet etter hver vask. Lufttørket beadsene i ca. 5 

min. Eluerte ved å resuspenderte AMPure XP beads i 15 µl ddH2O, inkuberte (2 min RT). 13 

µl supernatant (uamplifisert bibliotek) ble overført til nye rør og fryst. 

  
Biblioteket ble amplifisert med «Ion Plus Library kit» (ThermoFisher), standard protokoll. 13 

µl uamplifisert bibliotek (ett rør for hver barkode) ble tilsatt 25 µl «Platinum PCR superMix 

High fidelity», 2 µl «Library Amplification Primer Mix», 10 µl ddH2O. Totalt 50 µl i hver 

brønn, og kjørt med følgende termiske sykluser: 98℃ i 30 sek, deretter 13 sykluser med; 10 

sek ved 98℃, 30 sek ved 58℃, 30 sek ved 65℃. Til slutt 65℃ i 5 min, og kjølt ned til 4℃. 

For å rense det amplifiserte barcode biblioteket ble 45 µl AMPure XP beads tilsatt biblioteket 

(50 µl), blandet med pipette og inkubert (5 min RT), pulse-spin, plassert på magnetstativ i 3 

min før supernatant ble fjernet, hvorpå beadsene ble lufttørket i ca. 5 min. Biblioteket ble 

vasket i to omganger med 200 µl 70% EtOH, som ble fjernet etter hver vask. Eluerte ved å 

resuspendere AMPure XP beads i 18 µl ddH2O, inkuberte (2 min RT). Vortexet kraftig og 

ventet til beadsene var samlet og væsken klar. Overførte så 15 µl supernatant (barcode 

bibliotek) til nytt rør. Sjekket konsentrasjon med Qubit dsDNA HS fluorometer (4.0) (se 

vedlegg 8) og la i fryser. 

 

Templat preparering 
Biblioteksfragmentene ble separert og amplifisert med emulsjons PCR etter standard 

prosedyre for templat preparering. Det ble brukt OT2 for anriking av bibliotek og ES for 

rensing før PGM. Dette ble utført av laboratorieansvarlig. 

 

Sekvensering – Ion Torrent PGM 
Sekvenseringen ble utført med standard prosedyre ved bruk av «Ion PGM Hi-Q View 

Sequencing Kit» av laboratorieansvarlig. 

 

Behandling av rådata 
Behandlingen av rådata ble utført ved standard prosedyre med bruk av Ion Reporter for 

kvalitetssikring av sekvenser og taksonomisk identifisering på familie-, genus- og 
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speciesnivå, ved å sammenligne sekvenserings resultatene med databaser (GreenGenes, 

daSilva NGS og ThermoFisher) over kjente sekvenser. Videre bearbeiding av resultatene ble 

utført i Microsoft Excel. 

 

Resultat 
 

DNA ble isolert og påvist fra 43 tankmelkprøver. Av disse hadde 22 prøver høy nok DNA 

konsentrasjon til å kunne brukes videre til amplifisering og bibliotekstillaging.  

 

Kvalitetskontroll av biblioteket viste til at ikke alle prøvene var av god nok kvalitet til 

sekvensering, så 9 av 22 prøver var vellykkede, og sekvensene ble kvalitetssikret og 

identifisert med Ion Reporter. I sekvenserings dataene for disse prøvene var det totalt 89 

taksonomiske familier, 98 genus og 111 species representert. Av disse var 16 genus godt 

representert (som vist i figur 3), hvorav de følgende 7 genus utgjorde kjernen av mikrobiomet: 

Corynebacterium, Facklamia, Atopostipes, Jeotgalicoccus, Psychrobacter, Pseudomonas og 

Staphylococcus. Antallet bakterier (bactocount) er hentet fra melkekontrollen, analysert med 

flowcytometri (Bentley Bactocount IBC) ved et melkekvalitetslaboratorium i Norge.  

 

Tabell 4: Viser oversikt over bakterietallet i hver av de analyserte prøvene, siste kolonne viser log10 

av bakterieantallet pr. ml avrundet til to desimaler. Bactocount verdier er tatt fra Geitekontrollen (se 

vedlegg 4). 

Prøve dato Prøve ID Bactocount TBC (antall 
bakterier/ml) 

Normalisert verdi (» Log10 antall 
bakterier/ml) 

09.09.22 2A 120 000 5,07 

27.09.22 7A 100 000 5,00 

03.10.22 8A 207 000 5,32 

15.10.22 10B   44 000 4,64 

02.11.22 12A   43 000 4,63 

14.11.22 14B 106 000 5,00 

20.11.22 16B   57 000 4,75 

08.12.22 19A   80 000 4,90 

14.12.22 20A   38 000 4,57 
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Tabell 5: Viser oversikt over bakterier fra våre resultat som omtales i Tine sin liste over 

mastittbakterier (*26), og annen utvalgt litteratur (**1, 4, 20). 

Genus (Species) Tines referanseliste* Litteratur** 

Acinetobacter Patogen/mastitt Patogen/mastitt 

Aerococcus Patogen/mastitt Patogen og normalflora 

Alkalibacterium - - 

Atopostipes - Normalflora 

Butyrivibrio - - 

Clostridium (disporicum) Patogen/mastitt Patogen/mastitt 

Corynebacterium (callunae) Patogen/mastitt Patogen/mastitt 

Facklamia - - 

Flaviflexus - - 

Halomonas - - 

Jeotgalicoccus (sp.) - - 

Oligella - - 

Pseudomonas (sp., pertucinogena, caeni) Patogen/mastitt Patogen/mastitt 

Psychrobacter (sp.) Patogen/mastitt Patogen/mastitt 

Salinimicrobium - - 

Sphingomonas - Normalflora 

Staphylococcus (warneri) Patogen/mastitt Patogen/mastitt 

Streptococcus Patogen/mastitt Patogen og normalflora 

Turicibacter (sanguinis) - - 

Yaniella - - 
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Mikrobiom 
Diagrammet i figur 2 illustrerer den bakterielle sammensetningen til hver prøve, med fokus på 

de bakteriene med høyest prosentandel. Moraxellaceae, Aerococcaceae, Pseudomonadaceae, 

Staphylococcaceae, Corynebacteriaceae og Carnobacteriaceae er det de mest dominerende 

familiene. Referert til vedlegg 9 kan man se på prøve 2A at det er like mye av de nevnte 

familiene (gjennomsnittlig 4,0%), unntatt Moraxellaceae, med en andel på 30%. I prøve 7A 

endres sammensetningen mye der Pseudomonadaceae dominerer (29%), og i 8A er det 

Staphylococcaceae (41%) som utgjør en stor del av sammensetningen. Prøve 10B til 20A har 

en relativt stabil og lik sammensetning, der Corynebacteriaceae dominerer.  
 

 

Figur 2: Stolpediagram som viser resultat på familienivå, med % andel på Y-aksen til venstre, og én 

stolpe for hvert prøveuttak med dato. Den svarte grafen illustrerer bactocount, med verdier for antall 
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celler x 103 pr ml på Y-aksen på høyre side. Hver farge representerer familier og mengden av disse i 

hver prøve. 

 

På genusnivå er det Corynebacterium og Pseudomonas som dominerer, mens andre genus 

som Staphylococcus, Atopostipes, Facklamia, Psychrobacter og Jeotgalicoccus er til stede i 

varierende grad (se vedlegg 10). På figur 3 ser vi at det er stor variasjon i den mikrobielle 

sammensetningen. Spesielt er det de tre første prøvene (2A, 7A og 8A) som det er størst 

variasjon på. De har mye lavere prosentandel av Corynebacterium i forhold til de påfølgende 

prøvene. På diagrammene over ser vi at det er andre genus som dominerer.  

For 2A er det flere som har høy andel; Psychrobacter (ca. 17,5%), Acinetobacter (ca. 16,6%), 

Facklamia (ca. 13,7%), Pseudomonas (ca. 12,7%) i tillegg til Corynebacterium (11,7%).  

For prøve 7A er det derimot kun Pseudomonas med ca. 33,8% som dominerer samt 

Corynebacterium med ca. 14,5%. I 8A er både Pseudomonas og Corynebacterium også til 

stede i en relativ høy grad med 18,5% og 15,1%, men blir overskygget av nivået med 

Staphylococcus som ligger på 40,8%. Deretter er det 6 prøver som har relativt liten variasjon. 

10B til 20A har en nokså stabil sammensetning av bakterier. Det er Corynebacterium som 

dominerer i alle prøvene, med en andel på rundt 33-42%. I prøvene 10B, 12B og 14B er det 

observert at Pseudomonas har relativt lik mengde på 12-14%, og lik mengde Atopostipes på 

7-8%. I de siste tre prøvene, 16B, 19A og 20A er det derimot motsatt, med 4-8% 

Pseudomonas og 10-15% Atopostipes.  
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Figur 3: Stolpediagram som viser resultat på genusnivå, med % andel på Y-aksen til venstre, og én 

stolpe for hvert prøveuttak med dato. Den svarte grafen illustrerer bactocount, med verdier for antall 

bakterier x 103 pr ml på Y-aksen på høyre side. Hver farge representerer genus og mengden av disse i 

hver prøve. 

Bakterietall 
Totalt antall bakterier pr. ml tankmelk varierte mellom log 4,57 til 5,32/ml gjennom 

prøveperioden. Verdiene er oppført i tabell 4, og illustrert med svart graf i figur 2 og 3, som 

viser resultatene av sekvensering på henholdsvis familie- og genusnivå. Ser en på prøvene i 

kronologisk rekkefølge er det størst variasjon mellom den tredje prøven (8A) og den siste 

prøven (20A) i prøvesettet, med en variasjon på log 0,75/ml. Ser en på de siste seks prøvene 

er det antydning til at bakterietallet stabiliseres (i takt med mikrobiomets sammensetning), 

med unntak av relativt små hopp i prøve 14B og 19A; denne observerte stabiliseringen er 

spesielt synlig i prøvene 4 (10B), 5 (12B), 7 (16B) og 8 (20A). 
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Med tanke på bakterietall er det som tidligere nevnt prøve 8A (log 5,32/ml) og 20A (log 

4,57/ml) som har størst variasjon. 8A er dominert av Staphylococcus, og har i tillegg en 

betydelig andel av Pseudomonas. I motsetning har prøve 20A liten andel av både 

Staphylococcus og Pseudomonas, men er dominert av Corynebacterium og varierende 

innhold av genus Facklamia, Atopostipes, Jeotgalicoccus og Psychrobacter; som er til stede i 

betydelig mindre grad i 8A. 

 

Diskusjon 
 

I dette studiet har vårt fokus vært å utforske det bakterielle samfunnet i tankmelk fra en gård 

som driver med produksjon av geitemelk. Det har blitt samlet prøver i perioden september til 

desember 2022. Primært var formålet med oppgaven å lære mer om sammensetningen på 

tvers av ulike bakterielle takson, men vi ønsket også å undersøke om det var noen korrelasjon 

mellom sammensetning og bakterietall. 

 

Gjennom prøveperioden var det sju genus som dominerte mikrobiomet. Tre av disse er 

oppført i listen over mastittbakterier (se tabell nr. 5 i resultat). Dette gjelder Pseudomonas, 

Staphylococcus og Corynebacterium. I tillegg var det også en stor andel Acinetobacter i en av 

prøvene (2A), og denne bakterien finnes også i listen over mastittbakterier. Quigley et al. har 

funnet større mengder av bakterier som samsvarer med flere av våre funn. De viser til genus 

som Staphylococcus, Corynebacterium, Acinetobacter, Pseudomonas og Jeotgalicoccus, som 

også er av større omfang i geitemelkprøvene (4). I Sun et al. sin studie der de så på hvordan 

melkeanlegg og rutiner ved melking påvirker mikrobiom i tankmelk på ku, fant de at de mest 

dominerende genus var Pseudomonas, Acinetobacter, Streptococcus og Staphylococcus, noe 

som stemmer godt overens med våre resultat. Dette er riktignok en studie på kumelk, men 

både geitemelk og kumelk går gjennom lignende system og blir utsatt for relativt like forhold 

(15).  

I vår studie har vi observert tre betydningsfulle funn i sammenheng med den tidsmessige 

dynamikken i mikrobiomet i tankmelk. For det første har vi observert at den største 

variasjonen i sammensetningen av mikrobiom oppstår mellom tidlige og senere prøver. De tre 

første prøvene viser betydelig større variasjon i sammensetningen sammenlignet med de seks 

siste prøvene. Årsaken til denne variasjonen kan trolig tilskrives påvirkning fra flere 
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forskjellige faktorer, som slår ut ulikt i de respektive prøvene, deriblant endringer i 

miljøforhold og helsestatus hos (noen få av) dyrene. Tidligere prøver kan ha blitt påvirket av 

flere miljøfaktorer, mens stabiliteten i senere prøver kan reflektere at det i fjøsmiljøet er mer 

kontrollerte forhold. For det andre observerte vi en ekstrem høy forekomst av Staphylococcus 

i prøve 8A, noe som skiller seg betydelig fra de andre prøvene. Til slutt, selv om det generelle 

bakterieinnholdet var stabilt over tid, ble det observert en nedgang i bakterietallene, som 

imidlertid økte igjen i prøve 14B og 19A; denne økningen kan ansees som forholdsvis lav, 

men er likevel av interesse. 

I første prøve (2A) ser vi ingen spesifikke genus som utmerker seg, men at flere er til stede i 

relativt like store prosentandeler, med Psychrobacter, Acinetobacter, Facklamia, 

Pseudomonas og Corynebacterium (fra rundt 12-18%, se vedlegg 10). Her har geitene nettopp 

kommet inn fra utmarksbeite, hvor vi antar at dyrene har blitt utsatt for frie miljøfaktorer, 

hvor eksempelvis mye nedbør kan medføre ett rikere mikrobiom (som vanligvis befinner seg 

lenger ned i jordsmonnet), i tillegg til det faktum at de spiser mye mer variert enn i 

innefôringsperioden. Vi tror at dette er en medvirkende grunn til den observerte variasjon 

(som er relativt stor) mellom bakteriesamfunnets sammensetning i starten versus slutten av 

perioden. Med unntak av prøve 2A og 8A, klassifiseres de resterende 7 av 9 prøvene som 

elitemelk (log10 bakterier/ml ≤ 5,00). 2A er den første prøven i settet og klassifiseres som 1. 

Klasse melk, som vil si at bakterietallet også her er lavt. I motsetning til de andre prøvene 

ligger 8A på et problematisk høyt antall bakterier, med log 5,32/ml, og er den av prøvene som 

utmerker seg mest med hensyn på bakterietall i henhold til de foreliggende kvalitetskravene.  

 

I prøve 8A ble det gjort funn av store mengder Staphylococcus, på genusnivå med 40,8% av 

den totale sammensetningen, som i hovedsak er representert med S. warneri. Dette er den 

eneste prøven med høyt nivå av denne bakterien på speciesnivå, som tyder på at dette er en 

isolert hendelse som har påvirket melken. Etter mistanke om mastitt, i forkant av denne 

bactocount verdien ble det tatt speneprøve på 2 geiter. De fikk påvist KNS (S. warneri). Disse 

ble ikke melket i anlegget, og man ser på neste prøve at bakterietallet har gått betraktelig ned 

(nedgang på log 0,68/ml). Et svært høyt innhold av S. warneri i melken gir grunn til å tro at 

bakteriene kom fra disse dyrene, og at en eller begge trolig bidro til det høye bakterietallet. 

Dyrenes helse med tanke på hvor de er i laktasjonssyklusen, i tillegg til rutiner for god 

jurhelse kan være faktorer som påvirker sammensetningen av bakterier i melken. Fra selve 

dyret nevnes det at bakterier som befinner seg på juret kan bli overført til melken. Ifølge teori 
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om S. warneri trives disse bakteriene på hudflora hos dyr og mennesker, så det er grunn til å 

tro at bakterien kan ha kommet inn spenekanalen og dermed forårsaket infeksjon (34). 

 

Sammensetningen endres i neste prøve, da 7A er den eneste prøven som hovedsakelig er 

dominert av Pseudomonas (34%). Corynebacterium er også godt representert, med en andel 

på 14,5%. Resultatene viser at sammensetningen i prøve 7A er forholdsvis lik som i de siste 6 

prøvene, med unntak av høyere andel Pseudomonas. Bakteriesammensetningen fra prøve 10B 

til 20A er som nevnt i resultat relativt stabil, der Corynebacterium dominerer i noe varierende 

grad. Det er mindre nivå av Pseudomonas, Dette kan tyde på at mikrobiomet allerede er i ferd 

med å stabilisere seg, med bakgrunn i at miljøet har vært stabilt over tid. Siden Pseudomonas 

er psykotrof vil den kunne vokse i lave temperaturer, slik som i tank og- melkeanlegg. Det er 

ikke usannsynlig at det kan være en biofilm i anlegget, forårsaket av blant annet Pseudomonas 

og Corynebacterium. Disse er gode biofilmdannere, og eventuell løsning av biofilm som blir 

med i melketanken kan være en grunn til forhøyet bakterietall. Med tanke på den stabile 

sammensetningen er det grunn til å tro at en biofilmdannelse kan være en sentral påvirkning 

av mikroorganismer i tankmelken. Sett sammen med teori er Pseudomonas og 

Corynebacterium genus som kan stamme fra kilder som er sentrale i en geitefjøs, blant annet 

jord og vann, så det er grunn til å tro at denne har blitt introdusert i melkeanlegget fra det ytre 

miljø (33, 35).  

 

Som nevnt i teori om biofilm så er godt etablerte biofilmer svært vanskelig å fjerne, vanlig 

vask av tank og anlegg med syre og base vil nødvendigvis ikke være nok for å fjerne en 

biofilm som allerede er etablert, og denne vil derfor kunne fortsette å påvirke resultat selv 

etter «vanlig» vask. Siden prøvene er tatt sent i laktasjon vil det være økt innhold av protein 

og fett, med nedgang i laktose. Dette påvirker også motstandsdyktigheten bakterier i biofilm 

da protein og fett kan virke beskyttende (10). En teori kan da være at bakterier med evnen til å 

vokse ved lave temperaturer har dannet en beskyttende biofilm slik at de mesofile bakteriene 

kan beskyttes mot temperaturer i tanken, eller blir beskyttet av motstandsdyktigheten til for 

eksempel Pseudomonas som kan være resistent mot tradisjonell vasking av anlegg. Både Sun 

et al. og Weber et al. beskrev hvordan biofilm kan oppstå i melkeanlegg og melketank med 

kumelk, og de detekterte en større mengde av Pseudomonas, Corynebacterium og 

Staphylococcus i deres tankmelkprøver og svaberprøver fra anlegg og tank (15, 26). Dette er 

genus som også er detektert i større mengder i våre prøver. Det er derfor grunn til å tro at våre 

resultat kan tyde på det samme som disse studiene konkluderte med, at det mest sannsynlig er 
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en biofilmdannelse i melkeanlegg eller melketank, for eksempel ved områder som er 

utfordrende å vaske tilstrekkelig. 

 

Det er også mulig at det kan ha blitt dannet biofilm i slimhinnene i juret, noe som kan være 

skyldig til spredning av bakterier til melka. Det er kjent at biofilmer kan dannes i en rekke 

ulike miljøer hvor det finnes fuktighet, næring og en overflate å feste seg til, og slimhinner 

kan ansees som et slikt miljø (24, 25). Endring i bakteriesammensetning kan også skje ved 

melking, da melkeprosedyrer og rutiner kan variere. Implikasjoner dette kan ha, kan være for 

eksempel mengder luft som kommer inn fra melkeorganet og kan forurense, eller tidsbruk 

mellom vask og påsetting av melkeorgan, som kan føre til at normalflora på utsiden av juret 

løsner opp og blir med inn i spenekoppen. Også varierende bruk av engangshansker kan være 

en faktor, da eksterne bakterier fra huden til den som melker kan overføres til spenen. 

Melkeanlegget et vakuumsystem med tidvis tilførsel av luft fra det ytre miljøet. Det er derfor 

mulig at bakterier fra fjøsmiljøet kan komme inn og forurense melken. Weber et al. 

konkluderte at blant annet hygiene rundt vasking og tørking av jur, og utfordringer rundt 

vasking av spesifikke deler av anlegget kunne ha en sammenheng med biofilmdannelsen som 

studiet påviste (26). 

 

I denne studien har tidsdimensjonen spilt en viktig rolle i den forstand at lange intervaller 

mellom prøvetidspunkt kan ha påvirket vår evne til å oppdage spesifikke trender, ettersom det 

i dette tidsrommet kan være flere faktorer som påvirker bakteriesammensetningen. Selv om 

svært høyt bakterietall ofte kan indikere mastitt, vil en med tettere prøver kunne se om 

økningen vedvarer over tid, noe som vil være tilfelle dersom det er en aktiv infeksjon i 

besetningen; samt se fra sekvenseringsdata hvilke aktører som er til stede. Kontaminasjon fra 

miljø og anlegg vil antakeligvis føre til mer tilfeldige svingninger, eksempelvis dersom en har 

biofilm i systemet som tidvis løsner og kontaminerer melken. Det ville trolig vært større 

mulighet for å tolke resultatene opp mot årsaker knyttet til stigning i bakterietall med tettere 

prøveintervaller. Basert på våre resultater er det derfor vanskelig å si noe om korrelasjon 

mellom mikrobiomets samfunnsstruktur og økning i bakterietall.  
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Begrensninger 
I løpet av vår analyse møtte vi noen utfordringer med å oppnå vellykkede 

sekvenseringsresultater for alle prøvene i studien vår. Den store variasjonen i DNA 

konsentrasjon fra prøve til prøve gjorde det vanskelig å kunne sekvensere på lik linje. Av 

denne grunn ble det nødvendig å fortynne prøvene i varierende grad. Dette er en ekstra faktor 

som kan påvirke resultatet. 

Under DNA isoleringen støtte vi på et problem med å oppnå fullstendig separasjon av 

cellepelleten fra fettfraksjonen, dette førte til at vi i noen tilfeller måtte fortynne prøvene med 

PBS i flere omganger. Det skal ikke ha noen påvirkning på videre sekvensering eller på 

resultatet, men er en faktor som må tas hensyn til; kanskje særlig med tanke på eventuell 

videre/fremtidig forskning kan det være nødvendig å ta en vurdering av 

prøveforberedelsesmetoden for å sikre en bedre separasjonsprosess. Ved å sammenlign 

resultatene vi har fått med prøvene som ble sekvensert ser vi at det er en andel mindre prøver 

der resultatene ar gode nok til å se nærmere på. Av denne grunn har det vært vanskeligere å se 

korrelasjoner mellom prøvene. Ved mulighet hadde enkelte prosesser blitt gjort om igjen for 

optimalt resultat, men på grunn av tidsbegrensningen ved arbeid med bacheloroppgave har 

ikke dette vært mulig. 

 

 En annen utfordrende faktor var mistanke om marin innblanding ved funn av bl.a. 

Aliidiomarina taiwanensis. Prøvene ble sekvensert ved samme med marine prøver, og det har 

derfor forekommet marin innblanding i resultatene. For å begrense risikoen for at mulig 

forurensing fra disse prøvene skulle påvirke vår analyse av sekvenseringsdataene, forsøkte vi 

å ekskludere åpenbart marine arter fra datasettet. Denne prosessen viste seg dog for å være 

problematisk da flere av artene som i første omgang så ut til å være marin, viste seg at de 

hadde blitt isolert fra melkeprøver tidligere som overraskende funn. 

Derfor har vi basert våre resultater på det totale datasettet, noe som medfører en risiko for at 

enkelte takson kan være feilrepresenterte. Flere av bakterieslekter som kan finnes i 

melkeprøver, er også mulige å finne i marine miljø. Derfor kan verdier ved enkelte være noe 

høyere enn den reelle verdien da det er mulig at noe er overført fra RAS prøvene. Det har 

likevel medført noe usikkerhet rundt enkelte av våre resultater da bakterier er funnet både i 

marine miljø og geitemelkprøver, fordi de kan ha blitt overført fra RAS prøvene. 
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En begrensning er mangelen på informasjon som finnes på flere bakterier på genusnivå. 

Eksempel på disse er blant annet Jeotgalicoccus og Facklamia. Jeotgalicoccus er ikke 

tidligere assosiert med geitemelk, men er godt representert i våre resultater samt har det blitt 

funnet som overraskende funn av Qugley et al.. Facklamia er en annen genus som er godt 

representert i prøven, men som det finnes lite forskning på.  Det er derfor viktig at det 

forekommer mer forskning på flere bakterier som er til stede i melk, slik at det er mulig å vite 

om hvordan funn av disse genus påvirker melkekvaliteten. 

 

Framtidige aspekter 
For å få bedre forståelse av studiet kreves det videre forskning som går over en lengre 

periode. En slik forskning kan gjør det mulig å få en oversikt over ulike faktorer som faktisk 

påvirker sammensetningen ved ulike årstider. Ved bruken av kortere intervaller mellom 

analyserte prøver vil det bli lettere å kunne observere trender ved variasjon i sammensetning 

av mikrobiom i sammenheng med bactocount. Et annet aspekt som kan være nyttig videre er å 

undersøke flere gårdsbruk, slik at det blir en overordnet oversikt over hvordan forskjellig 

typer gårdsdrift kan påvirke sammensetning. I tillegg til mer forskning på interessante 

bakterier hvor der per nå foreligger lite tilgjengelig kunnskap, etter det vi har klart å finne, 

slik som hvilken påvirkning tilstedeværelsen av Facklamia og Jeotgalicoccus kan ha i melk; 

som påvirkende faktor for kvalitet og sammensetningen av det mikrobiologiske samfunnet i 

melka. Vi anser det derfor som viktig at videre forskning fortsetter å bruke 

molekylærbiologiske metoder som NGS for å oppnå en mye bedre forståelse enn ved 

tradisjonelle dyrkningsmetoder. At det benyttes sekvensering ved videre forskning vil også 

kunne gi innsikt i den totale sammensetning av bakterier som påvirker melkekvaliteten. Det 

vil også gi innsikt i bakterier som tidligere ikke er assosiert med melkeprøver, samt gi en 

forståelse om hvordan VBNC- bakterier kan påvirke melkekvaliteten.  
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Konklusjon 
 

Problemstillingen i denne oppgaven var primært å identifisere dominerende bakterielle takson 

og deres relative forekomster i tankmelk fra geit, sekundært ønsket vi å se etter sammenheng 

mellom bactocount og sammensetning; og til sist å sannsynliggjøre opphavet til dominante 

takson dersom mulig. Ved bruk av sekvenserings plattformen Ion Torrent PGM og 

programvaren Ion Reporter fikk vi sekvensert det bakterielle innholdet i ni prøver fra ulike 

tidspunkt. Resultater fra sekvenseringen viser at det er sju genus som utgjør kjernen av 

mikrobiom i tankmelk fra geit, og at det er stor forskjell i bakterie sammensetningen mellom 

prøver tatt rett etter utmarksbeite og prøver tatt lenger ut i innefôringsperioden. Videre 

vurderte vi resultatene slik at det potensielt kan være snakk om to mulige 

kontaminasjonskilder basert på undersøkelser av de tre prøvene med høyest bakterietall, som 

vi hypotetiserer kan stamme fra mastitt og biofilm; henholdsvis forårsaket av Staphylococcus 

warneri og psykotrofe biofilmdannende bakterier som Pseudomonas. Basert på vår studie er 

det vanskelig å konkludere med hvilke bakterier som generelt er skyld i tidvis økning i 

bakterietall, blant annet på grunn av lavt antall prøver med store tidsintervaller mellom 

prøvetidspunkt. Resultatene viser at miljøfaktorer kan påvirke sammensetningen av 

mikrobiom i tankmelk, og at det sannsynligvis er biofilm i anlegget/tanken som tidvis løsner, 

men videre forskning kreves for å kunne si mer om hvordan dyr og biofilm påvirker 

melkekvalitet og bakterietall. NGS analyse av geitemelk kan gi en dypere innsikt i den tidvise 

dynamikken i mikrobiomet, ved en større og mer omfattende studie vil det sannsynligvis være 

mulig å identifisere spesifikke takson (eller kombinasjoner av flere) som kan forbindes med 

økt bakterietall, noe som vil gagne fremtidens geitemelk produsenter så vel som 

meieribransjen; som begge har som hovedformål å levere melk av den beste kvalitet.  
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Vedlegg  
 

1.DNA isolering 
 

PROSEDYRE:  

AKT 0002: DNA isolering  
  

Formål 
Hensikten med prosedyren er å standardisere og kvalitetssikre DNA isolering 

Omfang 
Prosedyrens gyldighetsområde; DNA isolering med DNeasy kit fra Qiagen. 

 

Bakgrunnsinformasjon 
DNeasy (Qiagen):  

Ferdig kit beregnet på å isolere DNA. Baserer seg på affiniteten nukleinsyrene får 

til en kolonne membran ved tilsetting av ulike buffere. Nukleinsyrene felles fra 

membran etter flere rense trinn ved å tilsette 96% EtOH.  
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Utstyr og reagenser 

Analyseprinsipp 
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Prøvemateriale 

 
Arbeidsbeskrivelse 
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Feilkilder 
Pipettering feil 

Forurensning 

Utfelling av reagenser 

Bruk av feil reagenser 
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2.Amplifisering 16S rDNA 
 

PROSEDYRE:   

AKT 0005 16S metagenomikk amplifisering av mikroorganismer i 

komplekse miljø 
 

Formål 
Hensikten med prosedyren er å standardisere og kvalitetssikre 16S rDNA amplifisering av 

mikroorganismer i komplekse miljø 

Omfang 

Prosedyrens omfatter amplifisering av 16s rDNA fragmenter som skal brukes videre til NGS 

– 16s rRNA metagenomikk 

 

Bakgrunnsinformasjon 
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Utstyr og reagenser 
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Analyseprinsipp 

 

 
Figur 1 Diagram of the PCR amplicons 

sequenced using “454” (A), Ion Torrent (B), and 

Sanger sequencing (C). Blue lines represent PCR 

amplicons, and green arrows represent the 

sequencing read and direction (modified from 

[4]). The black line represents the 16S rRNA 

gene. The black arrows indicate the PCR primer 

direction labeled with the primer name. Primers 

were previously used in used by the Human 

Microbiome Project Jumpstart Consortium 

Group [3]. All PCR amplicons overlap to give 

full coverage of the 16 rRNA gene with the 

exception of “454” (A) where a 40bp was not targeted by the PCR primers. 
 

 

 

Kvalitetskontroll 
Analysen skal kvalitetssikres ved bruk av ren DNA prøve fra E. coli som positiv kontroll og 

negativ kontroll bestående av ddH2O tilsatt reaksjonsmiksen for å kontrollere at ikke miksen 

er forurenset eller danner interne bindinger.     

 

Prøvemateriale 

Prøvematerialet skal være renset DNA etter protokoll AKT0001. Prøvene skal oppbevares 

ved -20° C 
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Arbeidsbeskrivelse 

 
1. Thaw all Ion 16S™ Metagenomics Kit reagents and keep on ice. 

2. For each sample, prepare two reactions (one for each of the 2 primer sets). 

Include one positive and negative control per PCR run. Before you pipet each 

reagent, vortex for 5 seconds and pulse-spin the reagent tube. 

 

 
 
3. Place the tubes or plate in the thermal cycler and run the following program: 

 

 
 
4. (Optional) If samples contain non-microbial DNA, confirm the presence of PCR 

products (use a Bioanalyzer® instrument or 2% agarose gel) before you continue 

to the purification step. If no PCR products are present, see Appendix A, 

“Troubleshooting“. 
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Feilkilder 

Forurensing av mastermiks 

Denaturert DNA 

Lav enzymaktivitet 

 

Resultatvurdering og videre arbeid 

Resultater vurderes ved bruk av Qubit 4.0. Positive prøver skal bearbeides før videre analyse.  
 

Cleanup of amplifies 16s s fragments 

1. Add 54 µl (1.8X volume) of AMPure XP Beads to the sample (30uL) and mix by pipetting up and down. 

2. Incubate for 5 minutes at room temperature. 

3. Pulse spin the tube and place in a magnetic rack for approximately 2–3 minutes until the beads have collected 

to the side of the tube and the solution is clear.  Carefully remove and discard the supernatant without disturbing 

the beads. 

5. Keep the tube on the magnet and add 200 µl freshly prepared 70% ethanol. Incubate at room temperature, for 

30 seconds, and carefully remove and discard the supernatant.  

6. Repeat step 5 once for a total of two washes. Be sure to remove all visible liquid after the second wash. If 

necessary, briefly spin the tube/plate, place back on the magnet and remove traces of ethanol with a p10 pipette 

tip. 

7. Keeping the tube in the magnetic rack, with the cap open, air dry the beads for up to 5 minutes at room 

temperature. 

Caution: Do not over-dry the beads. This may result in lower recovery of DNA target. Elute the samples 

when the beads are still dark brown and glossy looking, but when all visible liquid has evaporated. When 

the beads turn lighter brown and start to crack, they are too dry. 

8. Remove the tube from the magnet. Resuspend the beads in 20 μl of sterile 0.1X TE (volume may be adjusted 

for specific gel-based size selection protocol). Incubate for 2 minutes at room temperature. 

9. Pulse-spin the tube and return to the magnet, until the beads have collected to the side of the tube and the 

solution is clear. 

10. Transfer approximately 15 μl (or desired volume) of the supernatant to a clean tube, being careful not to 

transfer any beads. 
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3.Library prep. av 16S amplikon 
 

PROSEDYRE:  

AKT0006 Library prep 16s amplified fragments 
Formål 
Hensikten med prosedyren er å standardisere og kvalitetssikre biblioteks tillaging for 16s 

amplifiserte fragment for NGS metagenomikk 

Omfang 
Prosedyren gjelder for DNA prøver som er amplifisert ved bruk av AKT0005 16s 

metagenomikk amplifisering av mikroorganismer i komplekse miljø 

 

Bakgrunnsinformasjon 
 

The NEBNext Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent is suitable when mechanical 

methods, such as Covaris® acoustic shearing, are preferred for fragmentation of input DNA. 

The components and protocol for this kit have been optimized for the volumes and 

concentrations of DNA sheared by mechanical methods, and the kit is compatible with input 

amounts from 10 ng - 1µg, with a workflow time of under 2 hours and ~12 min. hands-on 

time. 

Utstyr og reagenser 
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Analyseprinsipp 
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Kvalitetskontroll 
Basic Qubit® Fluorometric Quantitation Protocol 

 

1. Prepare dye Working Solution in a plastic tube.  

                a.    Use 200 µL of buffer for every sample.  

                b.    Use 1 µL of dye for every sample.  

                c.    Mix by vortexing. 

 

2. Aliquot 190 µL of Working Solution into two assay tubes for standards  

 

3. Add 10 µL of each Standard to an assay tube and mix by vortexing.  

 

4. Aliquot 180–199 µL of Working Solution into assay tubes for samples. 

               a.  The assays tolerate 1–20 µL of sample per tube.  

               b.  The final volume in each tube after adding sample should be 200 µL. 

 

5. Add 1–20 µL of each sample to an assay tube and mix by vortexing. 

 

6. Incubate 2 minutes   

 

7. Read the results in the Qubit® 4.0 Fluorometer. 
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Prøvemateriale 
Hvilket prøvemateriale og prøveglass som skal brukes. Her kan også behandling av prøven 

komme med. 

 

Arbeidsbeskrivelse 
 

1. End repair 

NEB library kit and Ion Xpress Barcode adapters 1-16 kit (Cat.no. 4471250) was used to 

make the library and purify the barcoded library product.  

1. Load the following components in a tube and mix thoroughly by pipettor: 

 

2. Incubate for 20 minutes at 25°C followed by 10 minutes at 70°C, hold at 4°C.  

 

2.Nick ligate and barcode adapter 

 

1. Load the following components to the sample in a PCR tube to make the barcoded 

library, using the Ion Xpress Barcode Adapters 1-16 kit (Cat.no. 4471250): 
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IMPORTANT: Be careful not to cross-contaminate when handling barcode adapters. 

When making a barcoded library, use both Ion P1 adapter and the desired Ion Xpress 

Barcode X. 

2. When all the reagents are added to the sample, place the tubes in a thermal cycler with 

the following program: 

 

Cleanup of adapter ligated fragments 

1. Add 90 µl (1.8X volume) of AMPure XP Beads to the sample (30uL) and mix by pipetting up and down. 

2. Incubate for 5 minutes at room temperature. 

3. Pulse spin the tube and place in a magnetic rack for approximately 2–3 minutes until the beads have collected 

to the side of the tube and the solution is clear.  Carefully remove and discard the supernatant without disturbing 

the beads. 

5. Keep the tube on the magnet and add 200 µl freshly prepared 70% ethanol. Incubate at room temperature, for 

30 seconds, and carefully remove and discard the supernatant.  

6. Repeat step 5 once for a total of two washes. Be sure to remove all visible liquid after the second wash. If 

necessary, briefly spin the tube/plate, place back on the magnet and remove traces of ethanol with a p10 pipette 

tip. 

7. Keeping the tube in the magnetic rack, with the cap open, air dry the beads for up to 5 minutes at room 

temperature. 

Caution: Do not over-dry the beads. This may result in lower recovery of DNA target. Elute the samples 

when the beads are still dark brown and glossy looking, but when all visible liquid has evaporated. When 

the beads turn lighter brown and start to crack, they are too dry. 

8. Remove the tube from the magnet. Resuspend the beads in 20 μl of sterile 0.1X TE (volume may be adjusted 

for specific gel-based size selection protocol). Incubate for 2 minutes at room temperature. 

9. Pulse-spin the tube and return to the magnet, until the beads have collected to the side of the tube and the 

solution is clear. 
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10. Transfer approximately 15 μl (or desired volume) of the supernatant to a clean tube, being careful not to 

transfer any beads. 

 

3 Amplify library  

Ion Plus fragment library kit can be used to amplify the library. 

1. Load the following reagents to the tube containing the library: 

Components Volume 

Un- amplified library from C2 13 µl 

Platinum PCR superMix High Fidelity 25 µl 

Library Amplification Primer Mix 2 µl 

ddH2O 10 µl 

Total volume 50 µl 

 

2. Place PCR tubes into a thermal cycler and run the following program:  

Stage Step Temperature Time 

Holding Denature 98 °C 30 sec 

12 cycles (50 ng of 

input) 

Denature 

Anneal 

Extend 

98 °C 

58 °C 

65 °C 

10 sec 

30 sec 

30 sec 

Holding - 65 °C 5 min 

Holding - 4 °C Hold for up to 1 

hour 

 

 
Cleanup of adapter ligated fragments 

1. Add 45 µl (0.9 X volume) of AMPure XP Beads to the sample (30uL) and mix by pipetting up and down. 

2. Incubate for 5 minutes at room temperature. 

3. Pulse spin the tube and place in a magnetic rack for approximately 2–3 minutes until the beads have collected 

to the side of the tube and the solution is clear.  Carefully remove and discard the supernatant without disturbing 

the beads. 
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5. Keep the tube on the magnet and add 200 µl freshly prepared 70% ethanol. Incubate at room temperature, for 

30 seconds, and carefully remove and discard the supernatant.  

6. Repeat step 5 once for a total of two washes. Be sure to remove all visible liquid after the second wash. If 

necessary, briefly spin the tube/plate, place back on the magnet and remove traces of ethanol with a p10 pipette 

tip. 

7. Keeping the tube in the magnetic rack, with the cap open, air dry the beads for up to 5 minutes at room 

temperature. 

Caution: Do not over-dry the beads. This may result in lower recovery of DNA target. Elute the samples 

when the beads are still dark brown and glossy looking, but when all visible liquid has evaporated. When 

the beads turn lighter brown and start to crack, they are too dry. 

8. Remove the tube from the magnet. Resuspend the beads in 20 μl of sterile 0.1X TE (volume may be adjusted 

for specific gel-based size selection protocol). Incubate for 2 minutes at room temperature. 

9. Pulse-spin the tube and return to the magnet, until the beads have collected to the side of the tube and the 

solution is clear. 

10. Transfer approximately 15 μl (or desired volume) of the supernatant to a clean tube, being careful not to 

transfer any beads. 

Feilkilder 
 

End repair mislykket 

For høy konsentrasjon av DNA 

Lav enzymaktivitet 

Clean up feil 

 

Resultatvurdering 
 

Basic Qubit® Fluorometric Quantitation Protocol – prøver med verdi over 4ng/ml ansees for 

å være av god kvalitet.  
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4.Bactocount verdier 
 
Tabell 5: Oversikt over bactocount og celletall som er målt av Tines melkekvalitetslaboratorium. 

Tomme rader ved bactocount betyr at det har gått for lang tid fra melkeprøven ble tatt til den ankom 

laboratoriet, og ble dermed ikke analysert for bakterietall. 
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5.Prøveuttak  
 
Tabell 6: Oversikt over prøveuttak bestående av dato og antall prøverør som ble tatt per uttak, samt 

bactocount verdier fra Geitekontrollen (Tine). Tomme rader ved Bactocount betyr at det har gått for 

lang tid fra melkeprøven ble tatt til den ankom laboratoriet, og ble dermed ikke analysert for 

bakterietall. 
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6.DNA konsentrasjon målt med Qubit etter DNA isolering (side 1 av 

2) 
 
Tabell 7: Tabellen viser en oversikt over DNA konsentrasjon målt med Qubit dsDNA HS fluorometer 

(4.0) etter DNA isolering 

. 

 



Side 63 av 69 
 

6. Fortsettelse DNA konsentrasjon målt med Qubit etter DNA 

isolering (side 2 av 2) 
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7.Utregning fortynning til amplifisering  
 
Tabell 8: Tabellen viser utregning for fortynning av prøvene til amplifisering. 

Prøve id Qubit 

konsentrasjon 

(pg/ml) 

Fortynning Kons. etter 

fortynning 

DNA 

(ml) 

ddH2O 

(ml) 

Sluttkonsentrasjon 

(pg/ml) 

1 7380 0     7380 2 4 14760 

2A 10600  1/2 5300 2,5 3,5 13250 

3B 5550   5550 2,5 3,5 13875 

4A 7370   7370 2 4 14740 

5A 2830 0     2830 4,5 1,5 12735 

6A 3160 0     3160 4 2 12640 

7A 9360  1/2 4680 3 3 14040 

8A 30200  1/5 6040 2 4 12080 

9A 15100  1/3 5033 2,5 3,5 12582,5 

10B 37800  1/6 6300 2 4 12600 

11B 31600  1/5 6320 2 4 12640 

12A 16500  1/3 5500 2,5 3,5 13750 

13A 13500  1/2 6750 2 4 13500 

14B 56800  1/9 6311 2 4  12622 

15B 19800  1/3 6600 2 4 13200 

16B 25800  1/4 6450 2 4 12900 

17A 9360  1/2 4680 3 3 14040 

18A 1880 0     1880 6 0 11280 

19A 22400  1/4 5600 2,5 3,5 14000 

20A 12000  1/2 6000 2 4 12000 

21A 4690 0     4690 3 3 14070 

22B 27200  1/4 6800 2 4 13600 

 



Side 65 av 69 
 

8.Qubit konsentrasjon før sekvensering 
 
Tabell 9: Tabellen viser en oversikt over DNA konsentrasjon målt med Qubit dsDNA HS fluorometer 

(4.0) etter bibliotekstillaging, før sekvensering. 

Prøve id Prøvedato  Qubit kons. før sekvensering (ng/ml) Barcode adapter nr. 

1 06.09.2022 202 10 

2A 09.09.2022 314 11 

3B 12.09.2022 246 12 

4A 15.09.2022 87 13 

5A 18.09.2022 191 14 

6A 21.09.2022 1520 15 

7A 27.09.2022 679 16 

8A 03.10.2022 194 17 

9A 09.10.2022 639 18 

10B 15.10.2022 147 19 

11B 21.10.2022 219 20 

12A 14.11.2022 375 21 

13A 27.10.2022 180 22 

14B 02.11.2022 174 23 

15B 08.11.2022 111 24 

16B 20.11.2022 47 25 

17A 26.11.2022 56 26 

18A 02.12.2022 418 27 

19A 08.12.2022 464 28 

20A 14.12.2022 271 29 

21A 20.12.2022 457 30 

22B 29.12.2022 4620 31 
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9.Resultat bakterier familienivå  
 
Tabell 10: Oversikt over resultat fra sekvensering; bakterier på familienivå som var mest representert 

i prosentandel av den totale mengden. 
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10.Resultat bakterier genusnivå  
 
Tabell 11: Oversikt over resultat fra sekvensering; bakterier på genusnivå som var mest representert i 

prosentandel av den totale mengden. 

Genus 09.09.22 

(2A) 

27.09.22 

(7A) 

03.10.22 

(8A) 

15.10.22 

(10B) 

 

02.11.22 

(12A) 

14.11.22 

(14B) 

20.11.22 

(16B) 

 

08.12.22 

(19A) 

14.12.22 

(20A) 

Acinetobacter 16,606 0,025 0,000 0,797 2,503 2,248 0,794 0,541 0,042 

Aerococcus 2,215 0,089 0,000 0,072 0,089 0,000 0,000 0,058 0,315 

Alkalibacterium 0,714 0,552 0,436 0,383 0,38 0,298 0,333 0,616 0,718 

Atopostipes 5,130 7,918 3,910 8,092 7,151 6,980 10,636 14,043 15,207 

Butyrivibrio 0,176 0,000 0,131 0,815 0,637 0,978 0,756 0,973 1,614 

Clostridium 0,433 0,675 0,795 1,482 1,152 1,197 1,346 1,342 2,407 

Corynebacterium 11,709 14,575 15,095 36,603 33,451 39,892 42,074 40,649 32,735 

Facklamia 13,756 5,859 3,855 13,312 9,832 12,14 10,764 13,018 14,364 

Flaviflexus 0,182 0,970 0,000 0,000 0,278 0,157 0,144 0,213 0,076 

Halomonas 0,678 1,759 0,86 0,396 0,728 0,348 0,741 0,173 0,042 

Jeotgalicoccus 6,136 3,618 2,843 5,935 7,092 7,154 8,519 6,575 9,455 

Oligella 0,131 6,034 2,429 1,346 1,519 1,051 0,635 0,259 0,281 

Pseudomonas 12,734 33,853 18,525 12,33 13,952 12,325 7,96 5,251 4,26 

Psychrobacter 17,583 4,141 1,089 2,382 6,336 4,176 3,545 5,965 5,882 

Salinimicrobium 0,035 2,596 5,337 2,468 3,783 2,029 2,275 0,587 0,406 

Sphingomonas 0,000 0,025 0,000 0,176 0,339 0,405 0,506 0,622 1,090 

Staphylococcus 7,397 7,475 40,819 6,516 3,431 4,389 5,163 4,531 3,596 

Streptococcus 0,000 0,000 0,000 0,045 0,050 0,000 0,000 0,674 0,691 

Turicibacter 0,077 0,289 0,250 0,712 0,684 0,618 0,794 1,048 1,515 

Yaniella 0,562 0,825 0,000 0,000 0,513 0,399 0,446 0,461 0,562 
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11.Resultat bakterier speciesnivå (side 1 av 2) 
 
Tabell 12: Oversikt over resultat fra sekvensering; bakterier på speciesnivå som var mest representert 

i prosentandel av den totale mengden. 
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11.Fortsettelse resultat bakterier speciesnivå (side 2 av 2) 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




