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Abstract 

One could say that the first bacterium was described in the second half of the 

17th century and have since then been thoroughly researched. Many methods 

have been developed to analyse bacteria and there are detailed rules for naming 

them.  

The aim of this project was to work with two marine bacteria strains, isolate and 

purify DNA and have the 16S rRNA sequenced. Various tests were performed 

on the two strains. Both strains were found to be gram positive, catalase positive 

and oxidase negative. Strain 631-2345 showed positive response to the 

production of 8 different enzymes where as strain 633-1501 showed positive 

response to the production of 3 different enzymes. The strains showed positive 

response to the production of 2 common enzymes. Strain 631-2345 showed a 

positive response to being able to degrade 10 different sugars but strain 633-

1501 showed a positive response to being able to degrade 12 different sugars. 

There were only 6 sugars that both strains showed a positive response to beeing 

able to degrade. Optimum growth conditions for the two strains were defined as 

30°C, pH 7,0 and 2% (w/v) salt concentration. Strain 631-2345 is a strict aerobe 

but strain 633-1501 is a facultive anaerobe. Both strains showed the most identity 

to Demequina aurantiaca strain NBRC 106 265 (99%). GC content of strain 

631-2345 is 56,23% and of strain 633-1501 is 56.04%. No antimicrobial activity 

was seen in the tests. 

Keywords: Sequencing, marinebacteria, species analysis, characteristics, 

optimum growth. 
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Útdráttur 

Má segja að fyrsta bakterían hafi verið greind um seinni hluta 17. aldar og hafa 

verið miklar rannsóknir á þeim síðan. Margar aðferðir hafa verið þróaðar til 

greiningar á þeim og eru nákvæmar reglur til um nafngiftir. 

Markmið þessa verkefnis var að vinna með tvo sjávarbakteríu stofna, einangra 

og hreinsa erfðaefni þeirra og senda til 16S rRNA raðgreiningar. Framkvæmdar 

voru ýmiskonar prófanir á stofnunum tveimur. Stofnarnir tveir reyndust vera 

gram jákvæðir stafir, katalasa jákvæðir og oxidasa neikvæðir. Stofn 631-2345 

sýndi jákvæða svörun við framleiðslu á 8 mismunandi ensímum á meðan stofn 

633-1501 sýndi einungis jákvæða svörun við framleiðslu á 3 ensímum. Einungis 

sýndu þeir sameiginlega jákvæða svörun við því að framleiða 2 ensím. Stofn 

631-2345 sýndi jákvæða svörun við því að geta nýtt sér 10 mismunandi sykrur 

en stofn 633-1501 sýndi jákvæða svörun við því að geta nýtt sér 12 mismunandi 

sykrur. Einungis voru 6 sykrur sem báðir stofnar sýndu jákvæða svörun við að 

geta nýtt sér. Kjör vaxtarskilyrði stofnanna tveggja eru við 30°C, pH 7,0 og 2% 

(w/v) seltu. Stofn 631-2345 vex eingöngu í viðurvist súrefnis en stofn 633-1501 

getur einnig vaxið við loftfirrtar aðstæður. Stofnarnir sýndu mestu líkindi við 

Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 (99%). G+C hlutfall stofns 631-

2345 er 56,23% og stofns 633-1501 56,04%. Enga örveruhemjandi virkni var að 

sjá hjá stofnunum. 

Lykilorð: Raðgreining, sjávarbakteríur, tegundagreining, eiginleikar, 

vaxtarskilyrði. 
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1. Inngangur 

Hægt er að segja að fyrsta bakterían hafi verið greind um seinni hluta 17. 

aldarinnar af Antonie van Leeuwenhoek. Hann starfaði við sölu á vefnaði og til 

að telja þræði í vefnaðarvörunum var notast við linsur. Honum þóttu þær sem 

notast var við ekki nægilega nákvæmar og hóf að búa til sína eigin smásjá. Fyrri 

smásjár gátu aðeins stækkað hlut þrjátíufalt miðað við upphaflegu stærðina, en 

smásjá hans gat stækkað hann 200 falt með bæði skýrari og bjartari myndum 

(Dobell, 1960). Af þeim 500 smásjám sem Leeuwenhoek bjó til eru færri en tíu 

sem enn eru til og í raun eru þær ekki eins og þær smásjár sem fólk þekkir í dag, 

heldur eru þetta sterk stækkunargler. Samanborið við þær smásjár sem notast er 

við í dag voru smásjár hans einstaklega einföld tæki, þar sem ein linsa var 

staðsett í gati á kopar plötu. Sýnið var staðsett á beittum oddi fyrir framan linsuna 

og var hægt að stilla brennidepilinn með því að snúa tveimur skrúfum. Þurfti að 

koma tækinu fyrir afar nærri auganu við góða lýsingu og þurfti mikil þolinmæði 

að vera til staðar. Oft hefur Leeuwenhoek verið nefndur sem uppfinningamaður 

smásjárinnar en mun flóknari smásjár höfðu þó verið uppgötvaðar um 40 árum 

áður (Ford, 1991). 

Leeuwenhoek var einnig frægur fyrir að skoða nánast hvað sem er, sem passaði 

fyrir linsuna hjá honum og gerði nákvæmar og vandaðar lýsingar á því sem hann 

sá. Ekki langt frá bænum sem hann bjó í var stöðuvatn og tók hann eitt sinn sýni 

úr því og skoðaði með smásjánni og lýsti því sem fyrir augu bar. Hann lýsti þar 

meðal annars þörungum og bifhærðum og svipulaga frumdýrum sem hann 

kallaði „animalcules“. Hann lýsti einnig hvernig sumar þessarra litlu lífvera 

hreyfðust, sumar hreyfðust hratt og aðrar fóru upp og niður og jafnvel í hringi. 

Stærð sumra væri jafnvel þúsund sinnum minni en það sem hann hafði áður séð 

t.d. utan á osti, í hveiti og í myglu. Eftir þetta fór hann að skoða sýni frá fleiri 

vötnum og fann hann þar ógrynnin öll af litlum lífverum og voru sumar þeirra 

ennþá minni en það sem hann hafði áður séð og aðrir höfðu kallað vatna flær eða 

vatna lýs (Dobell, 1960). Hann skýrði svo frá athugunum sínum í bréfum til 

Royal Society of London (van Leeuwenhoek, 1702).  

Maður að nafni Cristian Gottfried Ehrenberg kom síðan fyrstur fram með orðið 

„bacterium“ árið 1828 (Ehrenberg, 1828) en bakterían hans var í rauninni 
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ættkvísl sem innihélt staflaga, ekki grómyndandi bakteríur (Breed, R. S. & Conn, 

H. J, 1936), öfugt við Bacillus ættkvísl sem er staflaga grómyndandi baktería og 

var skilgreind af honum árið 1835 (Ehrenberg, 1835).   

1.1 Greining baktería  

Frá því að fyrsta örveran var viðurkennd hafa vísindamenn verið að móta 

flokkunarkerfi með það að markmiði að skilgreina tegundir markvisst með 

þróunar eða þróunarsögulegu samhengi (Clarke, 1985). Þetta hefur jafnan reynst 

erfiðara fyrir bakteríur heldur en fyrir aðrar örverur. Bakteríur fjölga sér 

kynlaust, þannig að hin klassíska skilgreining á tegund, sem hópi lífvera sem 

getur fjölgað sér innan hópsins og myndað frjósöm afkvæmi, er erfið að eiga við. 

Einnig vegna smæðar baktería hafa þær takmarkaðan fjölda útlitslegra 

eiginleika. Þær sýna gríðarlega lífefnafræðilega fjölbreytni bæði hvað varðar 

efnaskipti og frumu byggingu þeirra, sem hefur reynst gagnlegt verkfæri í 

flokkun sumra hópa, en ekki hjá öllum (Emerson, D., Agulto, L., Liu, H. & Liu, 

L., 2008).  

Á áttunda áratug 19. aldar, á grundvelli sameinda samanburðar á þróunarlega 

varðveittum ríbósóm genum, lagði Carl Woese fram þá hugmynd að bakteríur 

væru komnar frá tveimur aðskildum ríkjum, baktería og fornbaktería, hvort 

aðgreinanlegt frá öðru eins og þau eru frá heilkjörnungum sem er þriðja ríkið 

(Woese, 1987). Þessi flokkun, sem studd er af fjölda frekari sameindalegra 

gagna, er nú notuð sem viðmið á meðal örverufræðinga. Þetta þýðir þó ekki að 

flokkunarfræði baktería sé nú orðin að fullu stöðluð, heldur eru miklar umræður 

um hvað telst vera bakteríu tegund (Achtman, M. & Wagner, M., 2008; Gevers, 

o.fl., 2005).  

Mikil fjölgun hefur orðið undanfarin ár á raðgreindum erfðamengjum baktería 

og fornbaktería (Kyrpides, o.fl., 2014). Þetta hefur leitt til notkunar á samanburði 

heildarerfðamengis skyldra tegunda til að ákvarða kirna samsvörun á milli 

tveggja genamengja (Goris, o.fl., 2007). Þessi tækni skilgreinir nú tegundir á 

erfðamengis stigi sem hafa 95% meðaltals núkleótíða samsvörun á milli tveggja 

stofna. Þetta samsvarar því að um minnsta kosti 70% endurraðast í DNA-DNA 

þáttapörun, sem hefur verið hefðbundinn staðall til þess að skilgreina 
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bakteríutegundir (Vandamme, P., Pot, B., de Vos, P., Kersters, K. & Swings, J., 

1996).  

Fjölda margar aðferðir eru gjarnan notaðar þegar verið er að greina bakteríu 

tegundir. Notast er við erfðamengja rannsóknir, líffræðilegar og efnafræðilegar 

prófanir. Hér á eftir verður sagt frá mikilvægi nokkurra aðferða sem notaðar eru 

við greiningar á nýjum tegundum. 

1.1.1 Raðgreining 

Sú aðferð sem nú er notast við að ákvarða þróunarleg tengsl er 16S rRNA 

raðgreining. Helsti kostur þess að nota þetta gen er framboð af röðum frá 

tegundum með gild birt nöfn í alhliða opinberum gagnagrunnum. Nauðsyn þess 

að nota nokkur mismunandi reiknilíkön við gerð þróunarsögulegra trjáa og fyrir 

athugun á áreiðanleika greinapunkta á trjánum hefur verið lýst af (Bernardet, J. 

F., Nakagawa, Y. & Holmes, B., 2002). Raðgreining á 23S rRNA geninu hefur 

sýnt fram á svipaðar þróunarsögulegar upplýsingar og raðgreining á 16S rRNA 

geninu, minni upplýsingar hafa þó fengist með smærri 5S rRNA geni og hefur 

það verið tengt við 23S rRNA genið hjá sumum stofnum (Ward, o.fl., 2000).  

Með raðgreiningu er hægt að finna G+C hlutfall innan ætta sem er mikilvægt 

flokkunarfræðilegt viðmið. Mól% G+C hlutfalls af DNA á að vera hluti af 

lýsingu stofns af tegund af nýrri ættkvísl en það er valfrjálst fyrir tegundir stofna 

í nýjum tegundum í þekktum ættkvíslum (Stackebrandt, o.fl., 2002). Fyrir 

nákvæma ákvörðun G+C gilda í bakteríu DNA er bein mæling á kirnaleifum 

með HPLC (High performance liquid chromatography) vökvaskilju vænlegur 

kostur. Aðferðin er hröð og er hægt að beita HPLC aðferðinni á sýni með mikla 

mengun af RNA og á lítil sýni (Mesbah, M., Premachandran, U. & Whitman, W. 

B., 1989). 

1.1.2 Raðgreining búsýslugena (housekeeping genes) og fjölsvæða arfgerðagreining 

(MLST: multilocus sequence typing) 

Nefnd sem kallast Ad Hoc mælir með því að gert sé mat á prótein kóðandi 

raðgreiningum fyrir notagildi þeirra til þess að afmarka flokkunareiningu 

erfðamengjalega frá tengdum tegundum, greindum með t.d. rDNA röðum. 

Upplýsingar fyrir aðgreiningu flokkunareininga ætti að fá frá röðum að minnsta 
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kosti fimm gena sem kóða fyrir próteinum með efnaskipta virkni (búsýslugen). 

Slík gen ættu að vera staðsett á fjölbreyttum genasætum og vera dreift víða innan 

tegundar. Magn upplýsinga sem fengist með þessu yrði háð því hversu mikil 

erfðafræðileg fjölbreytni væri innan tiltekinnar flokkunareiningar (Stackebrandt, 

o.fl., 2002).  

Hefðbundin og sameindaleg tegunda kerfi fyrir auðkenningu sýkjandi örvera 

höfðu lítinn sveigjanleika vegna þess að þau vísuðu í breytur sem erfitt var að 

bera saman á milli rannsóknarstofa. Til þess að vinna bug á þessu vandamáli 

lögðu Maiden o.fl., (1998) til notkun á MLST sem nýtir ótvírætt eðli og 

hreyfanleika rafrænna kirnaraðagagna fyrir auðkenningu örvera. MLST hefur 

fært nýja vídd inní útskýringar á genamengja skyldleika á tegundablönduðu og 

innantegundar stigi með raðgreiningu á samanburðargenum tengt 

stöðugleikavali (Maiden, o. fl., 1998).  

1.1.3 DNA-DNA þáttapörun (DNA-DNA hybridization) 

DNA-DNA þáttapörunargildi hafa verið notuð við flokkun baktería síðan á 

sjöunda áratug síðustu aldar til þess að ákvarða skyldleika á milli stofna og eru 

enn einn mikilvægasti þátturinn við skilgreiningu nýrra bakteríu tegunda (Goris, 

o.fl., 2007). Aðferðin hefur þó ekki mikið verið notuð vegna þess að hún er ekki 

auðveld í framkvæmd. Þróuð hefur verið aðferð sem byggir á notkun 

handahófskenndra genamengis búta og DNA örflögutækni sem vinnur bug á 

ókostum heildar genamengis DNA-DNA þáttapörun. Notast var við 

samanburðar genamengi fjögurra flúrljómandi Pseudomonas tegunda sem bútuð 

voru niður og 60 til 96 genamengisbútum af u.þ.b. 1 kb stærð frá hverjum stofni 

var blettað (e. spotted) á örflögur. Erfðamengi 12 þekktra flúrljómandi stofna var 

merkt með sérstökum lit og var þeim þáttaparað við örflögurnar. 

Þyrpingargreining á þáttapörunarsniðum leiddi í ljós flokkunarfræðileg tengsl 

milli þeirra bakteríustofna sem prófaðir voru, sem benti til þess að þessi nálgun 

sé gagnleg til auðkenningar baktería ásamt því að ákvarða erfðafræðilega 

fjarlægð á milli þeirra. Þar sem örflögur geta innihaldið þúsundir DNA bletta 

hefur ein örflaga möguleika á víðtækri afkastagetu til auðkenningar. Að auki 

krefst aðferðin ekki erfiðrar kross þáttapörunar og getur veitt opinn gagnagrunn 
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af þáttapörunarsniðum og kemur þannig í veg fyrir takmarkanir hefðbundinnar 

DNA-DNA þáttapörunar (Cho, J. C. & Tiedje, J. M, 2001).  

Þrátt fyrir ýmsa annmarka með tilliti til samanburðar, vinnanleika og stífa 

beitingu er DNA-DNA þáttapörun enn sú aðferð sem notuð er við skilgreiningu 

nýrra tegunda (Stackebrandt o.fl., 2002). Reynslan hefur sýnt að DNA-DNA 

þáttapörun hentar vel við mat á stöðu tegunda þegar gildi fyrir 16S rRNA gena 

raðgreiningar líkindi eru yfir 97%. Uppbygging 16S rRNA gensins í bakteríum 

er vel varðveitt og hafa tegundir með 70% eða hærri erfðamengis líkindi yfirleitt 

meiri en 97% líkindi á milli raða miðað við 16S rRNA genið (Stackebrandt, E. 

& Goebel, B. M., 1994).  Árið 2014 var þó bent á 79% genamengis 

líkindaþröskuld sem aðskilur bakteríu undirtegundir af Meier-Kolthoff, o.fl., 

(2014). Til þess að meta óstöðugleika DNA-DNA þáttapörunar er nauðsynlegt 

að tilraunaaðstæður séu skráðar. Eiginleikar DNA til að segja til um tengsl veitir 

ómetanlegt flokkunarfræðilegt verkfæri. Mismunandi aðferðir geta gefið 

mismunandi tengslagildi. Mismunandi aðferðum DNA-DNA þáttapörunar hefur 

verið lýst og niðurstöður þeirra bornar saman af Grimont P. A, (1988). 

Síuaðferðir sem nota geislavirkt DNA hafa reynst stöðugar, en hafa að miklu 

leyti lagst af vegna strangra öryggisreglna hvað varðar geislavirk efni. 

Áreiðanleiki niðurstaðna litrófsmælinga aðferða er samanburðarhæfur við 

niðurstöður fengnar frá síu aðferðum eins og kom fram í rannsókn Huß, o.fl., 

(1983). 

1.1.4 Massagreining (MALDI-TOF-MS: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 

Time-of-Flight mass spectrometry) 

Massagreiningar aðferðin eða MALDI-TOF eins og hún er gjarnan kölluð er 

hröð og skilvirk greiningar aðferð fyrir heilar og óskaddaðar bakteríur (Holland, 

o.fl., 1996) en aðferðin hefur þó ekki enn orðið að venjubundinni 

örverufræðilegri aðferð (Vargha, M., Takáts, Z., Konopka, A. & Nakatsu, C. H., 

2006). Sýnt hefur verið fram á tegunda sértækni stofna þar sem hver stofn sýndi 

nokkrar einkennandi jónir með mikinn massa sem taldar eru að eigi rætur sínar 

að rekja frá bakteríu próteinum. Holland, o.fl., (1999) sögðu fyrst frá 

árangursríkri bakteríu efnaflokkunarfræði með MALDI-TOF-MS greiningu á 

heilum frumum. Reyndist aðferðin bæði hröð og einföld. Þessi hraða aðferð 
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hefur reynst vera flokkunarfræðilega mikilvæg þegar genaraðir eru bornar saman 

þróunarsögulega (Stackebrandt, E., Päuker, O. & Erhard, M., 2005).  

1.1.5 Litrófsgreining (FTIR: Fourier-transform infrared spectoscopy) 

Örverur hafa innrauð merki sem eru mjög sértæk mynstur, líkt og fingraför 

manna, sem hægt er að nota til að leita eftir auðkennum örvera. Einfaldleiki og 

fjölhæfni FTIR litrófsgreiningar gerir hana að fjölhæfri tækni fyri hraða 

aðgreiningu, flokkun, auðkenningu og stórfellda skimun á undirtegunda stigi 

(Naumann, D., Helm, D. & Labischinski, H., 1991). Aðferðin er sérstaklega 

mikilvæg til aðgreiningar á skyldum tegundum frá svipuðum vistum (e. niche), 

sem sýna nánast eins svipgerðar eiginleika hvað varðar lífeðlisfræðilegar og 

lífefnafræðilegar viðmiðanir og svipaðan kóloníu lit. Líkindi litrófsgagna stofna 

eru ekki endilega í samræmi við þróunarsögulegt samband þeirra (Oberreuter, 

H., Seiler, H. & Scherer, S., 2002). Aðferðinni og flokkunarfræðilegri notkun 

hennar var lýst í smáatriðum af Oberreuter o.fl., (2002) 

1.1.6 Vaxtarskilyrði  

Margir þættir hafa áhrif á vöxt baktería svo sem sýrustig, hitastig, selta og súrefni 

og er mikilvægt að greina frá kjör vaxtarskilyrðum þegar verið er að greina nýja 

tegund.  

Á undanförnum áratugum hefur áhugi aukist fyrir því að þróa stærðfræði líkön 

til þess að lýsa vexti örvera, sérstaklega hvað varðar læknisfræði og 

matvælafræði. Ávinningur af slíkum líkönum er sá að hægt er að nota þau til 

þess að líkja eftir umhverfisaðstæðum í samfelldum vaxtartilraunum.  Hitastig 

og sýrustig eru þeir helstu umhverfisþættir sem rannsakaðir hafa verið hvað mest 

sem hafa áhrif á vöxt örvera. Líkön af örveru vexti lýsa yfirleitt breytileika á 

hámarks vaxtarhraða (µmax) sem endurspeglar efnaskipta starfsemi (Rosso, l., 

Lobry, J. R., Bajard, S. & Flandrois, J. P, 1995). Wijtes, o.fl., (1993) lögðu til 

samanlagt vaxtar líkan fyrir öll þau sýrustig sem vöxtur á sér stað og fyrir hitastig 

undir kjör hitastigi. Zwietering, o.fl., (1993) lögðu til samanlagt vaxtar líkan fyrir 

öll vaxtar hitastig og sýrustig þar sem níu þættir voru skilgreindir.  
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1.2 Nagoya bókunin 

Þann 29. október 2010 var Nagoya bókunin, um aðgang að erfða 

upplýsingagögnum og sanngjarna og réttmæta miðlun á ávinningi af nýtingu 

þeirra, samþykkt í Nagoya í Japan. Verandi viðbótar samkomulag við samþykkt 

um líffræðilegan fjölbreytileika (CBD: Convention on Biological Diversity) er 

hún ein af mikilvægustu marghliða umhverfismála samningum sem hafa verið 

samþykktir nýlega (Greiber, o.fl. (ritstjórar), 2012). Samþykkt líffræðilegs 

fjölbreytileika og Nagoya bókunin skilgreina ekki aðgang að erfðafræðilegum 

upplýsingum.  CBD skilgreinir einungis erfðafræðilegar upplýsingar en það eru 

erfðafræðileg gögn af raunverulegu eða hugsanlegu virði. Erfðafræðileg gögn 

eru efni af plöntum, dýrum, örverum eða af öðrum uppruna sem innihalda virkar 

einingar af arfgengi. Þess vegna eru erfðafræðilegar upplýsingar öll efni plantna, 

dýra, örvera og af öðrum uppruna sem innihalda virkar einingar af erfðum sem 

hafa raunverulegt eða hugsanlegt virði (Greiber, o.fl. (ritstjórar), 2012). 

Í Nagoya bókuninni eru settar fram reglur sem varða aðgang að erfðafræðilegum 

upplýsingum (Greiber, o.fl. (ritstjórar), 2012). Það er því ljóst að þeir aðilar sem 

vinna við greiningar á nýjum örverurm og almennt við örverurannsóknir að þeir 

falli undir þessa bókun hvað varðar vinnu með erfðafræðilegar upplýsingar. 

Einnig hvað varðar skráningu nýrra stofna í alþjóðleg stofnasöfn. Þegar þetta er 

skrifað hafa fjölda margar þjóðir skrifað undir Nagoya bókunina en þó eru 

margar sem hafa ekki skrifað undir og þar á meðal Ísland. Lista um þær þjóðir 

sem skrifað hafa undir bókunina má finna á vefsíðu samþykkt líffræðilegs 

fjölbreytileika (Convention on Biological Diversity, e.d.).  

1.3 Nafngiftir nýrra tegunda 

Alþjóðlega nefndin um flokkunarfræði dreifkjörnunga (ICSP: the International 

Committee on Systematics of Prokaryotes) og Alþjóðlegar nafnakerfareglur fyrir 

bakteríur (the International Code of Nomenclature of Bacteria) bera ábyrgð á 

nafngiftum dreifkjörnunga, bæði meðal baktería og fornbaktería. Á 19. öld og 

fyrri hluta 20. aldar reyndu bakteríufræðin að fylgja ákvæðum grasafræði 

nafnakerfa. Á fyrsta alþjóðlega örverufræði þinginu í París árið 1930 voru gerðar 

tillögur að nafnakerfareglum fyrir bakteríur. Á öðru þingi í London sex árum 
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seinna voru drög að reglum kynntar og nokkrar grundvallar reglur settar sem enn 

eru í gildi í dag (Sneath P. H. A., 2003).   

Á milli 1960 og 1980 komu upp nokkur vandamál vegna þess að stóran hluta 

bakteríunafna sem notuð voru, var ekki hægt að nota meðal annars vegna skorts 

á góðum lýsingum. Ákveðið var að byrja á nýjum stað fyrir nafnakerfi baktería 

fyrsta janúar 1980 og voru gerðir listar af nöfnum sem gætu tengst þekktum 

bakteríum á fullnægjandi hátt. Þurftu öll nöfn að birtast í International Journal 

og Systematic Bacteriology (IJSB) (sem í dag er International Journal of 

Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM)) annaðhvort með því að 

vera lýst þar eða ef þeim var lýst annars staðar þá þurfti að koma þeim fyrir þar 

í löggildum lista. Á sama tíma voru reglurnar algjörlega endurskrifaðar bæði til 

þess að auðveldara væri að fylgja þeim og einnig til að gera reglurnar raunhæfari 

(Sneath P. H. A., 2003).  

Nýjasta útgáfa þessarra reglna er International Code of Nomenclature of 

Bacteria: Bacteriological Code, 1990 Revision sem lýsir nákævmlega núgildandi 

reglum (Lapage, o.fl. (ritstjórar), 1992).  Nokkrar breytingar hafa verið gerðar 

síðan þá og er hægt að finna þær í útgáfum af IJSEM, nýjasta breytingatillagan 

ber heitið „Proposal to consistently apply the International Code of 

Nomenclature of Prokaryotes (ICNP) to names of the oxygenic photosynthetic 

bacteria (cyanobacteria), including those validly published under the 

International Code of Botanical Nomenclature (ICBN)/International Code of 

Nomenclature for algae, fungi and plants (ICN), and proposal to change 

Principle 2 of the ICNP“ og var birt af Pinevich, (2015). 

1.4 Demequina  

Nafn ættkvíslarinnar Demequina er dregið frá demethylmenaquinone sem er 

frekar óvenjulegt kínón (e. quinone) sem er að finna í þessari lífveru (Yi, H., 

Schumann, P. & Chun, J., 2007). Flokkunarfræði ættkvíslarinnar Demequina er 

útskýrð í Töflu 1. Ættkvíslin tilheyrir ættinni Demequinaceae sem er innan 

ættbálksins Micrococcineae og samanstendur af gram jákvæðum staflaga 

aktínóbakteríum sem eru ekki grómyndandi (Ue, H., Matsuo, Y., Kasai, H. & 

Yokota, A., 2011; Yi, o.fl., 2007). Þegar þetta er skrifað inniheldur ættkvíslin 8 

tegundir með gild birt nöfn, D. aestuarii (Yi, o.fl., 2007), D. lutea (Finster, K. 
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W., Herbert, R. A., Kjeldsen, K. U., Schumann, P. & Lomstein, B. A., 2009), D. 

salsinemoris (Matsumoto, A., Nakai, K., Morisaki, K., Ōmura, S. & Takahashi, 

Y., 2010), D. aurantiaca, D. globuliformis, D. oxidasica (Ue, o.fl., 2011), D. 

flava og D. sediminicola (Hamada, M., Tamura, T., Yamamura, H., Suzuki, K. 

I. & Hayakawa, M., 2013). 

Tafla 1. Flokkunarfræði ættkvíslarinnar Demequina. Taflan sýnir hvernig ættkvíslin 
Demequina flokkast eftir ætt, ættbálki, flokki, fylkingu, ríki, fylki og léni (Euzéby, 1997). 

Ættkvísl  Demequina 

Ætt Demequinaceae 

Ættbálkur Micrococcineae 

Flokkur Actinomycetales 

Fylking Actinobacteridae 

Ríki Actinobacteria 

Fylki Actinobacteria 

Lén Bacteria 

 

Allir þessir stofnar voru einangraðir úr sjávarumhverfi í Asíu (Japan og Suður 

Kóreu) að undanskildum D. lutea sem var eingangraður úr sífrera í norður 

Noregi (Finster, o.fl., 2009). 
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1.5 Markmið verkefnisins 

Markmið þessa verkefnis var að skilgreina tvo sjávarbakteríu stofna sem 

einangraðir voru af Arnheiði Eyþórsdóttur árið 2006 úr sýnum frá 

Arnarnesstrýtunum fyrir utan Hjalteyri í Eyjafirði. Framkvæmdar  voru 

ýmiskonar prófanir á stofnunm m.t.t. sameindafræðilegrar greiningar, 

vaxtarskilyrða og lífefnafræði. Að lokum var stofnunum tveimur lýst eins 

nákvæmlega og unnt var útfrá þeim niðurstöðum sem fengust úr prófunum. 

Markmið þessa verkefnis var einnig að svara eftirfarandi 

rannsóknarspurningum: 

 Er greinanlegur munur á stofnunum tveimur hvað varðar hæfni þeirra til 

að brjóta niður mismunandi sykrur og að framleiða mismunandi ensím? 

 Hafa stofnarnir tveir örveruhemjandi hæfni? 

 Tilheyra stofnarnir tveir bakteríutegund sem nú þegar er til eða er um 

nýja/ar tegundir að ræða?  
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2. Efni og aðferðir 

2.1 Bakgrunnur verkefnisins 

Stofnarnir sem notaðir voru við þetta verkefni voru einangraðir árið 2006 af 

Arnheiði Eyþórsdóttur. Stofn 631-2345 úr blönduðu sýni sem innihélt meðal 

annars þanggeitur, sæfífla lirfur og bertálkna og stofn 633-1501 úr möttuldýri, 

bæði sýni voru fengin frá Arnarnesstrýtum, fyrir utan Hjalteyri í Eyjafyrði. 

Arnheiður einangraði erfðaefni úr stofnunum á þeim tíma og sendi til Macrogen 

í Hollandi til 16S rDNA raðgreiningar þar sem þeir sýndu báðir mestu líkindi 

við ættkvíslina Demequina (95%). Einnig sýndu rannsóknir Arnheiðar fram á 

örveruhamlandi virkni stofnanna og þóttu þeir í ljósi þessa áhugavert 

viðfangsefni. Stofnarnir hafa verið geymdir í frysti við -80°C í stofnasafni 

Háskólans á Akureyri. Stofn 631-2345 var einangraður við 23°C og stofn 633-

1501 við 15°C. 

2.1.1 Uppræktun stofna 

Stofnar voru í fyrstu ræktaðir upp á fljótandi ISP2 æti  (Viðauki I) með sýrustig 

pH 7,2 og þeim síðar strikað á skálar með ISP2 (International Streptomyces 

Project Medium 2, Difco®, Bandaríkin) æti og voru þeir ræktaðir upp við það 

hitastig sem þeir voru upphaflega einangraðir við. Sökum þess hve seint gekk að 

rækta stofnana á þessu æti, um 4 vikur, var þeim einnig strikað á MA (Marine 

agar, Difco®, Bandaríkin), tók þá stofnana um viku tíma að vaxa upp í það magn 

að hægt væri að vinna með þá.  

2.2 Raðgreining stofna 

Útbúin var hvarfefnablanda (Tafla 2) á ís, stungið var í kólóníu með sterílum 

pípettu oddi og henni stungið í brunn á PCR brunna lengju. Notast var við tvö 

sett af vísa pörum til þess að fá betri líkur á góðri röð eftir raðgreiningu, F27 og 

R1492 og F8 og R1522 (Sigma Aldrich, Þýskaland) (Tafla 3) og voru þeir 

þynntir í 10 µM hver. Notast var við 1 µL af hvorum vísi í vísa pari og hann 

settur í brunna lengju og að lokum 24,15 µL af hvarfefnablöndu (Tafla 2).   
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Tafla 2. Hvarfefnablanda fyrir PCR. Taflan sýnir hvarfefnablöndu sem notuð var fyrir 
hvert sýni. Notast var við 10x ThermoPolTM Reaction Buffer, dNTP (Deoxynucleotide 
Solution Mix) og Taq DNA Polymerase (New England Biolabs (NEB), England).  

 Rúmmál 

(µL) 

10x buffer  2,5 

dNTP 2,0 

MQ vatn (ddH2O) 19,5 

Taq pólýmerasi 0,15 

 

Tafla 3. Kirnaraðir vísa sem notaðir voru í PCR hvarfi. Kirnaraðir F8 og R1492 voru 
fengnar frá (Eden, P. A., Schmitd, T. M., Blakemore, R. P. & Pace, N. R., 1991) og 
kirnaraðir F27 og 1522 frá (Giovannoni, 1991). 

Vísir Kirnaröð 

F8 5′-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 

F27 5´-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´ 

R1492 5′-ACCTTGTTACGACTT-3′ 

R1522 5´-AAGGAGGTGATCCANCCRCA-3´ 

 

PCR brunna lengjan var sett í PTC-200 (Peltier Thermal Cycler, MJ Research) 

og tækið stillt á viðeigandi PCR prógramm (Tafla 4). 

Tafla 4. PCR prógramm. Taflan sýnir PCR prógramm sem notast var við einangrun 
erfðaefnis úr stofnunum. 

 Hitastig (°C) Tímalengd Fjöldi hringja 

Fyrsta eðlissvipting 95 3 mín  

Eðlissvipting 95 30 sek  

Þáttatenging 50 30 sek 35 hringir 

Framlenging 68 90 sek  

Loka framlenging 68 7 mín  

Bið 4 Óendanleg  

 

Steypt var 0,8% agarósa (Agarose for standard use, Sigma Aldrich, Þýskaland) 

gel í 0,5X TBE buffer og var því leyft að kólna að 50°C, 1 µL af SYBR® Safe 

DNA (Invitrogen, Bandaríkin) var bætt saman við 25 mL af geli. Gelinu var hellt 
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í mót og 15 brunna greiða sett í gelið og það látið storkna í 40 mínútur. Gelið var 

fært í rafdráttar ker sem innihélt 0,5X TBE buffer. Einum µL af hleðsludúa og 5 

µL af PCR afurð var blandað saman og hlaðið í brunna á gelinu, 2 µL af 100bp 

DNA Ladder (Quick-Load®, NEB, England) var einnig hlaðið í brunn á gelinu 

til viðmiðunar. Notað var Mini-Sub Cell GT System (Bio-Rad, Bandaríkin) 

rafdráttar ker tengt við EPS 301 (Electrophoresis Power Supply, Amersham 

Biosciences, Bretland) sem aflgjafa við 120 V og 120 mA í 30 mínútur. Mynd 

var tekin af gelinu undir útfjólubláu ljósi með InGenius (Syngene, Indland) í 3,0 

sekúndur og skoðuð í GeneSnap forriti (Syngene, Indland). 

2.2.1 Hreinsun PCR afurða 

Afurðirnar voru hreinsaðar með Exo-SAP hvarfi. Útbúin var hvarfefnablanda, 

þar sem 0,025 µL af Exonuclease I (NEB, England), 0,05 µL af Antarctic Shrimp 

Phosphatase (NEB, England) og 9,925 µL af MQ vatni var blandað saman fyrir 

hvert sýni. 10 µL af hvarfefnablöndunni var blandað saman við 20 µL af PCR 

afurð. Hvarfið var síðan keyrt í PTC-200 (MJ-Research) í 60 mínútur við 37°C 

og í 5 mínútur við 95°C.  

2.2.2 Undirbúningur fyrir raðgreiningu 

Tíu µL af hreinsaðri PCR afurð var komið fyrir í Eppendorf glasi ásamt 7,5 µL 

af vísi. Raðgreint var frá báðum endum raðanna með sömu vísum og notast var 

við sömu vísa og notað var við PCR. Að þessu sinni fór einungis einn vísir saman 

við hvert sýni, í stað vísa pars í PCR. Eppendorf glösin voru þar næst send til 

Macrogen í Hollandi til 16S rRNA raðgreiningar. 

2.2.3 Úrvinnsla raðgreiningar gagna og samsetning raða 

Raðirnar fengust til baka sem ab1 skrár og voru þær settar í Sequence Scanner 

v1.0 forrit (Applied Biosystems®, Bandaríkin) til að laga þær til. Þær voru 

lagaðar til þannig að illlæsilegir hlutar voru fjarlægðir frá báðum endum á hverri 

röð. Raðir sem raðgreindar voru afturábak (með vísum R1492 og R1522) var 

snúið á vefsíðunni http://reverse-complement.com/ þar sem þeim var bæði snúið 

í gagnstæða átt og bösunum skipt út fyrir mótsvarandi basa, til að fá allar raðir í 

sömu átt. Raðirnar fyrir hvorn stofninn voru samsettar og þær að lokum keyrðar 

í gegnum BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool), notast var við 
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núkleótíða BLAST. Leitað var í 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and 

Archea) núkleótíð gagnagrunni til þess að finna við hvaða stofna væru mest 

líkindi.  

Raðir stofnanna voru greindar í MEGA V6 (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis) forritinu (Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A. & Kumar, 

S., 2013) ásamt því að raðir tíu líkustu þekktra stofna voru sóttar fyrir hvorn 

stofn (Viðauki II, Tafla 13 og Tafla 14). Röðum allra stofna var samraðað með 

ClustalW og útbúið skyldleikatré með því að nota sameinda þróunarsögulega 

greiningu með hámarks sennileikamats aðferð (Maximum Composite 

Likelihood (MCL)) sem byggir á Tamura-Nei líkani (Tamura, K., Stecher, G., 

Peterson, D., Filipski, A. & Kumar, S., 1993). Að lokum var G+C hlutfall 

stofnanna einnig reiknað með því að nota vefsíðuna 

http://www.endmemo.com/bio/gc.php.  

2.3 Greiningarpróf 

Gram litun (Vanterzant, C. & Splittstoesser, D. F. (ritstjórar), 1992) var 

framkvæmd á stofnunum. Einnig var lögun bakteríanna skoðuð í smásjá.  

Katalasa próf var framkvæmt á stofnunum, þannig að sterílli lykkju var strokið í 

kóloníu og henni smurt á smásjárgler, dropi af 3% H2O2 var settur á koloníuna 

og fylgst með hvort loftbólur mynduðust sem myndi þá tákna jákvætt svar.  

Oxidasa próf var framkvæmt, þannig að sterílli lykkju var strokið í kóloníu og 

hún sett á Oxidase Test (Sigma Aldrich, Þýskaland) púða og fylgst með hvort 

blár litur myndaðist sem myndi þá tákna jákvætt svar.  

Framkvæmd voru API®-20E, -20NE, -50CH og -ZYM (Biomérieux, 

Frakkland). Í API® 20E og ZYM var eimað vatn notað til að dreifa stofnunum í 

brunna prófanna en í API 50CH var notað CHB/E fljótandi æti (Viðauki I) ásamt 

viðbættu 2% (w/v) salti. Fylgst var með litabreytingum í eina viku, til að leita 

eftir jákvæðu svari og viðbótar hvarfefnum bætt við prófin þar sem við átti. 

 Kítinasa virkni stofnanna var einnig prófuð, þannig að lykkja af kóloníu var sett 

saman við 1 mL að fljótandi æti sem sérhæft er fyrir leit af ensíminu kítínasa 

(Viðauki I). Sýni voru ræktuð við það hitastig sem gaf hraðastan vöxt í hitastigs 
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prófunum og var fylgst var með niðurbroti á kítíni í sýnunum í eina viku. Ef 

jákvæð svörun fæst við niðurbroti á kítíni verður sýnið fjólublátt að lit. 

2.4 Prófanir á vaxtarskilyrðum 

Við niðurstöður á prófunum á vaxtarskilyrðum var borið saman við þrjá þekkta 

Demequina stofna sem sýndu mestu líkindi við stofnana tvo útfrá niðurstöðum 

raðgreininga (Viðauki II, Tafla 13 og Tafla 14). 

2.4.1 Hitastig og sýrustig 

Útbúnir voru skammtar af MB (Marine broth, Difco®, Bandaríkin) fjótandi æti 

með mismunandi sýrustigi (pH 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 og 8,0) og sett í eppendorf 

glös. Lykkja af kóloníu af hvorum stofni fyrir sig var sáð í glösin við hvert 

sýrustig. Í brunna á microtiter plötu (Honeycomb 2, Growth Curves Ltd., 

Finnland) voru færðir 200µL af hverju sýni í þrítekningu og plöturnar ræktaðar 

við mismunandi hitastig (5°C, 15°C, 23°C (herbergishiti), 30°C og 35°C). Lesið 

var af plötunum í Bioscreen C tæki (Oy Growth Curves Ab Ltd, Finnland) með 

8 klukkustunda millibili í tvær vikur. Notast var við forritið Easy Bioscreen 

Experiment (Growth Curves Ltd., Finnland) sem stillt var á 36 sýni, bylgjulengd 

600 nm, lengd tilraunar 1 sekúnda með 1 sekúndu millibili á milli mælinga og 

hitastig stillt í samræmi við ræktunarhita.  

Að auki voru skálar með stofnunum ræktaðar í tvær vikur við 40°C, 45°C og 

50°C til að athuga hvort stofnarnir gætu vaxið við þessi hitastig. Að lokum var 

unnið úr gögnunum til þess að finna út hvaða hitastig og sýrustig á best við þessa 

stofna. 

2.4.2 Selta 

MB inniheldur um 2% saltstyrk og var það að auki útbúið með mismunandi 

saltstyrkjum (5%, 7%, 10%, 15% og 20% w/v), 5 mL af saltbættu MB var sett í 

tilraunaglös og lykkjufylli af rækt sett saman við. Glösin voru síðan ræktuð við 

það hitastig sem gaf hraðastan vöxt í hitastigsprófunum var fylgst með vexti í 

eina viku. 
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2.4.3 Hæfni til vaxtar við loftfirrt skilyrði 

Útbúið var TT (Tetrathionate Broth Base, Hajna, Difco®, Bandaríkin) fljótandi 

æti og 10 mL af því var sprautað í gegnum  45 µm whatman filter (Whatman™ 

Puradisc™ 25 TF Disposable Filter Device, GE Healthcare Life Sciences, 

Bretland) í flösku sem búið var að loka með gúmmí tappa (e. serum bottle). 

Sprautað var 0,4 mL af joðlausn (5,0 g af joð kristöllum og 8,0 g af kalíum joðíð 

leyst upp í 40 ml af eimuðu vatni) í gegnum 45 µm whatman filter og að lokum 

var 0,2 mL af ferskum ræktum í MB sprautað í sitthvora flöskuna. Þetta var gert 

til þess að athuga hæfni stofnanna til þess að vaxa við loftfirrt skilyrði. Flöskur 

voru ræktaðar við það hitastig sem gaf hraðastan vöxt í hitastigsprófunum og 

fylgst var með vexti í eina viku. 

2.5 Prófun á örveruhemjandi virkni 

Notast var við 9 stofna (Tafla 5) frá DSMZ (Deutche Sammlung for 

Microorganismen und Zellculturen) við þessi próf en þeim var í upphafi strikað 

á NA (Nutrient agar, Difco®, Bandaríkin) úr frosti með lykkju og látnir vaxa 

upp í tvo sólarhringa við viðeigandi hitastig. Þeim var síðan strikað bæði á MA 

og MH (Mueller Hinton agar, Difco®, Bandaríkin) til að athuga hvort þeir gætu 

vaxið á þeim ætum og hversu langan tíma uppræktun þeirra tæki. Stofnunum 

631-2345 og 633-1501 var strikað í beina línu í miðju skála af MA og MH og 

látnir vaxa í viku til að fá góðan og þéttan vöxt í línuna. Þeir stofnar sem átti að 

prófa gegn var strikað útfrá miðlínu í u.þ.b. 2 mm fjarlægð og skálarnar þar næst 

látnar í viðeigandi hitastig í tvo sólarhringa eða þar til þeir höfðu allir sýnt vöxt. 

Fjarlægð stofnanna frá miðlínu var þar næst skoðuð og mæld þar sem sýnilegt 

var að þeir yxu ekki upp við miðlínu.  
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Tafla 5. Stofnar notaðir við próf á örveruhemjandi virkni. Taflan sýnir númer hvers stofns 

frá DSMZ ásamt tegunda heiti. 

DSM 1386 Candida albicans 

DSM 1103 Escherichia coli 

DSM 2570 Enterococcus faecalis 

DSM 799 Staphylococcus aureus 

DSM 1104 Staphylococcus aureus 

DSM 2569 Staphylococcus aureus 

DSM 111729 Staphylococcus aureus (methicillin ónæmur S. aureus, 

MÓSA) 

DMS 1117 Pseudomonas aeruginosa 

DSM 1128 Pseudomonas aeruginosa 
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3. Niðurstöður  

3.1 Raðgreining stofna 

Niðurstöður raðgreiningar beggja stofna sýndu mestu líkindi (99%) við 

Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 (Viðauki II) þar sem bæði E-gildi 

(0,0) og þekja (100%) gáfu einnig sömu tölur hjá báðum stofnum, einnig fékkst 

hæsta skorið við þennan stofn. G+C hlutfall stofns 631-2345 var 56,23% og var 

röðin 1211 kirna löng. G+C hlutfall stofns 633-1501 var 56,04% og var röðin 

1117 kirna löng. Þegar Mynd 1 er skoðuð er hægt að sjá tengsl á milli stofnanna  

tveggja sem unnið var með í þessu verkefni við tíu líkustu stofna fyrir hvorn 

(Viðauki II Tafla 13 og Tafla 14). Af þeim  tíu stofnum voru átta sameiginlegir 

fyrir báða, hinir tveir voru þó einnig sameiginlegir en voru ekki á meðal þeirra 

tíu líkustu. Þegar fjarlægðir á milli stofnanna er skoðuð er styst á milli stofnanna 

tveggja og D. oxidasica stofnanna sem þýðir að þar hafi orðið fæstar útskiptingar  

 

Mynd 1. Skyldleikatré. Myndin sýnir tré sem sýndi hæstar Log líkur (-2181,4883). Notast 
var við MEGA6 (Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A. & Kumar, S., 2013) 
við framkvæmd skyldleikagreiningar og tréið útbúið útfrá þeim gögnum. Tréið var fengið 
með því að nota nágrannatengsla (Neighbor-Join) aðferð og BioNJ reiknilíkön (Saitou, 
N. & Nei, M., 1998) á fylki af pöruðum fjarlægðum sem áætlaðar voru með því að nota 
hámarks sennileikamats aðferð (MCL). Grannfræði var síðan valin með gildum með 
betri Log líkum.  Mælistikan (0,005) táknar fjölda útskiptinga á kirnum. Við greininguna 
var notast við 14 kirnaraðir. 
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á kirnum í þróunarsögunni. Þar á eftir kemur fjarlægðin á milli stofnanna tveggja 

og D. aurantiaca strain NBRC 106265 sem sýndi hæstu gildin, líkt og segir til 

hér að ofan. 

3.2 Greiningarpróf 

Demequina stofn 631-2345 er gram jákvæður og staflaga og er katalasa 

jákvæður. Demequina stofn 633-1501 er einnig gram jákvæður og staflaga og 

katalasa jákvæður. Neikvæð niðurstaða fékkst hjá báðum stofnum í oxidasa prófi 

þar sem blár litur var ekki sjáanlegur á Oxidase Test púðunum. 

Prófuð var hæfni stofnanna tveggja við framleiðslu á 19 ensímum með API® 

ZYM prófi (Viðauki III) og sýndu stofnarnir tveir nokkuð mismunandi svörun 

við því. Stofn 631-2345 sýndi jákvæða svörun við framleiðslu á 8 mismunandi 

ensímum (Tafla 6) esterasa lípasa, systeinarýlamíðasa, trypsín, α-kýmótrypsín, 

sýru fosfatasa, naftól-AS-BI-fosfórhýdrólasa, α-glúkósíðasa og β-glúkósíðasa. 

Hins vegar sýndi stofn 633-1501 einungis jákvæða svörun við framleiðslu á 3 

ensímum (Tafla 6) leusínarýlamíðasa, sýru fosfatasa og naftól-AS-BI-

fosfórhýdrólasa ásamt veikri svörun við framleiðslu á β-glýkósíðasa. Báðir 

stofnar sýndu því jákvæða svörun við framleiðslu á 2 sameiginlegum ensímum.   

Hæfni stofnanna tveggja við framleiðslu á ensímum var einnig borin saman við 

þrjá þekkta Demequina stofna. Mjög mismunandi var á milli allra stofnanna 5 

hvaða ensím þeir framleiða og einungis 2 ensím sem allir stofnarnir framleiða, 

þau sýru fosfatasa og naftól-AS-BI-fosfórhýdrólasa. Stofn 633-1501 var sá eini 

sem sýndi jákvæða svörun við að framleiða ensímið leusínarýlamíðasa en hann 

sýndi jafnframt fram á minnsta jákvæða svörun í framleiðslu á ensímum. Stofn 

631-2345 var einnig nokkuð ólíkur samanburðar stofnunum hvað varðar 

jákvæða svörun við framleiðslu á þeim ensímum sem prófuð voru. Hann sýndi 

fram á jákvæða svörun við framleiðslu á tveimur öðrum ensímum 

sameiginlegum með samanburðar stofnunum, auk þeirra tveggja sem nefnd voru 

hér að ofan, þeim esterasa lípasa og systeinarýlamíðasi.  

Jákvætt svar kom í æti sem leitar eftir niðurbroti á kítíni og þar með hæfni 

bakteríunnar til að framleiða ensímið kítínasa hjá stofni 631-2345 eftir um 9 
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klukkustundir sem þýðir það að hann framleiði þetta tiltekna ensím. Neikvæð 

svörun kom hjá stofni 633-1501 og framleiðir hann því ekki ensímið kítínasa. 

Tafla 6. Niðurstaða ensím prófa. Taflan sýnir hvaða ensím stofnarnir framleiða samkvæmt API® ZYM 
prófum, þar sem + táknar skýra jákvæða svörum við framleiðslu á tilteknu ensími, V táknar veika 
jákvæða svörun við framleiðslu á tilteknu ensími og - táknar neikvæða svörun við framleiðslu á tilteknu 
ensími. Þau ensím sem voru neikvæð hjá öllum stofnum var sleppt í þessari töflu. Notast var við þrjá 
Demequina stofna til samanburðar, þá D. aurantiaca NBRC16265 (hefur einnig stofnanúmerið YM12-
102), D. oxidasica NBRC106264 (hefur einnig stofnanúmerið YM05-1041) (Ue, o.fl., 2011) og D. 
aestuarii JC2054 (hefur einnig stofnanúmerið JCM12123) (Yi, o.fl., 2007). 

 Demequina stofn 

Ensím 631-2345 633-1501 aurantiaca 

NBRC 

106265  

oxidasica 

NBRC 

106264  

aestuarii 

JC2054  

Alkalískur fosfatasi - - + + - 

Esterasi - - + + + 

Esterasa lípasi + - + + + 

Leusínarýlamíðasi - + - - - 

Valínalýlamíðasi - - + + + 

Systeinarýlamíðasi + - + + + 

Trypsín + - - - - 

α-kýmótrypsín + - - - + 

Sýru fosfatasi + + + + + 

Naftól-AS-BI-fosfórhýdrólasi + + + + + 

α-galaktósíðasi - - + + - 

β-galaktósíðasi - - V + + 

β-glúkóroníðasi - - V - - 

α-glúkósíðasi + - - - - 

β-glúkósíðasi + V - - - 

 

Einnig var hæfni stofnanna tveggja til að geta nýtt sér 73 mismunandi sykrur 

(Viðauki III) með þremur mismunandi prófum, API® -20E, -20NE og -50CH 

skoðuð. Mismunandi var á milli stofnanna hvaða sykrur þeir gátu nýtt sér (Tafla 

7). Stofn 631-2345 sýndi jákvæða svörun við því að geta nýtt sér 10 sykrur og  
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Tafla 7. Niðurstaða sykruprófa. Taflan sýnir svörun stofnanna við API® -20E, -20NE og -50CH prófum 
þar sem hæfni stofnanna til þess að nýta sér mismunandi sykrur var athuguð. Þar sem + táknar að 
stofninn getur nýtt sér tiltekna sykru, V táknar að stofninn sýndi veika svörun við því að hann geti nýtt 
sér tiltekna sykru og – táknar neikvæða svörun og stofn gat því ekki nýtt sér tiltekna sykru. Þeim sykrum 
sem voru neikvæðar hjá öllum stofnum var sleppt í þessari töflu. Notast var við þrjá Demequina stofna 
til samanburðar, þá D. aurantiaca NBRC16265 (hefur einnig stofnanúmerið YM12-102), D. oxidasica 
NBRC106264 (hefur einnig stofnanúmerið YM05-1041) (Ue, o.fl., 2011) og D. aestuarii JC2054 (hefur 
einnig stofnanúmerið JCM121239 (Yi, o.fl., 2007). 

 Demequina stofn 

Sykra 631-2345 633-1501 aurantiaca 

NBRC 

106265  

oxidasica 

NBRC 

106264  

aestuarii 

JC2054  

Glýseról + + + - - 

Erýtrítól + - - - - 

Arabínósi V + - - - 

D-Arabínósi + - - - + 

L-Arabínósi + + - - - 

Ríbósi + - - - - 

D-Xýlósi + + - - - 

β Metýl-Xýlósíð - + - - - 

Galaktósi - + + + + 

D-glúkósi + + - - - 

D-Frúktósi - V - - - 

D-Mannósi - + + - + 

Rhamnósi - - + - - 

Mannitól + + - - - 

Amýgdalín - - - - + 

Arbútín - - - - + 

Esculin V + - - - 

Sellóbíósi + + + + + 

Maltósi - + + + V 

Laktósi - V - - V 

Súkrósi - - + - + 

Trehalósi - - - - V 

Sterkja - - + - - 

β Gentíóbíósi V V + - + 

D-Lýxósi - - + - + 

o-Nítrófenýl-β-galaktósíðasi V V - - - 

Gelatín + - - - - 
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veika svörun við 4 öðrum. Stofn 633-1501 sýndi jákvæða svörun við því að geta 

nýtt sér 12 sykrur og veika svörun við 4 öðrum. Aðeins 6 sykrur af þessum 73 

voru sameiginlegar hjá báðum stofnum samkvæmt þessum prófum, en það voru 

glýseról, L-arabínósi, D-xýlósi, D-glúkósi, mannitól og sellóbíósi. 

Hæfni stofnanna til að geta nýtt sér sykrur var einnig borin saman við 3 þekkta 

Demequina stofna. Mjög mismunandi var á milli þessarra 5 stofna hvaða sykrur 

þeir geta nýtt sér og var einungis ein sykra sem allir 5 gátu nýtt sér en það er 

sykran sellóbíósi. Stofn 633-1501 átti meira sameiginlegt með samanburðar 

stofnunum þremur heldur en 631-2345 hvað varðar að geta nýtt sér sykrur. 

3.3 Vaxtarskilyrði 

Gögn komu úr Bioscreen forritinu á Excel formi og voru útbúnar vaxtarkúrfur 

fyrir hverja breytu fyrir sig sem sýndi samband tíma og ljósgleypni (OD600nm). 

Valið var svæði á vaxtarkúrfunni þar sem mestan halla var að finna, þar sem 

vaxtarfasi var í gangi, fundin besta lína og hámarks vaxtarhraði (µmax) fundinn 

útfrá henni. Var þetta gert fyrir allar breytur og þær settar saman í línurit ásamt 

því að þær voru settar í þrívíddar graf sem gert var í GrapherTM 9 (Golden 

Software, Bandaríkin) forriti, sem sýndi samband hámarks vaxtarfasa og 

sýrustigs fyrir hvert hitastig fyrir sig fyrir hvorn stofn. Útfrá þessum gögnum var 

hægt að finna kjör vaxtarskilyrði stofnanna tveggja.  

Þegar Mynd 2 er skoðuð má sjá að hámarks vaxtarhraði Demequina stofnsins 

631-2345 er minnstur við 5°C við öll sýrustig en mestur við 30°C við öll sýrustig 

að undanskildu pH 7,5. Af þeim hitastigum sem prófuð voru við þessa tilraun 

vex stofninn best við 30°C en síst við 5°C. Enginn vöxtur var greinanlegur við 

5°C við pH 5,0 og sýnir það þá að hann vex ekki við þær aðstæður, lítinn vöxt 

var um að ræða við pH 8,0 við öll hitastig og er því ekki talið að stofninn vaxi 

við basískari aðstæður. Eftir tvær vikur var enginn sjáanlegur vöxtur á skálum 

sem voru ræktaðar við 40°C, 45°C og 50°C. Eins og sést á Mynd 2 hefur sýrustig 

pH 7,0 hæstu gildin fyrir flest hitastig sem prófuð voru. Hámarks vaxtarhraði var 

0,0211h-1 við 30°C og pH 7,0 en mesta þéttni í ljósgleypnimælingu var 1,079 

A600nm við 35°C við pH 6,5. Þegar Mynd 3 er skoðuð, sem gerð var í þrívídd, 

sést hvernig greinilegur toppur kemur upp við pH 7,0 við 30°C og er hann mun 

stærri en við önnur sýrustig og hitastig. 
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Út frá þessum gögnum, ásamt skálum sem látnar voru vaxa við hærri hitastig, er 

því hægt að segja að stofn 631-2345 vaxi við hitastig 5°C til 35°C og við pH 5,0 

til pH 8,0. Kjör vaxtarskilyrði stofnsins eru 30°C við pH 7,0.  

 

Mynd 2. Hámarks vastarhraði Demequina stofns 631-2345. Myndin sýnir samband 
hámarks vaxtarhraða (µmax) og sýrustigs (pH) þar sem hver lína táknar ákveðið 
hitastig. 
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Mynd 3. Hámarks vaxtarhraði Demequina stofnsins 631-2345 í þrívídd. Myndin sýnir 
samband hámarks vaxtarhraða (µmax) og sýrustigs (pH). Blár litur táknar lítinn 
vaxtarhraða og breytist liturinn eftir því sem vaxtarhraði eykst yfir í rauðan þar sem hann 
er hæstur. 

Þegar Mynd 4 er skoðuð má sjá að hámarks vaxtarhraði Demequina stofnsins 

633-1501 er minnstur við 5°C við flest sýrustig en mestur við 30°C við flest 

sýrustig. Af þeim hitastigum sem prófuð voru við þessa tilraun vex stofninn best 

við 30°C en síst við 5°C. Lítinn vöxt var um að ræða við pH 8,0 við öll hitastig 

líkt og hjá stofni 633-1501 og er því ekki talið að stofninn vaxi við basískari 

aðstæður. Eftir tvær vikur var enginn vöxtur sjáanlegur á skálum ræktuðum við 

40°C, 45°C og 50°C.  

Eins og sést á Mynd 4 hefur sýrustig pH 7,0 hæsta gildið fyrir flest hitastig. 

Hámarks vaxtarhraði var 0,0211h-1 við 30°C og pH 7,0 líkt og hjá stofni 631-

2345 en mesta þéttni í ljósgleypnimælingu var 1,024 A600nm við 35°C við pH 7,5. 

Þegar Mynd 5 er skoðuð, sem gerð var í þrívídd, sést hvernig greinilegur toppur 

kemur upp við pH 7,0 við 30°C og er hann mun stærri en við önnur sýrustig og 

hitastig. Útfrá þessum gögnum, ásamt skálum sem látnar voru vaxa við hærri 
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hitastig, er því hægt að segja að stofn 633-1501 vex við hitastig 5°C til 35°C og 

við pH 5,0 til pH 8,0. Kjör vaxtarskilyrði stofnsins er 30°C við pH 7,0. 

 

Mynd 4. Hámarks vaxtarhraði Demequina stofnsins 633-1501. Myndin sýnir samband 
hámarks vaxtarhraða (µmax) og sýrustigs (pH) þar sem hver lína táknar ákveðið 
hitastig. 

 

Mynd 5. Hámarks vaxtarhraða Demiquina stofnsins 633-1501 í þrívídd. Myndin sýnir 
samband hámarks vaxtarhraða (µmax) og sýrustigs (pH). Blár litur táknar lítinn 
vaxtarhraða og breytist liturinn eftir því sem vaxtarhraði eykst yfir í rauðan þar sem hann 
er hæstur. 
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Þegar ræktir með mismunandi saltstyrk voru skoðuð mátti sjá að Demequina 

stofn 631-2345 vex við 0 til 10% (w/v) seltu en mestur vöxtur var við 2% og 

Demequina stofn 633-1501 vex við 0 til 7% (w/v) seltu en mestan vöxt var að 

sjá við 2%.  

Einnig var skoðuð hæfni stofnanna til þess að vaxa við loftfirrt skilyrði. Vöxtur 

var greinanlegur hjá stofni 633-1501 en ekki hjá 631-2345. Stofn 631-2345 vex 

því eingöngu í viðurvist súrefnis en stofn 633-1501 vex best við súrefnisháð 

skilyrði en getur einnig vaxið við loftfirrt skilyrði. 

Þegar Tafla 8 er skoðuð má sjá samanburð á stofnunum tveimur við þrjá þekkta 

Demequina stofna. Sjá má að stofnarnir geta vaxið við svipuð hitastig en örlítill 

munur er á því við hvaða sýrustig og við hve mikla seltu stofnarnir vaxa best.  

Tafla 8. Samantekin vaxtarskilyrði.Taflan sýnir samantekin vaxtarskilyrði stofnanna tveggja ásamt 
þriggja samanburðar stofnum sem áður hafa verið nefndir. Gefin eru gildi fyrir kjör hitastig, sýrustig, seltu 
og það hvort stofnar vaxi við súrefnisháð, loftfirrt eða valfrjálst (hvort stofn geti vaxið við bæði 
súrefnisháðar og loftfirrtar aðstæður). Notast var við þrjá Demequina stofna til samanburðar, þá D. 
aurantiaca NBRC16265 (hefur einnig stofnanúmerið YM12-102), D. oxidasica NBRC106264 (hefur 
einnig stofnanúmerið YM05-1041) (Ue, o.fl., 2011) og D. aestuarii JC2054 (hefur einnig stofnanúmerið 
JCM12123) (Yi, o.fl., 2007).  

 Demequina stofn 

 631-2345 633-1501 aurantiaca 

NBRC 

106265 

oxidasica 

NBRC 

106264 

aestuarii 

JC2054 

Hitastig (°C) 30 30 28 – 30 33,5 28 – 30 

Sýrustig (pH) 7,0 7,0 6,0 – 6,5 7,0 6,0 – 6,5 

Selta % (w/v) 2 2 0 2 – 4 0 

Loftfirrt/súrefnisháð  skilyrði Súrefni Valfrjálst Valfrjálst Súrefni Valfrjálst 

 

3.4 Prófun á örveruhemjandi virkni 

Ekki var hægt að greina örveruhemjandi virkni hjá stofnunum tveimur. Ef Mynd 

6 og Mynd 7 og eru skoðaðar má sjá að sýklarnir (láréttar línur) sem notaðir voru 

í prófinu vaxa mjög nærri stofninum (miðlína), vöxtur kom fram í allri 

strikuninni á sýklinum. Ef örveruhömlun hefði verið til staðar væri meiri 

fjarlægð þar á milli.  
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Mynd 6. Prófun á örveruhemjandi virkni Demequina stofnins 631-2345 á MH æti. 
Myndin sýnir hvernig sýklarnir uxu nærri miðlínu þar sem stofninn 631-2345 var. Í 
láréttum línum eru stofnar af S. aureus, efst er DSM 111729, í miðjunni er DSM 799 og 
neðst er DSM 1104. Sýklarnir eru í tvítekningu sitthvoru megin við miðlínu. 

 

 

Mynd 7. Prófun á örveruhemjandi virkni Demequina stofnsins 633-1501 á MH æti. 
Myndin sýnir hvernig sýklarnir uxu nærri miðlínu þar sem stofninn 633-1501 var. Í láréttu 
línunum eru stofnar af S. aureus, í efri línunni er DSM 111729 og neðri línunni DSM 
1104. Sýklarnir eru í tvítekningu sitthvoru megin við miðlínu. 
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3.5 Samantekt 

3.5.1 Lýsing á Demequina stofni 631-2345 

Demequina stofn 631-2345 var einangraður við 23°C úr blönduðu sýni sem 

innihélt meðal annars þanggeitur, sæfíflalirfur og bertálkna frá uppstreymis 

strýtum í mynni Eyjafjarðar. Hann myndar gulkrem litaðar kóloníur á MA og er 

gram jákvæður, staflaga og hann er katalasa jákvæður. Hann getur framleitt 

ensímin esterasa lípasa, systeinarýlamíðasa, trypsín, α-kýmótrypsín, sýru 

fosfatasa, naftól-AS-BI-fosfórhýdrólasa, α-glúkósíðasa β-glúkósíðasa og 

kítínasa. Hann getur nýtt sér sykrurnar glýseról, erýtrítól, D-arabínósa, L-

arabínósa, Ríbósa, D-xýlósa, D-glúkósa, mannitól, sellóbíósa og gelatín. Hann 

sýnir einnig veik merki um að geta nýtt sér sykrurnar arabínósa, esculin, β 

gentíóbíósa og o-nítrífenýl-β-galaktósíðasa. Stofninn getur vaxið við hitastig 

5°C til 35°C en kjör hitastig hans er 30°C, hann getur vaxið við pH 5,0 til pH 

8,0 en kjör sýrustig hans er pH 7,0. Hann vex við 0 til 10% (w/v) seltu en mestur 

vöxtur var við 2%. Stofninn vex eingöngu í viðurvist súrefnis. Stofninn sýnir 

mest líkindi við Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 (99%) og er GC 

hlutfall hans 56,23%. 

3.5.2 Lýsing á Demequina stofni 633-1501 

Demequina stofn 633-1501 var einangraður við 15°C úr möttuldýri frá 

uppstreymis strýtum í mynni Eyjafjarðar. Hann myndar gular kóloníur á MA og 

er gram jákvæður, staflaga og katalasa jákvæður. Hann getur framleitt ensímin 

leusínarýlamíðasa, sýru fosfatasa og naftól-AS-BI-fosfórhýdrólasa ásamt því að 

sýni veik merki um framleiðslu á β-glýkósíðasa. Stofninn getur nýtt sér 

sykrurnar glýseról, arabínósa, L-arabínósa, D-xýlósa, β metýl-xýlósíð, 

galaktósa, D-glúkósa, D-mannósa, mannitól, esculin, sellóbíósa og maltósa 

ásamt því að sýna veik merki um að geta nýtt sér sykrurnar D-frúktósa, laktósa, 

β gentíóbíósa og o-nítrófenýl-β-galaktósíðasa. Stofninn getur vaxið við hitastig 

5°C til 35°C en kjör hitastig hans er 30°C, hann getur vaxið við sýrustig pH 5,0 

til 8,0 en kjör sýrustig hans er pH 7,0. Hann vex við 0 til 7% (w/v) seltu en 

mestan vöxt var að sjá við 2%. Stofninn vex best í viðurvist súrefnis en getur 

einnig vaxið við loftfirrt skilyrði. Stofninn sýnir mest líkindi við Demequina 

aurantiaca strain NBRC 106265 (99%) og er GC hlutfall hans 56,04%.  
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4. Umræða 

4.1 Raðgreining 

Þegar niðurstöður raðgreininga lágu fyrir voru raðirnar lagaðar og þær settar 

saman frá vísum frá báðum endum. Raðirnar voru síðan skoðaðar í MEGA 6V 

með hliðsjón af þeim stofnum sem sýndu mestu líkindi, 10 líkustu stofnar voru 

valdir fyrir hvorn stofn. Af þeim 10 voru 8 sameiginlegir fyrir báða stofna, hinar 

tveir voru þó einnig nokkuð ofarlega á lista yfir líkustu en þó ekki meðal 10 

efstu. Fjórir líkustu stofnarnir voru þó aðeins tveir, því að þeir höfðu höfðu tvö 

stofna númer báðir, annað sem notað var þegar þeir voru greindir og hinu var 

þeim úthlutað í lok þeirrar vinnu (Ue, o.fl., 2011).  

Röðum allra stofna var næst samraðað og var staðsetning kirna nánast sú sama, 

aðeins örfá kirni sem hafði verið skipt út í þróunarsögunni. Einnig var útbúið 

skyldleika tré en þar kom á óvart að stofninn sem sýndi mestu líkindi (D. 

aurantiaca strain NBRC 106265 var ekki sá sem hafði stystu fjarlægðina út frá 

BLAST. Stysta fjarlægðin var í þann stofn sem sýndi næst mestu líkindi D. 

oxidasica strain NBRC 106264. Þessir tveir stofnar gáfu þó nánast sömu 

niðurstöðu út frá BLAST hvað varðar líkindi, þekju, E-gildi einungis var munur 

á pörunar skori. Þetta gæti verið útskýrt með því að raðir stofnanna væru ekki 

nægjanlega langar, en þær voru 1211 og 1117 kirna langar, 16S rRNA genið er 

hins vegar um 1500 kirna langt (Janda, J. M. & Abbott, S. L., 2007). Raðir 

annarra stofna voru nokkru lengri og væri réttast að raðgreina stofnana tvo aftur 

til að reyna að fá lengri raðir fyrir þá og þar af leiðandi nákvæmari niðurstöður. 

Í greiningar prófum var einnig gerður samanburður við stofn D. aestuarii strain 

JC2054 sem var þriðji líkasti stofn við báða stofna en hann sýndi 97% líkindi 

við 631-2345 og 98% líkindi við 633-1501. 

Samkvæmt síðunni http://www.endmemo.com/bio/gc.php var G+C hlutfall 

Demequina stofns 631-2345 metið 56,23% og 633-1501 metið 56,04% 

samanborið við D. aurantiaca strain NBRC 106265 með hlutfallið 65,4 mól% 

og D. oxidasica strain NBRC 106264 er með hlutfallið 65,3 mól%. G+C hlutfall 

stofnanna tveggja gefur þó ekki nákvæma niðurstöðu vegna þess að oft er mikið 
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af villum í sýnilegu G+C hlutfalli, með því að framkvæma HPLC gæti þó fengist 

nákvæmari niðurstaða (Mesbah, o.fl., 1989).  

Líklegt verður að teljast að stofnarnir tveir tilheyri Demequina ættkvíslinni útfrá 

niðurstöðum raðgreininga. Til þess að segja hvað tegund innan ættkvíslarinnar 

stofnarnir tilheyra eða hvort um nýjar tegundir er að ræða, þyrfti að framkvæma 

frekari próf. DNA-DNA þáttapörun gæti verið gagnleg við það en hún er sú 

aðferð sem algengast er að nota við skilgreiningu nýrra tegunda (Stackebrandt, 

o.fl., 2002).  

4.2 Greiningar próf 

Stofnarnir tveir ásamt þeim þremur stofnum sem miðað var við í 

greiningarprófum eiga það sameiginlegt að vera katalasa jákvæðir, þeir eiga það 

einnig sameiginlegt að litast gram jákvæðir og oxidasa neikvæðir að D. 

oxidasica undanskildum sem er oxidasa jákvæður (Ue, o.fl., 2011; Yi, o.fl., 

2007).  

Þegar borin var saman hæfni stofnanna til framleiðslu á ensímum var áberandi 

hversu mismunandi var á milli þeirra hvaða ensím þeir framleiða. Stofn 631-

2345 framleiðir álíka mörg ensím og samanburðar stofnarnir þrír en þó ekki öll 

þau sömu. Stofninn var einn um það, af stofnunum fimm, að framleiða ensímin 

trypsín, α-kýmótrypsín og α-glúkósíðasi, hann framleiðir einnig ensímið 

kítínasa. Stofn 633-1501 framleiðir fæstu ensímin eða 3 en hann var einn um 

það, af stofnunum fimm, að framleiða ensímið leusínarýlamíðasa. Mögulega 

væri hægt að láta stofnana framleiða þessi ensím í því magni að hægt væri að 

fara í framleiðslu á þeim. Gagnlegt væri því í framhaldinu að reyna aðferðir til 

að einangra þessi ensím.  

Þegar borin var saman hæfni stofnanna til að nýta sér mismunandi sykrur var 

mjög mismunandi á milli stofnanna fimm hvaða sykrur þeir geta nýtt sér. 

Samanburðar stofninn D. oxidasica gat áberandi nýtt sér færri sykrur en hinir, 

en hann gat einungis nýtt sér þrjár af þeim sykrum sem prófaðar voru á meðan 

hinir stofnarnir gátu nýtt svipað margar. Stofn 631-2345 var einn um það, af 

stofnunum fimm, að geta nýtt sér sykrurnar D-arabínósa, ríbósa og gelatín. Stofn 

633-1501 var einn um það, af stofnunum fimm, að geta nýtt sér sykruna β metýl-
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xýlósíð. Það að vita hvaða sykrur stofn getur nýtt sér er hægt að nýta þegar rækta 

á upp stofna á mismunandi ætum með mismunandi kolefnagjöfum. 

4.3 Vaxtarskilyrði 

Þegar borin eru vaxtarskilyrði stofnanna tveggja við þrjá þekktu Demequina 

stofnana (Tafla 8) má sjá að stofnarnir vaxa allir best við nokkuð svipaðar 

aðstæður. Stofn 631-2345 getur einungis vaxið í viðurvist súrefnis líkt og hjá 

stofni D. oxidasica og eru önnur kjör skilyrði þeirra nokkuð svipuð, sá 

síðarnefndi virðist þó vaxa best í aðeins meiri seltu, báðir vaxa best við sama 

sýrustig (pH 7,0). Stofn 633-1501 er líkari hinum tveimur samanburðar 

stofnunum, D. aurantiaca og D. aestuarii, hvað varðar hæfni til þess að geta 

vaxið við loftfirrt skilyrði, þeir vaxa einnig best við svipað hitastig. Stofn 633-

1501 vex þó best við meiri seltu en hinir tveir einnig er munur á því sýrustigi 

sem þeir vaxa best við. Þyrfti að framkvæma vaxtarskilyrðis próf á fleiri 

sýrustigum til þess að geta sagt nákvæmlega til um við hvaða breidd þeir geta 

vaxið, bæði súrari og basískari og við fleiri hitastig, hafa þá minna bil á milli 

hitastiganna. Tíma mörk þessa verkefnis leyfðu ekki að hægt væri að skoða það 

nánar.  

4.4 Örveruhemjandi virkni 

Ekki var hægt að greina örveruhemjandi virkni hjá stofnunum tveimur þrátt fyrir 

að fyrri prófun á stofnunum hafi sýnt hana. Sama aðferð var notuð og þá. 

Nokkrar mögulegar ástæður eru fyrir því. Mögulegt er að stofnarnir tveir hafi 

ekki vaxið nægilega upp í miðlínunni til að framleiða örveruhemjandi efni. 

Mögulegt er að sýklarnir hafi verið í of miklu magni þegar þeim var strikað í 

láréttar línur. Gagnlegt væri því að prófa  örveruhemjandi próf aftur ásamt því 

að prófa aðrar tegundir af þar til gerðum prófum. Tíma mörk þessa verkefnis 

leyfðu ekki frekari prófanir á þessu.  
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5. Lokaorð 

Í upphafi þessa verkefnis voru eftirfarandi rannsóknarspurningar settar fram. 

Niðurstöður þessa verkefnis gefa svör við þessum spurningum. 

 Er greinanlegur munur á stofnunum tveimur hvað varðar hæfni þeirra til að 

brjóta niður mismunandi sykrur og að framleiða mismunandi ensím? 

 Hafa stofnarnir tveir örveruhemjandi hæfni? 

 Tilheyra stofnarnir tveir bakteríutegund sem nú þegar er til eða er um nýja/ar 

tegundir að ræða? 

Niðurstöður prófa á því hvort stofnarnir tveir framleiði mismunandi ensím sýna 

það að nokkuð mismunandi er á milli þeirra hvaða ensím þeir framleiða. Stofn 

631-2345 sýndi jákvæða svörun við framleiðslu á 8 mismunandi ensímum en 

stofn 633-1501 sýndi einungis jákvæða svörun við framleiðslu á 3 ensímum. 

Einungis sýndu þeir sameiginlega jákvæða svörun við því að framleiða 2 ensím. 

Niðurstöður prófa á því hvaða sykrur stofnarnir tveir geta nýtt sér sýndu það að 

einnig var nokkuð mismunandi á milli þeirra tveggja hvaða sykrur þeir geta nýtt 

sér. Stofn 631-2345 sýndi jákvæða svörun við því að geta nýtt sér 10 

mismunandi sykrur en stofn 633-1501 sýndi jákvæða svörun við því að geta nýtt 

sér 12 mismunandi sykrur. Einungis voru 6 sykrur sem báðir stofnar sýndu 

jákvæða svörun við að geta nýtt. Svarið er því já við fyrstu spurningunni því það 

virðist vera nokkur munur á því hvaða ensím stofnarnir framleiða og á því hvaða 

sykrur þeir geta nýtt sér. 

Svar við annarri spurningunni er nei, vegna þess að það próf sem notast var við 

í þessu verkefni sýndi ekki fram á örveruhemjandi hæfni þeirra.  

Aðeins erfiðara er að svara þriðju og síðustu spurningunni. Stofnarnir tveir sýndu 

sömu líkindi við tvo þekkta stofna sem reyndust vera 99%. Mjög mismunandi 

var þó þegar samanburður var gerður á því hvaða sykrur þeir geta nýtt sér og 

einnig hvaða ensím þeir geta framleitt. Einnig sýndu niðurstöður vaxtarskilyrðis 

prófa að stofnarnir voru ólíkir að einhverju leyti, kjör vaxtarskilyrði stofnsins 

631-2345 voru líkust D. oxidasica en stofn 633-1501 var líkari hinum tveimur 

samanburðar stofnunum. Vegna þess hversu ólík ensím stofnarnir framleiða, 

hvaða sykrur þeir brjóta niður og hver kjör vaxtarskilyrði þeirra eru er ekki hægt 
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að segja hvaða tegund þeir tilheyra. Líklegt verður þó að teljast að stofnarnir 

tveir teljist til Demequina ættkvíslar, en til að vita hvort um nýjar tegundir innan 

þeirrar ættkvíslar er að ræða þarf að framkvæma fleiri prófanir. Næsta skref hvað 

varðar þetta verkefni væri að framkvæma DNA-DNA þáttapörun með því að 

nota örflögur til þess að ákvarða skyldleika á milli þessarra tveggja stofna við 

næstu þekktu stofna. Ásamt því að skoða peptidoglýkanbyggingu, hverjar 

algengustu fitusýrurnar eru og hver helstu pólar lípíðin eru líkt og hefur verið 

gert við aðra stofna af Demequina ættkvísl (Ue, o.fl., 2011; Yi, o.fl., 2007).  
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7. Viðauki I 

Uppskriftir af öðrum ætum en þeim sem koma tilbúin frá framleiðanda.  

Tafla 9. ISP2 fljótandi æti. Taflan sýnir uppskrift af fljótandi ISP2 æti, efnin sem notuð 
voru komu frá Difco®, Bandaríkjunum. Sýrustig var stillt að pH 7,2, 50 µL voru settir í 
kolbur með bómul og álpappír til að loka þeim og þær settar í autoclava í 15 mínútur við 
121°C. 

 g/L 

Yeast Extract  4,0 

Malt Extract 10,0 

Dextrose 4,0 

dH2O 1000,0 

 

Tafla 10. Api 50 CHB/E æti. Taflan sýnir uppskrift af CHB/E æti, salti var bætt við það 
til að líkja eftir sjávar umhverfi. Sýrustig var stillt að pH 7,5 og 5 mL af æti sett í 
tilraunaglös og þau síðan sett í autoclava í 15 mínútur við 121°C. 

 g/L 

Ammonium Sulfate 2,0 

Yeast Extract 0,5 

Tryptone (bovine/porcine) 1,0 

Disodium Phosphate 3,22 

Monopotassium Phosphate 0,12 

Trace elements 10 mL 

Phenol red 0,17 

(NaCl 20,0) 

dH2O 1000,0 
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Tafla 11. Fljótandi æti fyrir kítín niðurbrots próf. Taflan sýnir uppskrift af fljótandi æti sem 
leitar eftir niðurbroti kítíns og þar af leiðandi framleiðslu ensímsin kítínasa af bakteríum. 
Sýrustig var stillt að pH 4,7 og 1 mL settur í Eppendorf glös og þau siðan sett í autoclava 
í 15 mínútur við 121°C. 

 g/L 

MgSO4.7H2O 0,3 

(NH4)2So4 3,0 

KH2PO4 2,0 

Citric acid monohydrate 1,0 

Kítín flögur 4,5 

Tween-80 200 µL 

dH2O 1000,0 

 

 

Tafla 12. Hugh and Leifson O-F Medium. Taflan sýnir uppskrift af OF æti, það var stillt 
að sýrustigi pH 7,1 soðið og 3 mL af ætinu voru settir í tilraunaglös og sett í autoclava í 
15 mínútur við 121°C. 300 µL af 10% (w/v) glúkósa var sprautað í gegnum 45 µL 
whatman filter í hvert glas.  

 g/L 

Peptone 2,0 

NaCl 5,0 

K2HPO4 0,3 

Bromothymol blue 0,03 

Agar 3,0 

dH2O 1000,0 
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8. Viðauki II 

8.1 Raðgreiningar niðurstöður stofninsins 631-2345 

Kirnaröð stofnsins 631-2345 var 1211 kirna löng og má sjá hana hér að neðan. 

ATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTA

GCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGT

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC

GAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGG

GTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT

ACAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT

AGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCGG

ATCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTATGGTAGGGGAGACTGG

AATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC

AATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCATAACTGACGCTGAGGAGCGA

AAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCG

TAAACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTC

GCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGC

ATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGA

CATATACGGTTTATCCCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATA

CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT

AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTT

ATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG

GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCAC

GCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGCAAGGTGG

AGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAAC

TCGACCTCATGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACG

CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTC

ACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCATACGGCCTAACCCGTAAGGG

AGGGAGTTGTCTAA 
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Upplýsingar úr BLAST um stofninn sem sýndi mestu líkindi við 631-2345 má 

sjá hér að neðan. 

Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 16S ribosomal RNA, partial 

sequence. Lengd 1476, skor 2191 bits (1186), E-gildi 0,0, líkindi 1203/1211 

(99%), bil 1/1211 (0%). 

Query  1     ATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  212   ATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG  271 

 

Query  61    GCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  272   GCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG  331 

 

Query  121   AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTC  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  332   AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTC  391 

 

Query  181   GGGTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCG  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  392   GGGTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCG  451 

 

Query  241   CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  452   CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATT  511 

 

Query  301   ATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAA  360 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 

Sbjct  512   ATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTTCGAGGCTCAA  571 

 

Query  361   CCTCGGATCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTATGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTG  420 

             ||||| |||||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  572   CCTCGAATCTGCAGTGGGTACGGGCAAACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTG  631 

 

Query  421   GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGG  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  632   GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGG  691 

 

Query  481   GCCATAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA  540 

             |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  692   GCCACAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA  751 
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Query  541   GTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCA  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  752   GTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCA  811 

 

Query  601   GCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  812   GCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT  871 

 

Query  661   TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  872   TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC  931 

 

Query  721   TTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCCCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTAT  780 

             ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  932   TTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCTCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTAT  991 

 

Query  781   ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  992   ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC  1051 

 

Query  841   GAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCC  900 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1052  GAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCC  1111 

 

Query  901   GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1112  GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG  1171 

 

Query  961   CTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATC  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1172  CTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATC  1231 

 

Query  1021  CCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTTGGAGTC  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1232  CCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTTGGAGTC  1291 

 

Query  1081  GCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1292  GCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG  1351 

 

Query  1141  CCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCATACGGCCTAACCCGTAAGGGAGG  1200 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1352  CCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCA-ACGGCCTAACCCGTAAGGGAGG  1410 
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Query  1201  GAGTTGTCTAA  1211 

             ||||||||||| 

Sbjct  1411  GAGTTGTCTAA  1421 

 

 

Tafla 13. Tíu stofnar sem sýna mestu líkindi við stofn 631-2345. 

Lýsing Hámarks 

skor 

Samtals 

skor 

Þekja 

(query 

cover) 

E-

gildi 

Líkindi Aðgangsnúmer 

Demequina aurantiaca 

strain NBRC 106265 

2191 2191 100% 0,0 99% NR_113375.1 

Demequina oxidasica 

strain NBRC 106264 

2180 2180 100% 0,0 99% NR_113374.1 

Demequina oxidasica 

strain YM05-1041 

2180 2180 100% 0,0 99% NR_112994.1 

Demequina aurantiaca 

strain YM12-102 

2176 2176 100% 0,0 99% NR_112995.1 

Demequina aestuarii 

strain JC2054 

2071 2071 100% 0,0 97% NR_043465.1 

Demequina salsinemoris 

strain NNRC 105323 

2052 2052 100% 0,0 97% NR_113372.1 

Demequina salsinemoris 

strain KV-810 

2052 2052 100% 0,0 97% NR_112836.1 

Demequina sediminicola 

strain HR08-43 

2036 2036 100% 0,0 97% NR_113567.1 

Lysinimicrobium 

mangrovi strain HI08-69 

2030 2030 100% 0,0 97% NR_113370.1 

Actinotalea ferrariae 

strain CF5-4 

1917 1917 97% 0,0 96% NR_118034.1 
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8.2 Raðgreiningar niðurstöður stofnins 633-1501 

Kirnaröð stofnsins 633-1501 var 1117 kirna löng og má sjá hana hér að neðan. 

CCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGATACGAGACGAGACCGCATGG

TCATTGTCTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATC

AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCC

GGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGA

AAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTT

GTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACA

GAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG

CGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCGGATCT

GCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTATGGTAGGGGAGACTGGAAT

TCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAAT

GGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCATAACTGACGCTGAGGAGCGAAA

GCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA

AACGGTGGGCACTAGATGTGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCG

CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC

TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA

TGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC

ATATACGGTTTATCCCTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATAC

AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA

AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTTAT

GGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGT

GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGC

ATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAG

CGAATCCCAAAAA 
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Upplýsingar úr BLAST um stofninn sem sýndi mestu líkindi við 633-1501 má 

sjá hér að neðan. 

Demequina aurantiaca strain NBRC 106265 16S ribosomal RNA, partial 

sequence. Lengd 1476, skor 2013 bits (1090), E-gildi 0,0, líkindi 1108/1117 

(99%), bil 0/1117 (0%).  

Query  1     CCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGATACGAGACGAGACCGCATGGTCATTGTCTGGAAA  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  122   CCTTGGAAACGAGGTCTAATACCGGATACGAGACGAGACCGCATGGTCATTGTCTGGAAA  181 

 

Query  61    GTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACC  120 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  182   GTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACC  241 

 

Query  121   AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  242   AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGG  301 

 

Query  181   TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGC  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  302   TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGC  361 

 

Query  241   AGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAA  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362   AGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGTAGGGAAGAA  421 

 

Query  301   GCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  422   GCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA  481 

 

Query  361   ATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  482   ATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTG  541 

 

Query  421   TCGCGTCTGCTGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCGGATCTGCAGTGGGTACGGGCAGACT  480 

             ||||||||||||||||||| ||||||||||||||| |||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  542   TCGCGTCTGCTGTGAAAGTTCGAGGCTCAACCTCGAATCTGCAGTGGGTACGGGCAAACT  601 

 

Query  481   AGAGTATGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGA  540 

             ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  602   AGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGA  661 
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Query  541   GGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCATAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCAT  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  662   GGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCACAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCAT  721 

 

Query  601   GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATG  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  722   GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCACTAGATG  781 

 

Query  661   TGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAG  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  782   TGGGGCTCTTTCCATGAGTTCCGCGTCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAG  841 

 

Query  721   TACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  842   TACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAT  901 

 

Query  781   GCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCC  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct  902   GCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGGTTTATCT  961 

 

Query  841   CTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  962   CTAGAGATAGGGAGTCCTTCGGGGCTGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT  1021 

 

Query  901   GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCA  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1022  GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCA  1081 

 

Query  961   CGTTATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC  1020 

             ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1082  CGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC  1141 

 

Query  1021  GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAA  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1142  GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAA  1201 

 

Query  1081  GGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAA  1117 

             |||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1202  GGGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAA  1238 
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Tafla 14. Tíu stofnar sem sýna mestu líkindi við stofn 633-1501. 

Lýsing Hámarks 

skor 

Samtals 

skor 

Þekja 

(query 

cover) 

E-

gildi 

Líkindi Aðgangsnúmer 

Demequina aurantiaca 

strain NBRC 106265 

2013 2013 100% 0,0 99% NR_113375.1 

Demequina oxidasica 

strain NBRC 106264 

2008 2008 100% 0,0 99% NR_113374.1 

Demequina oxidasica 

strain YM05-1041 

2008 2008 100% 0,0 99% NR_112994.1 

Demequina aurantiaca 

strain YM12-102 

2002 2002 100% 0,0 99% NR_112995.1 

Demequina aestuarii 

strain JC2054 

1923 1923 99% 0,0 98% NR_043465.1 

Demequina lutea strain 

SV45 

1916 1916 98% 0,0 98% NR_044222.1 

Demequina sediminicola 

strain HR08-43 

1886 1886 100% 0,0 97% NR_113567.1 

Demequina flava strain 

HR08-7 

1869 1869 100% 0,0 97% NR_113566.1 

Demequina salsinemoris 

strain NNRC 105323 

1869 1869 100% 0,0 97% NR_113372.1 

Demequina salsinemoris 

strain KV-810 

1869 1869 100% 0,0 97% NR_112836.1 
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9. Viðauki III 

Hér að neðan má sjá niðurstöður API prófa sem framkvæmd voru á stofnunum 

tveimur 

Tafla 15. API ZYM. Taflan sýnir svörun stofnanna við API Zym prófi, þar sem + táknar 
að stofninn framleiðir tiltekið ensím, V táknar veika svörun við framleiðslu á tilteknu 
ensími og – táknar neikvæða svörun og stofn framleiðir því ekki ensímið. 

                                                API ZYM 

 631-2345 633-1501 

Alkaline phosphatease - - 

Esterase  - - 

Esterase Lipase + - 

Lipase - - 

Leucinearylamidase - + 

Valinearylamidase - - 

Cysteine arylamidase + - 

Trypsin + - 

α-chymotrypsin + - 

Acid phosphatase + + 

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase + + 

α-galactosidase - - 

β-galactosidase - - 

β-glucoronidase - - 

α-glucosidase + - 

β-glucosidase + V 

N-acetyl -β-glucosaminidase - - 

α-mannosidase - - 

α-fucosidase - - 
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Tafla 16. Sykrupróf. Taflan sýnir svörun stofnanna við API -20E, -20NE og -50CH 
prófum þar sem athugaður var eiginleiki stofnanna til þess að nýta sér mismunandi 
sykrur. Þar sem + táknar að stofninn getur nýtt sér tiltekna sykru, V táknar veika svörun 
við því að stofninn geti nýtt sér tiltekna sykru og – táknar neikvæða svörun og stofn 
getur því ekki nýtt sér tiltekna sykru.  

Sykrupróf 

  

6
3

1
-

2
3

4
5
 

6
3

3
-

1
5

0
1
 

  

6
3

1
-

2
3

4
5
 

6
3

3
-

1
5

0
1
 

GLY + + XLT - - 

ERY + - GEN V V 

DARA + - TUR - - 

LARA + + LYX - - 

RIB + - TAG - - 

DXYL + + DFUC - - 

LXYL - - LFUC - - 

ADO - - DARL - - 

MDX - + LARL - - 

GAL - + GNT - - 

GLU + + 2KG - - 

FRU - V 5KG - - 

MNE - + ONPG V V 

SBE - - ADH - - 

RHA - - LDC - - 

DUL - - ODC - - 

INO - - CIT - - 

MAN + + H2S - - 

SOR - - TDA - - 

MDM - - IND - - 

MDG - - VP - - 

NAG - - GEL + - 

AMY - - INO - - 

ARB - - SAC - - 

ESC V + ARA V + 

SAL - - NO3 - - 

CEL + + TRP - - 

MAL - + ADH - - 

LAC - V URE - - 

MEL - - PNPG - - 

SAC - - NAG - - 

TRE - - GNT - - 

INU - - CAP - - 

MLZ - - ADI - - 

RAF - - MLT - - 

AMD - - PAC - - 

GLYG - -    
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