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Abstract

Pathogens have increasingly acquired antibiotic resistance. The antibiotic
resistance has been increasing due to misuse of antibiotics. Therefore, the
demand for new antibiotics on the market is high. When discoveries of
antimicrobial activity of terrestrial microorganisms began to decrease, the
ocean was the next place to search in. Because the conditions in the oceans are
different than that on land, the marine microorganisms often produce
interesting bioactive compounds. Great numbers of marine bacterial species
have been isolated from invertebrates, plants and algae. The strain 305-18 was
isolated from algae that grew on cone-structures that had geothermal activity.
Primary tests indicated that the strain produced antimicrobial substances. In
this project the strain was sequenced and other assays performed. There were
difficulties in isolating the DNA from the strain. It was not possible to amplify
the DNA using universal bacterial primers but using archaea primers was
successful. The strain turned out to be gram positive, rod-shaped, catalase- and
oxidative positive Bacillus bacteria. Antimicrobial tests were performed to
confirm the previously mentioned antibiotic activity. The strain no longer
showed signs of producing antibiotics with the streaking method. In the
growth study there was some antimicrobial activity against E.coli and E.

faecalis. The most antimicrobial activity was against C. albicans.
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Utdrattur

pekkt er ad syklar mynda i vaxandi meeli pol fyrir peim syklalyfjum sem eru a
markadnum i dag. Eftirspurn eftir nyjum syklalyfjum & markadnum er pvi
mikil. Pegar uppgétvanir & 6rveruhemjandi virkni 6rvera & landi foru
minnkandi var leitad a adrar sl6dir og hlaut pa hafid aukna athygli. Par sem
adsteedur i sjo eru adrar en & landi pa framleida érverur par oft &hugaverd
lifvirk efni. Fjéldinn allur af mismunandi bakteriutegundum hafa verid
einangradar i hafinu & hryggleysingum, pléntum og pérungagrodri. Stofninn
305-18 var einangradur Ur porungagrédri sem 0x vid hverastryturnar i
Eyjafirdi. Frumprofanir syndu ad stofninn hefdi érveruhemjandi virkni. i pessu
verkefni var stofninn radgreindur og kennigreindur. Erfidlega gekk ad
einangra erfdaefni stofnsins, pad tokst po eftir nokkrar tilraunir. Ekki tokst ad
magna upp erfdaefni stofnsins med altekum bakteriuvisum heldur tokst pad
med fornbakteriuvisum. Eftir radgreiningu og énnur greiningarprof reyndist
stofninn vera gram jakvaed, staflaga, katalsa- og oxidasa jakveed Bacillus
bakteria. Einnig voru gerd & stofninum érveruhemjandi prof til ad sannreyna
nidurstodur fyrri profana. Stofninn syndi ekki lengur érveruhemjandi virkni i
strikunarpréfunum en pad er ekki épekkt ad stofnar tapi virkni ef adsteedur eru
ekki til stadar sem studla ad framleidslu lifvirka efnisins. I vaxtartilraun sex
mismunandi sykla med utdraetti stofns 305-18 var pé einhver 6rveruhemjandi
virkni gegn E.coli og E. faecalis, og mikil virkni var gegn C. albicans.

Lykilora:
Sjavarbakteriur, 6rveruhemjandi efni, syklalyf, annars stigs umbrotsefni,
lifvirkni.
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1. Inngangur

1.1 Nattarulegar afurdir til leekninga

[ fleiri pasundir ara hafa mennirnir leitad til nattGrunnar eftir laekningum vid
hinum ymsu kvillum. Plontur hafa verid notadar i smyrsl og te i peim tilgangi
ad beeta heilsu og lidan, auk pess ad gera ad sarum. Med timanum hafa verid
buin til Iyf ar peim lifvirku efnum sem pessar pléntur framleida (Fenical,
2006). Til ad byrja med var algengast ad skoda plontur en eftir ad penisillin
var uppgotvad hafa drverur verid vinselt viofangsefni peirra er leita ad efnum
med ahugaverda lifvirkni (Proksch, Edrada, og Ebel, 2002).

1.1.1 Orveruhemjandi efnasambond

Annars stigs umbrotsefni érvera eru lifreen efnasambond sem taka ekki beinan
patt i vexti, proska eda fjolgun lifveru (Fraenkel, 1959). Pau eru af ymsu tagi
og hafa fjélbreytta virkni, auk pess eru ymis efni til sem ekki hafa skilgreinda
virkni (Jensen, Williams, Oh, Zeigler og Fenical, 2007). pau efni sem hafa
skilgreinda virkni eru krabbameinshindrandi efnasambénd, érveruhemjandi-
og bolgueydandi efnasambond o.fl. (Jensen og Fenical, 2000).
Orveruhemjandi efni eru skilgreind sem lifreenar nattarulegar afurdir sem hafa
lagan sameindamassa, eru framleidd af érverum og hafa, i lagum styrk,
hindrandi ahrif & voxt annarra 6rvera (Demain, 1999). Syklalyf (e. antibiotics)
eru lyf sem hamla vexti 6rvera eda drepur érverurnar
(www.oxforddictionaries.com, e.d.). bekkt er sagan pegar Alexander Fleming
uppg6tvadi penisillin. Hann var ad rannsaka infliensu virus pegar mygla
komst i staphylococcus raektunar skal. 1 kring um mygluna var eyda i bakteriu
reektinni. Hann komst ad pvi ad pessi mygla veeri af attkvislinni Pencillium og
pvi nefndi hann efnid sem myglan framleiddi, Penisillin (Fleming, 1964).
Uppg6tvun Fleming & penisillini er oft talin vera upphafio af syklalyfja
timabilinu sem nu rikir (Aminov, 2010) og var pad upphafid ad notkun
syklalyfja eins og vid pekkjum pau i dag en pau virdast hafa verid i notkun
miklu lengur i annarri mynd. Leifar af syklalyfinu tetracyclin hafa fundist i
beinum manna sem voru uppi & timabilinu 350-550 eftir Krist (Basset, Keith,
Armelagos, Martin og Villanaeva, 1980). Auk pess sem ymsar pléntur, sem
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hafa verid notadar svo 6ldum skiptir i hefdbundinni kinverskri leeknisfreedi,
innihalda efnasambond sem hafa 6rveruhemjandi virkni (Wong o.fl., 2010).

Fra uppgotvun & penisillini sem medferd gegn bakteriusykingu hefur fjéldi
annarra Orvera, sem framleida syklalyf, verid uppg6tvud. Hradi uppgotvana a
nyjum lifvirkum efnum, hefur p6 minnkad verulega & undanférnum aratugum.
Teemandi rannsoknir & jardvegsorverum hefur itrekad skilad peim nidurstodum
ad um sému pekktu tegundirnar er ad reeda sem aftur framleida adur pekkt
efnasambdnd. Pad var pvi leitad & nyjar slodir, hafid, i von um ad uppgotva
annars stigs umbrotsefni sem hafa ahugaverda virkni (Jensen og Fenical,
2000).

1.1.2 Syklalyfjapol

[ reedu sinni sem Alexander Fleming hélt arid 1945, pegar hann tok vid Nobel
verdlaununum, flutti hann varnarord vardandi notkun syklalyfja. Hann sagdi
ad ekki veeri erfitt fyrir 6rverur ad 6dlast pol gegn penisillini, sérstaklega ef
skammturinn veeri ekki nagjanlega stor til ad drepa peer (Fleming, 1964).
préun syklalyfjapols 6rvera a sér stad vegna nattarulegs vals. begar 6rverur
komast i snertingu vid syklalyf, pa deyja paer sem ekki hafa varnarkerfi til ad
pola efnin. baer drverur sem lifa af munu lifa &fram i umhverfi par sem minni
samkeppni er. Misnotkun manna & syklalyfjum hefur hradad pessu ferli.
Skortur & syklalyfjum sem virka hefur leitt til ymissa vandamala i kjolfar
skurdadgerda og liffeeraigraedslu, sem getur sidan leitt til aukningar i
danartioni hja pessum sjuklingum, auk pess sem ekki yrdi lengur haegt ad gefa
krabbameinssjuklingum i lyfjamedferd syklalyf (Howard, Hopwood og
Davies, 2014). betta gerir pad sem sagt ad verkum ad Urreedum gegn
sykingum, sem adur var audvelt ad medhondla, fer feekkandi. betta
syklalyfjapol hefur ytt undir porfina fyrir ny syklalyf & markadinn (Jensen og
Fenical, 2000).

Ar hvert koma upp um 400.000 sykingar af voldum énaemra sykla i Evropu,
par af valda pessar sykingar um 25.000 daudsfalla (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2014). Samkvaemt Alpjoda
heilbrigdismalastofnuninni (WHO) er syklalyfjapol grafalvarlegt alpjédlegt

vandamal og 6gn vid pann arangur sem nadst hefur i natima laeknisfraedi. betta
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vandamal leidir til haerri kostnadar i heilbrigdiskerfinu, pvi ekki er lengur eins
audvelt ad medhondla ymsa sjukddéma af véldum sykla (World Health
Organisation, 2014).

1.2 Orverur Ur sjé og leitin ad lifvirkni

1.2.1 Lifvirk efni ar sjé
Hafid geymir fjélda leyndarmala. Margir kimar hafsins eru enn érannsakadir
0g pad sama ma segja um lifverur pess, og pa sérstaklega 6rverur pess. pessar
orverur framleida fjoldan allan af einstokum efnasambdndum sem hafa
ahugaverda virkni. Sjavarlifverur eru rikulegar uppsprettur annars stigs
umbrotsefna en paer sjavarlifverur sem ekki geta vario sig med ytra varnarkerfi
nyta sér pessi umbrotsefni sér til varnar og leyfir pad peim ad vaxa svo til ad
segja Oareitt (Paul, Arthur, Ritson-Williams, Ross og Sharp, 2007).

Malpingid Drugs from the Sea markadi upphafid ad leitinni af lifvirkum efnum
i lifverum ar sj6 en pad for fram &rid 1967 (Jensen og Fenical, 2000). Algengt
er ad Orverur, plontur og hryggleysingjar i sjo bui i samlifi med hvort 6dru.
Orverur sem bua i samlifi med hryggleysingjum og pléntum i sj6 eru
gridarlega fj6lbreyttar. Um aldamotin 2000 hofou fjolda morg nyrra lifvirkra
efna verid uppgdtvud og morg peirra verid eignud hryggleysingjum og
plontum i sjo (Faulkner, 2002). | dag eru margar rannséknir sem benda til pess
ad pau lifvirku efni sem hafa verid uppgotvud i hryggleysingjum ur sjo, seu i
raun frd 6rverum sem buda i samlifi med peim (Paul o.fl., 2007). prétt fyrir ad
einangrun lifvirkra efna, sem drverur Ur sjo framleida, krefjist sérstakra
adferda og teekni, pa er pad samt sem adur audveldara heldur en ad afla
lifvirkra efnasambanda fra hryggleysingjum ur sjé, par sem erfidara er ad

reekta hryggleysingja (Jensen og Fenical, 2000).

Arid 2013 birtust 379 greinar par sem fjallad var um 1163 ny efnasambdnd
sem einangrud voru ur sjavarlifverum. betta eru 6% feerri uppgotvanir heldur
en arinu &dur (Blunt, Copp, Keyzers, Munro og Prinsep, 2014). par af voru
491 ny efnasambond ar sjavarérverum sem var 14% aukning fra arinu 2012.
Midad vid framgang i pessum malum sidastlidin 50 &r pa er talid ad enn eigi



eftir ad uppgotva fjolda efnasambanda i meira en 200.000 tegunda sem enn &
eftir ad meta (Blunt, Copp, Keyzers, Munro og Prinsep, 2015). Fra arinu 1985
hafa um 13% peirra lifvirkra efna sem uppgotvud hafa verid ar sjo, synt
orveruhemjandi virkni. Er petta annar steersti hopur efnasambanda en steersti
hopurinn er krabbameinshindrandi efnasambénd (Hu, Y. o.fl., 2015).
Efnasambond sem hafa synt virkni gegn methicillin-polnum Staphylococcus
aureus (MOSA) eru & medal peirra drveruhemjandi efnasambanda sem
einangrud hafa verid ar sjavarérverum (Hughes, Prieto-Davo, Jensen og
Fenical, 2008).

1.2.2 Bakteriur i sjo
Sjavarstraumar geta flutt bakteriur langar vegalengdir og pvi kunna
bakteriurnar ad komast i kynni vid fjélbreyttar adsteedur i sjonum. Haefni
bakterianna til ad lifa af og vaxa vid svo fjélbreyttar adsteedur hefur ahrif &
dreifingu peirra i hafinu. Bakteriurnar lifa badi & lifandi og lifvana yfirbordi i
hafinu, en yfirbord i sjénum eru stddugt bédud i samansafni 6likra bakteria
(Jensen og Fenical, 1994).

Bakteriur Ur sjo eru skilgreindar ut fra porf peirra fyrir salt, eda nanar tiltekio
natrium en fyrst og fremst peirri stadreynd ad peer geta lifad og vaxid i sjo. baer
eru med Na* had gangvirki sem sér um ad flytja hvarfefni inn i frumuna. Auk
pess er porf sjavarbakteria fyrir magnesium eda bléndu af magnesium og
kalsium, meiri en hja jarovegsbakterium (Macleod, 1965). Svo virdist vera ad
margar paer bakteriur sem framleida ny, &dur 6pekkt lifvirk efni geta baedi lifad
i sj6 og & landi (Jensen og Fenical, 2000). Bakteriur Ur sjé eru efnaskiptalega
séd 6druvisi en hlidstedur peirra a landi og kunna par af leidandi ad framleida
annars stigs umbrotsefni med adra virkni en hlidsteedurnar. Pad er hins vegar
ekki Utilokad ad somu stofnar sem ekki eru einangradir ar hafinu geti framleitt
somu efni. Hins vegar ef bakterian framleidir lifvirka efnid einungis pegar
adsteedur likjast pvi sem er i hafinu, p.e.a.s. sami saltstyrkur, raki eda
neeringarefni og eru til stadar i hafinu, pa eru ekki miklar likur & ad hlidsteedur
bakteriunnar & landi geti framleitt efnid (Jensen og Fenical, 1994). Arid 2013
birtist fjoldi greina par sem fjallad var um peer bakteriur sem voru einangradar

ur sjé og lifvirku efnasambdndin sem paer framleiddu en pad eru medal annars
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tegundir Actinomadura, Actinomycetes, Bacillus, Enhygromyxa o.fl. (Blunt
o.fl., 2015). Stor hluti peirra bakteria sem hafa verid einangradar af
sjavarporungum, eru gram jakvaedar. Gram jakveedar sjavarbakteriur virdast
framleida ymis ahugaverd efnasambénd sem hafa vakid verdskuldada athygli

visindamanna (Jensen og Fenical, 1994).

I hafinu er adstaedur adrar en & landi og pvi eru morg efnasambénd sem komin
eru fra sjavarlifverum einstok. Pessi efnasambdnd hafa mikla lifvirkni og er
efnabygging peirra évenjuleg (Molinski, Dalsay, Lievens og Saludes, 2009).
Slik efnasambdnd eru mikilvaeg pegar kemur ad proun nyrra lyfja gegn hinum

ymsu sjukdomum (Newman og Cragg, 2012).

1.2.3 Skimun lifvirkra efna
Leitin af sjavarlifverum sem framleida einstok efnasambdnd, hefur leitt til
nyrra adferda vid synatoku. I peirri von ad finna eitthvad nytt og dhugavert
hafa freedimenn ferdast yfir hnéttinn pveran og endilangan. Notkun djup-
kofunartaekja gerir pad kleift ad haegt er ad nalgast svaedi nedansjavar sem adur
voru ekki adgengileg med hefébundnum kéfunarbunadi. petta gerir pad ad
verkum ad syni sem adur var ekki haegt ad nalgast eru nt adgengileg i
neaegjanlegu magni til ad haegt sé ad meta pau og rannsaka (Jensen og Fenical,
1994).

Skimun eftir efnum ar sj6 med ahugaverda lifvirkni hefst oft med pvi ad pynna
0g s& synum Ur sjénum i peim tilgangi ad einangra bakteriur. Einangradar
bakteriur eru pa reektadar upp i hristifléskum, & agarskalum eda i
gerjunartonkum. Lifreenu efnasambdndin eru sidan dregin Ut ar bakteriunni
med pvi ad nota lifreenan leysi. bar nast er kannad hvort ad pessir Gtdreettir
hafi einhverja lifvirkni, t.d. 6rveruhemjandi virkni og er pad gert med hinum
ymsu préfunum. Ef slik efni finnast pa eru pau hreinsud og uppbygging peirra

greind (Jensen og Fenical, 1994).



1.3 Markmio

I mastersverkefni Arnheidar Eyporsdéttur voru syni tekin vid hverastryturnar i
Eyjafirdi & arunum 2005 til 2006. Fjolmargir stofnar voru einangradir og
lifvirkni peirra konnud. Medal pessara stofna var 305-18 en hann var
einangradur arid 2006 Ur pérungagrédri sem 0x vid hverastryturnar.
Upphaflega var hann reektadur vid 23°C & Anaerobe Isolation Agar (AlA),
sidar rektadur & International Streptomyces Project a&ti (ISP2) med 2% NaCl.
Frumprofanir & 6rveruhemjandi virkni stofnsins syndu mikla virkni. Markmid
pessa verkefnis er ad stadfesta 6rveruhemjandi virkni gagnvart Staphylococcus
aureus (DSM 1104), Pseudomonas aeruginosa (DSM1128), Enterococcus
faecalis (DSM 2570), Escherichia coli (DSM 1103), Candida albicans (DSM
1386) og Listeria monocytogenes (DSM 20600), auk pess ad skilgreina
stofninn betur. Hefur stofninn 305-18 érveruhemjandi virkni, hverrar tegundar

er hann og hver eru einkenni stofnsins?



2. Efni og adferadir

I upphafi verkefnisins var stofn 305-18 raektadur upp i International
Streptomyces Project &ti (ISP2) med 2% NaCl en hann hafdi adur verid i raekt
i ISP2 + 2% NaCl i u.p.b. 6 manudi.

2.1 Greiningaradferdir
2.1.1 Kéloniu fjélféldunarhvarf (PCR) Tilraun a

Kolonia var tekin af skal med pipettuoddi og sett i PCR-brunnalengju.
Erfdaefni stofnsins var magnad upp med 16S rRNA visunum 27F (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") og 1492R (5-
GGTTACCTTGTTACGACT t-3). I hvarfefnablondurnar sem hér verda
nefndar var notad Taq polymerase fra New England BioLabs Inc., 10x
Thermopol buffer einnig fra New England BioLabs Inc. asamt dNTP Solution
Mix fra sama fyrirtaeki. Magn efna i hvarefnabléndunni ma sja i Toflu 1. 1
hvern brunn féru 25 pl af hvarfefnablondunni. Fjélféldunarhvorf fara fram i
Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200) fr& MJ Research eda i MIMini™
Personal Thermal Cycler fra BIO-RAD & prégrammi sem sjd ma i Toflu 3.
Auk koloniu af stofni 305-18 var neikvaedur kontroll settur i
fjolfoldunarhvarfid en hann innihélt dH20 i stad DNA og jakvadur kontroll
sem innihélt bakteriu DNA.

Afurdir pessa fjolféldunarhvarfs og peirra sem sidar verda nefndar voru
rafdregnar a 0,8% agarosageli (UltraPure™ Agarose fra Invitrogen™ i 0,5%
TBE buffer) sem innihélt 1 ul af SYBR® Safe DNA gel lit fra Invitrogen.
Fimm pl af PCR afurd var blandad vid 1 pL af 6x hledslulit og sett i hvern
brunn & gelinu. Auk pess voru 2 pl af Quick-Load®100 bp DNA Ladder settur
i fyrsta brunn & gelinu. Rafdréattur for fram vid 100V i 45 mindtur. Ad lokum
var tekin mynd af gelinu undir utfjolublau ljési i InGenius fra Syngene og hdn

skodud i forritinu GeneSnap einnig frd Syngene.



Tafla 1 — Hvarfefnabléndur fyrir PCR hvérf. Taflan synir samsetningu
hvarfefnabléndu i hverri tilraun til ad magna upp DNA i stofni 305-18 med
mismunandi adferdum til ad einangra pad. Kélonia merkir ad kélénia eda kdéloniuhluti
var tekin beint af skal og notud sem syni.

Adferdir og magn (ul) per syni

] Kélonia  Kolonia  Koélonia  Kdlonia Ultra Fendl/kl6ro-
=i a b c d Clean kit form a
10x Buffer 2,5 2,5 2,0 2,5 2,5 2,5
dNTP 2,0 2,0 0,5 2,0 2,0 2,0
27F visir (10 pM) 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
1492R visir (10 pM) 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tag polymerase 0,15 0,15 0,5 0,15 0,15 0,15
H20 19,5 18,35 14,0 15,85 18,35 18,35
25,15 25,0 19,0 22,5 25,0 25,0

Tafla 2 - Hvarfefnablanda fyrir PCR hvarf. Taflan synir hvarfefnabléndu par sem
notast var vio fornbakteriuvisa i tilraun til ad magna upp DNA i stofni 305-18. Notast
var vio Fendl-kléroform adferdina til ad einangra erfdaefnid.

Fendl-klér6form b

Efni Magn (ul) per syni
10x Buffer 2,5
dNTP 2,0
AS571F visir (10 uM) 1,0
UA1204R visir (10 uM) 1,0
AT751F visir (10 uM) 1,0
UA1406R visir (10 pM) 1,0
Taq polymerse 0,15
H.O 16,35

25,0




Tafla 3 - PCR Prégramm. Taflan synir mismunandi PCR prégromm sem notud voru til
ad magna upp erfdaefni sem fengust med mismunandi Gtdrattar adferdum.

Aodferdir og hitastig (°C)

Kélonia a, Kélonia b,

Kélonia d,
PCR prégramm ) Kélonia c Fendl-kléréform b

Ultra Clean kit og

Fenol-kléréform a
Upphafleg edlissvipting 95 3 min 95 6 min 94 2 min
Edlissvipting 95 30 sek 95 30 sek 94 1 min
pattatenging 50 30 sek 35 55 30 sek 30 55 1 min 30
Framlenging 68 1,30 min 68 1,30 min 72 1 min
Enda framlenging 68 7 min 68 20 min 72 10 min
Bid 4 Endalaust 4 Endalaust 4 Endalaust

2.1.2 Kéloniu fjélféldunarhvarf (PCR) Tilraun b

petta allt var endurtekid ad pvi undanskildu ad minna af kdloniu var tekin og

sett i PCR-brunnalengju. Magn efna i hvarfefnabléndu mé sja i Toflu 1. PCR

programm ma sja i Toflu 3. Afurdir fjélféldunarhvarfsins voru rafdregnar eins

og adur hefur verid lyst.

2.1.3 Koloniu fjolféldunarhvarf (PCR) Tilraun ¢

Koloniu PCR var endurtekid samkvaemt leidbeiningum fra The International
Genetically Engineered Machine (iGEM) stofnuninni (2013). Orlitid af
koloniu er pa tekin med pipettuoddi og sett i 20 ul af ddH20 og pipettad upp

og nidur. Einn pl af koloniupynningunni var sett ut i 19 ul af hvarfefnabléndu.

Magn efna i hvarefnablondu ma sja i Toflu 1. Programm i PCR mé sja i Toflu

3. Afurair fjolféldunarhvarfsins voru rafdregnar eins og adur hefur verid lyst.



2.1.4 Koéloniu fjolféldunarhvarf (PCR) Tilraun d

Koloniu PCR var aftur endurtekid og framkvaemt eins og i fyrsta skiptid. Magn
efna i hvarfefnablondu ma sja i Toflu 1, PCR programm ma sja i toflu 3.

Afurdir fjolfoldunarhvarfsins voru rafdregnar eins og adur hefur verid lyst.

2.1.5 Einangrun a erfdaefni med Ultra Clean™ Microbial DNA isolation Kit

Erfdaefni stofns 205-18 var einangrad med Ultra Clean™ Microbial DNA
isolation Kit fra MoBio Laboratories Inc. Leidbeiningum fra framleidenda var
fylgt eftir. Fyrir einangrun var stofninn reektadur & ISP2 + 2% NaCl eeti, pvi
var fyrsta skrefi i leidbeiningum sleppt par sem taka atti 1,8 mL af fljotandi
reekt 0g setja i skilvindu. I stad pess var kélonia tekin og sett beint i 300 pl af
MicroBead lausn. Samkvamt radleggingum fra framleidenda var beett vid einu
skrefi i sundrunarferlid par sem lausnin var hitud vid 65°C i 10 minatur auk
pess var profad ad hita vid 65°C yfir nott. Eftir pad var leidbeiningum fylgt.

Einangrad erfdaefni stofnsins var magnad upp med 27F og 1492R visunum.
Tveir og halfur pl af erfdaefni var blandad vid 25 pl af hvarfefnablondu. Magn
efna i hvarefnablondu ma sja i Toflu 1. Fjolféldunarhvarfid méa sja i Toflu 3 og
var pad framkvamt tvisvar & sama programmi. Afurdir fjélféldunarhvarfsins

voru rafdregnar eins og adur hefur verid lyst.

Til ad kanna hvort tekist hafi ad draga Ut erfdaefnid med Ultra Clean™
adferdinni voru 5 pl af afurd ar Gtdraettinum blandad vid 1ul af 6x hledslulit.
Petta var sett i brunna & 8% agar6sageli og rafdregid vid 120V i 20 min.

2.1.6 Fendl-kloroform utdrattaraoferd med CTAB

Erfdaefni stofns 305-18 var einangrad samkvemt Andreou (2013) og for mest
allt ferlid fram i reykhettu. Leidbeiningum var fylgt eftir, ad undanskildum
fyrstu tveimur skrefum par sem stofninn er reektadur i 5 mL af fljotandi reekt i
nokkra daga, sidan er 1,5 mL af raektinni tekin og sett i skilvindu. I pridja
skrefinu er botnfallid leyst upp i TE buffer en i stad pess var kolonia tekin og
leyst upp i 567 pl af TE buffer i eppendorf glasi. Auk TE buffer var batt vid
30 pl af 10% SDS og 3 ul proteinasa K og latio bida i 1 klst vid 37°C. Naest
voru 100 pl af 5 M NaCl lausn beett i lausnina og blandad vandlega saman. bvi
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naest voru 80 pl af CTAB/NaCl lausn bett at i eppendorf glasid, en lausnin var
utbuin fersk med pvi ad blanda 10% CTAB i 0,7 M NaCl, og latid standa vid
65°C i 10 minatur. Um pad bil 0,7 til 0,8 mL af kléroform/isoamyl alkéhdl var
blandad reekilega vid og glasid sidan sett i skilvindu i nokkrar minutur.
Ofanflotid var pvi nast fjarlegt og jafn miklu magni af
fendl/kléroform/isbamyl alkohol blondu, eda i hlutfallinu 1:1, var blandad pvi
sem eftir var i eppendorf glasinu, petta var sett i skilvindu i 5 minatur,
Ofanflotid var tekid og blandad vid isopropandl sem var um 60% af
rammalinu og hrist raekilega, sett i skilvindu. Botnfallid (DNA) var sidan
fjarleegt og blandad vid 70% etandl i hlutfallinul:1. betta var sidan endurtekid,
i sidara skiptid var ofanflotid fjarleegt og botnfallid purrkad. Eftir pad var
botnfallid leyst upp i TE buffer. Til ad kanna hvort utdrattur hefdi tekist var

afurd dregin & geli eins og adur hefur verid lyst.

2.1.7 Mognun & 16s rRNA med fjolféldunarhvarfi

Erfdaefnid sem fékkst med Fendl-kloroform utdrattaradferdinni var magnad
upp med 27F og 1492R visunum. Hvarfefnabléndu ma sja i Toflu 1. Notast var
vid PCR programm sem sja ma i Toflu 3. Afurd var rafdregin & geli eins og

aour hefur verid lyst.

Erfdaefnio var einnig magnad upp med fornbakteriuvisapdrunum sem mé sja i
Toflu 4. SGmu efni voru notud i hvarfefnablonduna eins og &dur. Magn efna i
hvarefnablondunni mé sja i Téflu 1. PCR prégrammid ma sja i Toflu 2. EKKi
var notast vid jakvaedan kontrol i pessu fjolféldunar hvarfi par sem hann var

ekki til fyrir visapdrin sem notast var vid.
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Tafla 4 - Fornbakteriuvisar

Visir R6d visa 5°- 3°

A571F GCYTAAAGSRICCGTAGC
UA1204R TTMGGGGCATRCIKACCT
AT751F CCGACGGTGAGRGRYGAA
UA1406R ACGGGCGGTGWGTRCAA

Afurdir fjolfoldunarhvarfsins voru rafdregnar eins og adur hefur verid lyst.
Rafdrattur for fram vid 110V i 45 mindtur.

2.1.8 Hreinsun PCR afurda og radgreining

Eftir fjolféldunarhvarf voru afurdirnar hreinsadar med ExoSAP-IT hvarfi. Tiu
ul af ExoSAP bléndu (Tafla 5) voru settir Gt i 20 pul PCR afurd. Hvarfid for
fram i PTC-200 fr& MJ Research. Lausnin var geymd vid 37°C i 60 min til ad
virkja Exonuclease I til ad fjarleegja einprada visa og ef einhverjir eru,
oviokomandi einprada DNA sem hafdi myndast vid fjélféldunarhvarfid og
fosfatasann til ad fjarleegja dNTP sem var afgangs Ur PCR hvarfefnablondunni.
Sidan var lausnin hitud vid 95°C i 5 minatur til ad afvirkja ensimin

(www.affymetrix.com, e.d.)

Tafla 5 - ExoSAP hvarfefnablanda

Ex0SAP blanda Magn (ul)

Exonuclease | (20 U/ul) 0,025
Antarctic Shrimp Phosphatase (5 U/pl) 0,05
ddH.0 9,925

Eftir hreinsun voru syni undirbdin til radgreiningar. 5 pl af visum (Tafla 4) var
blandad vid 5 pl af hreinsadri PCR afurd og sent til radgreiningar hja

Macrogen i Hollandi.
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2.1.9 Greining afurda eftir radgreiningu

Nidurstodur ar radgreiningu frd Macrogen voru skodadar og snyrtar til i
Sequence Scanner fra Applied Biosystems. Pvi nast voru radirnar keyroar i
16S ribosomal RNA sequences gagnagrunninum i BLAST gagnagrunninum
hja National Center for Biotechnology Information (NCBI) par sem leitad var
ad rooum pekktra tegunda sem syndu einsleitni vid 16S rRNA rdd ar stofni
305-18. Samrddun og préunargreining var gerd i MEGA 6 (Tamuar, Stecher,
Petersson, Filipski og Kumar, 2013). bréunarsaga stofns 305-18 var alyktud
med pvi ad nota Maximum Likelihood adferdina sem er byggd & Tamura-Nei
maodelinu (Tamura og Nei, 1993). Upphaflegu trén sem notud voru i
preifuninni (e. heuristic search) fengust sjalfkrafa med pvi ad beita Neighbor-
Join og BioNJ algéripma. GC hlutfall radar sem fékkst ar radgreiningu var
reiknad med ENDMEMO GC reiknivél (www.endmemo.com, e.d.).

2.1.10 Onnur greiningarprof

Gram litun var framkveemd samkvemt Hucker, G. J. (1920). Auk pess var
framkvaemd oxidasa profun samkveemt leidbeiningum af
www.sigmaaldrich.com og katalasa préf par sem einum dropa af 3% H20- var

latinn drjapa yfir koloniu. Auk pess var kéloniugerdin skodud.

2.2 Vaxtarhradaprof

Vaxtarferlatilraun var framkveemd & stofninum 305-18 i fljotandi ISP2+ 2%
NaCl &ti i premur mismunandi hitastigum, 15°C, 25°C og 30°C, yfir 7 daga
timabil. Ljosgleypni var meld i ljosgleypnitekinu UV-1800
Spectrophotometer fra Shimadzu med um 5-8 klst millibili vid 600 nm.
Ljosgleypnin var sett upp i linurit og sértekur vaxtarhradi (e. specific growth
rate) reiknadur i 6llum hitastigum ut fra ljésgleypni eftir 5 kist ad 19 klst.
Mismunurinn milli pessara tveggja punkta var fundinn og deilt med
timamismuninum par & milli. Hamarks sértekur vaxtarhradi (e. maximum
specific growth rate) var fundinn med jéfnu bestu linu & linuritinu. T vidauka 2
ma sja linurit fyrir hvert hitastig fyrir sig med jofnu bestu linu. Ut fra hamarks

sérteekum vaxtarhrada var kynslodartiminn fundinn Gt med jofnu 1.
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Jafna 1 - Kynslddartimi (g)

umax

2.3 Orveruhemjandi profun

Sex syklar voru notadir vid skimun & lifvirkum efnum i stofninum. pagd var
Staphylococcus aureus (DSM 1104), Pseudomonas aeruginosa (DSM1128),
Enterococcus faecalis (DSM 2570), Escherichia coli (DSM 1103), Candida
albicans (DSM 1386) og Listeria monocytogenes (DSM 20600).

Vid skimun & érveruhemjandi virkni stofnsins var notast vid adlagada
strikunaradferd (Williston, Walrath og Youmans, 1947) & ISP2 agar + 2%
NaCl. Byrjad var a pvi ad strika stofni 305-18 i beinni linu & midja agarskal.
Pegar synilegur voxtur var kominn & skalina var syklunum 6 strikad 16drétt Gt
fra midjulinunni. Eftir 1-2 daga var skalin skodud og fjarleegd milli syklanna

og stofns 305-18 metin. Var petta gert i fimmtekningu.

2.4 Vaxtartilraun

Frumuutdrattur var atbainn fyrir tilraunina med ethyl acetate en 1 L af
fljotandi reekt i ISP2 + 2% NaCl, var hrist kroftuglega i skiltrekt &samt 1 L af
ethyl acetate og 14tid liggja i um Klst eda par til tvo 16g h6fou myndast. Var
petta gert tvisvar. Lifreena lagid var latid gufa upp i reykhettu i 2 til 3
solarhringa vid herbergishita. Eftir uppgufun var lifreena lagid leyst upp med

ethyl acetate.

Vaxtartilraun med Utdraetti Ur raekt var framkveemd i peim tilgangi ad kanna
hvort efnin i Gtdraettinum hefdu ahrif & voxt nokkurra sykla. Tilraunin var
framkveemd i Bioscreen C MBR fra Oy Growth Curves Ab Ltd. med tveimur
100 brunna mikroétiterbakka. Mismunandi styrkleikar af Gtdraettinum voru
utbunir i Nutrient Broth en peir voru eftirfarandi: 4%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25%
0g 0,1%.
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Ferskar raektir i Nutrient Broth af Staphylococcus aureus (DSM 1104),
Pseudomonas aeruginosa (DSM1128), Enterococcus faecalis (DSM 2570),
Escherichia coli (DSM 1103), Candida albicans (DSM 1386) og Listeria
monocytogenes (DSM 20600) voru notadar. 0,1 mL af pynntum raektum var
beett vid 10 mL af NB eti sem innihélt mismunandi styrkleika af Gtdreettinum,
400 pl af pvi var sett i brunna & mikrétitrunarbakka og var petta gert i
pritekningum. Kontrolar voru &tid an bakteria eda Utdrattar, ati med
bakteriunum en an utdrattar, sti med bakterium og ethyl acetate en an Gtdrattar
0g svo &ti an bakteria med 4% ethyl acetate. Petta var sidan malt vid 600 nm

& 15 min fresti vid herbergishita i um 64 Kist.
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3.Nidurstodur
3.1 Greiningaradferdir

3.1.1 Radgreiningarnidurstbdur

Radgreiningar afurd & stofni 305-18 med visinum A751F kom best (t.
Radirnar sem fengust med hinum visunum voru ekki négu godar til ad haegt
veeri ad nota paer. R6din med A751F visinum er 700 bp og er GC hlutfallid
samkvaemt ENDMEMO GC reiknivél, um 54%. BLAST leit syndi 99%
einsleitni med tegunda hop Bacillus cerus. Telst stofn 305-18 pvi til Bacillus
tegundar. | vidauka | ma sja nidurstodur BLAST leitar, flokkunarfraedi

Bacillus auk radarinnar sem notast var vid BLAST leitina.

A Mynd 1 sést skyldleikatré stofnsins vid adrar Bacillus tegundir. Tréid med
mestu likindin (-1298.1262) er synt hér. Tréid er teiknad i melikvarda (e.
drawn to a scale), en lengdir greina eru meldar i fjolda utskiptinga a hverjum
stad. A myndinni sést ad lengd greinarinnar sem stofn 305-18 er & er mikil
midad vid hinar greinarnar. bad pydir ad pvi lengri sem greinin er pvi fleiri
utskiptingar eru & hverjum stad. Sem sagt Bacillus cereus hépurinn og Bacillus
anthracis str. Ames stofn Ames, eru skyldari hvor 6drum heldur en Bacillus
anthracis str. Ames stofn Ames er skyldur stofni 305-18, pratt fyrir pad ad
pessi tveir stofnar standi nast hver 6drum i skyldleikatrénu. Stofn 305-18 og
Bacillus anthracis str. Ames stofn Ames eru eingtta og telst stofninn sem

systurhépur Bacillus cereus, Bacillus toyonensis og Bacillus thuringiensis.
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Bacilluis weihenstephanensis strain D'SM 11821 16S ribosomal RNA gene partial s equence

Badillis mycoides s train NBRC 101228 185 ribos omal RNA gene partial sequence
Bacillus cereus strain CCM 2010 18S ribos omal RNA gene complete s equence
Bacillus cereus ATCC 14579 185 ribosomal RNA (rnA) gene complete sequence
Bacillus toyonemns is strain BCT-7112 165 ribos omal RNA gene complete s equence

Bacillus thuringiens s Bt407 185 ribosomal RNA complete s equence
— Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 185 ribos omal RNA complete s equence
0518

Bacillus ps eudomycoides strain NBRC 101232 165 ribos omal RNA gene partial s equence

Bacillus geemokens s strain BL3-6 165 ribosomal RNA gene partial s equence(2)

Ornithinibacillus contaminans strain CCUG 53201 165 ribos omal RNA gene partial sequence
| Bacillis lentus strain JCM2511 18S ribosomal RNA gene partial sequence

_I—Fslsibecillus pallidus strain CW 7 185 ribcs omal RNA gene partial s equence

Bacillls aquimars strain T--12 183 ribosomal RNA gene partial sequence

noe

Mynd 1 — Skyldleikatré med Maximum Likelihood adferdinni. [ greiningu
skyldleikatrésins voru innifaldar 14 nuakleétida radir. Allir stadir innan samrédunarinnar

sem innihéldu gét eda 6adgengilegar upplysingar voru felldar Gt. Samtals voru 612
stadir i loka gagnasafninu.

3.1.2 Nidurstédur annarra greiningarproéfa

Stofninn 305-18 er gram jakveed, stutt staflaga bakteria sem er oxidasa og
katalasa jakvaed. Kdlonian var gul-hvitleit og sokk nidur i &tid og framleidir

stofninn hvit gro.
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3.2 Vaxtarhradaprof

Stofn 305-18 reyndist vaxa vid 6ll 3 hitastigin, sja Mynd 2. Lagfasi er po
lengri i 15°C heldur en i hinum hitastigunum. Voxtur i 25°C og 30°C er

svipadur.
Vaxtarferli
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Mynd 2 - Vaxtarferli 305-18. Myndin synir ljosgleypni vid mismunandi hitastig a
nokkurra kist millibili.

Tafla 6 - Sértaekur vaxtarhradi og kynslédatimi vid prji mismunandi hitastig.

Hitastig  Sértekur vaxtarhradi ~ Hamarks sértekur Kynslodartimi
i (klst™) vaxtarhradi p max (klst') g (klst)

15°C 3,52*10° 9,59*10°3 10,4

25°C 6,44*1073 8,65*10°7 11,6

30°C 7,84*10°3 9,77*10°3 10,2
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3.3 Orveruhemjandi profun

Stofn 305-18 syndi ekki sjaanlega
hamlandi &hrif & voxt peirra orvera
sem profad var 4. A Mynd 3 ma sja
vOxt syklanna 160rétt Ut fra
midlinunni par sem stofn 305-18
vex. bad er ekki audsjaanlegt &
myndinni en voxtur var godur hja
6llum syklum alveg upp ad

midlinunni.

Mynd 3 - Orveruhemijandi préfun med
strikunaradferd. Midjustrikid er stofn 305-18.
Strikin sem eru hornrétt Gt fra midjustrikinu eru
lesin fra haegri til vinstri og nidur:

E. coli, P. Aeruginosa, C. albicans, S. aureus,
L. monocytogenes og E. faecalis. Ekki eru
merki um hemjandi &hrif.

3.4 Vaxtartilraun

Purrvigt Gtdrattar var 0,510 g.

Tafla 7 - Styrkur purrefnis i Gtdreetti

Styrkur utdrattar (%) Styrkur purrefnis (g/mL)

4 3,3*10°
2 1,6*103
1 8,2*10™
0,5 4,1%10*
0,25 2,010
0,1 8,2*10°
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Kontrélar sem notast var vid i tilrauninni fyrir alla 6 stofnana ma sja 4 Mynd 4.
Ljosgleypni kontréls sem innihélt NB &ti og 4% ethyl aceate (EtOAC) var eins
og kontrdll sem innihelt einungis ati en eftir um 24 kist byrjadi ljosgleypnin

ad aukast.

Kontrélar

Kontroll - NB

Qo
8 Kontrdll - NB + 4% EtOAC
—

0.00

3.75

7.50
11.25
15.00
18.75
22.50
41.25
45.00
48.75
52.50
56.25
60.00
64.15

Mynd 4 - Kontrolar, annars vegar bara eeti (appelsinugula linan) og hins vegar eeti
med 4% EtOAc (graa linan).

Anrif ethyl acetate Gtdréattar & voxt S. aureus i Nutrient Broth vid herbergishita
ma sja a Mynd 5. Lagfasa lauk eftir u.p.b. 7 klst og i flestum tilvikum var
hamarksljésgleypni ndd eftir um 35 Kilst, fyrir utan raektina sem innihélt 0,5%
ethyl acetate utdratt. Vidvera Utdréattar lengdi lagfasa orlitid i 6llum tilvikum
en p6 mest i 4% atdreaetti. Skyndileg aukin ljosgleypni meldist hja 0,5%
Utdraetti eftir um 44 klst.
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Mynd 5 — Vaxtarkdrfa S. aureus vid mismunandi styrkleika af ethyl acetate Gtdraetti
stofnsins 305-18. Onnur kontrdl raektin (gra) inniheldur einungis S. aureus i NB aeti,
hin inniheldur S. aureus i vidurvist 4% EtOAc. Voxtur i peim styrkleikum Gtdrattar sem
ekki sést & myndinni, p.e.a.s. 1%, 0,25% og 0,1%, var svipadur og peim sem sést a
myndinni, nema i 0,5% styrk. betta var gert til ad einfalda myndina.

Anrif ethyl acetate Gtdrattar & voxt E. coli i Nutrient Broth vid herbergishita
ma sja a Mynd 6. Hamarks ljosgleypni meldist hja kontrdl E. coli reektinni
eftir um 40 kist. Voxtur i mismunandi styrkleika var svipadur fyrir utan i 4%
styrk utdréattar par sem lagfasinn var mjog langur og hamarksljosgleypni var

meeld eftir um 60 klst. Lagfasinn lengist vid heerri styrk Gtdrattarins.

E. coli
1.200
1.000
€
c
o 0.800
3 Kontrdl - E. coli
c
o 0.600 Kontrdl - E. coli + 4% EtOAc
Q
o 0.400 e— 4% Gtdrattur
Ne)
= 9% (tdrattur
0.200
1% Utdrattur
0.000
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Mynd 6 - Voxtur E. coli vid mismunandi styrkleika af ethyl acetate Utdreetti stofnsins
305-18. Onnur kontrol reektin inniheldur bara E. coli i NB aeti (gra), hin inniheldur E.
coli asamt 4% EtOAC (gul). Voxtur i peim styrkeikum sem ekki sést a myndinn,
b.e.a.s. 0,5%, 0,25% og 0,1%, var svipadur og peim sem synt er & myndinni. betta
var gert til ad einfalda myndina.

21



Ahrif ethyl acetate Utdrattar & voxt E. faecalis i Nutrient Broth vid
herbergishita ma sja @ Mynd 7. Kontrdl E. faecalis reektin hafdi stuttan lagfasa
0g nadi hamarks ljosgleypni eftir um 40 Klst. Lagfasi i 4% og 2% Gtdrattar var
langur og lauk eftir um 45 Klst, en pa tok vaxtarfasinn vid. Voxtur i 0,5%
GUtdreetti var svipadur og hja kontrol E. faecalis i 4% EtOAc, par var lagfasinn i
um 30 klst. Hamarks ljésgleypni i mismunandi styrkleika af Gtdreetti meeldist

ekki fyrr en i lok tilraunarinnar eda eftir um 64 kist.

E. faecalis
1.200
1.000
€ Kontrdl - E. faecalis
c
o 0.800
3 Kontrdl - E. feacialis + 4%
§ 0.600 EtOAc
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Mynd 7 - Voxtur E. faecalis vid mismunandi styrkleika af ethyl acetate Gtdreetti
stofnsins 305-18. VOxtur E. faecalis i peim styrkleika af Gtdreetti sem ekki sést &
myndinni, p.e.a.s. 1%, 0,25% og 0,1%, var svipadur kontrdl E. faecalis (gra). betta var
gert til ad einfalda myndina.

Anrif ethyl acetate Gtdrattar & voxt P. aeruginosa i Nutrient Broth vid
herbergishita mé sja & Mynd 8. Hamarks ljosgleypni mealdist i kontrdl raekt
eftir um 55 kist. en vaxarfasa lauk eftir um 35 klst. Vaxtarfasa hja kontrdl raekt
sem innihélt 4% EtOAc var lengri eda lauk eftir um 50 klst. Lagfasi hja 4%
tdreetti var lengri en hja kontrdl reekt og nadi hamarks ljésgleypni eftir um 55

Klst. 1 1% Gtdraetti var voxturinn orlitid haegari.
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Mynd 8 - Voxtur P. aeruginosa vid mismunandi styrk af ethyl acetate Gtdreetti
stofnsins 305-18. Voxtur P. aeruginosa i peim styrkleik af Gtdraetti sem ekki sést a
myndinni, p.e.a.s. 2%, 0,5%, 0,25% og 0,1%, er svipadur eda eins og kontrdl - P.
aeruginosa (grd). betta var gert i peim tilgangi ad einfalda myndina.

Anrif ethyl acetate Gtdrattar & voxt C. albicans i Nutrient Broth vid
herbergishita ma sja & Mynd 9. Logfasi kontrdl rektar C. albicans var frekar
langur en vaxtarfasi tok ekki vio fyrr en eftir um 45 klst. Hamarks ljosgleypni
meeldist vid lok tilraunar eda eftir um 64 Kklist. Kontrdl rekt C. albicans sem
innihélt 4% EtOAc 6x fyrstu 37 klukkutimana eins og hin kontrdl raektin en
sidan dro ar vextinum. Lagfasi 4% utdrattar var langur eda um 20 Kilst,
hamarks ljosgleypni mealdist eftir um 35 klst. Hamarks ljosgleypni hja 0,1%
Utdraetti meeldist eftir um 15 Klst en hja 1% Utdreetti eftir um 20 klst. Midad vid

kontrdl pa er voxtur i 6llum tilvikum minni.
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Kontrol - C. albicans
Kontrdl- C. albicans + 4%
EtOAc

1% Utdrattur

9% Utdrattur
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Mynd 9 - Voxtur C. albicans i mismunandi styrkleika af ethyl acetate Gtdreetti stofnsins
305-18. Voxtur C. albicans i peim styrkleika af Gtdraetti sem ekki sést & myndinni,
b.e.a.s. 2%, 0,5% og 0,25%, er svipadur 1% (dokk bla) og 0,1% (bran). betta var gert
til ad einfalda myndina. Kontrdél er C. albicans i NB eeti (gra) og C. albicans i 4%

EtOAc (gul).

Ahrif ethyl acetate Utdrattar & voxt L. monocytogenes i Nutrient Broth vid

herbergishita ma sja & Mynd 10. EKKki eru sjaanleg ahrif utdrattar & voxt L.

monocytogenes, midad vid kontrol raekt L. monocytogenes. I 6llum tilvikum er

lj6sgleypni heerri i mismunandi styrkleika utdrattar midad vid badar kontrdl

reektirnar.

L. monocytogenes
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Mynd 10 - Voxtur L. monocytogenes vid mismunandi styrkleika af ethyl acetate
Utdreetti stofnsins 305-18. Voxtur L. monocytogenes i peim styrkleika af Utdraetti sem
ekki sést & myndinni, p.e.a.s. 2%, 0,5% og 0,25%, var svipad og i hinum
styrkleikunum sem sjast & myndinni. betta var gert til ad einfalda myndina.
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4.Umraeda

4.1 PCR og radgreining.
4.1.1 Utdrattur erfdaefnis og moégnun & 16S rRNA

I upphafi verkefnisins var lagt upp med ad reyna ad gera kéloniu PCR.
Koloniu PCR krefst ekki utdrattar & erfdaefni &dur en fjolféldunarhvarf er
framkvaemt og er pad pvi dkvedinn sparnadur, badi hvad vardar tima og
efniskostnad. Kdlonia, eda hluti koloniu er pa tekin og sett beint i
fjolfoldunarhvarfid. betta var reynt i fjogur skipti, i hvert skipti var reynt ad
laga og beeta pad sem hagt var, p.e.a.s. magn efna i hvarfefnabléndum,
adsteedur sem fjolfoldunarhvarfio fér fram vid , magn af kéloniu sem var notud
i fjolféldunarhvarfid, en an arangurs. begar ljost var ad kéloniu PCR myndi
ekki ganga upp var reynt ad framkveema atdratt & erfoaefni med Ultra Clean™
Microbial DNA isolation Kit fra MoBio Laboratories Inc par sem synid var
medal annars hrist med érperlum og hitunarskref notud til ad sundra
frumunum. Pessi adferd var profud tvisvar, i seinna skiptid var sundrunar ferli
frumnanna lengt til muna. begar kannad var hvort utdrattur hefdi tekist pa var
erfdaefnid rafdregid a 0,8% agarosageli og ad loknum rafdreetti var gelid
skodad undir utfjolublau 1j6si en ekki komu nein bond i agardsagel eftir
rafdrétt, pa var ljost ad einangrun erfdaefnis hefdi ekki tekist. P4 var 1jést ad
ekki dygdu nein vettlingatok og reynt var vid fenol-kléréform Gtdrattaradferd
med CTAB, par sem sterk frumusundrandi efni og hitunarskref voru notud til
ad sundra frumunum, en su adferd virkadi til ad draga Ut erfdaefni stofns 305-
18.

Pvi nast tok vid ad framkvaemd fjolféldunarhvarfs (PCR). Fyrst voru alhlida
bakteriuvisarnir 27F og 1492R notadir. bad reyndist ekki bera arangur par sem
ekki tokst ad magna upp erfdaefni stofnsins. Pa kom upp st hugmynd ad stofn
305-18 geeti verid fornbakteria og pvi var notast vid alhlida fornbakteriuvisana
A571F/UA1204R og A751F/UA1406R sem Baker, Smith og Cowan (2003),
hénnudu. Fornbakteriur eru dreifkjornungar likt og bakteriur en eru taldar vera
eldri en bakteriur. Fornbakteriur finnast oft i umhverfi par sem adstaedur eru
6fgakenndar, til deemis par sem mikill hiti er, i mjog sdru eda mjog basisku

umhverfi eda par sem magn af salti er mjog mikid (Jon Mar Halldérsson,
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2004). Med fornbakteriuvisunum tokst ad magna upp erfdaefni 305-18 og var
pad sent Gt til radgreiningar.

Mdoguleg asteeda pess ad illa gekk ad draga ut erfdaefni stofnsins er medal
annars su ad stofninn er gram jakvadur auk pess voru koéloniurnar ,,slimugar*.
Gram jakvedar bakteriur hafa i frumuvegg sinum peptidoglykan. Demi um
pad er B. subtilis sem inniheldur peptidoglykan i frumuvegg sinum, en hann er
seigfjadrandi fjollida sem hagar sér eins og gler fjollida vid lagt rakastig. Vio
rakastig meira en 60% pa haga fjollidurnar sér eins og gdmmikenndar fjéllidur
(Thwaites, Surana og Jones, 1991). betta svid sveigjanleika gerir frumuveggi
gram jakvaedra bakteria sveigjanlegri og gerir peim kleift ad standast meira
alag. pvi parf oft adrar adferdir til ad einangra erfdaefni gram jakveedra
bakteria heldur en gram neikveedra bakteria, en almennt er talid erfidara ad

draga ut erfdaefni gram jakveedra bakteria.

Eins og komid verdur ad hér nedar pa reyndist stofn 305-18 vera Bacillus
tegund. bad kann ad vera ad stofn 305-18 sé med pykkari og seigari
frumuvegg en B. subtilis og pvi hafi gengid erfidlega ad draga Ut erfdaefnid.
Pad keemi ekki & 6vart ef almennt gengi illa ad draga Ut erfdaefni Bacillus
tegunda par sem tegundin lifir og vex & mjog fjolbreyttu svadi vid mjog svo
fjolbreyttar adsteedur, og pvi ekki dliklegt ad frumuveggurinn sé hardgerdari

en gengur og gerist hja gram jakvaedum bakterium.

4.1.2 Radgreining

Nidurstodur radgreiningar greindu fra ad um Bacillus stofn veeri ad reeda en
ekki fornbakteria. GC hlutfall i stofni 305-18 var um 54% en Bacillus tegundir
hafa GC hlutfall & bilinu 32-69% (Widdel, Boetius og Rabus, 2006).

A mynd 1 sést skyldleikatré stofnsins vid adrar Bacillus tegundir. Stofn 305-18
og Bacillus anthracis str. Ames stofn Ames eru einztta og er hann naskyldur
Bacillus cereus, Bacillus toyonensis og Bacillus thuringiens en stofninn telst

sem systurhépur peirra.

Fornbakteriuvisarnir (A571F/UA1204R og A751F/UA1406R) voru hannadir
til ad samfallast ad vel verndudu sveedi i erfdamengi fornbakteria og med pad i

huga ad hamarka fyllingar (e. complementarity) & 3"endanum. Visarnir voru
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einnig hannadir ut fra pvi ad pattatenging (e. annealing) veeri milli 50-60°C.
Inésin leyfum var beett vid par sem prir mismunandi basar voru & akvednum
stad. Ekki meira en 25% heildar Ureettun (e. degeneracy) og minna en 10%
inosin leifar voru leyfdar & hvern visi. Samkvemt Baker et al. (2003) pa eru
peir visar sem innihalda indsin leifar med breidari sérhafni, en of mikil notkun
pess geeti leitt til mognunar & peim hopum sem ekki er markmidid ad magna

upp (e. non-target groups).

Vid mat & visunum var profad ad magna upp erfoaefni ar tveimur
Euryarchaeote stofnum, tveimur Crenarchaeote stofnum, E. coli og tveimur
synum par sem annad var tekid ur setlagi & vatnshitasveedi og hitt &
hitauppstreymissvaedi, baedi i Nyja Sjalandi. EKki tokst ad magna upp
erfdamengi E. coli en pad virkadi ad magna upp erfdaefni fornbakteria (Baker
o.fl., 2003).

Til ad sannreyna sérteekni fornbakteriuvisana sem notast var vid, pa voru peir
keyrdir i gegnum gagnagrunn sem nefnist Ribosomal Database Project (RDP).
Konnud var sérteekni peirra vid fornbakteriur annars vegar og bakteriur hins
vegar. begar leitad var ad fornbakteriu samsvérunum komu 35.675 af 140.758
0g pegar leitad var ad samsvorunum vid bakteriur voru 78 samsvaranir af
2.879.170 en par af var ekki nein samsvorun vid Firmicutes en pad er fylkingin
sem Bacillus tilheyrir. Samkvaemt RDP gagnagrunninum er pé mogulegt ad
magna upp erféamengi bakteria med pessum fornbakteriuvisum en pad er pad
sem gerdist hér.

Pegar Baker og félagar hdnnudu fornbakteriuvisana pa profudu pau pa
gagnvart fornbakterium og gram neikvadri bakteriu. I pessu verkefni tokst ad
magna upp erféamengi og radgreina hja gram jakvadri bakteriu sem reyndist
vera Bacillus, med pessum visum. Ef til vill hefou pau einnig att ad préfa
visana sem peir voru ad hanna gagnvart gram jakveedum bakterium lika. pad er
po ljos ad 16S rRNA gen i Bacillus 305-18 inniheldur sveedi sem er likt sveedi
16S rRNA gens i fornbakterium. pad veeri dhugavert ad radgreina stofninn
aftur og bera 16S rRNA betur saman vid fornbakteriuvisana.

par sem profad var ad magna upp erfdaefni stofnsins med badi alteekum visum
fyrir bakteriur og svo fornbakteriur, med mismunandi PCR prégrommum, ma

velta fyrir sér hvort ad visarnir hafi skipt hér mali til ad magna upp erfdaefnid
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eda PCR programmid. Pad kann ad vera ad PCR prégrammid sem notast var
vid pegar fornbakteriuvisarnir voru notadir, hafi skipt skdpum. [ fornbakteriu
PCR programminu, sem sja ma i toflu 3, er hitastig edlissviptingar 1°C lagra,
pattatenging fer fram vid 55°C i stad 50°C og stendur enda framlenging vid
68°C yfir i 20 minutur i stad 7 mindtna. Einhver pessara atrida kann ad hafa
skipt mali til ad haegt veeri ad magna upp erfdaefni stofnsins, eda jafnvel 6ll
peirra. Einnig er mogulegt ad hitastig pattatengingar med alteeku
bakteriuvisinum hafi verid orlitid of hatt en samkveaemt Sipos o.fl. (2007) hefur
heerra hitastig i pattatengingu pau ahrif ad meiri misporun & sér stad. Pad hefdi
pvi ef til vill virkad ad magna upp erfdaefni stofns 305-18 med alteku

bakteriuvisunum ef hitastig pattatengingar hefdi verid adeins laegra.

4.1.3 Bacillus i sj6

Attkvislin Bacillus er svipgerdarlega mjog fjélbreytt og er pekktur gridarlegur
fjoldi tegunda innan pessarar &ttkvislar. Samkvaemt Taxonomy
gagnagrunninum a vefsidu National Center for Biotechnology Infromation
(e.d.), eru um 24.932 tegundir bakteria sem flokkast i attkvislina Bacillus.
AEttkvislin hefur oftast verid kennd vid jardveginn en po finnast Bacillus
tegundir i sjo (Farrow, Wallbanks, og Collins, 1994). Medal Bacillus tegunda
pé hafa B. subtilis, B. cereus, B. lichenifirmis, B. firmus, B. badius, B. pumilus,
B. lentus og B. myccides verid greind i sjavarumhverfi. pa eru stofnarnir B.
subtilis og B. pumilus algengastir i synum ur sj6, svdmpum og mjukum
kordllum, auk pess hafa stofnar sem tilheyra B. horti verid greindir i sjo. Allir
pessir stofnar gatu nytt sér fjolda lifreenna efnasambanda til vaxtar og eru
jafnframt salt- og basapolnir, sem kann ad endurspegla efnaskiptalega
sveigjanleika peirra (Ivanova o.fl., 1999). Medal peirra 6rvera sem einangradar
hafa verid af sjavarhryggleysingjum pa eru Bacillus tegundir algengastar og pa
sérstaklega & svompum (Kennedy o.fl., 2009). Einnig hafa Bacillus tegundir
verid einangradar af pérungum i sj6, &samt 6drum tegundum (Susilowati,
Sabdono og Widowati, 2015). Utbreidsla groa med lofti geeti Utskyrt vidveru
Bacillus tegunda i peim umhverfum sem skodud hafa verid (Widdel o.fl.,
2006).
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AT peim Bacillus tegundum sem eru skyldastar stofni 305-18 samkveaemt
skyldleikatrénu (Mynd 1), pa hafa B. cereus tegundir, B. toyonensis tegundir
og B. thuringiensis tegundir verid einangradar Ur sjo (Ivanova et al., 1999;
Maeda, Mizuki, Nakamura, Hatano, & Ohba, 2000; Okaiyeto, Nwodo,
Mabinya, & Okoh, 2015).

4.1.4 Onnur greiningarprof

Stofn 305-18 litadist gram jakveedur og voru kéloniurnar gul-hvitar & litin,
sOkkva nidur i &ti og myndar stofninn hvit gro, en Bacillus stofnar eru gram
jakvedar, staflaga, gromyndandi bakteriur (Widdel o.fl., 2006). Stofninn er
einnig oxidasa og katalasa jakveaedur, sem a einmitt vid adrar Bacillus tegundir
(Floristean, Cretu og Carp-Carare, 2007; Todorova og Kozhuharova, 2010).
Tilgangur oxidasa profs er ad kanna hvort stofn framleidi ensimid cytochrome
oxidasa en pa hvarfast N,N-dimepyl-p-fenylnediamine oxalat og a-nappol vid
indofendl blatt (www.sigmaaldrich.com, e.d.). bar bakteriur sem eru oxidasa
jakvaedar geta notad surefni i orkuframleidslu i gegnum rafeindaflutningskedju
(Li, Park, Deng, og Bai, 2006). begar stofn er katalasa jakvaedur pa pydir pad
ad hann inniheldur ensimid katalasi, sem kallast 6dru nafni hydréperoxidasi.
Katalasi umbreytir hydrogen peroxidi i vatn og surefni, pad gegnir pvi

hlutverki ad vernda frumurnar fyrir oxunarsundrun (Goodsell, 2004).

4.2 Vaxtarhradaprof

Stofn 305-18 reyndist vaxa vid 6ll 3 hitastigin (Mynd 2) og alika vel i peim
Ollum. Logfasinn var po lengri i 15°C heldur en i hinum tveimur hitastigunum,
en voxturinn nadi sér & strik i lok tilraunarinnar. Minni munur var & milli 25°C
og 30°C. Stofninn var upphaflega einangradur vid 23°C en eins og adur hefur
komid fram pa var hann einangradur i pérungagrodri a hverastrytunum i
Eyjafirdi. Bacillus stofnar geta adlagast mismunandi hitastigum og geta vaxid
vid 15°C en hamarkshitastigid er a bilinu 31-76°C (Budde, Steil, Scharf,
Volker og Bremer, 2006; Warth, 1978).

Sértekur vaxtarhradi (e. specific growth rate) var reiknadur ut med pvi ad

finna mismun milli tveggja punkta & vaxtarferlinum og deila pvi med
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timamismuninum par & milli. Sérteekur vaxtarhradi stofnsins var lagur vid 6ll
hitastigin en samkvaemt Pakula, Salonen, Uusitalo og Penttila (2005), pa er
lagur vaxtarhradi 0,022-0,033 kst og har er & bilinu 0,045-0,066 klst™.
Framleidsla annars stigs umbrotsefna eru stundum tengd vid lagan sérteekan
vaxtarhrada (Shapiro, 1989). Hins vegar var hdmarks sérteekur vaxtarhradi a
bilinu 0,086 - 0,098 kist?, sem geti gefid til kynna ad & medan & tilrauninni
stod, pa var stofninn ekki ad nyta naeringuna i framleidslu annars stigs
umbrotsefna, heldur i ad skipta sér. Kynslodatimi var a bilinu 10 til 11,6 klst.
Leegstur var hann i 30°C eda um 10,2 klst, sem pydir ad stofn 305-18 skiptir
sér orlitio hradar i 30°C en hinum hitastiginum. Kynslddartiminn var haestur i
25°C, eda um 11,6 Klst.

4.3 Orveruhemjandi préfun

Stofninn 305-18 er eins og fyrr segir Bacillus tegund. Bacillus tegundir
framleida fj6ldan allan af annars stigs umbrotsefnum sem hafa mismunandi
virkni, medal annars 6rveruhemjandi- og krabbameinshindrandi virkni
(Hamdache, Lamarti, Aleu og Collado, 2011). Bacillus tegundir ar hafinu
framleida lipopeptio, fitusyrur, fjdlpeptid, polyketides, lipdamid, kardtendidar
o.fl. Slik efni hafa medal annars 6rveruhemjandi virkni (Mondol, Shin og
Islam, 2013).

Samkveemt Kunst o0.fl. (1997) eru um 4% gena i erfdamengi B. subtilis sem
pyda fyrir ensim sem eru svipud peim sem taka patt i framleidslu
orveruhemjandi efna i 6drum gram jakveedum 6rverum. B.

subtilis subsp. spizizenii gtP20b var einangradur Ur sjo og er naskyldur B.
subtilis 168 og B. subtilis subsp. natto og hefur hann um 59 gen sem tengjast
framleidslu annars stigs umbrotsefna, par af voru nokkur sem tengjast
framleidslu 6rveruhemjandi efna (Fan o.fl., 2011). Bacillus subtilis er almennt
notud sem viomidsbakteria fyrir adrar gram jakveedar, gré myndandi bakteriur
(Moszer, Jones, Moreira, Fabry og Danchin, 2002). pad er pvi haegt ad
yfirfeera upplysingar um B. subtilis yfir a adrar Bacillus tegundir og &ztla ad
u.p.b. 4% af erfdamengi peirra eru gen sem pyda fyrir prétein sem hafa

orveruhemjandi virkni.
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Fyrstu 6rveruhemjandi prof sem framkveemd voru & stofninum lofudu mjog
godu. begar préfin voru endurtekin u.p.b. 8 arum seinna i pessu verkefni
reyndist stofninn ekki syna 6rveruhemjandi virkni. Pegar byrjad var ad vinna
med stofninn pa hafdi hann verid i fljotandi ISP2 + 2% salt raekt vid
herbergishita i um 6 manudi. Pad er ekki 6pekkt ad bakteriur missi
orveruhemjandi virkni sina en samkvaemt Muscholl-Silberhorn, Thiel, og
Imhoff (2008) pa tapadist érveruhemjandi virkni i 6rveru sem pau voru ad
vinna med eftir endurtekinn flutning yfir i ferskt &ti. Auk pess sem geymslu
adferd skiptir mal en pad er best ad geyma reektir i frosti i glycerol eti i lengri
tima til ad koma i veg fyrir skada & frumunum eda tap & virkni @ medan a
geymslu stendur (Filippova, Surgucheva, Kuznetsov, El'-Registan og

Gal chenko, 2007).

I byrjun pessa verkefnis var badi endursad ar gamalli raekt auk pess sem reynt
var ad endurvekja stofn 305-18 Gr frysti. I fyrstu virtist sem ad pad hefdi tekist
en pegar syni voru send ut til radgreiningar kom i 1jos ad um Staphylococcus
mengun veeri ad reda. Hafdi mengunin liklegast komist i reektina strax i byrjun
pegar verid var ad sa i reektina ar frysti, pratt fyrir ad geett hefdi verid ad

vondudum og daudhreinsudum vinnubrégdum.

Umhverfi érvera hefur ahrif & framleidslu annars stigs umbrotsefna. Haegt er
ad virkja framleidslu lifvirkra efna hja 6érverum ur sjé med pvi ad reekta peer
vid mismunandi adsteedur, p.e.a.s. vio mismunandi syrustig, saltstyrk,

neeringarefnastyrk og hitastig (Mondol o.fl., 2013).

Annars stigs umbrotsefni myndast vanalega seint i vaxtarfasa bakteriu.
Framleidsla peirra er oft framkollud pegar skortur er & naeringarefnum en pad
skapar adsteedur innan frumunnar sem leida til pess ad bod fer af stad sem
veldur r6d atburda sem leida af sér efnahvorf. Auk pess skiptir kolefnagjafi
mali en stjornun & myndun annars stigs umbrotsefna veltur a pvi hvada
kolefnisgjafi bakterian nytir best (Ruiz o.fl, 2010). Einnig er haegt er ad nota
fasykrur til ad framkalla aukna framleidslu érveruhemjandi efna en peer hafa
aukid framleidslu & efnum med 6rveruhemjandi virkni um 16-29% (Murphy
o.fl, 2007)

Til ad endurvekja 6rveruhemjandi virkni & stofni 305-18 pyrfti ad profa

eitthvad af pessum adferdum. Pad pyrfti ad finna Ut hvada kolefnagjafi pad er
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sem hentar stofninum best, hvada saltstyrkur, hitastig o.fl. er best til ad 6rva
framleidslu 6rveruhemjandi efna. Einnig meetti profa ad beeta fasykrum ut i
atio.

4.4 Vaxtartilraun

[ vaxtartilrauninni var notast vid ethyl acetate (EtOAc) sem lifreenan leysi.
Ethyl acetate hefur adur verid notad i rannsoknum par sem skimad er eftir
orveruhemjandi virkni (Anand o.fl., 2006; Zheng, Chen, Han, Lin og Yan,
2005) en i 6drum rannsdknum er notast vid énnur efni asamt ethyl acetate
(Lippert, Brinkmeyer, Mulhaupt og Iken, 2003; Valgas, de Souza, Sménia og
Smania Jr, 2007). Tilraunin var framkvaemd vid herbergishita en eftir & ad
hyggja hefdi verdi betra ad framkvaema hana vid 35-37°C, hitastig sem hentar
syklunum betur. Auk pess myndi pad endurspegla betur raunverulegar
adstedur. Hitastigid hefdi vel getad haft ahrif & voxt syklanna i pessari tilraun,
p.e.a.s. adsteedur hefdu geta verid of kaldar til ad voxtur geeti komist a
almennilegt skrid. Auk pess getur hitastigid hafa haft ahrif & hversu hratt
syklarnir skiptu sér. pad virdist pé ekki hafa verid tilfellid hér par sem
syklarnir uxu i flestum tilfellum ageetlega.

Nidurstodur vaxtartilraunarinnar syndu litla érveruhemjandi virkni utdréattar ar
stofni 305-18. I nokkrum tilfellum, hja E.coli og E. faecalis, var lagfasinn
lengri fyrir tilstillan Utdrattarins. Pad eru pvi til stadar einhver 6rveruhemjandi
ahrif en pad metti reyna ad fa meiri virkni, t.d. med peim adferdoum sem
nefndar hafa verid, p.e.a.s. naring, hitastig og annad sem geeti studlad ad
aukinni framleidslu annars stigs umbrotsefna hja stofni 305-18. bad veeri mjog
gott ad reyna pad sérstaklega med tilliti til pess ad styrkur purrefnis i
mismunandi styrkleika Gtdrattar var frekar lagur, og ma gera rad fyrir ad
styrkur virka efnisins veeri enn laegri. Med pvi ad reyna ad auka framleidslu
annars stigs umbrotsefna, fengist ef til vill meira magn af virka efninu i
utdreettina og pannig meetti mogulega fa meiri 6rveruhemjandi virkni gegn

E.coli og E. faecalis.

Utdratturinn virdist p6 hafa haft ahrif 4 voxt C. albicans. A mynd 8 sést
hvernig voxtur C. albicans i mismunandi styrkleika utdrattar stofns 305-18 er i
Ollum tilvikum minni en voxtur kontrdl rektar sem innihélt einungis C.
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albicans i NB ati. Voxtur kontrol reektar sem innihélt C. albicans auk 4%
EtOAcC var fyrstu 38 Klst eins og kontrdl rektin sem innihélt einungis C.
albicans i NB ti, en eftir pad drd ar vextinum pannig ad 4% EtOAc virdist
hafa haft ahrif & voxtinn. VOoxtur i 4% Utdreetti for ekki af stad fyrr en eftir
u.p.b. 18 kist en nédi ekki sama vexti og kontrol reektin med 4% EtOAc. Sem
pydir ad p6 ad EtOAc hefur haft ahrif & voxtinn pa hefur Gtdratturinn haft
meiri ahrif avoxtinn. Minnstur voxtur var i 0,1% Utdreetti en pad ma segja ad
voxturinn hafi i raun ekki komist & neitt skrid. Pad parf pvi ekki mikinn styrk
af Gtdreetti til ad hafa hamlandi &hrif & voxt C. albicans. Til ad stadfesta hvort
um sé ad reda orveruhemjandi virkni gegn C. albicans pyrfti ad endurtaka
tilraunina og framkvama hana vid kjorhitastig sveppsins. Auk pess veeri
ahugavert ad endurtaka tilraunina og reyna ad auka framleidslu annars stigs
umbrotsefna hjé stofni 305-18, eins og komid var inn & hér & undan, i peirri
von ad meira magn af virka efninu keemi med i Gtdraettinum og sja pa hver

ahrifin a voxtinn veru.

pad virdist ekki rokrétt ad minni styrkur af utdraetti hafi meiri hemjandi ahrif a
voxt heldur en meiri styrkur af Gtdreetti. Asteda fyrir pessu er mogulega st ad i
0,1% atdreettinum var fyrir tilviljun, dvenjulega mikid magn af virka efninu,
midad vid hina Gtdreettina. Likurnar & pvi eru hins vegar ekki miklar par sem
vel var geett ad pvi ad hrista vel i Gtdrattar lausninni adur en tekid var dar henni

og sett i Nutrient Broth. Ef til vill & ordatilteekid ,,minna er meira“ vel vid hér.

Samkveemt Niisawa o0.fl. (2008) pa var Bacillus tegund einangrud ar sjé sem
framleiddi efnasamband sem kallast iturin A en pad er sveppaeydandi
lipopeptid. Samkvaemt Shankarrao, o.fl. (2014) pa framleidir Bacillus subtilis
KFSB5 efnasamband af fjolskyldu isocoumarin efna sem hefur sveppaeydandi
virkni. Besta virkni gegn C. albicans fékkst med ethyl acetate Gtdreetti & B.
subtilis KFSB5. Adrar utdrattar adferdir voru profadar en syndu ekki jafn
godar nidurstédur og Utdrattur med ethyl acetate. bad ma pvi velta fyrir sér
hvort ad ethyl acetate purfi sérstaklega til ad na Gt lifvirka efninu sem hefur
virkni gegn sveppum, eda hvort ad ethyl acetate sjalft hafi ahrif & voxtinn.
Samkveaemt nidurstodum pessa verkefnis pa hefur 4% ethyl acetate ahrif & voxt
C. albicans, hins vegar hefur utdrattur 305-18 meiri ahrif & voxtinn. pad er pvi
ekki 6pekkt ad baedi Bacillus & landi og Ur sjo framleidi sveppaeydandi
efnasambond.
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A mynd 4 sést ljosgleypni kontrélana sem notadir voru fyrir alla syklana.
Kontrollinn sem inniheldur einungis Nutrient Broth heldur sér i svipadri
lj6sgleypni alla tilraunina. Sérstakt er ad kontrollinn sem inniheldur Nutrient
Broth auk 4% ethyl acetate, rykur upp i ljosgleypni eftir um 24 Kklst. par sem
ekki er nein bakteria i kontrolnum eetti petta ekki ad gerast. Liklegast er ad
mengun hafi komist i brunnin sem kontréllinn var i & mikrotiterbakkanum.
Hvers vegna mengunin kemur upp eftir 24 Klst er erfitt ad segja til um en geeti
verid ad mengunin hafi ordid pegar verid var ad setja synin i brunnana en
mengunin hafi bara verid svo lengi ad taka vid ser i navist 4% ethyl acetate.
petta gefur tilefni til ad vantreysta pessu syni sem kontrol.
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5.Lokaoro

Tilgangur pessa verkefnis var ad stadfesta 6rverunemjandi virkni hja stofni
305-18 gagnvart 6 mismunandi syklum. Auk pess atti ad skilgreina stofninn
betur. bad var leitast vid ad svara eftirfarandi spurningum:

Af hvada tegund er stofninn?
Hver eru einkenni stofnsins?

Hefur stofninn 305-18 6rveruhemjandi virkni?

Vid mognun og radgreining a 16S rRNA kom i 1jos ad stofninn var af Bacillus
tegund. bad er ekki 0pekkt ad Bacillus finnist i sjo, og er pad i raun algengt.
Nidurstodur annarra greiningarprdfa studdu einnig pad ad stofninn veeri af
Bacillus tegund en stofninn er gram jakvaed, katalasa- og oxidasa jakvaed,

staflaga bakteria sem framleidir gro.

Pegar stadfesta atti 6rveruhemjandi virkni stofnsins med adlagadri
strikunaradferd, pa var hun ekki lengur til stadar. Pad er ekki 6pekkt stadreynd
ad virkni tapast stundum hja 6rverum pegar peer eru ekki ad vaxa vid
akjosanlegar adstedur til framleidslu annars stigs umbrotsefna. bad er hagt ad
endurvekja érveruhemjandi virkni med ymsum adferdum og er pad verkefni i
adra rannsokn. Hins vegar kom fram einhver 6rveruhemjandi virkni i
vaxtartilraun & sex mismunandi syklum, par sem notast var vid ethyl acetate
utdratt a stofninum. Sa virkni var alls ekki mikil en einhverja hemjandi virkni
matti merkja gagnvart E.coli og E. faecalis. Orveruhemjandi virkni var p6
mest gagnvart sveppnum C. albicans. pad veeri &hugavert ad endurtaka
vaxtartilraunina gagnvart syklunum 6 og pa sérstaklega gagnvart C. albicans
en virknin gegn honum lofar bestu. Betra feeri ad hafa hitastig sem hentar
syklunum betur. Ahugavert veeri ad greina hvada efni pad er sem stofninn 305-
18 framleidir sem hefur 6rveruhemjandi virkni. Auk pess pyrfti ad finna Gt
hvada umhverfisadstaedur henta stofni 305-18 best til framleidslu & annars

stigs umbrotsefnum sem hafa 6rveruhemjandi virkni.
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Vidauki |

R&0 stofns 305-18-23 radgreindur med visinum A751F:
>1743ZAD043.abl

CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAG
TTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTA
AGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTG
GAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATG
CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTCGCACACACCCGGCCCGTAAG
GTTGTCGTCAGCTCGCTGTCGCGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGGAGCGCAACCCCTTGATCTTAGTATGCCATCATTAAGTTGGGCA
CTCTAAGGTGACT

Tafla 8 - Flokkunarfraeedi Bacillus

Riki Bacteria

Fylking Firmicutes

Flokkur Bacilli

AEttbalkur Bacillales

AEtt Bacillaceae
AEttkvisl Bacillus

Tegunda hopur Bacillus cerus hopur
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Tafla 9 - Nidurstodur BLAST leitar

I - |5
g 3 © k= <
Adgangsnr. Stofnaheiti £ 8 T & X = 2
gang £2 28 T i
NR_121761.1 Bacillus toyonensis 1104 1241 98% 0,0 99%
strain BCT-7112
NR_102506.1 Bacillus 1104 1241 98% 0,0 99%
thuringiensis Bt407
NR_074453.1 Bacillus anthrasis str. 1104 1235 98% 0,0 99%
Ames strain Ames
NR_074540.1 Bacillus cerus ATCC 1104 1241 98% 0,0 99%
14579
NR_113266.1 Bacillus cereus strain 1104 1241 98% 0,0 99%
JCM 2152
NR_112780.1 Bacillus 1104 1241 98% 0,0 99%
thuringiensis strain
NBRC 101235
NR_115714.1 Bacillus cereus strain 1104 1241 98% 0,0 99%
CCM 2010
NR_112630.1 Bacillus cereus strain 1104 1241 98% 0,0 99%
NBRC 15305
NR_114582.1 Bacillus cereus strain 1104 1241 98% 0,0 99%
ATCC 14579
NR_114581.1 Bacillus 1104 1241 98% 0,0 99%
thuringiensis strain
ATCC 10792
NR_043403.1 Bacillus 1104 1241 98% 0,0 99%
thuringiensis strain
IAM 12077
NR_115526.1 Bacillus cereus strain 1104 1241 98% 0,0 99%

IAM 12605
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NR_113991.1

NR_074926.1

NR_113990.1

NR_115993.1

NR_024697.1

NR_036880.1

NR_074914.1

Bacillus
pseudomycoides
strain NBRC 101232

Bacillus
weihenstephanensis
KBAB4 strain
KBAB4

Bacillus mycoides
strain NBRC 101228

Bacillus mycoides
strain ATCC6462

Bacillus
weihenstephanensis
strain DSM 11821

Bacillus mycoides
strain 273

Bacillus cytotoxicus
strain NVH391-98

1098

1092

1092

1092

1092

1092

1075
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1229

1229

1229

1229

1206

98%

98%

98%

98%

98%

98%

98%

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

99%

99%

99%

99%

99%

99%
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