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Tilgangur pessa verkefnis var ad athuga hvort hagt sé ad finna
hragvirkari adferdir til raktunar & saltkeaum bakterium (rodagerla) i
salti, en pag adferdir sem notadar eru i dag byggja a raktun i 14 daga vio
35°C. Farnar voru tvaa leidir, i fyrstalagi ad prda adi sem Orvar voxt
rodagerla og i 6oru lagi ad préa Polymerase Chain Reaction (PCR)
aoferd til ad greina rodagerla og aadla magn peirra.  Tilraunir med niu
mismunandi adi leiddu i 1jés ad pad raktunaradi sem notad er i dag gaf
bestan voxt. Nokkur rektunaragi gafu hradan voxt (4-5 daga) hja
vidmidunarstofnum en ekki & tveim saltsynum sem voru notud. | ljési
peirra nidurstadna var talid ad ekki sé aeskileg leid ad leita ad nyjum
agum til raktunar. bréud var pvi PCR adferd til greiningar & rodagerium,
notadir voru primerar sem voru sérhadéir fyrir saltkeaar bakteriur, og
fékkst eitt band (1900 bp) par sem saltkegrar bakteriur voru i synum.
Hins vegar var styrkleiki bandanna mjég migiafn eftir magni fruma (gat
verid dauft prétt fyrir mikid magn fruma og sterkt prétt fyrir litido magn
fruma). bvi er ekki haggt ad nota pessa adferd til pess ad magngreina
fjolda bakteria i synum. Ppessa adferd er hasgt ad nota sem visbendingu
um hvort rodagerlar séu i salti en hin getur ekki gefid upplysingar um
magn fruma.

Lykilord & islensku:
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Summary in English:

The purpose of this project was to try to find a rapid method to identify
halophilic bacteria in salt, but conventional method is to culture for 14
days at 35°C. Two ways where tried, first to develope media which
stimulate growth of halophilic bacteria and secondly develope
Polymerase Chain Reaction (PCR) method to detect halophilic bacteria
and estimate their number. Tests with nine different media showed that
the media used currently gave best growth. Some media gave rapid
growth (4-5 days) for the reference strains but not the two salt samples
that where used. Due to these results it was not considered practical to
look for new media for culturing. So a PCR method was developed,
where specific primers for halophilic bacteria where used and one band
(1900bp) developed where samples contained halophilic bacteria. But
the intensity of the bands was various depending on the amount of cells
(there could be low intensity but high amount of cells and high intensity
but low amount of cells). Therefore it is not possible to use this method
to quantify numbers of bacteria in samples. It is possible to use this
method as an indicator to see there are halophilic bacteria present in salt
samples but it can not be used for quantfication.
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1. INNGANGUR.

Tilgangur pessa verkefnis er ad athuga hvort haggt sé ad finna hradvirkari adferdir til
raektunar saltkaerra bakteria en paar adferdir sem notadar eru i dag en paa byggja a
raektun i 14 dagavid 35°C. En satimi pykir langur og aeskilegt vaai ad stytta hann.
Saltkegrar bakteriur tilheyra adtinni Halobacteriaceae. En hugtakid rodagerlar er oft
notad sem samheiti yfir pessar bakteriur, en & i raun adeins vid um tiltélulega féar
tegundir Gt agttkvislunum Halobacterium og Halococcus (Vilhelmsson, 1997). bessar
bakteriur eru algengar i grofu gavar salti og geta skemmt saltadar proteinrikar afurdir
svo sem fisk og valda pvi ad afurdin faa a sig raudleitan lit. Mikilvasgt er ad geta
greint rodagerla i salti & hradvirkan hétt par sem rodi myndast a saltfiski ef
geymdluhiti fer yfir 8°C og fellur hann pa mjog i verdi. Rodagerlar eru mjog
préteinsundrandi og mynda margvisleg skemmdarefni svo sem brennisteinsvetni og
ind6l (Chandler et al., 1989) en valda ekki sjukdémum i monnum svo vitad se
(Vilhelmsson, 1997).

Gerd var itarleg heimildaleit, en pad voru ekki margar heimildir sem fundust; segja
ma ad flestar heimildirnar hafi verid gefnar Gt & timabilinu 1955-1965. Pa hafa
saltkagar bakteriur verido mikid skodadar, en a seinni timum hefur ekki mikid verid
gert til pess ad reyna ad stytta raktunartima peirra. | rannsoknum sem gerdar eru i
dag med saltkagrar bakteriur er mikid litid til peirra ensima sem pag framleida og eins
ad nota paa sem "genaferjur"”.

Samkvaamt gasdastadli SIF fyrir savarsalt fyrir saltfiskframleidendur er salt talid gott
ef pad inniheldur < 100.000 rodagerlalg. Vegna pessara vidmidunarmarka er
mikilvaegt ad geta asdtlad magn rodagerlai synum.

| pessu verkefni var upphaflega markmidid ad skoda prjar leidir til pess ad stytta tima
til pess ad stadfesta rodagerla. | fyrsta lagi ad skoda hvort unnt sé ad proa adi og
finna pétt sem orvar voxt rodagerla. | 68ru lagi ad préa Polymerase Chain Reaction
(PCR) adferd til pess ad greina bakteriurnar og dadla magn peirra. PCR byggir & pvi
ad einangra DNA og magna pad upp med serhagfdum primerum. Ef primerarnir
bindast & DNA pa magnast pad upp og band sést vid rafdrétt. [ pridjalagi ad skoda



adrar hradvirkar adferdir. | verkefninu voru mismunandi adi Gtblin og rasktunartimi
skodadur & peim og PCR adferd var préud. begar pridji lidurinn var skodadur nénar
var akvedid ad sleppa honum par sem ekki var talid liklegt ad lausn fyndist, vegna
pess ad heimildar leit leiddi ekkert dlikt i 1j6s og eins hefdi purft ad fjarfesta i tagkjum
til pess ad geta framkvaamt paar adferdir.

2. EFNI OG ADBFERDIR.

2.1. Tilraunir med mismunandi ati.

[ pessum hluta verkefnisins voru niu sgategundir Gtbanar, pessi adi voru ymist flokin
("complex") edatilbuin ("synthetisk™), en i peim fyrrnefndu eru 6ll efni skilgreind en
i peim sidarnefndu eru efni sem voru éskilgreind svo sem peptone, yeast extraxt og

casamino acids.

Eftirfarandi adi voru utbuin:

1. Dussault Lachance Agar (DLA) (Dussault og Lachance, 1952). Magnesium
sulphate (MgSO4* 7H,0) 5 g, Magnesium nitrate (Mg(NOs),* 6H,O 1 g, Jarn (I11)
chloride (FeCls * 7H,0) 0.025 g, Pepton 5 g, Glycerol 10 g, Salt (NaCl) 200 g,vain 1
L. Efnin leyst i vatni, bléndunni skipt til helminga, A og B. | A er badt vid 10%
bactoundanrennudufti (50 gr i 500 ml) og i B er badt 3% bactoagar (15 gr i 500 ml).
A er litillega hitadur par til undanrennuduftid er vel uppleyst. B parf ad §0da. A og
B er sidan blandad saman. pH er stillt 47.3. Aio parf ekki ad setja i autoklava er
hellt beint askdlar. bettaadi er pad sem er notad til rannsdkna a Rf.

2. Halophile agar (HA2%) (Vandersant og Splittstoesser, eds. 1992). Casamino acids
10 g, Yeast extract 10 g, Proteose peptone 5 g, Trisodium citrate 3 g, KCI 2 g,
Magnesium sulphate 25 g, NaCl 2509, agar 209, vatn1L. pH stillt47.2. Aiod
var hitad ad sudu og sett i autoklavavid 121°C i 15 min.

3. Halophile agar (HA0.5%) med 0,5% agar par sem ad greint hafdi verid fra ad
bessar bakteriur yxu hradar & agi sem innihélt minna magn af agar (Simmonds og
Lamprecht, 1984).

4. Haobacterium medium, DSM a&di nr. 97 (DSM97) (DSM catalogue) Casamino
acids 7.5 g, Yeast extract 10 g, Trisodium citrate 3 g, KCl 2 g, MgSO4 x 7H,0 2 g,



FeSO, x 7H,0 0.05 g, MnSO,4 x H,O 0.2 mg, NaCl 250 g, agar 20 g, vatn 1 L, pH
stillt 47.4. Aio var hitad ad sudu og sett i autoklavavid 121°C i 15 min.

Petta adi var notad par sem ad DSM madti med pessu adi til raktunar &
vidmidunarstof nunum sem voru keyptir.

5. Medium 1 (M1) fyrir "axenic" raktun & Hal obacteriaceae. (Larsen,1981).

Salt 250 g, MgSO,4 x 7H,0 20 g, KCI 5 g, CaCl, x 6H,0 0.2 g, Yeast extract 5 g,
Tryptone 5 g, agar 15 g, vatnl L, pH tillt &4 7.0. Aid var hitad ad sudu og sett i
autoklavavid 121°C i 15 min.

6. Medium 6 (M6) fyrir voxt Halobacteria og Halococci (Dundas et al. 1963). NaCl
240 g, KCI 5 g, MgSO, (anhydrous) 5 g, MgCl, x 6H,0 5 g, CaCl, x 2H,0 0.1 g,
NH4CI 5 g, K;HPO, 0.5 g, FeCl, x 6H,0 0.005 g, L-Lysine 0.25 g, L-Arginine 0.5
g, L-Proline 0.25 g, L-Vaine 0.25 g, L-Methionine 0.1 g, L-Isoleucine 0.25 g, L-
Leucine 0.25 g, L-Tyrosine 0.1 g, L-Phenylalanine 0.05 g,

Glutamic acid 15 g (pH var feat upp i 6.8 med NaOH &dur en pvi var badt i adid),
agar 15 g, vatn 1L, pH tillt 4 6.8. Efnunum var 6llum blandad saman og sudunni
komid upp, sidan var &did sett i autoklavavid 121°C i 15 min.

7. M6 med vidbagtum vitaminum (M6+vit). [ 1 liter af adti var sett biotin 1 pg, folic
acid 100 pg, vitamin B12 200 pug og thiamin 1 pg (Gochnauer og Kushner, 1969).

8. DLA med vidbadtu 5g/l NHACI og vitamini.

9. Complex medium of Sehgal an Gibbons (Onishi et al. 1965) med vidbotum.
Casamino acids 7,5 g, Yeast extract 10 g, Na- citrate 3 g, KCl 2 g, MgSO, * 7H,O 20
g, NaCl 250 g, FeCl, 0,23 g, Agar 15 g, Glycerol 10 g, NH,Cl 5¢g, vatn 1 L, &id var
s0did og pH var stillt 46.2. Pad var sidan sett i autoklavavid 121°C i 15 min.

A pessi adi voru settir 3 hreinraktadir stofnar, Halobacterium salinarium DSM 670,
Halococcus morrhuae DSM 1309 og kontrolstofn Rf, auk pess voru tekin 2 saltsyni
(saltsyni 1 og saltsyni 2) sem til voru og vitad var ad vaau mengud af saltkeerum
bakterium. Pessi syni voru tekin i pynningum 1 - 5 nema saltsynin voru pynnt i
bynningu 4. Pad var notud yfirbordssaning & 6llum agum og skélarnar voru rasktadar
vid 37°C i fétu med mettadri saltlausn. Fylgst var med vexti daglega og skrad nidur a
hvada pynningum voxtur var byrjadur yfir 14 daga timabil.



2.2. PCR mognun & saltkaerum bakterium.

2.2.1. DNA einangrun.

Saltsyni voru tekin og 25 g vigtud i erlenmayer flosku, pau voru svo leyst upp i 225
ml af eimudu vatni. Saltlausnin var siud i gegnum 0.45 um filter (Millipore) og
filterinn tekinn og skorinn i bita og settur i tilraunaglas med 5 ml af emudu vatni.
Tilraunaglasid var sidan hrist mjog vel (am.k. 2x 15 sek. & Vortex, Scientific
Industries, Inc.) til pess ad losa frumurnar af himnunni.  Prir ml af pessum vokva
voru svo skildir nidur i skilvindu (Eppendorf Centrifuge 5415 C) i 1.5 ml eppendorf
glésum (pannig ad pad voru teknir 2 x 1.5 ml) i 4 min vid 12000 rpm. A pessu stigi
var byrjad ad einangra DNA Ur hreinraektum. Flotid var tekid af og 200 ul af 5%
Chelex[] 100 sett & og vortexad mjog vel. Ppessi lausn var sidan incuberud vid 56°C
(Techne Hybrideiser HB-1D) i 15 min, sidan vortexud aftur og sodin i 10 min. Petta
er gert til pess a@ losa DNA Ur frumunum og er pad nu i lausninni en adrar
frumuleifar eru bundnar vid Chelex (Walsh et al, 1991). A pessu stigi ma frysta
DNA.Id til notkunar sidar eda halda afram.

Naest er lausnin skilin nidur i eppendorf skilvindu i 4 min vid 12000 rpm, petta er gert
rétt adur en PCR er sett upp, pannig ad vokvinn inniheldur DNA templatid.
Hreinraktadir stofnar sem notadir voru: Halobacterium salinarium, Halococcus
morrhuae, Rf kontrolstofn, og Gram neikvesdar bakteriur: Serratia, Hafnia alvel,
Yersinia enterolytica, E. coli, Enterobacter aereogenosa, Pseudomonas |,

Pseudomonas |1, Pseudomonas I11-1V og Shewanella putrefaciens.

2.2.2. PCR mognun.

Hvarfblandan innihélt 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 1.5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0.1%
Triton X-100, 0.2 uM primerar, 2.5 U DyNAzyme[l DNA polymerase (Finhzymes),
200 uM Oligonukleotide (Amersham Pharmacia), 5 pul DNA template , i 50 pl
heildarrammali.

Notud voru 3 sett af pimerum. Primer 1. 5°-TTC-CGG-TTG-ATC-CTG-CCG-GA-3
Primer 2: 5-AGA-GTT-TGA-TCA-TGG-CTC-AC-3" Primer 3: 5-GGT-TAC-CTT-
GTT-ACG-ACT-T-3" (Benlloch et al. 1996) Primer 4. 5-ATT-CCG-GTT-GAT-



CCT-GC-3" og Primer 5. 5-GYT-ACC-TTG-TTA-CGA-CTT-3* (Arahd et al.
1996) fra Eurogentec. Pannig er sett A primerar 1 og 3, B eru primerar 2 og 3 og C
eru primerar 4 og 5. Hvarflausnin var sidan mognud upp pannig ad keyrdir voru 35
hringir vid 94°C i 1 min, 55°C i 1 min 72°C i 2 min, €ftir lokahringinn var lausnin
hitud i 72°C i 10 min (Genius, Techne). Einnig voru synin mdgnud pannig ad keyrdir
voru 30 hringir vid 94°C i 30 sek, 55°C i 30 sek, 72°C i 1 min, eftir lokahringinn var
lausnin hitud i 72°C i 10 min.

2.2.3. Rafdrattur.

Settur var 10 x loading buffer (20% Ficoll 400, 0.1 M Na2EDTA, (pH 8.0), 1% SDS,
0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol) & synin og pau sidan rafdregin (Sub
Cdld GT i 1% agarose (I.D.NA agarose, FMC bioproducts) geli vid 25V
(Electrophoresis power supply EPS 500/400, Pharmacia) yfir nott og gelid myndad i
GelDoc 2000 (BioRad) og myndin geymd sem TIFF skr&.

Oll syni voru tvitekin.

3. NIDURSTODUR OG UMR/DA.

3.1. Tilraunir med mismunandi ai.

Voxtur hvers stofns & agunum var skradur pegar hann kom fram a fyrstu pynningu og
svo &ram & hvada pynningu var voxtur. | upphafi var alunin ad telja fjolda koloniaé
skalunum en vegna pess hve rakar paa voru og vOxturinn oft litill var ekki haegt ad
teljanema alokadegi og var talid i mestu pynningu.

Log af heildarfj.

Syni DLA |HA2% |HA0.5%|DSM97 M1 M6 M6+vit [DLA+vit [CSG
Halobacterium |6,60 |0 0 0 591 16,53 16,96 |0 8,29
Halococcus 589 |0 0 0 4,08 |6,68 |6,32 (7,98 7,30
Rf-stofn 0 0 0 0 0 7,78 |7,52 |7,81 7,76
Saltsyni 1 536 |0 0 4,34 4,14 |5,20 |5,13 (4,27 0
Saltsyni 2 574 |0 0 4,17 0 3,90 |4,27 |3,20 0

Taflal. Talningar af peim skalum sem hafdi vaxid & og haggt var ad telja, eftir 14
daga raktun.



A toflu 1 sést ad talningar & Halobacterium voru svipadar 4 DLA og M6 og M6 med
vitaminum, M1 gaf einum log laggra en CSG gaf mestan voxt. Fyrir Halococcus gafu
M6 og M6 med vitaminum adeins haari talningar en DLA en DLA med vitaminum
0g CSG gaf mestan voxt. Rf stofnin naddi sér hins vegar ekki upp aDLA, en par sem
a0 pess stofn er &valt notadur a pessu adi er liklegt ad eitthvad hafi gerst i
saningunni. GSC, M6 og M6 med vitaminum koma hins vegar mjog vel Gt fyrir
bennan stofn. Basdi mengudu saltsynin koma best it @ DLA en & hinum agunum er
minni voxtur sem kemur lika seinna fram. Einnig kemur eingdngu fram voxtur &
DSM97 i satsynunum en ekki a vidmidunarstofnum prétt fyrir ad petta er pad agi sem
madt var med til raktunar peirra. CSG kemur mjog vel Ut fyrir viomidunarstofnana

en hins vegar vex ekkert Ur saltsynunum apvi adi.
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Mynd 5. VOxtur saltsynis 2 & mismunandi agum




Myndir 1-5 syna ad & morgum pessum agum er kominn godur voxtur eftir fjora til
fimm daga, en pad & adeins vid um viomidunarstofnana. GSC, M6 og M6 med
vitaminum eru pau adi sem gefa mestan voxt hja peim. Fyrir saltsynin virdist DLA,
bad adi sem notad er vid hefdbundna raktun, vera pad adi sem kemur best it. DLA
med vitaminum virdist gefa hradari voxt hjé vidmidunarstofnunum en gerir pad ekki i
saltsynunum sem kemur & 6vart par sem ad vitaminin agtu ad 6rva voxtinn.

Pessar nidurstodur benda til pess ad haggt sé ad finna adi sem gefa hradari voxt ef um
er ad radda viomidunarstofna en peir eru hreinrakt af frumum og pvi er umhverfi
saltsynanna annad. Pad ma ef til vill leida likum ad pvi ad astaadan fyrir pvi ad pess
adi virdast ekki henta fyrir saltsyni sé ad pad séu faari frumur sem eigi erfidara
uppdrattar i pessum agum en i DLA og ad i pvi adi sé einhver péattur sem audveldi
vOxt bakterianna.

[ 1j6s pessara nidurstadna ad ekkert aganna virtist 6rva voxt fruma dr saltsynunum
var &kvedid ad ekki sé aeskileg leid ad leita ad nyjum agum til raktunar. Naesta skref
var pvi ad skoda hvort haegt sé ad nota PCR takninatil pess ad greina pessar bakteriur
i sdtsynum. En pad er farid ad nota pessa adferd mikid til pess ad athuga hvort
akvednar bakteriur séu i synum eda ekki.

3.2. PCR mognun a saltkaerum bakterium.

DNA Ur synum var magnad med 6llum primerasettum en eingdngu sett C gaf bond
pannig ad hadt var ad nota hin og eingbngu pad sett notad (nidurstodur ekki syndar).
Bondin virtust lika koma betur fram ef lengri timi var notadur vid mdgnunina (35
hringir vid 94°C i 1 min, 55°C i 1 min 72°C i 2 min; nidurstodur ekki syndar). Keyrd
voru 24 saltsyni sem raktad hafdi verid r og talid hafdi verid ar med hefdbundinni
adferd. Einnig voru keyrdir med viomidunarstofnarnir, Halobacterium salinarium,
Halococcus morrhuae og Rf-kontrolstofn.

PCR adferdin syndi eitt band (1900 bp) par sem saltkagrar bakteriur voru i synum
(samkvaamt talningu & DLA agar) og adrei kom fram band i neikvasdu kontréli sem
fylgdi hverri keyrslu. Mengun virdist pvi ekki vera vandamal par sem primerarnir eru
bad sérhafdir. Hins vegar var styrkleiki bandanna mjog migafn eftir magni fruma.
Pannig gat komid fram sterkt band par sem var lagur fjoldi i talningu og svo hins
vegar veikt band par sem fjoldi var allt ad log 7. bvi virdist ekki vera haggt ad nota
bessa adferd eins og hin er gerd hér til pess ad magngreina fjolda bakteria. Pannig ad



ekki var hagt ad nota GelCompar hugbunadarforritid til pess ad reikna Gt pykkt
bandanna og pannig &sgtla magn fruma eins og var hugmyndin i upphafi verkefnisins
og lagt var til ad gera.

Eins er pessi adferd mjog naam og kom fram dauft band i syni par sem eingéngu hafdi
verid talid <10 frumur/ml (§a& mynd 6, ras 6). bad er einnig mjog liklegt ad pess
adferd magni einnig upp DNA daudra fruma og pannig verdi bondin sterkari en ef
adeins vaai um ad raxda lifandi frumur. Eins er mjog liklegt ad pessi adferd greini
Oraktanlegar (non-cultivable) frumur, pad er paar frumur sem ekki raektast vid
hefdbundnar rasktunaradferdir (Martines-Murcia et al. 1995).

12 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 15

23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

567 bp

Mynd 6: PCR rafdréttur: Résir: 1. byngdarmarker, 2. Halobacterium salinarium, 3.
Halococcus morrhuae, 4. Rf kontrolstofn, 5. neikvadt kontrol, 6. saltsyni < 10
frumur/g, 7. saltsyni 1.92 x 10° 8. saltsyni 1.3 x 10°, 9. saltsyni 8.8 x 10*, 10. saltsyni
2.3 x 104 11. saltsyni1.3 x 10° 12. Merck salt, 13. Pseudomonas 11, 14. Pseudomonas
[, 15. Hafnia alvel.

Til pess ad skoda sérhadni pessara primera var DNA einangrad Ur nokkrum Gram
neikvesdum stofnum sem til eru & Rf, pessir stofnar eru: Serratia, Hafnia alvei,
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Yersinia enterolytica, E. coli, Enterobacter aereogenosa, Pseudomonas |,
Pseudomonas Il, Pseudomonas Il1-1V og Shewanella putrefaciens (§a mynd 6, en
ekki alir stofnar syndir). Pad kom ekki fram 1900 bp band i neinum pessara stofna
nema Pseudomonas Il (mynd 6, ras 13) en auk pess komu 6nnur bond fram.

Pessa adferd er haggt ad nota sem visbendingu um hvort rodagerlar séu i salti en hdn
getur ekki gefid visbendingu um magnid.

Af pessu verkefni ma dykta ad ekki sé unnt ad finna adi sem Orva voxt rodagerla og
til pess ad geta magngreint syni med PCR er naudsynlegt ad fara adra leid, ad nota
magnbundna PCR adferd, en s adferd hefur enn ekki verid sett upp a Rf en stefnt er
ad pvi ad gera pad. Hins vegar er dvist ad su leid leys vandamdid med daudar

frumur og Oraktanlegar i synum.
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