Niahrboden

DNase-Agar

Art.-Nr. CM 321

Zum Nachweis des mikrobiellen Enzyms Desoxyribonu-
klease, insbesondere bei Staphylokokken.

Der Nihrboden entspricht der ISO".

Typische Zusammensetzung  (g/I)

Tryptose 20,0
Desoxyribonukleinsdure 2,0
Natriumchlorid 5,0
Agar 12,0
pH7,3+0,2

Zubereitung

39 g DNase-Agar in 1 | Aqua dest. suspendieren und bis
zum vollstdndigen Lésen erhitzen. 15 Minuten bei 121°C
autoklavieren.

Beschreibung

Weckman und Catlin? stellten eine enge Korrelation zwi-
schen der DNase-Aktivitdt und der Koagulase-Bildung
pathogener Staphylokokken fest. Sie schlugen vor, die
DNase-Aktivitat zur Identifizierung zu nutzen. Jeffries et
al.3 brachten Desoxyribonukleinsdure in den Nahrboden
ein, um die DNase-Aktivitat einfach nachzuweisen.

Die Bakterien werden auf der Oberflaiche des Néahrbo-
dens ausgestrichen und bebritet. Die gewachsenen Kolo-
nien auf dem Nahrboden werden dann mit 1 N Salzsdu-
re Uberflutet. Polymerisierte DNA prézipitiert in Gegenwart
von 1 N Salzsdure, der Ndhrboden wird opak. Wenn die
Organismen ausreichend DNase gebildet haben, um die
Desoxyribonukleinsdure im N&hrboden zu spalten, bilden
sich nach der Salzsdure-Behandlung klare Hofe um die
Kolonien.

Zwischen der DNase-Bildung und der Koagulase-Aktivitat
von Staphylococcus aureus aus klinischem Untersu-
chungsmaterial wurde eine gute Korrelation nachgewie-
sen3>. Sowohl S. aureus als auch S. epidermidis bilden
extrazelluldre DNase®®, S. aureus bildet sie jedoch in
groReren Mengen'’.

Die DNase-Reaktion unterstiitzt die Identifizierung nicht-
pigmentierter Serratia marcescens® (positive DNase-Reak-
tion) und ihre Differenzierung von Klebsiella/Enterobac-
ter (negative DNase-Reaktion).

DNase-Agar kann durch den Zusatz von Mannit (1%,
w/v) und Phenolrot oder Bromthymolblau (0,0025%,
w/v) als Indikator der Mannit-Verwertung modifiziert
werden'®. Die Verdnderung des pH-Wertes um die Kolo-
nien mull abgelesen werden, bevor die Platte mit Salz-
saure geflutet wird. Nach dem Fluten kénnen die Keime
von der Nahrbodenoberfliche nicht wiederbelebt wer-
den, da 1 N Salzsaure bakterizid wirkt. Statt des Uberflu-
tens mit Salzsdure kdnnen Farbstoffe in den Ndhrboden
eingebracht werden, um die Hydrolyse der DNA anzu-
zeigen. Toluidinblau® und Methylgriin'® bilden mit poly-
merisierter DNA gefdrbte Komplexe, deren Farbe sich bei
der DNA-Hydrolyse verandert.

Es sei allerdings angemerkt, daf Toluidinblau das Wachs-
tum grampositiver Bakterien hemmt und somit zur Ziich-
tung von Staphylokokken nicht eingesetzt werden kann.
Toluidinblau kann beim Nachweis der DNase-Bildung bei
Enterobacteriaceae verwendet werden. Es wird zusam-
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Nahrboden

men mit Ampicillin (30 pg/ml) auch zum Nachweis der
DNase-Bildung bei Aeromonas hydrophila aus Faeces ein-
gesetzt'?,

Kulturverfahren

1. DNase-Agar mit verddchtigen Kolonien so dicht
beimpfen, daB nach 18 Stunden Bebriitung eine dich-
te Schicht entstehen kann.

2. Wurde dem N&hrboden Mannit und ein pH-Indikator
bzw. andere Farbstoffe zugesetzt, so sind die Reaktio-
nen vor der Salzsdure-Flutung abzulesen.

3. Platten, denen keine Farbstoffe zum Nachweis der
DNA-Hydrolyse zugesetzt wurden, mit 1 N Salzsaure
Uberfluten und einige Minuten mit dem Deckel nach
oben stehen lassen. Die Klarungshéfe um die Koloni-
en begutachten.

Koloniemorphologie

DNase-Agar mit Mannit und pH-Indikator
Mannit-positiv: Gelbe Kolonien mit gelbem Hof
Mannit-negativ: Kolonien von gleicher Farbe wie der
N&hrboden

DNase-Agar mit Toluidinblau
DNase-positiv: Rosa Hofe im blauen Nahrboden
DNase-negativ: Keine Hofe

DNase-Agar mit Methylgriin
DNase-positiv: Fast farblose Hofe
DNase-negativ: Keine Hofe

DNase-Agar nach Saureflutung
DNase-positiv: Klar abgegrenzte Hofe
DNase-negativ: Keine klaren Hofe

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschiitzt, 10-25°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Serratia marcescens ATCC 8100
Negativkontrolle
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Zusitzliche Hinweise

Die DNase-Reaktion bei Staphylokokken ist ein Zeichen
fur Pathogenitat, kann aber nicht als einziges Kriterium
dienen.

Kleine, klare Hofe konnen auch durch andere Enzyme
oder organische Sdurebildung verursacht werden®.

Auch andere Keime als Staphylokokken, Serratia und
Aeromonas kdnnen DNase bilden. Die Testung kann nach
der Séaureflutung nicht durch weitere Bebritung fortge-
fuhrt werden.

Methylgriin muR vor dem Zusetzen zum Nahrboden
durch Chloroform-Extraktion gereinigt werden".

Die Leistungsfahigkeit von Toluidinblau ist von der
Bezugsquelle abhdngig. Toluidinblau kann nicht zur Ziich-
tung grampositiver Keime verwendet werden.
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