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Zusammenfassung

Von verschiedenen moglichen Verfahren fur die
Identifizierung von S. aureus Stimmen wird in der
Routinemastitisdiagnostik mehrheitlich der Nach-
weis der DNAse-Bildung als Kriterium herange-
zogen. Das DN Ase-Bildungsvermdgen beschrankt
sich jedoch nicht nur auf'S. aureus Stamme. Zudem
variiert die Stirke der DNAse-R eaktion zwischen
einzelnen Stimmen stark. Aufgrund dieser Fakto-
ren sind die Ergebnisse verschiedener Laboratorien
oft nicht untereinander vergleichbar. Ziel dieser
Untersuchungen war es daher, die DNAse-R eak-
tion fiir die Identifizierung von S. aureus Stimmen
zu validieren und Kriterien fiir die Auswertung der
DNAse-Reaktion festzulegen. Die Ergebnisse von
189 in der DNAse-Reaktion positiven Feldstim-
men (Gram- und Katalase-positive Kokken) aus
Mastitisproben  der Routinediagnostik zeigen,
dass Kolonien unter Einbezug einer 8- oder 8-
Himolyse und von DNAse-Reaktionen = 2mm
zuverlissig (Sensitivitdt 91.2%, Spezifitat 96.9%) als
S. aureus identifiziert werden kénnen.

Schliisselworter: Mastitisdiagnostik — S. aureus —
DNAse-Reaktion - Identifizierung

Einleitung

Die DNAse, eine hitzeempfindliche Nuklease, ist
ein extrazellulires Enzym, das bei S. aureus Stimmen
vorkommt (Kloos und Schleifer, 1996). In der Rou-
tinemastitisdiagnostik  dient bei Gram-positiven,
Katalase-positiven Kokken neben der Beurteilung der
Himolyse das DNAse-Bildungsvermogen der Kolo-
nien der Identifizierung von S. aureus und gleichzeitig
auch der Abgrenzung von «anderen Staphylokokken».
Der Nachweis der DNAse erfolgt durch die Beimp-
fung einer mit DNA supplementierten Agarplatte. Die
bakterielle DNAse spaltet wihrend der Inkubation die
im Nihrmedium enthaltene DNA. Durch die an-
schliessende Uberschichtung der Agarplatte mit 1N
Salzsiure triibt sich das Nihrmedium infolge einer

Validation of DNAse reaction for identification
of Staphylococcus aureus strains in routine
mastitis diagnostic

In routine mastitis diagnostic S. aureus strains are
often identified using DNAse reaction. However,
this enzyme activity is not limited only to S. aureus
strains. Furthermore, the strength of the DNAse
reaction between different strains varies strongly.
These factors lead to the fact that the results are of-
ten not comparable between laboratories. The aim
of these investigations was to validate the DNAse
reaction for routine identification of S. aureus in
mastitis diagnostic and to set a critical limit for
interpretation of DNAse reaction.

The results of 189 strains isolated from bovine
mastits milk samples show that colonies with B3
or 8-haemolysis and DNAse reactions of = 2mm
can reliably be identified (sensitivity 91,2%, speci-
ficity 96,9%) as S. aureus.
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Siurefillung der DNA. DNA-Spaltprodukte (bei
vorhandener DNAse eines Stammes) werden hinge-
gen nicht ausgefillt, das Medium bleibt klar (Abb. 1).
Diese DNAse-Bildungsfihigkeit ist jedoch nicht auf
S. aureus Staimme beschrinkt. Mehrere weitere auch
im Zusammenhang mit bovinen Mastitiden vorkom-
mende Staphylokokken-Spezies, wie S. chromogenes,
S. hyicus und S. intermedius produzieren ebentalls
DNAse (Kloos und Schleifer, 1986). Andere Identi-
fizierungsverfahren wie der Nachweis der Koagulase
(ein Enzym, welches in Gegenwart eines Plasma-
faktors Fibrinogen zu Fibrin ausfillt) oder des
Clumpingfactors  (hitzestabiles  Zellwandprotein,
welches Fibrinogen ausfillt) sind einerseits zu teuer
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Abbildung 1: Stamme mit unterschiedlich positiver DNAse-Reaktion
(z = Zone der DNAse-Reaktion).

oder andererseits fur die Identifzierung boviner
S. aureus Staimme (im Falle des Clumpingfactors) nicht
geeignet (Stephan et al., 2001).

In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dass sich die
Ergebnisse verschiedener Laboratorien beziiglich S.
aureus Diagnostik aufgrund unterschiedlicher Inter-
pretationen der DNAse-R eaktion nicht vergleichen
liessen. Ziel dieser Untersuchungen war es daher, die
DNAse-Reaktion fiir die Identifizierung von S. aureus
Stimmen zu validieren und Kriterien fiir die Auswer-
tung der DNAse-R eaktion festzulegen.

Material und Methoden

Fir die vorliegende Arbeit wurden 189 in der
DNAse-Reaktion positive Feldstimme (Gram- und
Katalase positive Kokken) aus Mastitisproben der
Routinediagnostik verwendet. Von jedem Stamm
wurde die Breite der durch die DNAse hervorge-
rufene Authellungszone aut DNAse Test Agar (Difco
Nr. 0632-17-7) bestimmt. Als Kontrollstamm diente
S. aureus ATCC 25923. Die Auswertung der R eaktion
erfolgte nach 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C. Die
weitere Stammcharakterisierung erfolgte iiber das
Himolyseverhalten sowie die Koagulasereaktion. Die
Himolyseform wurde auf Blutagar (Trypticase-Soy-
Agar, BBL mit 5% Schlafblut) nach 24-stiindiger
Inkubation bei 37°C beurteilt. Die Bestimmung
der Koagulase-Reaktion erfolgte auf RPF (Rabbit-
Plasma-Fibrinogen)-Medium  (Baird-Parker Me-
dium, Oxoid Nr. CM 275, R.PE Supplement, Sedia
2000-0100) nach 48 stiindiger Inkubation bei 37°C.
Stimme mit einer positiven DNAse- und einer posi-
tiven Koagulase-Reaktion wurden mittels PCR und

dem Primerpaar Staur4 (5-ACG GAG TTA CAA
AGG ACG AC-3’) und Staur6 (5>-AGC TCA GCC
TTA ACG AGT AC-3’) auf das S. aureus spezifische
23S rRNA-Gen getestet (Straub et al., 1999).Die dazu
notwendige DNA-Extraktion erfolgte nach der von
Hesselbarth und Schwarz (1995) beschriebenen
Methode. Ausgewihlte DNAse-positive (= 3mm) und
gleichzeitig Koagulase-negative Stimme wurden
zudem biochemisch mittels API ID 32 Staph (bio-
Meérieux, Marcy-I’Etoile, F) nach Angaben des Her-
stellers identifiziert.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der DNAse-Reaktionen aller 189
untersuchten Stimme sind in Abbildung 2 dargestellt.
26 Staimme (13.7%) wiesen eine DNAse-R eaktion
von 1mm, 46 Stimme (24.3%) eine solche von 2mm
auf. Die restlichen 117 Stimme (62.0%) zeigten
Reaktionen von 3mm bis 9mm. Von den 189
DNAse-positiven Stimmen waren 91 Stimme (48%)
in der Koagulase-R eaktion positiv, 98 Stimme (52%)
negativ.Alle 91 Koagulase-positiven Stimme erwiesen
sich gleichzeitig in der 23S rRNA PCR als positiv
(Abb. 3) und wurden damit eindeutig als S. aureus
identifiziert. Die biochemische Identifizierung von
30 ausgewidhlten Koagulase-negativen Stimmen
(DNAse-Reaktion 3mm und mehr) ergab drei
verschiedene Staphylokokken-Spezies (zehn Stimme
S. chromogenes, neun Stimme S. hyicus, vier Stimme
S. capitis) sowie Kokuria rosea, ebenfalls ein Vertreter
aus dem Genus Micrococcaceae. 91% der S. aureus
Stamme (82 von 91 Stimmen) zeigten eine DNAse-
Reaktion zwischen 3mm und 7mm. Dagegen zeigte
der Grossteil der Koagulase-negativen Stamme (86%)
eine DNAse-Reaktion von 1mm resp. 2mm. 47
S. aureus Stamme (51.6%) wiesen eine 36-Himolyse,
36 Stamme (39.6%) eine 3-Himolyse, sieben Stimme
eine y-Himolyse und ein Stamm eine a-Himolyse
auf. Als Parameter fir die Zuverlassigkeit der Iden-
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Abbildung 2: DNAse-Reaktionen der 189 untersuchten Stamme.
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Tabelle 1: DNAse-Reaktion einer Kolonie als Kriterium zur Identifizierung von S. aureus.

DNAse-Reaktion Sensitivitit (%) Spezifitat (%) positiv pradiktiver negativ pradiktiver

Wert (%) Wert (%)
=2 mm 98.9 25.5 55.2 96.0
23 mm 95.6 69.3 74.3 94.4
=4 mm 83.5 86.7 85.3 85.0

Tabelle 2: B6- oder 6-Hdmolyse und DNAse-Reaktion einer Kolonie als Kriterien zur Identifizierung von S. aureus.

DNAse-Reaktion Sensitivitit (%) Spezifitiat (%) positiv pradiktiver negativ pradiktiver

Wert (%) Wert (%)
> 1 mm 91.2 82.6 83.0 91.0
> 2 mm 91.2 96.9 96.5 95.0
23 mm 90.1 98.9 98.7 91.5
24 mm 79.7 99.0 98.6 84.6

tifizierng einer Kolonie als S. aureus wurde die
Sensitivitit, die Spezifitit, der positiv pradiktive und
der negativ pridiktive Wert ermittelt. In einem ersten
Schritt wurden diese Parameter flir eine Identifizie-
rung nur tber die DNAse-Reaktion (Tab. 1) und in
einem zweiten Schritt unter zusitzlicher Einbe-
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Abbildung 3: Amplifikationsprodukte (1250 bp) des S. aureus-
spezifischen PCR Nachweises: M = 250bp Lingenstandard
(Roche Diagnostics); + = Positivkontrolle; - = Negativkontrolle.

ziehung der 38- oder 8-Himolyse einer Kolonie be-
rechnet (Tab. 2).

Der Vergleich der positiv pridiktiven Werte beider
Vorgehen zeigt, dass S. aurens mit grosserer Treffsicher-
heit identifiziert wird, wenn sowohl die DNAse-
Reaktion als auch das Hamolyseverhalten der Kolo-
nien als Identifizierungskriterien herangezogen
werden. Dabei werden flir die Sensitivitit, die Spezi-
fitat, den positiv pradiktiven und den negativ pradik-
tiven Wert die besten Ergebnisse erreicht, wenn
Kolonien mit DNAse-Reaktionen von = 2mm
berticksichtigt werden. Die Ergebnisse der 189 in
der DNAse-Reaktion positiven Feldstimme (Gram-
und Katalase-positive Kokken) aus Mastitisproben der
Routinediagnostik zeigen, dass Kolonien unter Ein-
bezug einer 33~ oder 8-Himolyse und von DNAse-
Reaktionen = 2mm zumeist zuverlissig (Sensitivitit
91.2%, Spezifitit 96.9%) als S. aureus identifiziert
werden konnen. Es muss aber dennoch daraut hin-
gewiesen werden, dass auch mit diesem Vorgehen
8.8% der S. aureus Stimme nicht als solche erkannt
und andererseits 3.1% falsch-positiv als S. aureus an-
gesprochen wurden.

Fiir die Routinemastitisdiagnostik mag die Sicherheit
dieses Vorgehens (Beurteilung der DNAse-R eaktion
und Einbezug einer $8- oder 8-Himolyse) ausrei-
chend sein. Fiir Sanierungsverfahren mit dem Aus-
merzen von Tieren wie auch fir wissenschaftliche
Untersuchungen stellt sich aber die Frage, ob nicht ein
sichereres Kriterium der Identifizierung wie z.B. die
Koagulase-R eaktion gefordert werden miisste.
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Validité de la réaction DNAse pour l'identifica-
tion des souches Staphylococcus aureus en
cadre de la diagnostic mastitis

Entre les plusieurs procédés possibles, dans la
diagnostic par routine mastitis on se sert en ma-
jorité de la preuve de la formation DNAse, comme
critere de I’identification de souches S. aureus. Matis,
la formation DNAse ne se restreint pas seulement
aux souches S. aureus. En plus, la force de la réaction
DNAse varie fortement méme entre les particulie-
res souches. C’est pourquoi les résultats entre diffé-
rents laboratoires ne sont pas toujours comparables.
Le but de ces examens était donc de validier la
réaction DNAse pour I'identification des souches
S. aureus et d’établir des criteres pour I’exploitation
de la réaction DNAse.

Les résultats de 189 souches (Gram-et catalase-
positive cocci) isolées des échantillons mastitis de la
diagnostic par routine montrent, que des colonies
avec une (38- ou 8-hémolyse et les réactions de
DNAse de = 2mm peuvent étre exactement (sen-
sitivité 91,2%, specificité 96,9%) identifiées comme
S. aureus.
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Korrespondenzadresse

Validita della reazione DNAse per l'identi-
ficazione di ceppi Staphylococcus aureus nel
cadro della diagnostica mastitis

Tra i diversi procedimenti possibili nella diagnostica
usuale mastitis, si prende spesso la prova della for-
mazione DNAse come criterio d’identificazione
di ceppi S. aureus. La formazione DNAse pero non
¢ ristretta ai ceppi S. aureus. In oltre, la forza della
reazione DNAse varia molto tra i ceppi particolari.
E per quello, che 1 risultati tra i laboratori non sono
sempre comparabili. Lo scopo di questi esami era di
validare la reazione DNAse per identificare i ceppi
S. aureus e di fissare 1 criteri per la valorizzazione
della reazione DNAse.

I risultati di 189 ceppi delle prove mastitis usuali
indicano, che colonie con B8 o 8-emolisi e reazioni
di DNAse di = 2mm possono essere identificati
attendibilmente (sensibilita 91.2%, specificita
96.9%) come S.aureus.
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