GELOSE A L’ADN

FICHE TEST

TECHNIQUE ET BLEU DE TOLUIDINE D'IDENTIFICATION
Recherche de la thermonucléase

PRINCIPE :

La thermonucléase est une DNase qui reste active apres un chauffage de 15 minutes a 100°C.

Comme toutes les DNAses, la thermonucléase catalyse I'hydrolyse de 'ADN selon la réaction :
ADN + H,O =» nucléotides et/ou polynucléotides

Seul Staphylococcus aureus posséde cette thermonucléase.

COMPOSITION ET ROLE DES CONSTITUANTS :

Constituant Role
ADN (0,3g) Substrat de 'enzyme
Bleu de toluidine (3mL) Révélateur de I'utilisation de I'ADN
Chlorure de calcium (1mL) Source de minéraux
Chlorure de sodium (10g) Source de minéraux
Agar Agent gélifiant
Tampon TRISpH9 gsp 1 L Solvant du milieu

ENSEMENCEMENT:
A partir d'un bouillon coeur-cervelle ensemence avec une colonie suspecte et incubé 24h a 37°C :
¢ Chauffer pendant 15 min a 100 °C le bouillon de 24h. Laisser refroidir
e Creuser 4 puits (a I'aide d'un emporte-piéce) dans une gélose a I'ADN au bleu de toluidine
0 Remplir un puit « témoin + » avec un BCC + Staphylococcus aureus bouilli
0 Remplir un puit « témoin — » avec un BCC + Staphylococcus epidermidis bouilli ou un BCC stérile
0 Remplir 2 puits « tests » avec le BCC bouilli a tester
e Incuber pendant4 ha 37°C

ENSEMENCEMENT:
TEMOIN TEST

Observation

Hydrolyge de, : ADN Hydrolyse de I'ADN

dans le puit « témoin +» Ny ,
ot dans le puit « témoin - » Hydrolyse de PADN Absence d’hydrolyse de

Interpretation absence dhydrolyse de | ;,tltlau at()jsencle | dans les puits « test» 'ADN dans les puits

PADN dans e puit ydrolyse dans le puit « test»

« témoin -» «iemoint »

Conclusion du tesl'??r;stlélrtg:étable Recommencer le test Thermonucléase+ Thermonucléase-
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