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Lebensfahigkeitstest mit Nalidixinsaure und Acridinorange

Prinzip

Nalidixinsédure (NA; 1-Aethyl-1,4-dihydro-7-methyl-1,8-naphthydrin-4-on-3-carbonsaure) ist ein sehr spezi
fischer Inhibitor der DNA-Synthese bei Bakterien (Pedrini 1972); alle anderen metabolischen Prozesse I
fen bei dessen Zugabe normal ab. Dies fuhrt zu einer Volumenzunahme lebensfahiger Zellen (KogL
1978).

Acridinorange (AO) bindet an Nucleinsauren und fluoresziert rot-orange (als Dimer) oder grinlich (als Mc
nomer). Die "random-coil"-Konfiguration der in proliferierenden Organismen Uberwiegenden RNA begin
stigt die Dimerbildung der AO-Molekiile, inaktive Zellen weisen grinliche Fluoreszenz auf, da die Doppel
helix der DNA unzuganglicher ist fur die Farbstoff-Molektile (Hobbie et al. 1977).

Anwendungsbereich

Vor allem fir die Untersuchung eines fermentativen Dunkelstoffwechsels scheint es ratsam, zusatzlich ei
Lebensfahigkeitstest beizuziehen, der die metabolische Aktivitat allgemeiner erfasst. Sowohl Hobbie et
(1977) als auch Kogure (1978) inkubieren Zellen mit AO auf schwarz gefarbten Nucleopore-Filtern un
zahlen sie unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop nach ihrer Farbe aus. Die von Kogure et al. (1978) vore
schlagene Farbung der Filter mit 0.2% Nigrosin (10-20 Stunden) ergab unbefriedigende Resultate im V
gleich zur Farbung mit Irgalanschwarz nach Hobbie (1977). Die Kombination von NA und AO soll die Un
terscheidung lebensfahiger von toten Organismen vereinfachen. Andererseits erwédhnen bereits Kogure ¢
(1978) NA-resistente Mikroorganismen, bei denen NA auch in hohen Konzentrationen die Zellteilung nicl
verhindert.

Vorgehen
Kulturproben 1:1 mit Medium verdinnen.
6 Stunden lang mit NA (0.02 % Endkonzentration) inkubieren.

Auf schwarz gefarbten Nucleopore-Filter (0.2 um Porengrosse) filtrieren.

Auf dem Filterstand 3 Minuten lang mit 0.01% AO farben.

Den feuchten, mit destilliertem Wasser gewaschenen Filter unter dem Epifluoreszenz-Mikroskop
suchen.

Hinweise

Dieser Test ist fur Chromatiaceen i. a. weniger gut geeignet.

Die Fluoreszenz der mit AO behandelten Proben ist ungeniigend fur Photographie (Film: Kodak ET 16t
Ausserdem zeigte sich, dass Aumpurpureusso gut auf NA reagiert, dass es mdglich ist, vergrésserte Zel-
len von solchen normaler Form zu unterscheiden. NA bildet mit Komponenten des Mediums grossflocki
Ausfallungen.
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