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Kost. Es steht also fest, dass sehr geringe Mengen des Sulfons ver-
- hdltnisméassig viel besser resorbiert werden als grossere Mengen.

Diese Beobachtung stimmt mit denen von Marshall und seinen Mit-
. arbeitern gut iiberein.

Die Ergebnisse zusammenfassend, lidsst sich folgendes feststel-
len: 1. Die Resorption des mit der Nahrung gemischten Sulfanilamid
hdngt hochgradig von der Zusammensetzung der Nahrung ab, wahr-
scheinlich deshalb, weil der Tagesbedarf entsprechend den einzelnen
Nihrmitteln veridnderlich ist. 2. Die Sulfanilamidkonzentration des
,Blutes hingt mit dem Sulfanilamidgehalt der Nahrung zusammen,
so dass aus dem Wert des letzteren die erste errechnet werden kann.
3. Der Zusammenhang ist, abhingig von dem Prdiparat, von ver-
schiedenem Typ und ist nicht immer linear. 4. Unser Verfahren
bedeutet gegeniiber dem der amerikanischen Verfasser technische
Vorteile, da die individuelle Unterbringung der Tiere und die Messung
der verzehrten Nahrung sich eriibrigen.

/:v;&;\ . IlI. Kapitel.

&$ -

In-vitro-Wirkung der Sulfanilamidderivate.

1. Die die In-vitro-Wirkung beeinflussenden
Versuchsfaktoren.

Es ist kein Zufall, dass die unmittelbar auf die Krankheitserre-
ger ausgeiibte Wirkung der Sulfanilamidderivate gerade Londoner
Bakteriologen nachweisen konnten. Die antibiotische Wirkung der -
Sulfanilamidderivate kann nidmlich mit der groben Wirkung der
gewohnlichen: Desinfizienzien, die sich schon bei den einfachsten Ver-
suchsbedingungen merkbar macht, nicht verglichen werden. Zum
Nachweis dieser Wirkung bedarf es solich feiner Methoden, die
damals nur den Schiilern von A. E. Wright zur Verfiigung standen.

Die Entdeckung der bakteriostatischen Sulfanilamidwirkung
wollen wir nicht noch einmal erortern, nur so viel sei erwdhnt, dass
die 1937 verdffentlichten Ergebnisse von Colebrook, Buttle und
O’Meara’ noch im selben Jahr oder Anfang des néchsten Jahres von
zahlreichen Forschern (Nitti, Bovet und Depierre® Long und
Bliss,”® Hoare,™ Finklestone-Sayliss, Paine und Patrick,” Gay
und Clark,** Buttle®* und seinen Mitarbeitern) bestitigt wurden. Sie
haben ausnahmslos festgestellt, dass das dem Blut oder der Fleisch-
brithe im Verhiltnis 1:1000—1:10.000 hinzugefiigte Sulfanilamid das
Gedeihen von einigen abgeimpften Kokken verhindert oder die Kok-
ken gerade totet. Helmholtz*** berichtete noch im Jahre 1937 iiber die
starke bakteriostatische Wirkung des Urins von Personen, die mit
Sulfanilamid behandelt wurden.

Es scheint weniger interessant, die Ergebnisse dieser iiberein-
stimmenden Versuche zu besprechen, als die diesen widersprechenden
Beobachtungen. Biirgers* schreibt iiber die Versuche Colebrooks und
‘seiner Mitarbeiter (1937) wie folgt: ,,Neuere Versuche von Domagk
und mir konnen allerdings diese Tatsache nicht bestitigen.” Die Ein-
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zelheiten seiner eigenen Versuche werden nicht erwihnt, so dass ein
Riickschluss auf ihre Art nur auf Grund der Arbeit Domagks moglich
ist. Domagk™ lehnt die direkte (,desinfizierende”) Wirkung des
Sulfanilamid aui Grund des nachstehenden Versuchs ab: 50 ccm
48 Stunden alte Streptokokken-Bouillonkultur wurde mit 0,5 g Sul-
fanilamid versetzt und 48 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. Bei
der Weiterimpfung machte er die Beobachtung, dass selbst der
kleinste Tropfen dieser Kultur zahlreiche lebende Kokken enthielt.
Biirgers* beharrte auch im Jahre 1939 noch auf dem Standpunkt,
dass dem Sulfanilamid und dem Uliron keine wesentiche bakterium-
schidigende Wirkung zukommt. Auf Grund der gegenwartigen Kennt-
nisse ist nicht der Umstand auffallend, dass in den Versuchen Rosen-
thals®® der Versuch, die bakteriostatische Wirkung des Sulfanilamid
gegen Colibazillen und Streptokokken nachzuweisen, fehlgeschlagen
hat, sondern die Tatsache, dass diese Wirkung mit seiner Methode
gegen 6 verschiedene Pneumokokkenstimme erwiesen werden konnte.
Der Erfolg des Versuchs diirfte im letzten Falle dadurch bedingt sein,
dass er zur Impfung der sulfanilamidhaltigen Niahrboden 18 Stunden
alte Kulturen verwendete; bekanntlich erfahren in solch alten Kul-
turen die Pneumokokken oft eine Spontanschiddigung infolge der
‘Autolyse. Britton®* impfte sulfanilamidhaltige Fleischbriihe. mit 0,4
ccm Bouillonkultur verschiedener Bakterien ein. Obwohl er eine
geringfiigige Hemmung beobachiete, hielt er dieser fiir derart unbe-
deutend, dass er schliesslich nur dusserte: die Sulfanilamide haben
gar keine bakteriostatische Wirkung. Fischer®” beobachtete, dass die
Streptokokken in der 1% Sulfanilamid enthaltenden Fleischbriihe
nicht gedeihen; niedrigere Konzentrationen aber waren unwirksam.
Nidhere Angaben iiber die Versuchsmethode fehlen aus: der Arbeit,
weshalb nicht festgestellt werden kann, warum seine Versuche zum
Teil erfolglos waren. Dem Umstand, dass das Sulfanilamid und das
Sulfapyridin in den Versuchen von Burton® und seinen Mitarbeitern
unwirksam befunden wurden, liegt wahrscheinlich das zu grosse Ino-
. culum zugrunde.
, Die Tatsache, dass die bakteriostatische Wirkung der Sulfanil-
amide von den einzelnen Verfassern derart verschiedentlich beurteilt
wird, kann durch die Verschiedenheit der Versuchsbedingungen
erklart werden. Die Veranschaulichung der bakteriostatischen Sul-
fanilamidwirkung hdngt ndmlich hochgradig von der Versuchstech-
nik ab. Im folgenden wollen wir uns mit diesem theoretisch und prak-
tisch gleichweise wichtigen Problem befassen. Zunédchst sei auf die
Bedeutung der Inoculumgrdsse hingewiesen.

Bei der Priifung der antibiotischen Eigenschaften der in der -
Praxis bewiihrten Antiseptica trachtete man friiher, ihre desinfizie-
rende Wirksamkeit festzustellen. Erst seit Kurzem wird auch der
bakteriostatischen Wirkung Beachtung geschenkt. Uber den bakterio-
statischen Wert der einzelnen Desinfizienzien dussern sich die einzel-
nen Verfasser sehr verschiedentlich, so weichen z. B. die Ansichten
iiber die bakteriostatische Wirksamkeit des- Phenyl-mercurinitra-
tes®, °™* voneinander stark ab. Garrod"® legt den Meinungsunter-
schleden die Verschiedenheit der in den Versuchen verwendeten Ino-
culumgrésse zugrunde. Er fand nidmlich den bakteriostatischen Titer
des Phenyl-mercurinitrates nach 0,1 ccm Inoculum bei 1,28 X 10°¢
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nach 1077 ccm bei 52X 1077, Aechnliche, obwohl geringere Unter-
schiede beobachtete er auch bei der Ermittlung der bakteriostatischen
Wirkung des Phenols. Die ausserordentliche Bedeutung der Inoculum-
grosse kommt besonders bei der Priifung der Sulfanilamidderivate
zur Geltung. Im Falle eines grossen Inoculums zeigen diese Mittel
anscheinend iiberhaupt keine, nach der. Abimpiung von wenigen Bak-
terien aber eine bedeutende bakteriostatische Wirkung. Dies geht aus
einem grundlegenden Versuch Colebrooks®” und seiner Mitarbeiter
besonders klar hervor. In diesem Versuch wurde die Fleischbriihe
-mit Sulfanilamid im Verhiltnis 1:10.000 versetzt und mit 35—50
Streptokokken geimpit. In diesem Nidhrboden konnten die Kokken
nicht gedeihen, wahrend ihr Wachstum in der mit 300 Millionen
Kokken geimpfiten Bouillon selbst durch 1% Sulfanilamidzusatz nicht
verhindert werden konnte. Die Beziehungen zwischen Inoculumgrosse
und Sulfanilamidwirkung wurden seitdem von zahlreichen Forschern
bestiitigt, die die Frage auch in ihren Details studierten (Niftti, Bovet
und Depierre,** Long und Bliss,* Finklestone-Sayliss*® und Genossen,
_Lock}alfood,”’ Maclntosh und Whitby,”® Green,'*” Hirsch,**®* Rose und
Fox.?

_ Fiir die bakteriostatische Wirkung der Sulfanilamidderivate ist

die Bedeutung der Zusammensetzung des verwendeten Ndhrbodens
kaum geringer als die der Inoculumgrosse. Die bakteriostatische
Wirkung kann in einem sehr verschiedenen Ausmasse zur Geltung
kommen, abhingig davon,.ob das Priparat defibriniertemm Blut oder
leukozytenireiem Blut hinzugefiigt wird. Auch die das Blut liefernde
Tierart ist wichtig;®, *8, *°, *** im Blut des Menschen oder des Affen
ist das Sulfanilamid ziemlich wirksam, im Kaninchen-, Meerschwein-
chen- oder Miuseblut erheblich weniger. Nach Winkler und Julius®*®
enthalten die Blutk6rperchen der Pierde einem Stoff, der die bakterio-
statische Wirkung des Sulfanilamid fordert. Die die Wirksamkeit
des Sulfanilamid herabsetzende Wirkung ganz keiner, dem mensch-
lichen Blut hinzugegebener Peptonmengen (0,6 mg: pro ccm) wurde
© zum.ersten Male von Lockwood®, **® nachgewiesen; die Antisulfanil-
amid-Wirkung der Peptone wurde auch durch andere -For-
scher'®, 8, 26 2 hagtitigt. Die bakteriostatische Wirkung wird auch
-von der Art des Peptons beeinflusst: Long und Bliss®" beobachteten
eine verschiedene Wirkung des Sulfanilamid auf einen zur Gruppe
G gehorenden Streptococcus abhiingig davon, ob die Fleischbriihe
mit Proteose- oder Neopepton hergestellt wurde. Merkwiirdigerweise
fanden Weld und Mitchell’® — im Gegensatz zu den vorigen — die
Peptonhemmung im Kant_nchenserum fiir unbedeutend. D1e Zur Her-
stellung der Fleischbrithe verwendeten Organe und der Grad ihrer
Autolyse konnen gleichfalls eine Rolle spielen.?*?, ®*

Dem Alter der Bakterienkultur kommt schon eme geringere
Bedeutung zu, als der Inoculumgrosse. Finklestone-Sayliss® und seine
Mitarbeiter impften 1:10.000 Sulfanilamid enthaltendes Menschenblut
ungefahr mit der gleichen Zahl von Kokken, die verschiedenaltrigen
(8, 12, 16, 24 und 26 Stunden). Kulturen entnommen wurden. Am
Anfang des Versuches entstanden aus je 1 ccm Roéhreninhalt 100—200
Kolonien. Im Falle des 8 Stunden alten- Inoculums entwickelten sich °
nach 4 Stunden aus derselben Menge 2500 Kolonien, von diesem Zeit-
purnkt an hat sich die Zahl der Kokken rasch verringert. Bei Ver-
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wendung der aus dlteren Kulturen gewonnenen Inocula war der
anfingliche Anstieg, parallel zum Alter der Kultur, immer weniger
steil. Nach Anwendung der 26 Stunden alten Kultur wurde das Phi-
nomen nicht mehr beobachtet. Der Umstand, dass die Sulfanilamid-
derivate das Wachstum der in den Ndhrboden geimpften Bakterien
erst nach Ablauf einer gewissen Zeit (2—5 Stunden) wesentlich zu
hemmen beginnen, wurde auch von zahlreichen anderen Ver-
- fassern®, **7, 2 e 31133 Keghachtet. Will man den Grad des Ge-
deihens aus der Trubung mit unbewaffneten Augen beurteilen, so kann
dieses anfingliche Gedeihen nur im Falle eines grossen Inoculums
bemerkt werden.*?

Der Einfluss von scheinbar belanglosen Nebenumstinden auf
die bakteriostatische Wirkung der Sulfanilamidderivate erhellt aus
einer Beobachtung von Mellon und Shinr;’* wenn sie zur Verdiin-
nung des Inoculums verschiedene Medien verwendeten (Kochsalz-
wasser oder Fleischbriihe), war auch die bakteriostatische Wirkung
verschieden. Es scheint darum zweckmissig, im Falle empfindlicher
Frreger (z. B. Strepto- und Pneumokokken) die Verdiinnungen mit
dem bei den Versuchen auch sonst verwendeten Nidhrboden herzu-
stellen.

Vom Gesichtspunkte der bakteriostatischen und noch mehr der
,bakteriziden Wirkung* kommt es auch darauf an, bei welcher Tem-
peratur die Versuche angestellt werden.®, *, **", "", 2 Bei 39—41° ist
die bakteriostatische Wirkung des Sulfanilamid erheblich stérker
als bei 37°. Frisk*® erkliart diese Erscheinung mit der Tatsache, dass
die Bakterien bei hoheren Temperaturen auch sonst schlechter gedei-
hen als bei der optimalen. Es hat aber den Anschein, dass geringe
Temperaturunterschiede belanglos sind; so ist die bakteriostatische
Wirkung des Sulfanilamid gegen btreptokokken bei 37° und 38°
die gleiche.'® :

Wie ersichtlich, wird die bakteriostatische Wirkung der Sul-
fanilamidderivate von den Versuchsbedingungen hochgradig beein-
flusst. Man soll deshalb darauf gefasst sein, dass in den zu ver-
schiedenen Zeitpunkten hergestellten Fleischbriihen ein und dasselbe
Préaparat verschiedene bakteriostatische Werte aufweisen wird. Ver-

. wendet man Peptonwasser, so lassen sich die Versuche unter besser
standardisierbaren -Bedingungen ausfiihren. In diesem Fall ist aber
die hemmende Wirkung des Peptons zu beriicksichtigen, die die
bakteriostatischen Eigenschaften dieser Pridparate nur zum Teil zur
Geltung kommen ldsst. Aus diesem Grunde ist man vielmehr bestrebt,
diese Versuche in pepton- und fleischextraktireien Nahrbéden durch-
zufithren. Im Falle von wenig anspruchsvollen Mikroorganismen,
z. B. bei den Colibazillen, wird man dieser Bedingung durch die Ver-
wendung synthetischer Ndhrboden leicht gerecht. -Der Stickstoff-
bedarf anspruchsvollerer Bakterien kann derart verwickelt sein, dass
er nur mit einer grossen Zahl verschiedener Aminosiuren oder mit
Eiweisshydrolysaten gedeckt werden kann. Von den Hydrolysaten
kommt das Caseinhydrolysat an erster Stelle in Betracht, da das
Casein leichter gereinigt werden kann, als z. B. das Serumalbumin
oder die Gelatine. Die mit Caseinhydrolysaten hergestellten sog.
halbsynthetischen Nadhrboden sind einfach und billig herzustellen,
weshalb sie sich in der Praxis besser bewihren, als die aus reinen

\
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."Aminosiuren hergestellten. In letzter Zeit werden immer 6fter Ver- -
suche veroffentlicht, die mit synthetischen oder halbsynthetischen
Nahrboden durchgefiihrt wurden. In desem Zusammenhang méchten
wir erwihnen, dass Domagk™ die hohe Bedeutung der synthetischen
Nihrbdden bei der chemotherapeutischen Forschung schon 1936, un-
mittelbar nach der Entdeckung des Prontosil, betonte. Bisher wurden
Untersuchungen mit dieser Methodik mit Coli-,*, 12, 148, 86 252 28 301
Ruhr-,**, *** Typhus- und Paratyphusbazillen, L Strepto- fos und
Pnfet;lmokokken 112 Lactobazillen,®* CI. acetobutyllcumm usw. durch—
gefiihrt

" 2. Messung der In-vitro-Wirkung der Sulfanilamidderivate.

Die Einfachheit der Reagenzglasversuche hat dazu beigetragen,
dass nach der Entdeckung Colebrooks und seiner Mitarbeiter die
direkte (in vitro) Wirkung der Sulfanilamidderivate von zahlreichen
Forschern gepriift wurde. Nichts ist ein besserer Beweis fiir die
Berechtigung der Reagenzglasversuche, als die Tatsache, dass
schliesslich - derartige Versuche zur Aufklirung des Wirkungs-
mechanismus der Sulfanilamidderivate fiihrten. Vom Gesichtspunkte
der direkten Wirksamkeit aus sind nicht nur die qualitativen, son-
dern auch die quantitativen Verhiltnisse wichtig, so ist es begreiflich,
dass zur Beseitigung der oben besprochenen storenden Umstiinde
bisher zahlreiche Versuche gemacht wurden. Die genaue Kenntnis der
quantitativen Wirksamkeit ist schon deshalb wichtig, weil eine Ant-
wort auf die Frage, ob den therapeutischen Eigenschaften der einzel-
nen Sulfanilamide allein die direkte Wirkung zugrunde liegt, nur auf
diese. Weise erteilt werden kann., Im folgenden wollen wir die zur
Verfiigung stehenden Verfahren im allgemeinen besprechen, mit
besonderer Riicksicht auf die Frage, wie weit diese Methoden zur
quantitativen Bestimmung und zahlenméissigen Angaben der direkten
Wirkung geeignet sind. In Verbindung mit diesem Problem soll auch
die von uns verwendete Technik besprochen werden.

Friiher wurde die In-vitro-Wirkung der Sulfanilamidderivate
vorwiegend in defibriniertem Menschenblut gemessen. Das Blut wird
mit einer gewissen Menge des Priparates und dann mit einer bekann-
ten Zahl von Bakterien versetzt. Das Gedeihen der Bakterien — bzw.
ihre Hemmung — wird mit Hilfe der zeitweise vorgenommenen
Bakteriumzédhlung oder der Wrightschen®® ,slide cell“-Technik ver-
folgt. Von den zahlreichen Versuchen dieser Art soll auf die von
Colebrook™, *® und seinen Genossen, Long und Bliss,” Maclntosh
und Whitby,™® Hoare,”™ Fleming Finklestone-Sayliss,” ferner
Rammelkamp®®, *** und seinen Mitarbeitern, Grumbach*® und zahl-

- reichen anderen die hler nicht angefiihrt werden kdnnen, verwiesen
werden.

Obwohl die im Blut angestellten Versuche den im Organismus
bestehenden Verhiltnissen am néchsten stehen und aus diesem
Grunde fiir gewisse Studien unentbehrlich sein diirften, ist diese
Methodc zur quantitativen Bestimmung der direkien Wirkung einzel-
ner Préparate wenig geeignet, da das Verfahren zahlreiche Fehler-
quellen hat: 1. Die Versuche konnen unter identischen Bedingungen
kaum wiederholt werden; verwendet man das Blut derselben Tierart,
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so weist ein Mittel in den Blutproben die von verschiedenen Indi-
viduen zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnen werden, nicht immer
dieselbe Wirkung auf. 2. Die bakteriostatische Wirkung ist im Blut
wegen der im Blut befindlichen Hemmstoffe schwicher als in Wirk-
lichkeit. 3. In den Leukozyten®, **° und im Serum®® befinden sich
bakterizide Stoffe, die die Wertbesstimmung in der anderen Richtung
storen. 4. Die Verteilung der einzelnen Priparate zwischen Serum
und Formelementen ist nicht identisch; z. B. das Sulfanilamid befin-
det sich in den roten BlutkOrperchen in einer wesentlich hoéheren
Konzentration als im Plasma; mit dem Sulfamethylthiazol verhiit
es sich umgekehrt.**® 5. Geringere Unterschiede der Wirksamkeit
kommen bei dieser Methode nicht zum Ausdruck. 6. Die quantitativen
Verhéltnisse lassen sich schwer zahlenmissig ausdriicken.

Der Urin kommt als Nidhrboden zur theoretischen Erforschung
der bakteriostatischen Sulfanilamidwirkung wegen der in ihm enthal-
tenen Hemmstoffe gleichialls nicht in Frage. Dagegen gelangten mit
dieser Methode Helmholtz,*** Cokkinis,”® Rammelkamp und Juwell,*®
Vetro**® und andere zu praktisch wichtigen Ergebnissen. _

Die Zahl der in Peptonwasser und Fleischbriihe ausgefiihrten
Versuche®, 5, 57, 102, 212 813 338 ‘240 380 390 ot schon heute fast uniibersicht-
lich hoch. Selbstrendend konnen auch bei diesen Ndhrbdden die in
ihnen befindlichen Hemmstoffe Verhiltnisse vortiuschen, die den
wahren nicht entsprechen. Viele verwenden zur Bestimmung der
bakteriostatischen Wirkung der, Sulfanilamidderivate Agar, Serum- -
agar oder Blutagar.®®, ®, **® % 3 Aquch in diesen Fillen werden die
Ergebnisse von den Hemmstoffen, die sich im Ausgangsmaterial der
Agarndhrbéden befinden, beeinflusst. Nach unserer Ansicht gibt es
bei der Anwendung fester Nidhrbdoden ausser den erwihnten auch
andere Umstinde, die die Ergebnisse in einem falschen Licht er-
scheinen lassen. Vor allem soll man bedenken, dass die Bakterien
auf einem festen Nahrboden sich nie in einer derart direkten, unbe-
schrinkten und engen Berithrung mit den Nihrstoffen und den
Chemotherapeutica befinden, wie im Falle eines fliissigen Nahrbodens.
Wir glauben, dass infolge dieser Verhiltnisse die Diffusion der
Prédparate nach dem Zellinneren von zahlreichen Umstinden, vom
kolloidartigen Agar-Agar, Serum oder Blut, beeinflusst wird. Es wur-
den Beobachtungen gemacht die fiir diese Annahme sprechen. Kimmig
und Weselman'® haben in Kataphoreseversuchen festgestellt, dass
die Sulfanilamidderivate von den Serumeiweisskoérpern, besonders
dem Albumin, adsorbiert werden. Nach Davis®™ werden diese Mittel
in irgend einer Form an die Plasmaproteine gebunden. Dennoch sind
die festen Nidhrboden trotz dieser Nachteile fiir die Versuche mit
Gono- und Meningokokken unentbehrlich, weil sie auf festen Nédhr-
bdden erheblich besser geziichtet werden konnen. Eine bessere
Losung kommt auch deshalb nicht in Frage, weil ein synthetischer
-Nidhrboden, der die Ziichtung dieser ausserordentlich anspruchs-
vollen Erreger gestattet, vorldufig nicht zur Verfiigung steht.

Zur Veranschaulichung der Technik der Agarplattenversuche
dient folgender Meningokokkenversuch.'®®

Pin 45—47° warmer, 20% Aszitesfliissigkeit enthaltender Agarnihrboden
wird mit verschiedenen Mengen der Natriumsalziosungen von Sulfamethyl-
thiazol,” Sulfapyridin und Sulfanilamid versetzt und zu Platten gegossen. Jetzt
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wurde die 8 stiindige Aszites-Schriagagarkultur von Meningoccocus Typ Gordon L
mit 5 ccm Fleischbrithe abgeschwemmt aus der Suspension verschiedene Verdiin-
nungen hergestelit und in einer Menge von je 1 Ose voll zur Impfung der ver-
schieden konzentrierten Agarplattensektoren verwendet. Als Inoculumeinheit gilt
1 Ose voll der 1:10.000 verdiinnten Suspension; diese Menge entspricht ungefihr
3500 hKlok]z(en. Die nach 24 Stunden beobachteten Ergebnisse sind aus Tabelle 11.
ersichtlich.

Tabelle 11.

Bakteriostatische Wirkung verschiedener Préiparate gegen Meningo-
kokken auf einem 20% -igen Aszitesagar.

S. methylthiazol S. pyridin Sulfanilamid
Konz. des Mittels Zah! der abgeimpften Inocula
mg %o
10 | 1G> | 103 | 10¢] 10 | 102 | 103 | 10¢] 10 | 102 | 103 | 10¢
0,0 41 4] 4 4] 4 4 4] 4| 4! 4| 4| 4
0,1 4 4| 4| 4] 4| 4] 4 4] 4 4] 4| 4
0,2 Of-1] 3] 4} 4| 4| 4| 4] 4| 4| 4| 4
0,5 O] 0f Of 1| 4 4| 4| 4) 4| 4 4| 4
038 0fofolo]lojo| 1] 4]0j0] 0?2
1,0 of ol Ofj oo} ol 0l O] 0] Of 0] 1
1,5 0/l ofofolojojololololoO]oO

Erklarung: 0 — kein Wachstum: 1 = 1—3 Kolonien; 2 =— 4—8 Kolonien; 3 = 9—15-
Kolonien; 4 — iiber 15 Kolonien oder zusammenhéingender Kokkenbelag.

. Die Uberlegenheit des Sulfamethylthiazol gegeniiber den zwei

anderen Mitteln wird auf den ersten-Blick klar. Auch die zwei ande-
ren sind nicht gleich wirksam, ihr Unterschied aber ist erheblich
geringer. In dem Versuch mit 10.000 Inoculumeinheiten war die
Grenzkonzentration des Sulfamethylthiazol 0,5, die des Sulfapyri-
din und des Sulfanilamid 0,8 bzw. 1 mg %. Im Falle von 10 Ino-
culumeinheiten sind die entsprechenden Grenzkonzentration 0,1; 0,5
und 0,5 mg %. Auf Grund der Ergebnisse steht also fest, dass die
Préparate verschiedentlich wirksam sind, aber den Unterschied mit
Ziffern anzugeben ist eine sehr verwickelte Aufgabe, die hichstens
mit Hilfe von Indexen auf dem Wege iiber arbitrale Berechnungen
gelost werden kann.

Wenn die verwendete Methodik nicht sehr genau ist, dann kann der Unter-
schied zwischen zwei beinahe gleichwirksamen Priparaten — unabhingig davon,
ob der Versuch in einem festen oder flitssigen Nahrboden durchgefiirt wird — ent-
weder nicht nachgewiesen werden oder infolge eines Zufalls grosser erscheinen als
er in Wirklichkeit ist. Zur Veranschaulichung der zweiten Moglichkeit dient nach-
stehendes Beispiel: Verglichen werden zwei Mitiel, deren Wirkungsunterschied-
mit der bakteriostatischen Methode gemessen z. B. 33% betrigt, in den Konzen-
trationen 0,2; 1,0; 5,0; 25 und 50 mg %. Es kann vorkommen dass das Wachstum
der Bakterlen von dem stirkeren Priaparat genau bei der Konzentration von 4 7
mg % vollkommen gehemmt wird. Dementsprechend wird man in der 5 mg ¢
enthaltenden Rohre kein Wachstum feststellen, in der Rohre mit 1 mg % I(on-
zentration wird aber noch Wachstum beobachtet. Hieraus folgt, dass das schwii-
chere Mittel das Bakterienwachstum nur in einer um ein Drittel héheren Konzen-
tration, bei 6,3 mg % hemmen wird. In der Rohre von 5 mg % werden also die
Bakterien noch gedeihen. Sicher wird dieses Wachstum nicht so lebhaft sein wie
in der 1 mg % -Rohre des stirkeren Mittels: dieser Unterschied wird aber nicht
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ausgedriickt, da das Resultat auf Grund der Grenzkonzentration zahlenmissig an-
gegeben wird. Man wird also sagen, dass die vollkommen hemmende Konzentration
fiir das eine Mittel bei 5 mg % fiir das andere bei 25 mg % liegt. Diese Angab:
lasst das eine Mittel fiinfmal so stark wie das andere erscheinen, obwolh es zwi-
schen ihnen kaum einen Wirksamkeitsunterschied gibt.

Wegen dieser Schwierigkeiten ist der genauen bakteriostati-
schen Wertbestimmung der Sulfanilamidderivate eine Titrierung
zugrunde zu legen, wo die Konzentrationsunterschiede zwischen den
einzelnen Mitgliedern .gering sind, ferner empfiehlt es sich, das
Gedeihen der Bakterien quantitativ zu messen. Auf Grund dieser
Daten wird eine Kurve gezeichnet, von der die geringste das
Wachstum vollkommen hemmende Konzentration abgelesen werden
kann. Unter solchen Bedingungen machten Moller und Schwarz *
ihre Versuche, ferner Auhagen,” mit dem Stereptobakterium plantarum
und verschiedenen pathogenen Keimen (lvanovicsm, e 199) Unser
Verfahren ist folgendes: .

Die Ziichtung der Staphylokokken, Coli-, Dysenterle- Typhus-,
Paratyphus- und Milzbrandbazillen und anderen maéssig anspruchs-
voller Mikroorganismen erfolgt in einem aus Caseinhydrolysat her-

. gestellten Nihrboden, der unter Beobachtung der Erfahrungen

Knights™ folgendermassen hergestellt wird.*

50 g Casein (nach Hammerstein) werden in 250 ccm 4. n Schwefelsdure sus-
pendiert, zwei Stunden im Wasserbad erhitzt, dann der Kolben mit einem Riick-
laufkithler versehen, iiber einem Sandbad weitere 6 Stunden gekocht. Nun wird
die Losung mit 1 Liter dest. Wasser verdiinnt, mit heissem, konzentriertem Baryi-
wasser genau neutralisiert, der - Niederschlag iiber einem Biichner—Trichter
obgesogen, nach griindlichen Auspressen “in 2 Liter heissem Wasser wieder
suspendiert und wieder abgesogen, Diese Operalion wird mit 1 Liter Wasser
wiederholt und die gewonnenen Filtrate werden vermengt. Dem Filtrat fiigt man
so viel 5. n Schwefelsiure hinzu, dass es auf ~ Kongopapier gerade sauer
reagiert. Der stark trilben Ldsung wird 1 Essioffel voll Tierkohle bei-
gegeben, umgeriihrt, zum Sieden gebracht und in heissem Zustand durch Falten-
filter filtriert. Eine wasserklare, gelbliche Losung wird gewonnen, der man fol-
gende Stoffe hinzugibt: 3 g Asparagin, 5 g Glutaminsidure, 0,4 g dl-Cystin; 15 g
Natriumzitrat, 16 g Glucose, 20 g Kochsalz, 2 Natr. sulfat kryst. Nach Auflosung
dieser Stoffe 16st man 0,5 g Magnesiumsulfat und 0,02 g .Ferriammoniumnitrat
getrennt in geringen Wassermengen und fiigt diese Lésungen der ersten hinzu. Das -
pH des Ndhrbodens wird auf 7.5 eingestellt. Schliesslich wird die Losung mit 5 mg
Aneurinchlorhydrat und 30 mg Nikotinsdureamid versetzt und mit dest. Wasser
auf 6 Liter ergdnzt. Der Ndhrboden wird in je 500 ccm Mengen 30 Min. bei 1059,
am anderen Tage noch 40 Min. in stromendem Dampf sterilisiert. Von dieser Losung
verdiinnt man die gerade noiige Menge mit der gleichen Menge m/15 Phosphat-
puifer von pH 7,5 und sterlisiert in Reagenzrohren zu 4 oder 8 ccm in der
erwihnten Weise,

Dieser Nahrboden gestattet’ das Gedeihen auch von wenigen
Keimen und die Entwicklung der Kultur erreicht ihr Maximum nach
24 Stunden. Die Verdiinnung mit dem Phosphatpuffer erhoht die-
Pufferkapazitit des Nihrbodens, iiberdies gewidhrt der verdiinnte
Nihrboden eine mehr homogene Entwicklung der Bakterien als der
konzentrierte. Der bedeutende Zitratgehalt des Nihrbodens iibt eine
Pufferwirkung aus, ferner verhindert dieses Salz die Ausscheidung
des Eisens. Selbstverstindlich kommt die bakteriostatische Wirkung
der Sulfanilamidderivate in diesem halbsynthetischen Nédhrboden
besser zur Geltung als in der Fleischbriihe. Dies er51eht marn aus
Tabelle 12. :



Tabelle 12.

Bekteriostatische Wirkung des Sulfanilamid und Sulfamethylthiazol
gegen Staphylokokken in Fleischbriihe und Caseinndhrboden.

. Sulfanilamid Sulfamethylthiazol
Konz. des Mittels -
mg %0
Fleischbr. | Caseinnidhrb.| Fleischbr. |Caseinnihrb.
00 bt C s A+
20 4 - +++ R R
40 +H++ ++ 4+ -
8,0 A + RN —
16,0 A -+ - ++ -

Bemerkung: Die Kreuze bedeutung den Grad des Wachstums.

Der Unterschied ist noch grosser, wenn die einzelnen Nahrboden
mit Colibazillen beimpft werden. Dies geht aus Tabelle 13. hervor,
wo der Versuch ausser in dem Caseinnidhrboden und in der Fleisch-
briithe auch in-dem nach den Vorschriften von Sahyun™® und seinen
Mitarbeitern hergestellten Glucose und Ammoniumsulfat-Nihrboden
durchgefiihrt wurde.

Tabelle 13.

Bakteriostatische Wirkung des Sulfamethylthiazol gegen Colibazillen .
. in verschiedenen Ndhrbéden.

Das . Wachstum in versch. Nahrboden
Konz. des Mittels - : :
Synthetischenédrb.* | Caseinndhrb. Fleischbr.
mol/108 — ' — —
mol/10¢ - — — 4+
mol/5 104 — - 4+
mol/10° — — . e
mol/2. 105 - At i+
- 0 (Kontrolle) FHE F -

Bemerkung: Die Kreuze bedeuten den Grad des’Wachstums.
* nach Sahuyn und Mitarbeiter.

Wie ersichtlich, ist die bakteriostatische Wirkung in dem
synthetischen aminoséurefreien Ndhrboden noch ausgepriigter als in
- dem Caseinndhrboden. Dennoch glauben wir, dass man die bakterio-
statische -Wirkung dieser Mittel selbst im Falle von Colibazillen
zweckmadssigerwiese im Caseinnidhrboden priifen soll. Auf die Griinde
d.ieser Ansicht kommen wir spiter zuriick.
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Die bakteriostatische Wirkung der Sulianilamidderivatie wird nun wie
folgt genau titriert: Nachdem die griosste Verdiinnung, die das Wachstum der
Bakterien vollkommen verhindert. in orientierenden Versuchen anniherend bestimmt
wurde, versetzt man vom 8-10-fachen dieser Konzentration die je 4 ccm Casein-
nihrboden enthaltenden Rohrchen mit 1,0; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5: 0.4; 0,3; 0.25;0.2:.0,15
und 0,1 ccm Loésung. Der Rohreninhalt wird mit dest. Wasser auf 5 ccm ergidnzt.
Von den schlechtldslichen Sulfanilamidderivaten verwendet man die Losungen
ihrer Natriumsalze. Zur Beimpfung der Rohrchen wird zundchts eine normal Ose
der 24stiindigen Schrigagarkultur in 5 ccm Nahrlésung suspendiert und aus der
Suspension eine Verdiinnung von 1:10.000 hergestelit, 0,1 ccm dieser Verdiinnung
dient als Inoculum. Wir glauben die Inoculummenge mit diesem Verfahren hinrei-
chend standardisiert zu haben. Laut mehreren Bestimmungen bedeutet diese
Menge bei Staphylokokken 6.000—8.000, bei Colibazillen 3.000—3.500, bei Ruhrbazil-
len 6.000—10.000 Keime. Demnach ist die Ordnungsgrosse von dem Stamm und der
Spezies unabhingig. Es wire ganz verfehlt, die Inoculumgrdsse in jedem Versuch
durch Aussaat iiber einer Agarplatte mit der Keimzahl anzugeben, zumal iiber die
wirklichen Verhiltnisse selbst diese Methode keinen richtigen Aufschluss gibt, da
die erhaltene Keimzah! nicht nur von der Art des Bakteriums und dem Stamm,
sondern auch davon abhingt, in welchem Ausmass die Suspension homogenisiert
werden konnte. ’

Die beimpften Rohrchen werden nach griindlichem Schiitteln 20—30 Stunden
in einem Brutschrank aufbewahrt. Der bakteriostatische Titerwert hidngt auch von
der Ziichtungsdauer hochgradig ab. Im kiirzéren - Versuch (z. B. 14—20 Stunden)
erhilt man héhere Werte als bei einer lingeren Versuchsdauer. Die iiber 24 Stunden
dauernden Versuche liéfern aber genauere Ergebnisse, weil die Streuung der
Werte, aus denen die die” Hemmung darstellende Kurve zusammengestellt wird,
geringer ist. Bei homogen wachsenden Stimmen wird der Wachstumsgrad nephelc-
metrisch gemessen. Zu diesem Zweck wird bei uns das Leitzsche Universalkolori-
meter verwendet. Als Kontrolle dient eine Kultur, die mit dem Pridparat nicht
versetzt wird, Der Wachstumsgrad wird in Hundertsatz, auf diese Kontrolie

bezogen, angegeben.
Abb. 5. stellt die
0o — , Ergebnisse eines Sul-

. . famethylthiazelver-
/— , suches dar.

T
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her nannten wir Ti-
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, . /(amfm&bn:ésfaﬁanﬁy///ﬁ/a{ols 36% ige Wachtums-

emmung bedingt. Es

Yo' 2 g schien aber zweck-
Abb. &. méssiger, jene

Die bakteriostatische Wirkung hochste Verdiinnung

des Sulfamethylthiazols auf Staphylococcus. als Titer anzusehen,

in der das Wachstum
nephelometrisch iiberhaupt nicht nachgewiesen werden kann. Selbst-
rendend ist dieser Wert niedriger als der ersterwéhnte.

In Tabelle 14. sind die bakteriostatischen Titerwerte des
Sulfarilamid und Sulfamethylthiazol auf Grund von Staphylo-
coccusversuchen verzeichnet. Um die Wirkung dieser Verbindungen
anschaulicher zu machen, wurden in der Tabelle auch die Ergebnisse
von Versuchen mit einigen allbekannten Desinfizierungsmitteln
angegeben. o
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Tabelle 14,

Bakteriostatischer Titer des Sulfanilamid, Sulfamethythiazol
und verschiedener Benzolderivate gegen Staphylococcus aureus.
(Der Titer ausgedriickt auf Grun;l der 66%-igen Hemmung.) ’

Das Mittel Bakteriostatischer Titer
Natriumbenzoat mol/200
Natriumsalizylat mol/1.000
Benzolsulfamid-p-carbonséure ' mol/600
m-Dihydroxybenzol (Resorcin) mol/Z0
Phenol ‘ © mol/70
Sulfanilsdures Natrium mol/700
Sulfanilamid ' mol/20.000
Sulfamethylthiazol mol/330.000

Wie ersichtlich, wirkt das Sulfanilamid im Caseinndhrboden
20-mal, das Sulfamethylthiazol ungefihr 300-mal stirker als das
Natriumsalicylat. ‘

Fiir die Ziichtung empfindlicherer Mikroorganismen ist der
oben beschriebene Ndhrboden nicht geeignet. Mit einer Modifizierung
ist es aber gelungen, die Mehrheit der von Lancefield in die Gruppen
B, C und D eingereihten Streptococcus haemolyticus-Stimme zu

ziichten und die bakteriostatische Wirkung der Sulfanilamidderivate, -

dhnlich wie in den obigen Versuchen, auqh auf diese Erreger zu
bestimmen. .

Herstellung des Nihrbodens <s. .auch Ivdnovics und Eéllés*®®) Nihrboden I.:
50 g Casein werden, in der oben’ beschriebenen Weise hydrolysiert; die von dera
Rarium .volkommen befreite Losung wird auf 3 Liter erginzt. Aus dieser Stamm-
19sung wird der Nihrboden wie folgt zusammengestellt; 200 ccm Hydrolysat, 1 g
Glucose, 2 g NaCl, 0,1 g MgS0,, 7 H.0, 0,8 g Na,SOQ,, 10 H:0, 0,1 g KH:PO.
(Sorensen), 0,005 g Ferriammoniumzitrat, 0,5 g dl-Cystin, 0,04 g I-(-)-Trypto-
phan, Aqu. biedest. ad 1000, pH 7,6. Jetzt wird der Nihrboden mit 1 mg Nikotin-
sdureamid und je 0,2 mg Adermin.und Aneurinhydrochlorid versetzt und in 7,8 ccm
Mengen schonend sterilisiert Vor dem Gebrauch gibt man dem Ro6hreninhait
noch 1 mg Thioglykolsdure und 1, Ca-pantothenat in je 0,1 ccm Volumen hinzu.
Ndahrboden Il.: Einem Liter Nihrboden wurden ausser den erwihnten akzessc-
rischen Stoffen 0,2 mg Lactoflavin, 0,4 mg Pimelinsidure, je 2 mg g—Alanin,
“Uracil, Inulin und 1 mg Cholinhydrochlorid hinzugefiigt.

Die in die Gruppe B gehorenden Streptococcus haemolyticus-
Stimme gedeihen schon in dem verhiltnisméissig einfachen Nédhr-
boden I. ganz gut. Fiir die Ziichtung der Gruppe C und D ist nur
Nahrboden 1I. geeignet.

Die Messung der bakteriostatischen Wirkung wird wie oben ausgefiihit
(s. auch Ivdnovics'®*), mit der Abweichung, dass der Réhreninhalt hier 10 com
betrigt. Zur Beimpfung der Nihrbdden wird eine 6-8-stiindige Bouillonkultur
verwendet. Die noch verhidltnismissig homogen wachsenden Stimme werden mit
dem auch zu Versuchszwecken verwendeten Caseinnidhrboden entsprechend ver-
diinnt und aus der Verdiinnung in jede Rohre 0,1 ccm eingefiithrt. Zur Bestimmung

des Wachstumsgrades ist hier die Nephelometrie nicht zweckmissig, da die Strepto--

kokkenkulturen nicht entsprechend homogenisiert werden konnen. Anstatt den Grad
der Triibung zu messen, kann auf den Entwicklungszu§tand der Kultur aus der im

¢
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Laufe des Gedeihens entstandenen Siduremenge geschlossen werden. Zu diesem
Zweck setzt man nach Ablauf der Versuchsperiode den Kulturen je 2 Tropfen aus
einer 0,1%-igen alkoholischen Thymolblauldsung hinzu und titriert mit n/10 NaOH.
Aus dem Laugeverbrauch wird die von dem unbeimpften Nihrboden verbrauchte
.Laugemenge abgezogen und aus den Difierenzwerten eine die bakteriostatishc Wir-
kung darstellende Kurve gezeichnet. Diese Bestimmungsmethode hat sich als sehr
verldsslich erwiesen: In 9 verschiedenen Versuchen mit demselben Streptococcus
haemolyticus-Stamm Gruppe B ergaben die Parallelversuche die Extremwerte
mol/19000 und mol25000. Der die Streuung der einzelnen Bestimmungen aus-
driickende Mittelfehler (Standarddeviation) wurde * 11,6% gefunden. Aui Grund
von 9 Bestimmungen betrigt der mittlere bakteriostatische Titerwert des Sui-
fanilamid und sein Mittelfehler mol/21.722 + 832, — Wir mochten erwihnen, dass
unter dhnlischen Umstidnden der Titerwert in der Fleischbriihe fiir mol/900 gefun-
den wurde.

‘ Der Zusammenhang
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und die Rohren nach Beimpfung 20—40 Stunden in einem Brut-
schrank gehalten. Dann werden die Rohren, in denen kein Wachstum
erfolgte, mit 1 ccm m/1000 p-Aminobenzoesidure versetzt und weitere
48 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. Auf Grund des jetzt abge-
lesenen Resultates erhdlt man den ,,Desinfizienstiter des Prépara-
tes. Aus Tabelle 15. sind die Einzelheiten des Veriahrens zu sehen.

Tabelle 15.

,,Desinfizienstiter” des Sulfanilamid gegen einem zur Gruppe
B gehirenden Streptococcus haemolyticus.

Inoculum Ziichtungs Einmessung ’ Konz. des Sulfanilamid'
{ccm Bouillon ~ {der p-Amino-
Kultur) daver | ponsoesiure| MO | mo! | mol | mol | mol | mol
! 1.000]2.000 | 5.000 {10.000}15.000;20.000
vor - — — —_ — —_
200 - .
nach | | | | R
-6
10 400 vor — — — —_— —_ —_
nach — | = | = | ] |
200 vo | — | —=|-=]-=1=1=
nach | 44+ | +++ | 4+ | b+ | 4 |
1 —5
0 400 vor — | = = = | = | +++
' nach e I B S A B e A S A
208 : vor | — | — | &£ | o+ | 4+ |+t
nach  ana I e e e e e I
10—+ :
400 vor - — + 0 4+ A
nach — | | ] | |

Die K_reuze bedeuten den Grad des Wachstums.

Hieraus ersieht man, dass nach 20 Stunden die Kokken selbst in
Anwesenheit von iiberschliissigem Sulfanilamid nicht getotet wurden,
dagegen war in den Rohren nach 40 Stunden selbst im Falle des
grossten Inoculums kein einziger lebender Coccus vorhanden. Die
1otung der eingeimpften Kokken erfordert eine zwei-viermal
grossere Konzentration als die Bakteriostase.

Aehnliche Versuche wurden auch mit Coli-, Dysenterie-,

Typhus— und Paratyphusbazillen vorgenommen, deren Erérterung
wir an dieser Stelle unterlassen mochten.



