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VII. Kapital.

Das Problem der Sulfanilatﬁidresistenz.

Im Besitz einer entsprechenden Methode zur Untersuchung der
bakteriostatischen Wirkung des Sulfanilamid wurde bald festgestellt,
dass gegeniiber dem Sulfanilamid nicht nur die Streptokokken son-
dern auch die verschiedenen anderen Bakterien empfindlich sind.
- Der Enterococcus bildet vielleicht die einzige Ausnahme. Von
einzelnen Stimmen dieses Erregers wurde schon 1937 von Bliss®*®
und Long festgestellt, dass seine Entwicklung selbst von einer meh-
rere Hundert mg % betragenden Sulfanilamidkonzentration nicht
verhindert wird. Seitdem hat es sich herausgestellt, dass diese Eigen-
schaft nicht nur der eine oder andere Stamm sondern die ganze
Abart (Streptococcus D) aufweist. Infolge der Sulfanilamidresistenz
des Enterococcus wird bei anhaltender und energischer Sulfanilamid-
behandlung die ganze Stuhlflora des Menschen oder des Tieres
verdndert. Die Zahl der empfindlichen laktosefermentierenden Bak--
terien nimmt hochgradig ab, widhrend die der Enterokokken un-
verdndert bleibt; hierdurch besteht die aerobe Flora des Stuhls fast
ausschliesslich aus grampositiven Kokken (Stick! und Gaertner,*®
Ivdnovics'”). Anscheinend koénnen auch andere Streptokokkenstdmme
widerstandsfihiger sein als der Durchschnitt: Francis'® konnte aus
den Kranken einer chirurgischen Abteilung Stimme isolieren, die
selbst auf einem 20 mg % Sulfanilamid enthaltenden Blutagar leb-
haft wuchsen. Diese resistenten Stdmme gehdren in die Lance-
fieldsche Gruppe A Typ 12. Aehnliche Beobachtungen machten
Colebrook® und seine Mitarbeiter mit einzelnen Stimmen der Strepto-
kokkentypen 11, 12 und 25. Hinsichtlich der Sulfanilamidempfindlich-
keit verhalten sich die Streptococcusgruppen B und C verschiedent-
lich: letztere sind widerstandsfdhiger als die erstgenannten

(Ivdnovics™).

Empfindlichkeitsunterschiedé lassen sich nicht nur bei den
"Streptokokken, sondern auch bei den verschiedensten andefren
Erregern nachweisen. Die Unterschiede stellen zumeist Eigenschaften
der Stimme dar; es wurde ndmlich festgestellt, dass auch ‘jene
Stamme verschiedentlich empfindlich sind, die aus einer Periode vor
der Sulfanilamidira stammen. Die Sulfanilamidempfindlichkeit der
Pneumokokkenstidmme wurde zuerst von MacLean, Rogers und Fle-
ming®® (1939) eingehend gepriift. Mit der ,,slide cell“~Technik wurde
fiir die einzelnen Stimme eine wechselnde, vom Typ unabhingige
Sulfapyridinempfindlichkeit - gefunden. Aehnliche -Beobachtungen
. machten auch Schmith?®*® Cotler, Kirchner und Romano,** Moore,
Thomas und Hoyt ™ Grumbach und Hegglin* Dagegen fanden
Lowell” und seine Mitarbeiter bei den Pneumokokkenstdmmen Typ
3,5 und 25 einen iiber dem Durchschnitt liegenden Widerstand.

Von den iibrigen Krankheitserregern des Menschen konnen die
Gonokokken,™®, **®* Pneumokokken,” Colibazillen®*® und einzelne
Staphylokokkenstimme®® verschiedene Grade der Sulfanilamid-
empfindlichkeit. aufweisen. Die Gono- und Meningokokken sind
vielleicht am meisten empfindlich, wihrend die Empfindlichkeit der
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Colibazillen durchschnittlich vielleicht niedriger ist als die der ande--
ren erwihnten Bakterien.

Zweifelsohne beruht die Sulfanilamidempfindlichkeit zum Teil
auf einer genetischen Basis, d. h. die Arzneiempfindlichkeit stellt
eine urspriingliche Eigenschaft der Spezies, Typen bzw. Stimme
dar. Anderseits kénnen aber empfindliche Stimme-in resistente iiber-
gefithrt werden. Diese Umwandlung wurde bei dem mit Sulfanil-
amid behandelten kranken Menschen zuerst von Ross*’ erwiesen,
Er fand, dass die am Anfang der Krankheit gewonnene Pneumo-
coccuskultur gegeniiber dem Arzneimittel empfindlicher war als die
spiter geziichtete. Die Anfithrung der klinischen Erfahrungen ist nicht
unsere Aufgabe, an ihrer Stelle mochten wir die Frage nut mit den
Daten der experimentellen Chemotherapie beleuchten. Die Versuche
haben ndmlich schon bisher iiber jeden Zweifel hinaus bewiesen, dass
die verschiedenen Krankheitserreger sowohl in vivo als auch in vitro
in widerstandsfihigere Formen als die "urspriingliche iibergefiihrt
~werden kionnen.

Mit Hilfe der Dauerziichtung in sulfanilamidhaltigen Nidhrboéden
lassen sich die Bakteriumstimme an das Arzneimittel gewsGhnen,
wodurch ihr Widerstand zunimmt. Auf diese Weise gelang es
MacLeod und Daddi**® (1939) zum ersten Mal widerstandsfdhige

Pneumokokken zu gewinnen. Sie impften ihren Pneumococcusstamm -

Typ 1 auf Nahrboden weiter, die das Sulfapyridin in steigenden
~ Konzentrationen enthielten und erzielten nach 33 Passagen einen
Stamm, dessen Resistenz die urspriingliche zehnfach iiberstieg. Gegen.
diese modifizierten Stimme konnten die Méduse nicht geschiitzt wer-
den. Andere Verfasser (Harris und Kohn,»* Lowell, Strauss und
Finland* Schmith,”*® Schmidt, Sesler-und Dettwiler,”*" [vinovics™)
erhohten mit dieser Methode die Sulfanilamidresistenz der verschie-
densten: Bakterien. Zur Gewohnung eignet sich jedes Sulfanilamid-
derivat. Die im Reagenzglas widerstandsfdhigeren Stimme sind -
auch im tierischen Organismus in jedem Fall widerstandsfihiger als
der urspriingliche Stamm. Auch die umgekehrte Regel ist giiltig: der
im Organismus resistenter gewordene Stamm verhilt sich auch in
vitro resistenter. Merkwiirdigerweise hat die Aenderung der Sulfanil-
amidresistenz keine Virulenzdnderung zur Folge und die erhohte
Resistenz wird zu einer bleibenden Eigenschaft des Stammes.
Schmidt, Sesler und Dettwiler trugen ihre in vitro resistent gemach-
ten Pneumokokken Typ 1 und 3 durch 200 Miusepassagen, ohne eine
Abnahme der Arzneiresistenz beobachtet zu haben.

" Schon bisher wurde des Ofteren darauf hingewiesen, dass die .
- zu Beginn der Sulfanilamidepoche derart erfolgreiche Gonorrhoe-
behandlung weniger aussichtsreich geworden sei. Den Grund hierfiir
erblickt man in der Sulfanilamidresistenz der Gonokokken. Zwei-
fellos ist die Arznelempfmdhchkelt der Gonokokken veridnderlich
und sie ldsst sich in vitro steigern (Westfal, Charles und Charpen-
ter,” Schmith,*® Domagk,” Kimmig'®®). Die Pathogenitit der kiinst-
lich resistenter gemachten Gonokokkenstdmme erscheint im Gefolge
der Beobachtungen Kimmigs in einem sehr interessanten Licht. Er
fand némlich, dass der - auf Cibazol enthaltendem Aszitesagar
geziichtete Gonococcusstamm nach der 17. Uberimpfung oder spiter,
wihrend seine Arzneivertriglichkeit erheblich zunahm, seine men-
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schenpathogene Eigenschait einbiisste; die mit solchen Stimmen
experimentell infizierten Menschen erkrankten nicht an Gonorrhde.
Die Einbiissung der Pathogenitit war vom Cibazolgehalt des Néhr-
bodens bedingt: die nur auf Aszitesagar geziichteten Stimme waren
selbst nach der 70. Uberimpfung infektionsidhig.

Wie erwihnt, ldsst sich der Widerstand der verschiedensten
Bakterien (Pneumococcus, Coli, Streptococcus, Typhus, B. para-
melitensis usw.) gegeniiber den Sulfanilamidderivaten durch Gewoh-
nung erhdéhen. Dagegen fanden wir keine einzige Literaturangabe iiber
die kiinstlich herbeigefiihrte Resistenz des Streptococcus haemoly-
ticus. Vielleicht kann die Arzneiempfindlichkeit dieses Mikroorganis-
mus schwerer beeinflusst werden als die der anderen Krankheits-
erreger. Die Versuche von Bordds®™ sprechen wenigstens fiir diese
Annahme; er versuchte die Sulfanilamidresistenz des Stammes
Richard in der Weise zu steigern, dass er die mit diesem Stamm
infizierten Tiere vorsichtig mit methylensulfoxysaurem Sulfanilamid-
natrium behandelte. Trotz der zahlreichen Passagen konnte in der
Empfindlichkeit des Stammes keine Aenderung festgestellt werden.
Auch, die mit splenektomierten Mdiusen durchgefithrten Versuche
waren erfolglos. Diese Beobachtung liefert vielleicht die Erkldrung
dafiir, dass Kliniker, meines Wissens, nie iiber arzneifest gewordene
Streptococcusinfektionen berichteten.

. Fiir das Resistenzproblem kommt dem Umstand, dass die Arz-
neifestigkeit hinsichtlich der einzelnen Sulfanilamidderivate nicht
spezifisch ist, eine ausserordentliche Wichtigkeit zu. Demnach besitzt
der gegeniiber einem Sulfanilamidderivat resistent gewordene Stamm
einen grosseren Widerstand auch den anderen Sulfanilamiden gegen-
iiber. Bei dem bekannten Mechanismus der Sulfanilamidwirkung ist
- diese Tatsache eher selbstverstindlich als iiberraschend, da die Sul-
fanilamide bekanntlich in der ndmlichen Weise wirken, weshalb auch
der Resistenz eine gemeinsame Ursache zugrunde liegen miisste.
Die einfachste Erklarung der Arzneifestigkeit wére durch die
Annahme gegeben, dass die arzneifesten Stiamme mehr p-Amino-
benzoesdure erzeugen als die urspriinglichen. Wir wollen nun diese
Annahme auf ihre Richtigkeit hin priifen.

Im Kap. IV. wurde schon erwihnt, dass die Bakterien ihren
Bedarf an p-Aminobenzoesdure mit wenigen Ausnahmen selbst
decken. Ausser einem Hinweis auf die Ergebnisse von Stamp,*
Green* und anderen ist hier auch die Frage zu besprechen, wie sich
die Stoffe mit einer Antlsulfamlamlderkung in den Kulturen der
einzelnen Bakteriumarten mengenmassig verteilen. MacLeod*”* priifte
in fliissigen Kulturen von empfindlichen und arzneifesten Bakterien
die Frage, ob sich der Hemmstoif vorwiegend in den Bakterium-
korpern oder im Nihrboden befindet. Bei den im synthetischen Néhr-
boden geziichteten Colibazillen fand er den Hemmstoff nur in den
Zellen, die nach Abzentrifugieren zuriickbleibende Fliissigkeit war
vollkommen frei von dem Stoff. Diese Beobachtung wurde von Kohn
und Harris*® restlos bestitigt. Aehnliche Verhiltnisse fand MacLeod
im Falle des Streptococcus D (Enterococcus). Bei der Ziichtung ver-
wendete er einen Leberextraktnihrboden. Aehnlich verfuhr er mit
dem Pneumococcus Typ 1, dennoch fand er den Hemmstoff nicht im
Bakteriumleib,7 sondern ausschliesslich in der Nidhrbodenfliissigkeit.
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Ferner fand er, dass die Kultur des resistenten Stammes mehr Hemm-
stolf enthielt als der urspriingliche Stamme des Pneumococcus
Typ 1. Fiir diesen'Fall scheint also obige Annahme giiltig zu sein.
Desgleichen erzeugt ein resistenter Stamm von Bac. parameliténsis
. mehr Hemmstoff als der urspriingliche Stamm (Green und Biel-
schowsky”’*‘) dies bezieht sich aber nur auf das Zentrifugat, da die
Autolysate in beiden Fillen gleich wirksam waren.

Nach Green und Bielschowsky™ (1942) gibe es theoretlsch
mehrere Wege zur Sulfanilamidresistenz eines gegebenen Stammes.
1. Der arzneifeste Stamm Fiihrt die Synthese der p-Aminobenzoe-
sidure rascher durch als der empfindliche. 2. Die erzeugte p-Amino-
benzoesdure. bleibt in.den Zellen eingeschlossen. 3. Die zwei Faktoren
kénnen kombiniert wirken. 4. Der arzneifeste Stamm hat einen
¢gerineeren p-Aminobenzoesidurebedarf.

Unsere 1941 veroffentlichten Versuche™® haben Beweise fiir die
Annahme geliefert, dass im Mechanismus der Sulfanilamidresistenz
wenigstens zwei Faktoren mitspielen. Da uns dhnliche Versuche im
Schrifttum nicht begegneten, scheint die ausfiihrliche Besprechung
unserer eigenen angebracht zu sein. Die Sulfamethylthiazolempfind-
lichkeit der urspriinglichen und der arzneifest gewordenen Stimme
sowie der in ihrer Anwesenheit festgestellte p- Ammobemoesaure-
antagonismus ist aus Tabelle 27. erswhthch

* Tabelle 27.

; _ )

Die antagonistische Wirkung der p-Aminobenzoesdiure auf Sulfa-

methylthiazol bei Verwendung verschiedener Staphylokokkenstimme.
’ (Konzentration des Sulfamethylthiazol: mol/1000).

* Original-Stamm .Resistent-Stamm

Bezeichung des Stammes
| Bakteriostat.-titer | Qu | Bakteriostat-titer | Qu.

Stamm B mol/323.0.0 14 mol/10.000 220

Stamm IX . mol/480.000 31 mol,21.000 66
Stamm VI mol/550.000 7 mol/15.000 133
Stamm X mol/60.000 121 mol/8.300 35

°

Wie die Tabelle zeigt, kam es bei zwei Stimmen zu einer
Aenderung des die tatséchliche p-Aminobenzoesidurwirkung aus--
driickenden. Qu-Wertes. 1 mol p-Aminobenzoesdure vermochte im
Falle des Stammes B die Wirkung von 14 mol Sulfamethylthiazol
aufzuheben, im Falle der arzneifesten Variante geniigte diese Menge
von p-Aminobenzoesiure fiir 220 mol des Priparates. Eine idhnliche
Aenderung erfuhr auch der Stamm VI. Bei zwei anderen Stimmen
blieb der Qu-Wert im wesentlichen unverindert.

Parallel .mit diesen Versuchen bestimmten wir auch die Anti-
sulfanilamidwirkung der resistenten Kulturen im Vergleich mit den
urspriinglichen. Um den Hemmstoff aus dem Nidhrboden und dem
Bakteriumleib gleichweise ohne Verlust erhalten zu konnen, wurden
die. im gereinigten Caseinndhrboden geziichtetén Bakterien einer
Kombination der Autolyse und der Ammoniumhydroxydextraktion
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unterzogen. Auf diese Weise wurden hinsichtlich der Antisulfanil-
amidwirkung je drei urspriingliche und arzneiféste Stimme unter-
sucht. '

Je 100 ccm Caseinndhrboden wurden mit den betreffenden Stimmen beimpft
und sechs Tage bei 37° bebriitet. Nun wurde den Kulturen Ammoniumhydroxyd
Lis zur Konzentration mol/25 gegeben und nach Versetzung mit einigen Tropien
Toluol weitere 3 Tage im Brutschrank gehalten. Nach drei Tagen wurden die
Kolben 30 Minuten in ein 65° Wasserbad gestellt, die Zellen abzentrifugiert, die
Fliissigkeit mit Salzsdure sorgfiltig neutralisiert und iiber Wasserbad auf 30 ccm
eingedampft. Nach Entfernung des unldslichen Teils wurde der Extrakt bei 105°
30 Min. sterilisiert. . ’

Zur Untersuchung des extrahierten Antisulfanilamid wurden in eine Reihe
_von Réhrchen je 4 ccm Caseinndhrboden, je C,1 ccm mol/100 Sulfanilamidldsung
und verschiedene Mengen der Extrakte eingetragen und nach Erginzung des
Réhrcheninhaltes auf 5 ccm mit dest. Wasser mit einigen Tausend Staphylokokken
bei_r}r:plftt (Stamm B.) Die nach 24 Stunden abgelesenen Ergebnisse sind in Tabelle 2.
enthalten. .

Tabelle 28.

Die antagonistische Wirkung der Extrakte aus verschiedenen
Staphylokokkenstimmen auf Sulfanilamid. -
(Konzentration des Sulfanilamid: mol/5000).

o Staph. Nr IX Staph. Nr VI Staph. B
Menge des '
Extrakts (ccm) ' Orig. | Resist. | Orig.’ | Resist. Orig. | Resist.
0,9 — +H+ - +4++ - -
0,7 o -+ c— + — —
0,5 - +H+ - - - -
0,3 = | +++ — — - -
02 — WS — — — —
0,2 — + — —_ —_ -
0’0 - _ - - - -
Anmerkung: Orig. = Originalstamm; Resist. — resistenter Stamm. Die kein

Sulfanilamid enthaltende Kontrolle zeigt ein -+ Wachstum.

Die Tabelle zeigt, dass sich die Extrakte der einzelnen Stimme
hinsichtlich der Antisulfanilamidwirkung sehr verschiedentlich ver-
halten. In den Extrakten ‘der urspriinglichen Kulturen konnte eine
Antisulfanilamidwirkung nicht nachgewiesen werden, hingegen war
die resistente Variation des Stammes [X. dusserst wirksam. Von den
zwei anderen resistenten Stimmen erwies sich nur der mit VL
bezeichnete als wirksam, seine Wirkung aber war recht gering. Die
resistente Variante des Stammes B war in diesen Versuchen voll-
kommen unwirksam. Dies bedeutet, dass die Sulfanilamidfestigkeit
eines Staphylokokkenstammes nicht unbedingt auf eincr erhiohten .
p-Aminobenzoesdureproduktion fusst.

Wir miissen bemerken, dass diese Beobachtung mit der von MacLeod,??
wonach von den Staphylokokkenstimmen ein Stoff mit intensiver Antisulfanil-
amidwirkung reichlich sezerniert wird, nicht in Einklang steht, Wir glauben aber
diesen Unterschied auf .technische Momente zuriickfilhren zu konnen, da die Nach-
weisbarkeit der Antisulfanilamidwirkung einer Bakteriumkultur hochgradig von
den technischen Umstidnden bestimmt wird. MacLeod verwendete als Nidhrboden
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frische Leberausziige; obwohl dieser Ndhrboden in seinen Vorversuchen keine
Antisulfanilamidwirkung aufwies, kann das Freiwerden der evtl. gebundenen
p-Aminobenzoesdure im Laufe der Bakteriumentwicklung nicht ausgeschlossen
werden. Einen wesentlichen Unterschied bedeutet der Umstand, dass MacLeod
die Antisulfanilamidwirkung der Kulturen in synthetischem Nihrboden an. Coli-
bazillen priifte, wihrend unsere Versuche in Caseinnidhrboden an Staphylokokken
ausgefilhrt wurden. Die Methode von MacLeod ist unserer Ansicht nach — hier-
auf wurde bereits wiederholt hingewiesen .— zum spezifischen Nachweis der
p-Amincbenzoesdure ungeeignet, Der Grund dafiir, dass wir in der Kultur des
urspriinglichen Stdmmes keine Antisulfanilamidwirkung nachweisen konnten, kann
auch in der verhiltnismissig klemen Menge des Extraktes und des verhiltnis-~
massig grossen Sulfamlamlduberschusses liegen.

Auf Grund unserer Versuche kann der resistente Stamm des

Staphylococcus aureus sich von dem urspriinglichen auf zweierlei

Art ur;terscheiden : 1. Entweder erzeugt der resistente Stamm mehr
p-Aminobenzoesdure als der urspriingliche, 2. oder der resistente
Stamm ist gegeniiber der p-Aminobenzoesdure in gesteigertem Masse

empfindlich. Diese zwei Eigenschaften kdnnen — entsprechend den

einzelnen Stimmen — gesondert oder kombiniert (z. B. Stamm VI.)
auftreten. Die Bedeutung der erhohten p-Aminobenzoesidureerzeu-
gung fiir die Resistenz brauch nicht dargelegt zu werden. Das Wesen
der anderen Figenschaft kann auch so bestimmt werden, dass der
resistente Stamm die p-Aminobenzoesdure besser ausbeutet als der
urspriingliche. Bei der besseren Ausbeutung der p-Aminobenzoesdure
kommt es wahrscheinlich darauf an, dass das Apoferment des resis-

’

tenten Bakterinins eine grossere Affinitit zn diesem Stoff besitzt als -

. urspriinglich. Betrachtet man Formel (III) auf Seite 85 so wird sofort

klar, dass der die Sulfanilamidwirkung ausdriickende Wert ks von
dem Synplex, den das Apoferment (P) mit dem Sulfanilamid bzw. der
p-Aminobenzoesdure bildet, bzw. von der Dissoziationskonstante des
Synplexes bestimmt wird.. Demnath kann als variabler Faktor
auch die Eigenschaft des Apofermentes eine Rolle spielen. Die ndhere
Natur des Apofermentes konnte noch nicht ermittelt werden, es ist

aber fast bestimmt ein 'Stoff von Eiweisscharakter, also ein Teil des *

Bakteriumplasmas. Mit Riicksicht auf die hochgradige Variations-
und Adaptationsfihigkeit der Bakterien diirfte demnach angenommen
werden, dass 'das Apoferment sich entsprechend den Umstinden

modifiziert. Das Wesen dieser Modifizierung besteht vielleicht in-

einer stirkeren Affinitdt zur p-Aminobenzoeséiiure oder aber darin,
dass das modifizierte Plasma mit dem Sulfanilamid einen lockereren
Synplex bildet. Wie dem auch sein mag, das Ergebnis ist dasselbe:
die Fermentfunktion nimmt ab, und es bedarf einer héheren Sulfanil-
amidkonzentration, um die Bakteriostase zustande zu bringen.

Wir sind demnach der Ansicht, dass bei der Entstehung der
Sulfanilamidresistenz mehrere Faktoren mitspielen diirften: die eine
ist die veridnderte Zellfunktion, die gesteigerte Erzeugung von
p-Aminobenzoesdure, die andere die Aenderung der Plasmastruktur,
die gesteigerte Affinitit zur p-Aminobenzoesdure. Die Aenderung
der Struktur bzw. der Funktion kann selbstindig oder kombiniert
auftreten. Es ist nicht ausgeschlossen — obwohl hierfiir unserer
Ansicht nach nur wenig Wahrscheinlichkeit besteht — dass im
'Mechanismus -der Sulfanilamidfestigkeit ausser diesen auch noch
andere Faktoren eine Rolle spielen.



