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Uber die Wirkung einiger Sulfonamide und Antibiotika
auf die Infusorien und die Girgasbildung im Panseninhalt des Rindes

Von E. Schumacher

4. Wirkung einiger Sulfonamide und Antibiotika auf die Infusorien
4.1. Bisherige Versuchsmethoden und Ergebnisse
4.1.1. Bekannte Kulturmethoden

An Versuchen, die Panseninfusorien in Kulturen iiberlebend zu erhalten,
hat es nicht gefehlt. Die wesentlichen Merkmale der bekannten Methoden
seien kurz dargestellt.
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Knoth [37] versetzte das Seitzfiltrat von Pansensaft mit Heu und leitete 15 Minu-
ten lang ein Gemisch von 659, CO, und 359, Methan durch. In diesem Milieu konnte
er bei Einhaltung eines pH-Optimums von 6,8 die Entodinien 5 Tage tiberlebend
erhalten. Teilungsformen beobachtete er am héaufigsten bei einem pH von 6,0.

Westphal [78] konnte im Panseninhalt unter CO,-Atmosphére, dessen pH-Wert
er durch Zusatz von Harnstoff (?) regulierte und den er in regelméfligen Zeitabstédnden
durchmischte, Infusorienkulturen iiber mehrere Wochen halten.

Willing [79] machte Versuche iiber die Lebensdauer der Panseninfusorien mit
Pansensaft als Grundfliissigkeit, dem er Kasein, Reisstiirke, Glyzerin, Heumehl, ge-
brannten Ton oder Na-Phosphatpuffer ohne Erfolg zusetzte. Er stellte folgende Uber-
lebensquoten fest:

nach 24 Std: 34-559
nach 48 Std: 16-279,
nach 72 Std: 5-129,
nach 96 Std: 0- 2,49

Hungate [33, 34] gelang die Ziichtung einzelner Entodinium- und Diplodinium-
arten in einer wisserigen Salzlgsung. Je nach Infusorienart setzte er verschiedene
Mengen von Gras und Zellulose, vereinzelt auch Weizenmehl, zu.

Margolin [49] konnte in folgendem Kulturmedium, das zuerst zwei Tage im Brut-
schrank gehalten und auf pH 6,8 eingestellt wurde, Infusorien 14 Tage lang halten:

Hevauafgul - . ..« . o' + 7w v b 25 ml
Natriumzitratlosung . . . . . . 25 ml
MO w.o e is-n o wa s o v U2HE
Reisstdrke . . . ik a s, e 0;2D8

aschefreies Filterpapier, zerkleinert 0,5 g

D’Agostino Barbaro [13] beniitzte fiir ihre Kulturen ganz einfach eine Mischung
von 209, Pansensaft und 809, Wasser. '

Heald u. a. [27] wuschen die Infusorien mit einem Phosphatpuffer von pH 7,2
aus und setzten 0,8 mM/1 Streptomycin zu. So erhielten sie nach 24 Std. eine reine voll-
aktive Isotrichen-Kultur. Den gleichen Puffer verwendeten auch Eadie u. a.[17]
fiir ihre Kulturen.

Wassermann u. a. [74] und Huhtanen u. a. [32] arbeiteten mit dem kiinstlichen
Pansen; ein dhnliches Verfahren verwendeten auch Zorita u. a. [82]. Ebenfalls War-
ner [73] beniitzte den kiinstlichen Pansen, wies aber darauf hin, daf3 sich diese Methode
nicht eigne fiir Versuche von mehr als 8 Std. Dauer wegen der zunehmenden Verénde-
rung des Milieus. Peschek [57] hat denn auch gezeigt, da3 sich im Panseninhalt bei
24stiindiger Aufbewahrung im Brutschrank die Zusammensetzung der Pansenflora
sehr stark verschiebt.

Gutierrez[26] verwendete fiir seine Isotrichen-Kulturen ein Gemisch von 309,
Pansensaft und 709, folgender Salzlésung:

NaCl 0’5 %
0
1(\3;;%13 g’gio//" mit CO, einstellen auf pH 7,0
4 ’ (o)
KH,PO, 0,1 9,
N&HCO:; 0,5 %

Den Pansensaft lie er im Kiihlschrank stehen, bis die uberstehende Fliissigkeit
klar war, und verwendete diese. In diesem Medium konnte er die Isotrichen bis 3
Wochen lebend erhalten. Aus dem Pansensaft isolierte er die Isotrichen dadurch, da@3
er diesen mit Glukose versetzte und in einem 60 cm langen Rohr im Brutschrank auf-
stellte, wo sich jene als erste absetzten [25].
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Adler u. a. [1] verwendeten ein technisch sehr kompliziertes Flie3-System. Als
Basis ihres Kulturmediums diente der kiinstliche Speichel nach Me¢Dougall [51],
dem sie nebst Zellulose, Dextrin, Dextrose und Harnstoff je eine mannigfaltige Mineral-
stoff- und Vitaminmischung zusetzten.

Wertheim [77] prifte die Infusorien auf Temperaturempfindlichkeit und fand:
Gegen Erwiarmung sind alle Arten gleich empfindlich; je nach Geschwindigkeit der
Erwirmung sterben sie bei 49-52° C. Gegen Abkiihlung sind die Isotrichen am wider-
standsfiahigsten, die Immobilisation tritt ein bei 14-15° C. Infusorien konnen sich
erholen, wenn sie 15 Minuten lang auf 10°C oder 2 Minuten lang auf 0°C abgekiihlt
waren. Die grof3te Beweglichkeit ist bei 37-43° C zu beobachten.

4.1.2. Bisherige Versuchsergebnisse

4.1.2.1. Allgemeine Wirkungen von Sulfonamiden und Antibiotika auf die
Pansentitigkeit

Den fritheren und eigenen Untersuchungen iiber die Wirkungen von
Sulfonamiden, Antibiotika und anderen Stoffen auf die Infusorien sollen
hier noch einige Beobachtungen vorangestellt werden, die sich auf die
gesamte Pansentétigkeit beziehen. In vivo werden sicher nicht allein die
Infusorien, sondern der gesamte Panseninhalt betroffen und damit vielleicht
indirekt oder direkt auch die Pansenmotorik. Diese Beobachtungen kéonnten
uns deshalb einige Anhaltspunkte dafiir geben, ob und wieweit die eigenen
Befunde der Wirkungspriifungen an den Infusorien und iiber die Gérgas-

entwicklung auf die praktischen Verhiltnisse iibertragen werden diirfen.

Wasserman u. a. [74] priiften im kiinstlichen Pansen die Wirkung verschiedener
Antibiotika auf den Zelluloseabbau wihrend 24 Std.: Penicillin férderte in Dosen von
5 und 7,56 gamma/ml den Zelluloseabbau und hemmte ihn bei 15 gamma/ml; Strepto-
mycin war noch wirkungslos bei 12,5 gamma,/ml, hemmte aber deutlich in héheren
Dosen; Neomycin férderte den Zelluloseabbau bei 25 gamma/ml stédrker als bei 50
gamma; Chloromycetin hemmte den Abbau bei 25 und 50 gamma/ml. Penicillin,
Neomyecin und Chloromyectin verschwanden innerhalb der ersten Stunde zum gré8ten
Teil aus der wisserigen Phase des Panseninhaltes. Es wird vermutet, daf3 eine Adsorp-
tion an die Zellulose erfolge und die Antibiotika dann dort beim weiteren Abbau der
Zellulose auf die Bakterien nachwirken.

Andersson [2] machte an Schafen und Ziegen (Gewicht 49-53 kg) Futterungs-
versuche mit Aureomycin. Er fand:

Dosis Wirkung

1,6 g, verteilt auf 2—4 Tage bei hoheren Dosen vélliger Verlust des
Appetites, keine Infusorien mehr

0.25 g, 2mal taglich, 2 Tage lang Infusorien voriibergehend
fast verschwunden

0.25 g, 1 mal taglich, 2, 3, 4 und 10 Infusorien voriibergehend

Tage lang wenig zahlreich

0.05 g, 1Imal taglich, 10, 21 und 44 Tage Infusorien kaum beeinfluf3t

lang :
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Es zeigte sich, dal3 die Pansen-Mikro-Organismen auf Aureomycin aulBerordent-
lich empfindlich sind. In allen Fillen traten nach einigen Tagen Verdauungsstérungen
auf, die sich aber bald wieder normalisierten.

Horstmann [30] fihrte an Rindern folgende Versuche durch mit einmal per os
verabreichten Antibiotika:

Aureomycin: Korpergewicht 412 kg : Dosis 4,0
Korpergewicht 413 kg : Dosis 4,5
Korpergewicht 730 kg : Dosis 7,5

Das Allgemeinbefinden der Versuchstiere war nicht gestért, festzustellen waren:
leichte Temperaturerh6hung, verminderte FreBlust und gierige Wasseraufnahme.
Dagegen war die Pansensaft-Aktivitat besonders am 3.Tag stark vermindert, und fast
alle Infusorien waren tot.

Chloramphenicol: Korpergewicht 745 kg : Dosis 7,5
Korpergewicht 898 kg : Dosis 9,0

Keine Storungen des Allgemeinbefindens, nach 24 Std. etwas weniger Infusorien,

Pansensaft-Aktivitidt nie so stark vermindert wie nach Aureomycin.
Terramycin: Korpergewicht 780 kg : Dosis 8,0
Korpergewicht 660 kg : Dosis 6,5

Allgemeinbefinden leicht gestort, Pansentétigkeit vom 1.—4. Tag stark herab-
gesetzt, starker Durst, stark verminderte Futteraufnahme, Pansensaft nach 48 Std.
vollig inaktiv, Infusorienzahl stark reduziert.

4.1.2.2. Versuche mit Infusorien

Die Literaturangaben tuber die Empfindlichkeit der Infusorien auf Sulfonamide,
Antibiotika und andere Wirkstoffe sind duflerst sparlich. Zudem wurden die Versuche
nach sehr verschiedenen Methoden, denen zum Teil erhebliche Mangel anhaften, durch-
gefiihrt, so dal3 wesentliche Anhaltspunkte tiberhaupt nicht vorliegen.

Tabelle 8
Wirkung von Sulfonamiden auf Infusorien nach D’Agostino Barbaro (Kulturmethode!)
Lebende Infusorien
in 9, der Gesamtzahl pro mm? nach
Versuchs- .
Dosis
substanz
Vorsuchs- | 3§td. | 6Std. | 24Std. | 48 8td,
eginn
Streptosil-De Kontrolle 36/23 16/26 7/12
Angeli 0.02 30/31 26/11 —]—
0.2 37/27 pH e
Streptosil- Kontrolle 33/24 21/21 14/14
Pyridin-N-De | 0.02 23/26 20/12 —
Angeli 0.2 48/27 18/12 e
Diazil-Cilag Kontrolle 28/29 33/23 32/20
0.02 24/24 21/21 e
0.2 23/22 20/20 —|—
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D’Agostino Barbaro [13] hat an zwei Pansenséften von Schafen die Wirkung
von Streptosil-De Angeli, Streptosil-Pyridin-N-De Angeli und Diazil-Cilag untersucht,
wobei als Versuchsgut eine Mischung von 209, Pansensaft und 809, Wasser diente. Als
Dosen wihlte sie bei allen Praparaten 0,02 und 0,2/100 ml verdiinnten Pansensaft.
Die Ergebnisse sind in der Tabelle 8 zusammengestellt. Auffillig ist dabei, da3 bei
allen Versuchen selbst in der Kontrolle schon am Anfang tiber 60 9, aller Infusorien
tot waren.

Sie stellt die Hypothese auf, dal die Sulfonamide fiir die Infusorien nur indirekt
schédlich seien durch toxische Verbindungen, die bei der Auflésung der Bakterien frei
werden.

In einem vergleichenden Versuch nach der gleichen Methode priifte dieselbe
Autorin [12] die Wirkungen von Chloramphenicol, Penicillin, Streptomyecin und Strep-
tosil (Tabelle 9).

Tabelle 9
Wirkung von Antibiotika auf Infusorien nach D’Agostino Barbaro (Kulturmethode!)
Lebende Infusorien
in 9, der Gesamtzahl nach Std
Dosis
Wirkstoff pro 100 ml
Kultur Ver-
suchs- 3 6 48 72 144 168
beginn
Chloramphenicol | Kontrolle 36 54 —
4 mg 34 42 -
1000 mg 26 36 —
Penicillin Kontrolle 27 45 —
20 OE 23 50 —
320 000 OE 22 47 ——
Streptomycin Kontrolle 31 36 —
4000 E 30 27 —
1 560 000 E 22 18 —
Streptosil Kontrolle 29 47 74 55 —
0.02 29 55 79 63 —
10.0 — —

Bei den Antibiotika vermutet sie eine direkte Wirkung auf die Infusorien.

Zorita u.a. [82] haben den Einflul von Oxytetracyclinhydrochlorid auf die Infu-
sorien im kiinstlichen Pansen untersucht im Zusammenhang mit der bakteriellen Zer-
setzung der Zellulose. Von den anfinglich 805 000 Infusorien/ml Pansenfliissigkeit
lebten nach 72 Std.im Kontrollversuch noch 110000, bei Zusatz von 0,567 mg Oxytetra-
cyclin/100 ml waren nach 72 Std. nur noch Zellreste vorhanden. Dieser Befund wird
erklért durch eine Einwirkung des Oxytetracyclins auf die als Nahrung der Infusorien
dienenden Bakterienarten.
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Nach den Untersuchungen von Sugden [68] unterdriickte im Vergleich zu Penicil-
lin, Chloramphenicol und Aureomycin nur das Streptomycin wenigstens einen Teil der
Bakterienflora, ohne gleichzeitig fiir die Oligotrichen toxisch zu sein (optimale Strep-
tomycinkonzentration 0,8 m-mol). Wahrend der Glukose-Stoffwechsel der Holotrichen
durch Streptomycin nicht beeinflu3t wurde, verhungerten die Oligotrichen, weil der
Zelluloseabbau durch die Bakterien unterbrochen war.

Heald u. a. [27] stellten in einer Infusorienkultur in Pufferlosung fest, daf3 bei
Zusatz von 0,8 mM/] Streptomycin nach 24 Std.alle Bakterien und Infusorien auler den
Isotrichen tot waren. Diese wurden in ihrer Aktivitat nicht geschiadigt.

Isonikotinsdurehydrazid hat nach den Versuchen von D’Agostino-Barbaro [15]
in Mengen von 10-400 mg pro 20 ml Pansenfliissigkeit wiahrend der ersten 9 Std. keinen
Einflul3 auf die Infusorien und Bakterien. Nach 24 Std. waren die Bakterien bei allen
Dosen unbeweglich, bei den Infusorien war eine deutliche Wirkung erst bei Dosen iiber
100 mg/20 ml festzustellen. Nach 48 Std. waren die Infusorien bei Zusatz von mehr als
20 mg/20 ml tot. Eine Wirkung scheint itiberhaupt erst bei Konzentrationen iiber
1:1000 einzutreten. Der Wirkungsmechanismus ist unbekannt.

Eadie u. a. [17] priiften die Wirkung von Indol und Skatol auf Isotrichen und
Ophryoscolex in Phosphatpufferkulturen (pH 7,2). In molarer Konzentration ist Skatol
viel toxischer fir die Infusorien als Indol. Bei Sittigung des Puffers (Indol 0,19,
Skatol 0,0259%,) sind nach 2 Std.in beiden Féllen alle Infusorien geplatzt. Viel weniger
toxisch sind Anilin, Tryptamin und Buttersiure.

Mangold u. a. [44] priiften die Schédlichkeit der Mllch auf die Infusorien und
fanden, daB nicht der Fettgehalt von Bedeutung sei, sondern die pH-Anderung, ver-
ursacht durch Butter- und Milchsiaure, wobei die Buttersaure toxischer ist. Als kri-
tischen Punkt geben sie pH 6 an.

4.2. Evgene Versuche

4.2.1. Die Versuchssubstanzen

Die besonderen anatomisch-physiologischen Verhéltnisse des Verdauungs-
traktes der Wiederkauer bedingen eine weitgehende Umgehung der peroralen
Applikation von Arzneistoffen, weil durch die Vormigen eine zeitlich wie
ortlich und konzentrationsmiBig gezielte Therapie sehr erschwert wird. Ent-
scheidend dafiir, ob ein Mittel iiberhaupt peroral angewandt werden kann,
bleibt aber immer die Frage, ob es in den Vormigen zerstort werde oder
nicht.

4.2.1.1. Sulfonamide

Die Sulfonamide werden in den Vormégen nicht geschadigt und kénnen deshalb
peroral angewandt werden, insbesondere fiir die Behandlung von Darmaffektionen,
wo parenteral die gewiinschte Wirkung nicht zu erreichen ist. Gepriift wurden:

1. Sulfanilamidum [58], wird vom Darm aus sehr rasch resorbiert.

2. Sulfathiazolum [59], es nimmt eine Zwischenstellung ein zwischen Sulfanilamid
und Sulfaguanidin. Es wird vom Darm aus nur langsam resorbiert, aber rasch aus-
geschieden.

3. Sulfaguanidinum [59], es ist vom Darm aus sehr schwer resorbierbar und neben
den Phtalylderivaten als Sulfonamid der Wahl.zu betrachten fiir die Behandlung von
Darmaffektionen.

4. Sulfadimidinum [59], es wird vom Darm aus sehr rasch und vollstandig resorbiert.
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4.2.1.2. Antibiotika

Die Antibiotika gehen nicht wie die Sulfonamide von einem gemeinsamen che-
mischen Grundgeriist aus, deshalb sind auch ihre Wechselbeziehungen zum Pansen-
inhalt verschieden und noch weitgehend unbekannt. Bekannt ist zum Beispiel, da das
Penicillin von der Bakterienflora der Vormigen zerstort wird, das Chlortetracyclin
anderseits diese Flora schwer schidigt (Meyer-Jones [50]). Nach Gengoux [23]
darf Chlortetracyclin nur in Verbindung mit Vitamin B (welches ?) verabreicht werden.
Nach Versuchen von Bush u. a. [9] an 3-5 Monate alten Kélbern waren von peroral
verabreichtem Chlortetracyclin nach 9 Std. im Pansensaft 85-959%, biologisch nicht
mehr nachweisbar. Karlson u. a. [36] stellten fest, dal peroral aufgenommenes Strep-
tomycin nicht resorbiert wird, sondern nur auf die Darmflora wirkt.

Wenn also die perorale Anwendung der Antibiotika in therapeutischen
Dosen bei den Wiederkduern mit Ausnahme des Chloramphenicols auch
ohne praktische Bedeutung ist, so war deren Priifung doch interessant als
Vergleich mit den Wirkungen der Sulfonamide und im Hinblick auf ihre
Bedeutung als Futtermittelzusitze.

Fiir die Versuche wurden folgende Antibiotika als Reinsubstanzen ver-
wendet, :

1. Benzylpenicillinum natricum [59];

2. Streptomycin-Sulfat;

3. Chloramphenicolum [59]; :

4. Chlor-Tetracyclin-HCI (Lederle);

5. Oxy-Tetracyclin-HCl (Pfizer), 896 E/mg.

Die Tetracycline miissen unbedingt als Reinsubstanzen untersucht wer-
den, da die in den Fertigpriparaten enthaltene Ascorbinsdure sehr starke
pH-Erniedrigungen verursacht.

Alle Wirkstoffe wurden den Kulturen in Substanz zugesetzt oder, wo

dies wegen der niedrigen Dosierung nicht mehr moglich war, als wiisserige
Losung.

4.2.2. Die Kulturmethode

4.2.2.1. Allgemeines

Um diese Wirkungspriifungen durchfiithren zu kénnen, mullte zuerst eine
geeignete Kulturmethode fiir die Infusorien gefunden werden. Diese mullte
insbesondere zwei Bedingungen erfiillen:

1. Das Kulturmedium muBte so weit als méglich den natiirlichen Umweltsbedin-
gungen entsprechen, damit:

a) die Reaktion der Infusorien auf die zugesetzten Wirkstoffe moghchst. der Reak-
tion im natiirlichen Milieu entspricht,

b) fir die zugesetzten Wirkstoffe soweit als moglich die gleichen Inkonvenienzen
gelten wie im natiirlichen Milieu, also bei peroraler Verabreichung.

2. Das Kulturmilieu mufBlte iiber die ganze Versuchsdauer die moéglichst volle

Lebensfiahigkeit der Infusorien garantieren. Nur so erhalten wir ein den naturhchen
Verhiltnissen entsprechendes Wirkungsbild.

Es geht nicht an, zum Beispiel die Quote der durch einen Wirkstoff
nach einer bestimmten Einwirkungszeit abgetéteten Infusorien = 1009, zu
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setzen, weil dann alle Infusorien tot sind, wenn daneben eine unbehandelte
Kontrollkultur nach der gleichen Zeit auch 509, tote Individuen aufzu-
weisen hat. Diese Rechnung ist auch dann nicht zuléssig, wenn der Wirkungs-
koeffizient nur auf die durch die Kontrolle gegebene Uberlebensquote be-
zogen wird, weil dieser Quote nicht mehr die volle Lebensfihigkeit zu-
geschrieben werden kann.

Schlieflich mufite im Interesse einer richtigen Beobachtung und Beur-
teilung der Infusorien die Kulturflissigkeit moglichst klar und frei von
festen Bestandteilen sein.

4.2.2.2. Eigene Kulturmethode

Von den bekannten Methoden wurden diejenigen, die den eingangs
gestellten Bedingungen wenigstens teilweise entsprachen, auf ihre tatsich-
liche Brauchbarkeit gepriift. Da aber keine die Erwartungen auch nur
einigermaflen erfiillte und tiberdies auch das Ziel verfolgt wurde, fiir die
Kultur wenn moglich den gleichen Pansensaft zu verwenden, aus dem die
Infusorien stammten, mufite eine neue Methode gesucht werden. Insbeson-
dere eignete sich das Seitzfiltrat des Pansensaftes nicht als Grundlage fiir
ein Kulturmedium wegen des stark erhohten pH-Wertes und schlieren-
artiger Ausfiallungen. Schliellich bewihrte sich folgende Zusammensetzung
des Kulturmediums:

Zentrifugierter Pansensaft
(20Min. bei4500U/min.) 85% |

Anorganische Salzlésung 169 | mit CO, eingestellt auf pH 6,8-7,0

bestehend aus: NaHCO, 490 g
Na,HPO, 4,64 g
MgO 0,06 g

Aqua dest.ad 250 ml

Vom gleichen Pansensaft, entnommen von frisch geschlachteten Rin-
dern, wie fiir die Kulturflisssigkeit wurde eine Fraktion verwendet fiir die
Gewinnung der Infusorien. Dazu wurde der Pansensaft unter Zusatz von
etwas Glukose in Spitzglasern im Brutschrank aufgestellt, wo sich besonders
die groBen Infusorienarten absetzten, die Festteile aber an der Oberfliche
anreicherten. Gleichzeitig stiegen auch die toten und der grofite Teil der
kleinen Infusorien auf, so daB die Kulturen praktisch nur lebende Individuen
enthielten.

Nach dem Absaugen des iiberstehenden Pansensaftanteiles wurde die
zuriickbleibende, oft fast reine Isotrichenaufschwemmung der Kultur-
fliissigkeit zugesetzt. Diese wurde dann auf beliebig viele Kolbchen verteilt
nach jeweils vorherigem gutem Umschiitteln. Das Verhéltnis Infusorien-
aufschwemmung : Kulturflisssigkeit 146t sich nicht als feste Zahl angeben.
Es richtet sich nach dem Volumen der in den Spitzgliasern sedimentierten
Infusorien. In der Kultur sollen die Infusorien im Vergleich zu einem infu-
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sorienreichen Pansensaft etwa um das 5fache angereichert sein. Fiir die
Versuche wurden pro Kolbchen 40-50 ml Kultur verwendet. Die Kulturen
sind unter dauerndem Lichtschutz bei Brutschranktemperatur aufzube-
wahren.

Die dem zentrifugierten Pansensaft zugesetzte anorganische Salzlosung
diente nicht etwa als Verdiinnungsmittel, sondern der Stabilisation des pH-
Wertes. Da sich die Infusorien im Verlauf der Versuchsreihen immer wieder
als hochempfindlich gegen pH-Verschiebungen erwiesen, wurde in den Kélb-
chen beim Einfiillen der Kulturen die Luft sofort durch eine CO,-Atmo-
sphére ersetzt. Daneben war es notwendig, den pH-Wert insbesondere bei
den Tetracyclinzusitzen laufend zu kontrollieren und wieder aufden Normal-
wert einzustellen.

Gut ernihrte und aktive Isotrichen erschienen im Mikroskop bei durch-
fallendem Licht dunkelbraun, im auffallenden Licht himmelblau; erschienen
sie aber blafl und durchsichtig, wurde den Kulturen etwas Glukose zugesetzt.

Es hatte sich bereits bei den Vorversuchen gezeigt, daf bei dieser Kultur-
methode mit Sicherheit nur die Isotrichen iiberlebten. Unseren Anspriichen
war damit aber Geniige geleistet, einerseits weil das gewihlte Kulturmilieu
den eingangs aufgestellten Forderungen entsprach, anderseits weil in der
Kultur sowohl lebend wie tot nur die Isotrichen jederzeit sicher von allen
andern Arten zu unterscheiden sind.

4.2.2.3. Versuchsmethode und Wirkungsbeurteilung

Obwohl es moglich war, in den Kulturen den pH-Wert iiber lingere Zeit
stabil und die Infusorien lebend zu erhalten, wurde doch die Versuchszeit
auf 6 Std. beschrinkt. Wenn es auch gelingt, einen optimalen pH-Wert
einzuhalten, so ist damit keineswegs auch eine unverinderte Zusammen-
setzung der Kulturfliissigkeit gewihrleistet; eine Verarmung an Néahrstoffen
und gleichzeitige Anreicherung von ihrer Wirkung nach unbekannten Ab-
bauprodukten ist unvermeidbar. Damit ist aber auch eine moglichst natiir-
liche Wechselbeziehung Infusorien : Wirkstoffe nicht mehr gegeben. Eine
regelmiflige Erneuerung der wirkstoffhaltigen Kulturflisssigkeit miilite zu
unrichtigen Ergebnissen fithren, weil so die Infusorien dauernd oder in
gewissen Zeitabstinden immer wieder unter der Anfangskonzentration des
Wirkstoffes stehen, was in Wirklichkeit einer Uberdosierung gleichkommt
und zu Unsicherheiten und Fehlern in der Wirkungsbeurteilung fithren muf3.

Die Probeentnahme fiir die Beobachtung der Wirkungen erfolgte in
stiindlichen Abstdnden, vom Zeitpunkt der Zugabe des Wirkstoffes an ge-
rechnet. Vor dem Zusatz der Wirkstoffe erfolgte jeweils noch eine Kontroll-
untersuchung der Kultur. Nach 6 Std. wurden die Versuche abgebrochen,
auller in jenen Fillen; in denen bei Versuchsende noch keine oder nur unwe-
sentliche Schidigungen der Infusorien festzustellen waren. Kine weitere

42
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Beobachtung dieser Fille beschrinkte sich aber auf die Uberlebensquote nach
24 Std. : :

Das Schwergewicht der Versuche wurde auf die Wirkstoffdosen im Be-
reich der Schwellenwerte gelegt, um einen Einblick in die Beziehungen
zwischen praktisch angewandten therapeutischen Dosen und Vertréglich-
keitsgrenze fiir die Infusorien zu erhalten. Diese Schwellenwerte geben uns
in Verbindung mit den Ergebnissen bei hoheren Dosierungen die mal-
gebenden Anhaltspunkte dafiir, ob ein Wirkstoff iiberhaupt fiir die perorale
Applikation geeignet ist und wann und in welchem Ausmall mit Schadi-
gungen der Infusorien gerechnet werden muf.

Als Kriterium fiir den Wirkungsgrad eines zugesetzten Wirkstoffes ist
der Totungserfolg zu betrachten; das heillt das Zahlenverhéltnis zwischen
lebenden und toten Isotrichen in der Kultur in bestimmten Zeitabstédnden.
Es ist nicht ganz leicht, lebende, das heiflt in raschen Bewegungen umher-
schwimmende Infusorien zu zéihlen. Blutzahlkammern eignen sich deshalb
nicht, weil die Infusorien unter dem Mikroskop dem Lichtstrahl ausweichen
und in die tieferen Seitenrillen fliichten, wo eine hinreichend genaue Zihlung
nicht mehr moglich ist. Eine andere, fiir diesen speziellen Zweck geeignete
Zahlkammer gibt es nicht, so dafl nach eigenen Erfahrungen ein Modell
entwickelt werden mufite (Fig. 1).
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O = Objekttrager a = 08 mm g = 025 mm
S = Schmelzplatte und Balken b =10 mm R =5mm
Z = Zahlrillen c =18 mm r=3mm
U = Uberlaufrillen d =26 mm
. B = Balken e = 76 mm
Fag: 1 D = Deckglas f =03 mm
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Diese Zahlkammer besteht grundséatzlich aus einem verstiarkten Objekttriger O,
auf den eine zweite, schmélere Glasplatte S aufgeschmolzen ist. Diese Platte S ist durch
5 Querrillen unterbrochen. Die dazwischen liegenden Balken B sind etwas weniger
hoch als die Seitenteile von S. Dadurch kénnen die Rillen U die Funktion von Uber-
laufrillen tibernehmen, was das Einfullen von Kultur in die beiden Zahlrillen wesent-
lich erleichtert. Aus dem gleichen Grund sind auch auf der einen Seite der Zahlrillen
die Balkenecken abgerundet. Im tibrigen sind die gleichen VorsichtsmafBnahmen zu
beachten wie beim Einfiillen der Fuchs-Rosenthalkammer (vergl. 3.2.2.).

Die Breite der Zahlrillen ist so gewéhlt, dafl sie im Mikroskop mit Objektiv 3
(10fache VergroBerung) noch gut tiberblickt werden kénnen. Somit mull das Praparat
nur in einer Richtung verschoben werden fiir die Priifung des Inhaltes der ganzen Rille.
Das Rillenvolumen ist bei dieser Kammer zwar nicht standardisiert. Das ist aber auch
nicht notwendig, weil das zahlenméBige Verhéltnis der lebenden zu den toten Infuso-
rien nicht von einem exakt definierten Volumen abhéngig ist. SchlieBlich hat es sich
auch gezeigt, daf3 der enge Zwischenraum zwischen Querbalken und Deckglas die Iso-
trichen mit seltenen Ausnahmen an der Flucht aus der Zihlrille hindert.

Aus den bereits dargelegten Griinden beschrinkten sich die Versuche auf
Isotricha-Arten. In jeder Zahlrille wurden die vorhandenen lebenden und
toten Isotrichen getrennt geziahlt. Fiir die Beurteilung des Totungserfolges
haben sich die Isotrichen besonders geeignet; sobald ein Individuum seinen
Ziliensaum biirstenartig straubt, ist der Tod eingetreten. Das Aufhoren des
Zilienschlages und die momentane Unbeweglichkeit kénnen nicht als Todes-
kriterium bewertet werden, weil bei lingerer Beobachtung immer wieder
festzustellen war, wie bei solchen Individuen der Zilienschlag wieder
einsetzt und sie wieder ganz normal davonschwimmen. Bei den Zihlungen
wurden deshalb alle Isotrichen mit biirstenartig gestrdubten Zilien als tot
gewertet, alle andern als lebend.

Wenn hier nur der Totungserfolg der einzelnen Wirkstoffe dargestellt
wird, soll damit nicht gesagt sein, daf die iiberlebenden Isotrichen immer
ohne sichtbare Schiden geblieben seien. So konnte ganz besonders in der
Chlortetracyclin-Untersuchungsreihe festgestellt werden, dafi die Isotrichen
zum Teil schon lange vor dem Absterben sich nur noch sehr schwach bewegen
oder beim Chloramphenicol sich das Endoplasma vom Ektoplasma ablost
und im Zentrum des Infusorienleibes zusammenballt.

Da die Infusorien nach dem Absterben oft sehr rasch aufgelost werden,
wiirde die Zihlung in der Rille allein viel zu hohe relative Uberlebensanteile
ergeben. Es mullte deshalb gleichzeitig mit dieser Zéhlung immer auch eine
Probe fixiert und darin die Isotrichenzahl pro Volumeneinheit festgestellt
werden. Nur so konnte die Auflosungsquote seit Versuchsbeginn bzw. im
Vergleich zum Zustand der Kontrolle im gleichen Zeitpunkt mitberiicksich-
tigt werden. In den als Kontrollen gehaltenen unbehandelten Kulturen
starben wihrend der Versuchszeit selten und nur vereinzelte Isotrichen.
Der Kontrollwert kann deshalb dem Anfangswert = 1009, gleichgesetzt
werden und ist zur Vereinfachung in den Tabellen und Darstellungen weg-
gelassen. Das Auswertungsverfahren sei an einem Beispiel erldutert:
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Versuchsbeginn:
total Isotrichen pro ml Kultur (praktisch alle lebend, Basiswert,
giiltig fir Kontrolleund Versuch) . . . . . . . . . . . . .. 50 000 = 1009,
nach x-Stunden:
lebende Isotrichen pro ml Kultur in der Kontrolle . . . . . . . . 50 000 = 1009,
total Isotrichen pro ml behandelte Kultur (Versuch) . . . . . . . 25 000
davon sind lebend . . . . . . . . . 20 000 = 40%
BB et She e Tase 5 N A 5000 = 109
bereits aufgelost . . . . . . . . . . 25 000 = 509
1009,

Wihrend der Versuchsdauer von x Stunden sind also die Hilfte der am
Anfang vorhandenen lebenden Isotrichen aufgelost worden; die effektive
Uberlebensquote betrigt nur 409, der Anfangszahl und nicht 809, wie dies
vorerst zu sein scheint.

Um in den Gesamtergebnissen ein moglichst richtiges Bild iiber die ein-
zelnen Wirkstoffe wie auch iiber die Wirkungsunterschiede zwischen den
einzelnen Stoffen zu erhalten, wurden die Versuche zum Teil als Verdiinnungs-
reihen mit dem gleichen Stoff, zum Teil als Vergleichsreihen mit verschie-
denen Stoffen durchgefiihrt.

Alle Angaben iiber zugesetzte Wirkstoffmengen beziehen sich auf 50 ml
Kultur. Nicht standardisiert ist die Zahl der in dieser Kultur pro Volumen-
einheit enthaltenen Isotrichen.

4.2.3. Versuchsergebnisse

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dafl die Versuchskulturen keine
reinen Isotrichenkulturen waren, die andern Arten aber mit Ausnahme ver-
einzelter Exemplare im vorgelegten Kulturmilieu nicht lebensfihig waren.
Wo bei der folgenden Darstellung der Versuchsergebnisse nichts anderes ver-
merkt ist, starben diese zufilligen Infusorien ab ohne auffillige Beeinflussung
durch die zugesetzten Wirkstoffe.

4.2.3.1. Sulfonamide

1. Sulfanilamid

Versuchsdosierungen: 10, 20, 50, 100, 250, 500, 750 und 1000 mg.

Mengen bis zu 500 mg fithren zu keiner sichtbaren Wirkung. Die Ergebnisse fiir
750 und 1000 mg sind in Tabelle 10 zusammengestellt.

Diese beiden letzten Versuchsreihen sind deshalb von besonderem Inter-
esse, weil die feststellbare Loslichkeitsgrenze fiir Sulfanilamid in der Kultur-
fliissigkeit bei 500 mg liegt (1T in 170 T Wasser von 20°C [58]). Offen-
bar muB also erst der UberschuB in irgendeiner Form toxisch wirken,

wihrend das echt geloste Sulfanilamid fiir die Isotrichen anscheinend un-
schédlich ist.
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Tabelle 10
Wirkung hoher Sulfanilamiddosen auf die Isotrichen

Uberlebende Isotrichen in 9, nach Std.

zugesetzte
Wirkstoffmenge mg
V}o;rsqchs- 3 4 5 6
eginn
750 100 94 89 85 83
1000 100 95 86 54 38

2. Sulfathiazol

Versuchsdosierungen: 50, 500, 750, 1000 mg. Loslichkeit: knapp 50 mg (1 T lést
sich in 2700 T Wasser von 20 °C oder in 50 T heilem Wasser [59]).
Sulfathiazol schidigt die Isotrichen in keiner Dosierung. Sie bewahrten

ihre volle Lebensfihigkeit selbst im Uberlebensversuch iiber 24 Std.

3. Sulfaguanidin

Versuchsdosierungen: 5, 100, 500, 750, 1000 mg. Loslichkeit: praktisch unléslich
(1 T 16st sich in etwa 1000 T kaltem oder 10 T heiBem Wasser [59]).

Die Infusorien wurden in keinem Fall sichtbar geschidigt. Im Uber-
lebensversuch iiber 24 Std. traten bei 5 mg keine Schidigungen auf; bei 100
und mehr mg war die Lebhaftigkeit gegeniiber der Kontrolle etwas reduziert.

4. Sulfadimidin

Versuchsdosierung: 5, 100, 500, 750, 1000 mg. Loslichkeit : annéhernd 2,0 (= 49ige
Losung). (1 T 16st sich in etwa 2700 T Wasser [59]). Die Versuchsergebnisse sind dar-
gestellt in Fig. 2.
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Sulfadimidin als das am besten losliche der gepriiften Sulfonamide wies
auch weitaus die groffte Toxizitéit fiir Isotrichen auf. Die Resultate streuen
allerdings bei steigender Konzentration immer stirker mit zunehmender

Versuchsdauer. So lebten in Ausnahmefillen nach 6 Std.:
bei 100 mg noch 869, der Isotrichen
500 mg noch 559, der Isotrichen
750 mg noch 489 der Isotrichen
1000 mg noch 69 der Isotrichen

Die toten Isotrichen losten sich rasch auf, besonders bei den hoheren
Wirkstoffkonzentrationen.

4.2.3.2. Antibiotika

1. Penicillin

Versuchsdosierungen 10 000, 20 000, 40 000, 80 000, 150 000, 200 000, 400 000 IE
Loslichkeit: in allen Dosierungen vollstdndig gelost.

Auch bei der hochsten Dosis waren keinerlei Schiidigungen der Isotrichen
festzustellen. Im Uberlebensversuch blieben die Penicillinkulturen bedeu-
tend lebensfihiger als die Kontrollen. Neben den Isotrlchen blieben auch alle
iibrigen Infusorien lebend erhalten.

2. Streptomycin

Versuchsdosierungen: 5, 50, 250, 500, 750 mg. Loslichkeit: in allen Dosierungen
vollstéandig gelost.

Bei 750 mg waren vereinzelt tote Isotrichen zu finden gegen Ende der
Versuchszeit. Bei den iibrigen Dosierungen konnten die Isotrichen bis 72 Std.
iiberlebend erhalten werden ohne sichtbare Schiadigungen.

3. Chloramphenicol

Versuchsdosierungen: 5, 100, 250 mg. Loslichkeit: etwa 100 mg (1 T 16st sich in
etwa 400 T Wasser [59]).

Praktisch wirkungslos blieben 5 und 100 mg, nach 6 Std. lebten noch
mindestens 989, der Isotrichen.

250 mg wirken stark toxisch und die Streuungsbreite ist entsprechend

grof3. Im Mittel wurden gezihlt:
nach 3 Std.: 659, lebende Isotrichen
nach 4 Std.: 569, lebende Isotrichen
nach 6 Std.: 179, lebende Isotrichen

In Extremfillen waren bereits nach 2 Std. alle Isotrichen tot, wobei nach
1 Std. noch 969%, gelebt hatten. Anderseits wurden aber auch nach 6 Std.
noch bis 389, lebende gezéhlt. In der Regel waren nach 6 Std. bereits iiber
509, der Isotrichen aufgelost. Als Zeichen des bevorstehenden Absterbens
ist es zu werten, wenn sich das Endoplasma ablost und im Zentrum zu-
sammenballt.
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4. Chlortetracyclin .

Versuchsdosierungen: 2,5, 5, 25, 50 mg. Loslichkeit: alle Versuchsdosen léslich.
Die sehr uneinheitliche Wirkung des Chlortetracyclins ist in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11
Wirkung von Chlortetracyclin auf die Isotrichen

Lebende Isotrichen in 9, nach Std.
Dot 1 2 3 4 6
in mg
Mittel M | Streuung| M Str. M Str. M Str.

2,5 100 100 100 100

- b 90 78-100 78 | 71-100 62 | 55-100 59 | 43-100
25 83 77-93 23 4-62 14 0-32 4 0-12
50 74 50 0-74 14 0-68 11 0-65 (5) 0-35

Bei 2,5 mg waren nie Schiiden an den Isotrichen zu beobachten, sie iiber-
lebten sogar ausnahmslos und unter Erhaltung ihrer vollen Vitalitdt den
24stiindigen Uberlebensversuch. Hervorzuheben ist die Beobachtung, daB
neben den Isotrichen auch alle in der Kultur vorhandenen Infusorien der
Gattung Entodinium, die kleinen Diplodiniumarten und teilweise auch
Diplodinium maggii und bursa sowie Ophryoscolex im Uberlebensversuch
sehr gut erhalten blieben. Dieser Befund ist um so auffilliger, als sonst in
keinem Versuch ein sichtlich so giinstiger Einflull auf alle in der Kultur
vorhandenen Infusorien festgestellt werden konnte.

Sehr unterschiedlich war die Wirkung bei 5 mg. Teilweise war sie identisch
mit derjenigen von 2,5 mg, meist aber war eine bald einsetzende deutliche
Schiadigung der Isotrichen festzustellen. Die abgestorbenen Isotrichen
wurden sehr rasch aufgelost. Bei Versuchsende waren im Mittel noch vor-
handen (lebende und tote Isotrichen zusammen):

bei 5 mg: 609,
25 mg: 309,
50 mg: 169,

Bei 50 mg machten die Isotrichen oft schon nach 1 Std. nur noch Zitter-

bewegungen ohne wesentliche Lokomotion.

5. Oxytetracyclin

Versuchsdosierungen: 5, 25, 50, 100 mg. Loslichkeit: alle Versuchsdosen lgslich.
Die Dosen von 5-50 mg geben praktisch keine sichtbaren Schédigungen. Bei 100 mg
lebten:

nach 3 Std.: 809, der Isotrichen
4 Std.: 789, der Isotrichen
6 Std.: 709, der Isotrichen
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Die abgestorbenen Isotrichen losten sich nicht auf. Bei 50 und besonders
bei 100 mg hat man von der vierten Stunde an oft den Eindruck, daf3 sich die
Isotrichen im Vergleich zur Kontrolle rascher und aufgeregt bewegen.
Dieses Exzitationsstadium ist moglicherweise eine Vorstufe der Oxytetra-
cyclinwirkung, denn tatséchlich iiberleben die Isotrichen bei 100 mg den
24stiindigen Uberlebensversuch nicht und bei 50 mg nur selten und in kleiner
Zahl (etwa 109,).

4.2.4. Besprechung der Ergebnisse

Eine Beurteilung der Versuchsergebnisse ist nur sinnvoll im Hinblick auf
die in vivo herrschenden Verhéltnisse.

Im British Veterinary Codex [8] sind fiir die hier verwendeten Stoffe
fiir das Rind die in Tabelle 12 angefiihrten Dosen angegeben.

Tébelle 12

Therapeutische Dosen von Sulfonamiden und Antibiotika fiir das Rind
(nach Britisch Veterinary Codex)

Dosis in g/kg Kérpergewicht
Wirkstoff

peroral 1. v. 8. C.
Sulfenflamid. .. (3 . v o0 0,2 - -
Sulfathiazol . . . . . . . . . 0,2 - 0,2
Sulfadinadding . ¢ . 5 el e s 0,2 - 0,2
Sulfaguanidin . . . . . . . . 0,3 - 0,01
Pertiolin ' & o =4 w505 50 v s - - min. 1000 ITE
Streptomyein . . . . . . . . - - 0,01
Chloramphenicol . . . . . . . 0,015-0,05 - -
Chlortetracyclin . . . . . . . - 0,012 -
Oxytetracyclin . . . . . . . - 0,003 -

Bei den peroral verwendeten Stoffen diirfen wir voraussetzen, daf} im
Panseninhalt kein Wirkungsverlust eintrete. Bei den andern Stoffen diene
diese Voraussetzung als Vergleichsbasis ebenfalls, ferner die Angabe von
Milks [54], wonach zur Erzielung der gleichen Wirkung der Mengenkoeffi-.
zient fiir die i.v.-Injektion auf 0,25, derjenige fiir die s.c.-Injektion auf 0,5
anzusetzen ist, wenn die perorale Dosis = 1 betrigt.

Wie jede andere, so gehort auch die Zerstorung der Infusorienfauna durch
ein Medikament zu dessen unerwiinschten Nebenwirkungen. Es war deshalb
das Ziel der ganzen Untersuchungsreihe, die maximale unterschwellige Dosis
einiger Wirkstoffe fiir Infusorien festzulegen und mit den tatséichlich in
Frage kommenden Werten zu vergleichen.

Als wesentliches Moment ist zu beriicksichtigen, dafl im ungiinstigsten
Fall die ganze dem Tier verabreichte Wirkstoffdosis vorerst in den Hauben-
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Pansenraum gelangt. Ferner sei vorausgesetzt, dafl ein Adsorptionsgleich-
gewicht zwischen den in der fliilssigen Phase gelosten und an Futterteilchen
adsorbierten Wirkstoffanteilen vorliege, das heil3t die Versuchsergebnisse in
unserer Kulturfliissigkeit direkt den Verhéltnissen im Panseninhalt gleich-
gesetzt werden konnen. Die Infusorien stehen also in einer direkten Be-
ziehung zum Wirkstoff, wie sie zum Beispiel fiir bestimmte Krankheits-
erreger durch die intravenose Injektion geschaffen ist.

Vervollstindigen wir diese Hypothese durch die Annahme, daf3 /5 des
Gesamtgewichtes des Tieres auf den Panseninhalt entfalle, so muf} die unter-
schwellige Dosis eines Wirkstoffes fiir Infusorien mindestens fiinfmal hoher
sein als dessen perorale oder 20mal hoher als dessen therapeutische Dosis
pro kg Korpergewicht liegen.

In den Versuchen wurden fiir Isotrichen die in Tabelle 13 angefiithrten
unterschwelligen Grenzdosen gefunden. Die therapeutische perorale Dosis
pro kg Korpergewicht ist dabei = 1 gesetzt. Der Index fiir die unterschwel-
lige Grenzdosis fiir die Infusorien in der Kulturfliissigkeit betrigt also 5.

Tabelle 13

Vergleich der therapeutischen Dosen nach British Veterinary Codex
und der unterschwelligen Grenzdosen fiir die Isotrichen

perorale gefundeneo Index der

. therapeutische | unterschwellige | unterschwelligen
Wirkestolk Dosis g/kg Grenzdosisg/kg Grenzdosis
Korpergewicht | Versuchskultur | fiir Isotrichen

Sulfanilamid. . . . . . . . . 0,2 10,0 50
Sulfadimidin . . . . . . . . 0,2 unter 0,1 unter 0,5
Chloramphenicol . . . . . . . 0,05 2,0 40
Chlortetracyelin . . . . . . . 0,048 0,05 1
Oxytetracyelin . . . . . . . 0,012 1,0 83
Sulfaguanidin . . . . . . . . 0,3 iitber 20,0 uber 60
Sulfathiazol . . . . . . . . . 0,2 iber 20,0 iiber 100
Ponicillini. . " % 5 e e vsl v Vi 2000 IE iiber 8 Mill. iitber 4000
Streptomyein . . . . . . . . 0,01 15,0 1500

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, sind Sulfadimidin und Chlortetra-
cyclin fiir die Isotrichen schon weit unter der therapeutischen Dosis fiir das
Tier toxisch. Bei allen andern Wirkstoffen liegt die Schwellendosis hoch tiber
dem praktischen Anwendungsbereich, so dafi die Isotrichen niemals gesché-
digt werden.

Es diirfte hier insbesondere ein Vergleich mit den bereits angefiihrten
Versuchen von Andersson und Horst mann interessieren. Nach Anders-
son ist Aureomycin erst unschidlich in Dosen von 1 mg/kg tédglich an ab-
wirts, dann allerdings auch bei Verabreichung wihrend lingerer Zeit.
Horstmann verabreichte Aureomycin, Chloramphenicol und Terramycin
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in Dosen von je 0,01/kg Korpergewicht (= 0,05/kg Panseninhalt) und stellte
insbesondere nach den Aureomycin- und Terramycinangaben schwere
Schadigungen der Infusorien fest.

Verbindliche Schliisse konnen aus diesem Vergleich zwar nicht gezogen
werden, einmal wegen der verschieden langen Beobachtungszeiten, dann
aber auch deshalb, weil sich in vivo diese Wirkstoffe offenbar auf dem Um-
weg iiber unbestimmte Faktoren auf die Infusorien ungiinstig auswirken,
welche in der Kultur wegfallen. Es ist also moglich, dal in vivo die Ver-
héltnisse fiir die Infusorien ungiinstiger liegen als in den hier verwendeten
Kulturen, das heilt die unterschwelligen Grenzdosen zum Teil ganz be-
trichtlich tiefer liegen.

5. Wirkung einiger Sulfonamide und Antibiotika auf die Gérgashildung
im Panseninhalt

Die in den folgenden Kurven dargestellte Wirkung der untersuchten
Sulfonamide und Antibiotika auf die Bildung von Girgasen im Pansen-
inhalt war nicht das Endziel dieser Versuchsreihen. Vielmehr sollte gezeigt
werden, wie sich beim ganzen Prozel3 die Infusorien verhalten, um ihren
allfilligen Einflul} auf die Gérgasbildung festzuhalten.

5.1. Methode und Versuchsmaterial

Die fiir die Versuche verwendete Apparatur und die Grundsitze der Arbeitsmethode
wurden bereits frither eingehend beschrieben (Schumacher [65]). Es wurden die
gleichen Stoffe untersucht wie bei den Wirkungspriifungen an den Isotrichen in der
Kultur. Die Géarkolbchen wurden mit je 25 ml Pansensaft beladen. Der Pansensaft
wurde bei Versuchsbeginn mikroskopisch auf das Vorkommen, die Artenvertei-
lung und Lebhaftigkeit von Infusorien untersucht. Ein Einzelversuch umfaft
eine Kontrollgruppe und 6 Versuchsgruppen zu je 4 Kolbchen. Die Versuche
wurden entweder mit steigenden Zusdtzen des gleichen Wirkstoffes oder gleichen
Zusatzen verschiedener Wirkstoffe zu je einer Kolbchengruppe durchgefiihrt. Beson-
ders die letzteren Versuche (gleicher Pansensaft!) geben eine wertvolle Ubersicht iiber
die Wirkungsunterschiede der einzelnen Stoffe. Bei Versuchsende wurde von jeder
Gruppe gleicher Wirkstoffkonzentration wieder eine Probe untersucht und deren
pH-Wert gemessen. Bei diesen Kontrollen konnte es sich nicht um eine zahlenméige
Bestimmung der Infusorien handeln, sondern lediglich um eine Ubersichtskontrolle
dariiber, wie und welche Infusorienarten den Garversuch tiberlebten.

s Auswertémg der Versuche

Die mittlere Géargasproduktion der Kontrollgruppe jeder Versuchsreihe
vom Versuchsbeginn bis zur jeweiligen Ablesung wurde immer = 1009,
gesetzt. In der graphischen Darstellung entspricht somit die Gérgasproduk-
tion des Blindversuches (= Kontrollgruppe) einer Horizontalen. Auf diese
Basiswerte wurden die Ablesungen der Versuchsgruppen bezogen und in 9,
ausgedriickt. Die Streuungswerte sind in den Kurven nicht dargestellt, sie
liegen innerhalb der mit dieser Apparatur an mehreren hundert Versuchen
bestéitigten Schwankungsbreite von + 109,.
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5.3. Versuchsergebnisse

5.3.1. Sulfonamide

Die Wirkung der Sulfonamide wurde gepriift in Dosen von 2,5, 100, 300
und 500 mg pro 25 ml. Pansensaft (Fig. 3). Die entsprechenden Dosen pro
kg Panseninhalt wéren: 0,1, 4,0, 12,0 und 20,0, wihrend die Dosierungen
nach dem Britisch Veterinary Codex [8] bei 0,2-0,3/kg liegen. Wenn in den
Versuchen Dosen angewandt wurden, die weit iiber jeder praktischen Be-
deutung liegen, so nur deshalb, weil bei Konzentrationen therapeutischer
Grofenordnung keine sicheren Wirkungen festzustellen waren.

Die wesentlichen Ergebnisse lassen sich dahin zusammenfassen:

1. Sulfanilamid wirkt bei allen Dosierungen schwach girungshemmend.
Das Maximum wird schon nach der ersten Stunde erreicht.

2. Sulfathiazol wirkt bei 2,5 mg sehr schwach hemmend. Die unbedeu-
tende Gérungsforderung bei den hoheren Dosierungen konnte in Zwischen-
versuchen schon bei 50 mg festgestellt werden.

3. Sulfaguanidin verhélt sich sehr dhnlich dem Sulfanilamid.

4. Sulfadimidin fiihrt mit zunehmender Konzentration zu immer stér-
keren Géarungshemmungen, die schon nach einer Stunde sehr deutlich sind
und bei den hohen Konzentrationen bereits den volligen Gérungsstillstand
bewirken.

Sulfadimidin war auch bei der hochsten Versuchsdosis vollig gelost im
Pansensaft, Sulfanilamid lost sich bis etwa 19/, Sulfathiazol bis knapp 0,1%,
und Sulfaguadinin ist praktisch unloslich.

Die Infusorien verhielten sich in diesen Giérversuchen folgendermafen
(Versuchsende):

Sulfanilamid: Zusatze bis 0,1 tberleben alle vorhandenen Infusiorienarten ohne
Schiadigungen. Bei 0,3 und mehr sind alle Infusorien tot.

Sulfathiazol: Die Infusorien blieben bei allen Versuchsreihen unbeschadigt.

Sulfaguanidin: Keine Schéden bis 0,1, Zusétze von 0,3 und mehr sind in unter-
schiedlichem Mafle toxisch.

Sulfadimidin: 2,56 mg sind in Einzelféllen bereits toxischj bei 0,1 sind die Schédi-
gungen bereits deutlich, und bei 0,3 und mehr sind alle Infusorien tot.

5.3.2. Antibiotika

Bei den Antibiotika wurden die Wirkungen folgender Dosen gepriift:
Penicillin: 250, 2500, 10 000, 25 000, 50 000, 150 000 IE.
Streptomycin: 2,5, 25, 100, 200, 300, 900 mg.
Chloramphenicol: 0,1, 0,5, 2,5, 100 mg.

Chlortetracyclin: 0,5, 1,5, 2,5, 25, 100, 200 mg.
Oxytetracyclin: 0,5, 1,5, 2,5, 25, 100 mg.

Pro kg Panseninhalt ergéibe das Dosen von:

Penicillin: 10 000, 100 000, 400 000, 1 Mill., 2 Mill., 6 Mill. TE.
Streptomycin: 0,1, 1,0, 4,0, 8,0, 12,0, 36,0.

Chloramphenicol: 0,004, 0,02, 0,1, 4,0.

Chlortetracyclin: 0,02, 0,06, 0,1, 1,0, 4,0, 8,0.

Oxytetracyeclin: 0,02, 0,06, 0,1, 1,0, 4,0.
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Die therapeutisch verwendeten Dosen wurden bereits frither (vergl. 4.2.3.3.) ange-

geben.

Die Wirkungen auf die Giirgasproduktion sind in den Kurven Fig. 4 dargestellt.
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Wir sehen aus diesen Kurven, daf}:

1. Penicillin in allen Dosierungen mit unwesentlichen Differenzen als
schwacher Gidrungshemmer wirkt,

2. Streptomycin in Dosen bis 25 mg als schwacher Hemmer wirkt, bei
100 mg von einer anfinglich schwachen Forderung bei Versuchshalbzeit in
eine schwache Hemmung umschliagt und in hoheren Dosen die Gérung zu-
nehmend fordert,

3. Chloramphenicol mit steigender Dosis die Girung, wenn auch nicht
stark, so doch zunehmend hemmt,

4. Chlortetracyclin in Dosen unter 25 mg die Girung schwach hemmt
und nachher in eine starke Forderung umschligt,

5. Oxytetracyclin ungefihr bei 2,5 mg von einer Hemmung in eine
Forderung umschligt, die stidrker ist als bei allen andern untersuchten
Substanzen. :

An den Infusorien konnten folgende Wirkungen festgestellt werden:

Penicillin: Fordert die Lebenderhaltung der Infusorien in jeder Dosis.
Neben den Isotrichen bleiben auch alle andern Infusorienarten erhalten.

Streptomycin: Seine Wirkung kann ziemlich stark schwanken; meistens
sind aber die gleichen Ergebnisse zu beobachten wie bei Penicillin, besonders
bei hoherer Dosierung.

Chloramphenicol: Wirkt in Dosen bis 0,5 mg lebenserhaltend auf alle
Infusorienarten; bei 2,5 mg schwankt die Wirkung stark, und bei 0,1 sind
alle Infusorien tot.

Chlortetracyclin: Bis 1,5 mg ist die Wirkung sehr unterschiedlich, bei
2,56-100mg wird die Schiidlichkeit eindeutig, und bei 0,2 sind alle Infusorien tot.

Oxytetracyclin: Wirkt giinstig in Dosen bis 2,5 mg; von 25 mg an wird die
Wirkung uneinheitlich und vorwiegend schédlich.

5.3.3. Kombinationen von Sulfonamiden und Antibiotika

Es konnte sich hier nicht darum handeln, alle moglichen Kombinationen
der einzeln gepriiften Sulfonamide und Antibiotika in verschiedenen
Dosierungen zu beriicksichtigen. Von besonderer Bedeutung schienen einige
Kombinationen, die auch in der Praxis bereits Eingang gefunden haben, wie
zum Beispiel:

Sulfanilamid-Penicillin,
Sulfanilamid-Streptomyecin,
Penicillin—Streptomyecin;
ferner wurden auch gepriift:
Penicillin-Sulfaguanidin,
Streptomycin-Sulfaguanidin.
Als Dosen wurden fiir alle Versuche gewéhlt:
Penicillin 50 000 IE
Streptomycin 0,3
Sulfanilamid 0,1
Sulfadimidin 0,1
Sulfaguanidin 0,1



UBER DIE WIRKUNG EINIGER SULFONAMIDE UND ANTIBIOTIKA 513
Die Ergebnisse dieser Versuche sind dargestellt in den Kurven der Fig. 5.
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Diese Kombinationsversuche nahmen teilweise einen Verlauf, der auf
Grund der Versuche mit den Kinzelsubstanzen nicht zu erwarten war. So
wird zum Beispiel die Girungsforderung durch Streptomycin bei Zusatz des
im Alleinversuch hemmenden Penicillin oder Sulfanilamid nicht etwa ge-
démpft, sondern noch weiter gefordert. Ebenfalls wird die sehr starke
Gérungshemmung durch Sulfadimidin allein wesentlich geddmpft beim
Zusatz von Streptomycin oder Streptomycin + Penicillin. Bei der Kombi-
nation Sulfadimidin—Penicillin bleibt eine additive Hemmungswirkung aus.
Bei den iibrigen Kombinationen verliefen die Versuche als Resultanten ent-
sprechend den Ergebnissen bei den Einzelversuchen.

Schéidigungen der Infusorien waren bei den Kombinationsversuchen nicht
festzustellen.
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5.4. Diskussion der Versuchsergebnisse

Die Gérversuche haben einige Ergebnisse gezeitigt, deren Erklarung auf
Grund der heutigen Kenntnisse iiber die Biologie des Panseninhaltes noch
nicht mit Sicherheit moglich ist. Die Liicken betreffen insbesondere die
Zusammensetzung der Mikrofauna im Pansen, ihre Reaktion auf Sulfon-
amide und Antibiotika sowie die Anteile der einzelnen Arten an der Gesamt-
Gérgasproduktion.

Bei Sulfanilamid und Sulfaguanidin bleibt die Gérungshemmung bei
allen Dosierungen annihernd konstant, ungeachtet der Toxizitdtsgrenze
fiir die Infusorien; also konnen diese als wesentliche Ursache fiir die Gas-
bildung nicht in Frage kommen.

Beim Sulfathiazol konnten bei steigender Dosis im Gegensatz zum Wir-
kungsumschlag auf die Gérung an den Infusorien keine entsprechenden
Beobachtungen gemacht werden.

Die auffillige starke Wirkung des Sulfadimidins ist sicher zu einem
wesentlichen Teil auf seine sehr gute Loslichkeit im Pansensaft zuriickzu-
fithren. Es darf aus den Resultaten aber auch geschlossen werden, daf3 sich
die Wirkung auf sehr viele Arten von gasbildenden Elementen erstrecken
muf}. Dafl den Infusorien keine bedeutende Rolle bei der Girgasproduktion
zukommen kann, beweist ein Vergleich der 500 mg-Kurven von Sulfanilamid
und Sulfadimidin: in beiden Fillen sind alle Infusorien tot.

Die Antibiotika wirken in Konzentrationen bis 1:10 000 alle mehr oder
weniger deutlich garungshemmend. In hoheren Konzentrationen bilden sie
zwei Gruppen mit gegensitzlicher Wirkung: auf der einen Seite Penicillin
und Chloramphenicol, die die Gérung weiterhin, wenn auch nicht starker,
hemmen; auf der andern Seite Streptomycin und die Tetracycline, die die
Géirung immer stirker fordern.

Aus einem Vergleich der Antibiotika-Gérversuche geht eindeutig hervor,
dal3 die Infusorien mindestens im Rahmen der gegebenen Melgenauigkeit
an der Gérgasproduktion nicht beteiligt sein kénnen: Penicillin hemmt d’e
Géarung in jedem Fall, die Wirkung des Streptomycins schligt um; beide
Substanzen gewihren aber in allen Dosierungen den Infusorien iiberdurch-
schnittliche Lebensbedingungen; bei den Tetracyclinen sind die Wirkungen
steigender Dosen auf die Infusorien und die Gérgasproduktion umgekehrt
proportional.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dafl die untersuchten Substanzen,
soweit sie peroral iiberhaupt verabreicht werden, in therapeutischen Dosen
keine wesentlichen Verinderungen der Gérgasproduktion im Pansen be-
wirken. Das Schicksal der gepriiften Wirkstoffe im Panseninhalt und ihr
Wirkungsmechanismus gegeniiber den Infusorien ist nicht abgeklirt. Sicher
ist aber, dafl die Infusorien an der Gasproduktion nicht oder nur ganz
unwesentlich beteiligt sein kénnen.
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6. Zusammenfassung

Die Versuche haben ergeben:

6.1. Die mittlere Infusorienzahl pro ml Panseninhalt betrug 206 500,
wobei Abweichungen bis + 509, als normal zu betrachten sind.

6.2. Das mittlere Volumen der Infusorien betrigt etwa /,, der Volumen-
einheit Panseninhalt. Das Volumen ist viel stidrker von der artenmifBigen
Verteilung als von der Zahl der vorhandenen Infusorien abhéngig.

6.3. Die Wirkung von Sulfonamiden und Antibiotika wurde an Isotricha-
Kulturen gepriift. Die angewandte Kulturmethode und die fiir die Wirkungs-
beurteilung entwickelte Zihlkammer werden beschrieben.

Von den gepriiften Sulfonamiden ist nur Sulfadimidin bereits in sub-
therapeutischer Dosis toxisch fiir die Isotrichen.

Von den gepriiften Antibiotika liegt beim Chlortetracyclin die Toxizitéts-
grenze etwa fiinfmal tiefer als der therapeutische Anwendungsbereich. Da-
gegen wirken Penicillin und Streptomycin auch in sehr hohen Dosen vor-
teilhaft auf die Lebensfahigkeit der Isotrichen.

6.4. Die Panseninfusorien sind an der Produktion von Gérgasen nicht
oder nur ganz unwesentlich beteiligt.

Von den Sulfonamiden fiihrt allein Sulfadimidin zu einer bemerkenswerten
Hemmung der Giirvorgiinge, allerdings auch erst bei Uberdosierungen.

Bei den Antibiotika sind keine wesentlichen Géirungshemmungen fest-
zustellen. Auffilligerweise kommen im Gegenteil — allerdings bei hohen Do-
sen — bei Streptomycin, Chlor- und Oxytetracyclin starke Garungsforde-
rungen vor.

Die Wirkungspriifungen sowohl an den Isotrichenkulturen wie bei den
Gérversuchen sind in dem Sinne nicht als endgiiltig zu betrachten, als die
Ergebnisse nicht unbesehen auf das lebende Rind iibertragen werden diirfen.
Im Pansen leben die Infusorien vergesellschaftet mit Bakterien, Hefen und
Fermenten, zwischen denen sicher biologische Beziehungen bestehen. So
wenig wie also die Infusorien allein fiir das biologische Geschehen im
Panseninhalt verantwortlich sind, sind sie — rein von der Pansenbiologie aus
betrachtet — auch nicht allein dafiir maf3gebend, wie hoch die Dosis eines
peroral verabreichten Wirkstoffes gewihlt werden darf.

Uber den Wirkungsmechanismus der verwendeten Wirkstoffe sind auf
Grund der gemachten Beobachtungen und der Versuchsergebnisse keine
Aussagen moglich.

Résumé

Résultats des essais:

6.1. Le nombre moyen d’infusoires par ml de contenu de la panse comportait
206 500; les écarts allant jusqu’a 4 509, doivent étre considérés comme normaux.

6.2. Le volume moyen des infusoires est d’environ 1/,, de 'unité de volume
du contenu de la panse. Le volume dépend beaucoup plus de la répartition des espéces
que du nombre des infusoires présentes.

6.3. L’action des sulfamidés et des antibiotiques a été controlée par des cultures

43
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d’isotriches. Description de la méthode de culture et des chambres de numération
apparues pour l'appréciation de l'action développée. Parmi les sulfamidés, seule la
sulfamidine est déja toxique pour les isotriches & dose subthérapeutique. Parmi les
antibiotiques examinés, la limite de toxicité pour la tétracycline de chlore se situe &
5 degrés plus bas que les champ d’application thérapeutique. En revanche, la pénicilline
et la streptomycine exercent une influence treés heureuse sur la viabilité des isotriches.

6.4. Les infusoires de la panse ne prennent qu’une part treés faible & la production
de gaz de fermentation. Seule d’entre les sulfamidés, la sulfamidine exerce une action
inhibitrice certaine sur les processus de fermentation. Pour ce qui touche les anti-
biotiques, on ne constate guere d’inhibition des fermentations. En revanche, il est
remarquable d’observer de fortes fermentations avec de hautes doses de streptomycine,
de tetracycline de chlore et d’oxytetracycline.

Les contrdles de l'action exercée tant par les cultures d’isotriches que par les
essais de fermentation, ne doivent pas étre considérés comme définitifs, en ce sens que
les résultats ne peuvent étre sans autre reportés sur les bovins. Dans la panse, les infu-
soires vivent en compagnie de bactéries, de levures et de ferments qui ont entre eux
des relations biologiques. Les infusoires sont aussi peu responsables des phénomeénes
biologiques se réalisant dans le contenu de la panse que déterminants pour le choix
d’une dose d’une substance active & administrer oralement. En ce qui concerne les
substances actives, il ne peut étre fait de déclaration sur la base des observations faites
et du résultats des essais.

Riassunto

Il numero medio degli infusori per ml nel contenuto del panzone ¢ di 206500 e
sono da considerare normali le deviazioni fino al 4 509,.

Il volume medio degli infusori e di cirea 1/70 dell’'unita di volume del contenuto del
panzone. Il volume & molto pit forte della ripartizione mediocre delle specie, che
dipende dal numero degli infusori presenti.

L’effetto di sulfamidici e di antibiotici fu provato sulle colture di isotrichidi. Si
descriveno il metodo di coltura usato e la camera di conteggio sviluppata per valutare
Peffetto. Dei sulfamidici controllati, solo il Sulfamidin é gid tossico in dose sotto-
terapeutica per gli isotrichidi. Degli antibiotici provati, nel Clorotetracyeclin il limite
tossico & 5 volte piut basso del campo terapeutico usato. Invece la penicillina e la strep-
tomicina, anche in dose molto elevate, sono molto vantaggiose sulla capacita vitale
degli isotrichidi.

Gli infusori del panzone prendono parte solo in forma non essenziale o non parte-
cipano alla produzione dei gas di fermentazione. Dei sulfamidici, solo il Sulfamidin
produce un impedimento notevole dei fatti fermentativi, tuttavia anche solo nei super-
dosaggi. Con gli antibiotici non si accertano impedimenti alle formazioni gassose. E
sorprendente invece che — ma solo in dosi elevate — con la streptomicina, la Cloro - e
P’ossitetraciclina si producono forti produzioni di gas.

Le prove di effetto, sia nelle colture di isotrichidi che negli esperimenti di fermen-
tazione, non sono da considerare conclusive, dato che i risultati non possono essere
applicati sul bovino vivente. Nel panzone gli infusori vivono insieme con i batteri, i
lieviti ed i fermenti, fra i quali esistono certamente delle relazioni biologiche. Gli
infusori da soli, non sono responsabili delle manifestazioni biologiche nel contenuto del
panzone e nemmeno competenti per spiegare la biologia del panzone e circa la quale
non si possono ancora dare degli schiarimenti.

Summary
Results of the investigations:
6.1. The average number of infusoria in the content of the rumen amounts to
206 500 pro ml. Deviations up to 4 509%, are taken as normal.
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6.2. The average volume of the infusoria was about 1/70 of the volume unity of

rumen content. The volume depends to a greater extent on the species distribution than
on the number of the infusoria present.

6.3. The effect of sulphonamide drugs and antibiotics was examined on cultures
of isotricha. Culture methods and counting chamber used for the judgement of the
effect are described. From the sulphonamides only sulphamidin is toxic even in sub-
therapeutical doses for isotricha. With chlortetracyclin the toxic limit is about
five times lower than the therapeutic concentration. Penicillin and tetracyclin however
are favourable for the vitality of isotricha even in high concentrations.

6.4. The infusoria of the rumen are not or only very little engaged in the produc-
tion of fermentation gases. Among sulphonamids only sulphamidine shows a remark-
able inhibition of fermentation, but only in supertherapeutic doses. The inhibitory
effect of antibiotics is very slight. But in high doses of streptomycin, chlortetracyclin
and oxytetracyclin the activation of fermentation is very strong.

The results of these investigations with isotricha cultures and fermentation should
not or only with care transfered to living cattle. In the rumen the infusoria live in
combination and relation with bacteria, yeasts and enzymes. The infusoria alone are
not responsible for the rumen biology nor for the choice of the dosis of a perorally ap-
plied drug. The experiments do not allow conclusions regarding the mechanism of
action of the mentioned drugs.
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