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Subbakteriostatische Chloramphenicolkonzentrationen ver-
mindern die Wachstumsgeschwindigkeit von Balkterien. Die Zu-
sammenhénge werden zuerst an stationidren Kulturen betrachtet.
Es folgt eine Untersuchung in kontinuierlicher Kultur, wobei neben
Glucose als limitierendem Faktor verschiedene Chloramphenicol- -
konzentrationen angewendet werden. Die dabei festgestellte Kon-
stanz der Michaelis—Menten-Konstante fur die einzelnen
Organismen, unabhingig von der angewendeten Chloramphenicol-
konzentration, wird im Zusammenhang mit bestehenden
Theorien iiber die Wirkungsweise von Chloramphenicol diskutiert.

Die kontinuierliche Ziichtung erméglicht das Wachstum von Mikroben
unter konstanten kontinuierlichen Bedingungen. Die Wachstumsrate
kann dabei mit Hilfe eines limitierenden Substrates beeinflulit werden,
wie Monod bereits 1942 zeigtel.

Die dabei von ihm aufgestellte Beziehung

® = Umax ° S/(Ks -+ S) (1)

entspricht formal der Michaelis—Menten-Gleichung, wobei Ky hier
diejenige Substratkonzentration bedeutet, bei der die Wachstumsrate

* Herrn Prof. Dr. F. Wessely zu seinem 70. Geburtstag freundlichst
gewidmet.

1 J. Monod, Recherches sur la croissance des cultures bactériennes, Paris
1942,



R. Brunner u. a.: Subbakteriostatische Chloramphenicolkonzentrationen 1333

den halbmaximalen Wert annimmt. Als jeweilige Substratkonzentration
in einem kontinuierlichen Prozef} kann man bei guter Durchmischung
die Konzentration des limitierenden Substrates im Ablauf ansehen. Bei
Einhaltung konstanter Bedingungen stellt sich bei kontinuierlichen Ziich-
tungen ein Gleichgewicht (steady state) ein, was sich in einer Konstanz der
Populationsdichte zeigt. Mathematisch Jaft sich dieser Gleichgewichts-
zustand folgendermalien formulieren:

ax/de = X F|V +uX —X-FIV 2
Anderung der Zunahme durch Zunahme durch Verlust im Ablauf
Organismenkonz. die Organismen ‘Wachstum
im Fermenter im Zulauf

X Konzentration der Organismen
D¢ 7 Konzentration der Organismen im Zulauf

F Zulaufrate bzw. Ablaufrate (mi/Stde.)
¥ Fermentervolumen.

Das Volumen des Fermenters kann man eliminieren, wenn man sich
auf die Verdiimnungsrate D = F|V bezieht. Nach Erreichen des steady
state ist d X/d¢t =0 und das erste Glied X,D verschwindet, wenn im
Zulauf keine Keime vorhanden sind, so dafl man schreiben kann

dX/dt=pX—-DX =0, (3)
woraus folgt
p=2D 4)

Es zeigt sich also, dafl die Wachstumsrate y der Organismen durch
die Grofle der Verdiinnungsrate 7 in beliebigen Grenzen zwischen 0 und
der maximalen Wachstumsrate ppmay gewédhlt werden kann. Der Einflu
von Chloramphenicol auf Organismenpopulationen unter den Bedin-
gungen der kontinuierlichen Kultivierung sollte Gegenstand der vorlie-
genden Arbeit sein.

Methodisches

Als Grundlage fiir die kontinuierlichen Versuche muften vorerst die Werte
der maximalen Wachstumsraten umax fir die verwendeten Organismen

Escherichia coli B
Staphylococcus aureus SG 511
Aerobacter aerogenes ATCC 16092

in ,,Batch-Kultur® ermittelt werden. Als Nahrmedium diente dabei, wie auch
bei allen nachfolgenden Versuchen, Bacto Penassay Broth (1:10 verdiinut,
entsprechend 100 mg Glucose/l), die fir die Batch-Versuche mit 200 mg
Glucose/1 zusétzlich versehen war, um zu verhindern, daB3 der Metabolismus
des Zuckers wahrond des Anwachsens limitierende Bedingungen schaffs.

Die Versuche wurden unter den gleichen apparativen Bedingungen wie
die nachfolgenden kontinuierlichen Versuche durchgefiihrt, wobei Riihren mit
Magnetrithrern oder Blattrithrern auf das Frgebnis keinen EinfluB hatte.

85*
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Die Auswertung erfolgte hier durch photometrische Messung der Tritbung
bei 650 my. Die Anwendung von manometrischen Atmungsmessungen am
Warburg-Apparat erbrachte ebenfalls gut tibereinstimmende Ergebnisse. '

Alle Versuche wurden bei 37° C ausgefiihrt, wobei eine genaue Aufrecht-
erhaltung der Temperatur durch die Aufstellung der Fermenter in thermo-
statierten Wasserbédern ermdglicht wurde.

Fir die kontinuierlichen Versuche wurden GefdBe mit Planschliff ver-
wendet, in deren Deckel sich 4 Offnungen befanden. Die mittlere Offnung
diente zur Binfilhrung des Riihrers, die 3 seitlichen Offnungen wurden fiir den
Zulauf und den Ablauf der Nahrlosung, sowie fur den Druckausgleich, der
zugleich die Versorgung mit Luftsauerstoff erméglichte, beniitzt. Das Nutz-
volumen der GefilBe betrug je 1000 ml.

Mit Hilfe von peristaltischen Schlauchquetschpumpen (Firma Biihler)
erfolgte der Transport der Nahrlosung. Es kamen zwei Pumpen mit unter-
schiedlicher Forderleistung zur Anwendung, so daf ein Forderbereich von
15 his 3000 ml/Stde. zur Verfiigung stand. Durch Absaugen der Nahrldsung
von der Fliissigkeitsoberfliche (mit groBerer Geschwindigkeit als der des
Zulaufs) wurde das Volumen im Fermenter konstant gehalten. Die unter-
schiedlichen Férderungen bei einer Pumpe konnten durch Verwendung ver-
schiedener Schlauche verwirklicht werden. Wie die Verfolgung einzelner Ver-
suche zeigte, konnte ein steady state nach dreimaligem Volumsaustausch
angenommen werden. Die dafiir in Frage kommenden Zeiten betrugen z. B.
fur eine Verdiinnungsrate

D =1,5 28tunden
D = 0,3 10 Stunden

;= ?LK dreifacher Volumsaustausch
F  Zulaufrate

Hs wurden also frithestens nach den dafiir in Frage kommenden Zeiten
Proben zur Bestimmung der Glucosekonzentration im FlieBgleichgewicht
gezogen. Fiir diese Bestimmungen standen verschiedene Methoden zur Aus-
wahl. Eine Methode — mit Verwendung von 3,5-Dinitrosalicylséure und
Phenol? — erwies sich als nicht ausreichend empfindlich. Auch mit der
Methode nach Somogyi® und deren photometrischer Variante nach Nelson®
konnten keine zufriedenstellenden Ergebmisse erzielt werden. Es mufBlte ja
gefordert werden, daf noch Konzentrationen unter 10 mg Glucose/l geniigend
genau erfaBt werden konnten. Diese Empfindlichkeit konnte mit der Phenol—
Schwefelsiure-Methoded erreicht werden, die auch bei den Versuchen zur
Anwendung kam.

Nach der Entfernung der Keime und des in der Nahrlésung noch vor-
handenen Eiweifes mit Zinksulfat und NasCOs-Losung wurden 2 ml der Probe
mit 5 ml konzentrierter Schwefelsiure und 1 ml 5proz. wifiriger Phenollésung
versetzt und die Intensitéit der entstandenen Férbung nach 10 Min. bei
485 my am Spektralphotometer (Zeiss PMQ 2) ermittelt.

2 B. Borel, F. Hostettler und H. Deuel, Helv. Chim. Acta 35, 115 (1952).

3 M. Somogys, J. Biol. Chem. 160, 61 (1945).

¢ N. Nelson, J. Biol. Chem. 153, 315 (1944).

5 M. Dubois, K. A. Gilles, I. K. Gamilton, P. A. Rebers und F. Smith,
Anal. Chem. 28, 350 (1956).
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Die Vorratsflaschen fir die Nihrldsung hatten ein Volumen von 51. Die
Nahrlosung wurde 20 Min. bei 121° autoklaviert und noch im heiflen Zustand
zur Vermeidung von Infektionen mit der gewinschten Menge an Chlor-
amphenicollésung versehen und an den Fermenter angeschlossen. Probeldufe
die ohne Beimpfung durchgefiihrt wurden, zeigten, dafi die Apparatur steril
betrieben werden konnte.

Versuche und Ergebnisse

A. Untersuchungen in stationdren Kulturen (Batch-Kulturen )

Chloramphenicol verringert die Wachstumsgeschwindigkeit von Mikro-
organismen; eine Darstellung im Koordinatensystem In (Organismenzahl) ge-
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Abb. 1. Abnabme der Wachstumsrate » mit zunehmender Chloramphenicolkonzentration
(schematisch)

gen Zeit zeigt die Abnahme der Wachstumsrate u, die aus dem Quotienten
Aln X/A ¢ gebildet wird, mit zunehmender Chloramphenicolkonzentration
{Abb. 1).

Im Bereich niederer Chloramphenicol-Konzentration wurde ein Zusammen-
hang aufgefunden, der sich mathematisch folgendermafen formmlieren 14Bt:

Inyu=In pmax — ke (5}
bmax Meximale Wachstumsrate ohne Chloramphenicol
th jeweilige Wachstumsrate mit Chloramphenicol
@ Chloramphenicotkonzentration
& Konstante

Bei einer graphischen Darstellung im Koordinatensystem In p gegen ¢
erhilt man dann eine Gerade, deren Anstieg — % und deren Ordinaten-
abschnitt In ppax betrigt.

Bei Konzentrationen iiber 3 mg Chloramphenicol/l kann. diese Beziehung
jedoch nicht mehr angewendet werden, da die Gerade in eine Kurve und
schlieBlich in eine Parallele zur Ordinate iibergeht (Abb. 2). Der Schnittpunkt
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dieser Parallelen mit der Abszisse stellt den MIC-Wert (minimal inhibitory
concentration) fir den Organismus unter den angewandten Bedingungen dar.
Eine Giltigkeit von Beziehung (5) iiber einen weiteren Bereich wirde be-

ot

C (mg CHLORAttPHENICOL [LITER) —> | MiC

Abb. 2. Beziehung zwischen Wachstumsrate und Chloramphenicolkonzentration in Abhingigkeit
vom Konzentrationsbereich (schematisch)
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Abb. 3. Beobachtungspunkte der Beziehung zwischen Wachstumsrate und
Chloramphenicolkonzentration i Bereich niederer Konzentrationen
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deuten, daf3 auch noch beli hohen Konzentrationen von Chloramphenicol
Wachstum auftreten kann, was aber nicht der Fall ist. Die Beziehung (5) geht
bei Konzentrationen iiber 3 mg Chioramphenicol/l in einen linearen Zusammen-
hang zwischen Wachstumsrate u und Chloramphenicolkonzentration ¢ iiber,
wie er auch von Garrett und Brown® festgestellt wurde.

Eine Zusammenstellung der Wachstumsraten fiir die drei verwendeten
Organismen in Abhéngigkeit von den Chloramphenicolkonzentrationen ist
in Abb. 3 gegeben.

Da die Versuche mit Konzentrationen unter 3 mg Chloramphenicol/l
durchgefiihrt wurden, kam die Darstellung im Koordinatensystem In y gegen ¢
zur Anwendung. Aus der Abbildung ist deutlich die unterschiedliche Empfind-
lichkeit der einzelnen Organismen ersichtlich. Die aus den stationdren Ver-
suchen erhaltenen Werte von pumax dienten als Grundlage fiir die Versuche in
kontinuierlicher Kultur.

Tabelle 1. Abhédngigkeit der Wachstumsrate yunpax von der
Chloramphenicolkonzentration

; ‘Wachstumsrate bei mg Chloramphenicol
Testkeim

0 1 2
A. aerogenes 2,02 9,33 0,06
E. coli 1,82 0,65 0,25
St. aureus 1,35 0,67 0,35

Tab. 1 gibt diese Werte an, die als Maximalwerte der Verdiinnungsrate zu
gelten hatten, andernfalls Auswaschung der Organismen eingetreten wire.

B. Untersuchungen in kontinuterlichen Kulturen

Mit den Ergebnissen aus den stationiren Versuchen lieBen sich nun
kontinuierliche Versuche durchfiihren. Das limitierende Substrat im Zulauf —
in unserem Fall 100 mg Glucose/l — bewirkte dabei unterhalb der als Grenz-
wert geltenden Verdiinnungsrate pmax = D eine automatische Einstellung
des Gleichgewichtes. Die Reihenfolge der Versuche wurde so gewihlt, daB
zuerst Versuche bei niederer Organismendichte {d. h. hohe Verdiinnungsrate)
vorgenommen wurden und die Versuche mit héheren Organismendichten
(niedrigere Verdiinnungsrate) spater durchgefibrt wurden. Auf diese Weise
wurde mit Sicherheit erreicht, daf die Einstellung des Gleichgewichtes nach
dreimaligem Fermentervolumsaustausch erzielt war. Die aus diesen im Gleich-
gewicht befindlichen kontinuierlichen Systemen gezogenen Proben lieferten
die in Tab. 2, S. 1338, zusammengefaBiten Analysenwerte.

Die Abnahme der Glucosekonzentration im Ablauf mit der Verkleinerung
der Verdimnungsrate ist aus den einzelnen Versuchsreihen deutlich ersichtlich.
Bei Zulaufraten tiber tmax mub ja, da Auswaschung der Organismen eintritt,
die Glucosekonzentration im Ablauf gleich der Konzentration im Zulauf sein;
wenn die Zulaufrate gegen 0 geht, muB die Konzentration dagegen ebenfalls
gegen 0 gehen, da die kontinuierliche Kultur dann in eine statische iiber-
gegangen ist.

§ H. Qarreit und M. Brown, J. Pharm. Pharmacol. Suppl. 15, 195 (1963).
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Tabelle 2. Abhdngigkeit der Glucosekonzentration im Ablauf von
der Verdiinnungsrate D und der Chloramphenicolkonzentration

Verdinnungsrate D
Glucosekonz. (mg/1)
im Gleichgewicht

Verdinnungsrate D
Glucosekonz. (mg/1)
im Gleichgewicht

Verdiinnungsrate D
Glucosekonz. (mg/l)
im Gleichgewicht

Verdiinnungsrate D
Glucosekonz. (mg/1)
im Gleichgewicht

Verdiinnungsrate .D
Glucosekonz. (mg/1)
im Gleichgewicht

Verdinnungsrate D
Glucosekonz. (mg/l)
im Gleichgewicht

Verdinnungsrate D
Glucosekonz. (mg/l1)
im Gleichgewicht

Verdiunnungsrate D
Glucosekonz. (mg/1)
im Gleichgewicht

Aerobacter aerogenes
Ohne Chloramphenicol

1,82 1,58

35,8 10,3
Mit 1 mg Chloramphenicol/l
0,30 0,27

31,2 174

Escherichia coli
Ohne Chloramphenicol

1,59 1,61
50 26,5
Mit 1 mg Chloramphenicol/l
0,633 0,565
90,7 22,2
Mit 2 mg Chloramphenicol/l
0,23 0,21
44,5 21,0

Staphylococcus aureus
Ohne Chloramphenicol

1,18 0,99

62,5 28,6
Mit t mg Chloramphenicol/l
0,58 0,46

66,7 21,0
Mit 2 mg Chloramphenicol/l
0,25 0,16

33,5 10,0

1,34

5,6

0,24

9,5

0,445

9,8

0,765

11,5

0,33

10,6

0,145

7.8

1,00

4,00

0,21

6,5

0,485

5,7

0,27

7.3

0,135

7,4

0,93

3,5

0,19

5,3

0,98

5,4

0,33

4,0

0,145

5,7

0,415

4,5

0,19

4,2

Die graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die einzelnen Keime
(Abb. 4) 148t erkennen, daB bei der halbmaximalen Verdiinnungsrate die
Glucosekonzentration im Ablauf (S = K;) unabhiingig von der Chlor-
amphenicolkonzentration ist.
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Bei der Auftragung der obigen Ergebnisse in einem Koordinaten-
system 1/D gegen 1/§ entsprechend der Darstellung nach Lineweaver
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Abb. 4. Abhingigkeit der Glucosekonzentration im Ablauf von der Verdiinnungsrate
bei verschiedenen Chloramphenicolkonzentrationen

und Burk ergibt jede Versuchsreihe eine Gerade. Die Monodsche Gleichung
der Form

D= Dmax : S/(Ks -+ S)
kann ja auch geschrieben werden als

(6)

I/D - Kvs/Dmax -8 + lijam (7)
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was die Gleichung einer Geraden im oben genannten Koordinatensystem
ergibt. In Abb. 5 ist diese Auftragung fiir die einzelnen Organismen dar-
gestellt. Der Schnittpunkt der einzelnen Geraden mif der Abszisse, der den

i
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Abb. 5. Beziehungen wie in Abb. 4 in der Darstellungsweise nach Lineweover—Burk

negativen reziproken Wert von K, darstellt, ist dabei, wie auch schon in
Abb. 4 gezeigt wurde, fiir jeden Organismus ein konstanter Wert.
Diskussion

Weil K, immer denselben Wert annimmt, gleichgiiltig ob mit oder
ohne Chloramphenicol gearbeitet wird, ist wohl anzunehmen, da K,
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nicht nur jene Substratkonzentration darstellt, bei der die Wachstums-
rate den halbmaximalen Wert besitzt, sondern daB sich hinter K, auch
eine physiologisch bedeutsame GréBe verbirgt. Da fiir enzymatische
Reaktionen die Michaelis—Menten-Beziehung

v = ¥max - S{(K + 5) (8)

gilt, hat die Analogie mit der Beziehung nach Monod sicher einen tieferen
physiologischen Sinn.

Etwa so: das Wachstum wird durch Stoffwechselvorginge, die natiir-
lich enzymatischer Natur sind, verursacht. Vielleicht ist es vor allem eine
Reaktion (Masterreaktion) in der Stoffwechselkette, die hier zur Wirkung
kommt; hochstwahrscheinlich sind aber hier sogar mehrere solcher
Reaktionen involviert, fiir die ein K bzw. ein X fiir das Wachstum gilt.

Man kénnte eventuell so formulieren:

= prop. v (9
{v = Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion bzw. Reaktionen)
Da U= tmax - S/(K; + 8), (10}
gilt Prop. ¥ = prop. ¥max * /(& -+ S). (11

Daraus ist zu sehen, daB das K von Mickaelis—Menten mit dem K, von
Momnod identisch ist.
Nach Michaelis—Menten galt ja

]c’l
E+ST=ES 2> E P (12)

Die Geschwindigkeit, mit der P gebildet wird, ist der Konzentration
von K8 proportional, welche wieder von den Konzentrationen von # und
S abhéngt.

k1 [E] (8] — ks [BS] = kg [£S] (13)
aus
K — [Bas — ES] - Sj{BS] (14)
folgt
ES = Hape - SHK + 8) {15)

da v = prop. - £3 und vmax = prop. Hapy (wenn alles anfingliche Enzym
als ES vorliegt) also

v = vmax Sf(K + 8) (16)

Wenn nun in der Gleichung von Monod das Ky dem X von Michaelis—
Menten entspricht, bedeutet die Gleichheit des K, bei den Wachstums-
prozessen mit und ohne Chloramphenicol, daB das Chloramphenicol die
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Affinitdt des Enzyms, die ja durch K angegeben wird (der Enzyme der
Stoffwechselkette der Wachstumsprozesse), zum Substrat nicht fndert.

Die Tatsache, dafl bei der Batch-Fermentation das pmax mit steigender
Chloramphenicolkonzentration immer kleiner wird, ist jedenfalls darauf
zuriickzufithren, dafl auch die Anfangskonzentration der beteiligten
Enzyme abnimmt. Chloramphenicol dréngt also die Bildung der Enzyme
guriick. Dadurch. wird die Wachstumsrate bei zunehmender Chlor-
amphenicolkonzentration immer geringer.

aC
=
I =<
KOMPEXITIVE
HEMMUNG
K1
Km
NICHT KOMPETITIVE
T HEMMUNG
Kr
SUBSTRATHONZENTRATION
——

Abb. 6. Kompetitive und nicht kompetitive Enzymhemmung (schematisch)

Eine mégliche Beeinflussung der Enzymwirkung durch kompetitive
Hemmung ist hier durch die groBe Verschiedenheit von Substrat (Glucose)
und Inhibitor (Chloramphenicol) wohl nicht zu erwarten.

Fiir den Fall einer eventuellen nichtkompetitiven Hemmung, bei der
der Inhibitor eine andere aktive Stelle des Enzyms besetzt als das Substrat,
miilite gelten.

E+1—EKI (17)

K; = [E— EI)- [T)/[BI] (18)

Wenn man das Verhiltnis v (= prop. [£ — EI]) zu vy (= prop. &) der
Reaktionsgeschwindigkeit in Anwesenheit des Inhibitors zur ungehemms-
ten Geschwindigkeit mit o bezeichnet, kann man weiter schreiben

EI = E - (1 — ), worans sich (19)

F-a/l —a) =K, (20)
ergibt.
Eine graphische Darstellung fiir die verschiedenen Hemmungstypen
ist in Abb. 6 angegeben.
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Der als , fractional activity’ bezeichnete Wert « miifite dann ebenso
fiir das Verhaltnis p. (nit) : wmaex (ohne) [wobei gmax (ohne) die Wachstums-
rate ohne Chloramphenicol darstellt] gelten. Aus der aufgefundenen
linearen Beziehung

In == 1n tpax — ke

fiir die Abhingigkeit der Wachstumsrate von der Chloramphenicol-
konzentration kann man ableiten:

In (0fpmax) = In o0 = — ke = — k [{] @1)
In of[I] = —&. 22)

Der offensichtliche Unterschied der beiden Beziehungen (20) und (22)
zeigt also deutlich, dafl es sich im vorliegenden Fall auch nicht um eine
nichtkompetitive Hemmung handeln kann.

In Anwesenheit von Chloramphenicol wird die bakterielle Protein-
synthese gehemmt?. Da nun Enzyme Proteine darstellen, ist der Schluf,
daB es sich hier um eine Hemmung der Enzymsynthese ohne Anderung
der Affinitét der Enzyme handelt, naheliegend. Die verlangsamte Reak-
tions- bzw. Wachstumsgeschwindigkeit ist dann nur auf die geringere
Enzymkonzentration zuriickzufiihren.

7 8. Dagley und J. Sykes, Biochem. J. 74, 11 (1960).



