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K. BERNHAUER UND J. RAUCH

Vergleichende Untersuchungen

tiber die Bildung antibiotischer Stoffe durch Penicillium-Arten”

Von KoNraD BERNHAUER und JoHANN RaucH

(Z.L\’aturforschm 4b., 208—219 [1949]: eingegangen am 20. April 1949)
Herrn Professor Dr. C. Neuberg zum 70. Geburtstage gewidmet

Angesichts der grofen Zahl der Penicillium-Arten und Hemmstoffe ldft sich die
Frage, ob bestimmte Beziehungen zwischen dem Vermégen zur Hemmstoffbildung und
dem mykologischen System der Pilzgruppe Penicillium Link bestehen, z. Zt. noch nicht
endgiiltig beantworten. Das unterschiedliche Verhalten bestimmter Testorganizmen
gegeniiber den einzelnen Hemmstoffen (,,antibiotisches Spektrum®) ermiglicht aber mit
Hilfe des Strichtestes einen Uberblick iiber das Hemmstoffbildungsvermégen in den ein-
zelnen Pilzsektionen. Es konnte gezeigt werden, dafl gewisse Hemmstoffe vor allem
durch Vertreter bestimmter Sektionen oder Subsektionen des mykologischen Systems
gebildet werden. Dies gilt besonders fiir Penicillin, Claviformin und Citrinin, die iiber-
wiegend in bestimmten Subsektionen auftreten. Andere Hemmstoffe, wie die Penicillin-
sdure, scheinen mehr iiber das ganze Penicilliumsystem verstreut zu sein.

Die Priifung ergab ferner, dafl es keine Sektion oder Subsektion des Penicillium-
Systems gibt, in der keine hemmstoffbildenden Vertreter aufzufinden wiren. Der Ein-
fluf der Ndhrbodenzusammensetzung macht sich auf die Hemmstoffbildung hiufig sehr
stark bemerkbar. Die eindeutige Beantwortung der Frage, ob ein Pilz zur Hemmstoff-
bildung befihigt ist oder nicht, ist daher erst durch eingehende Priifung der verschie-
densten Nidhrboden moglich. Unter den untersuchten 375 Penicillium-Arten und -Stdm-

men erwiesen sich 165 (= 44%) als aktiv.

ahlreiche Vertreter der Pilzgruppe Penicillium
Link wurden bereits im Hinblick auf ihr Ver-
mogen zur Bildung antibiotischer Stoffe gepriift.
Wilkins und Harris haben zunichst 34, so-
dann 33 und schlieflich 100 Penicillium-Arten
und Stdmme untersucht!. Atkinson u. Mitarbb.
priiften zunéchst 68 und dann weitere 50 Penicil-
lien?; Rao, Mohan u. Sreenivasaya?®
testeten 27 Pencilliumkulturen, und Brian und
Hemmin g*haben 65 Vertreter dieser Pilzgruppe
gepriift. Von den umfassenden Arbeiten iiber die
Gewinnung guter Penicillin-Bildner kann hier ab-
gesehen werden. Die Zielsetzung bei fast allen
diesen Untersuchungen war einerseits die Auf-
findung therapeutisch wirksamer Hemmstoffe, an-
dererseits die Ermittlung solcher Pilzstimme, die
zur Bildung bestimmter Antibiotika in besonders
* 4, Mitt. in der Verdffentlichungsreihe ,,Uber die
Bildung antibiotischer Stoffe durch Mikroorganismen®
aus dem vormaligen Institut fiir Biochemie und Nah-
rungsmittelchemie der Deutschen Technischen Hoch-
schule in Prag. Uber die Ergebnisse dieser Arbeit
wurde am 2.0kt. 1944 gelegentlich einer Penicillin-
Tagung in Berlin-Babelsberg und sodann am 21. Mai
1948 auf der Vortragstagung der Ges. Deutscher Che-
miker in Wiesbaden referiert. Vgl. Angew. Chem. (\)
60, 249 [1948]. — 3. Mitt. vgl. A. Grosser und
W. Friedrich, Z. Naturforschg. 3b, 425 [1948].

hohem Ausmal befahigt sind. Unter den durch
Penicillium-Arten gebildeten Hemmstoffen sind
bis heute etwa 14 isoliert und identifiziert worden.

Bei unseren in den Jahren 1943 bis Anfang 1945
durchgefiithrten Untersuchungen iiber die Hemm-
stoffbildung durch Penicillien hatten wir uns u. a.
auch die F'rage vorgelegt, ob bestimmte Beziehun-
gen zwischen dem Vermigen zur Hemmstoffbil-
dung und der Stellung der betreffenden aktiven
Pilze im mykologischen System bestehen. Da ge-
rade diese Fragestellung bis heute nur wenig be-
achtet wurde, erscheint uns die Veroffentlichung
der Ergebnisse gerechtfertigt, auch wenn die be-
treffenden Experimentalarbeiten bereits einige
Jahre zuriickliegen. Es erschienen dabei vor
allem zwei Fragen von Interesse, ndmlich

1 W.H Wilkins u. G.C. M. Harris, Brit. J.
exp. Pathol. 23, 166 [1942]; 24, 141 [1943]; 25, 135
[1944].

2 N. Atkinson, Austr. J. exp. Biol. Med. Sci. 21,
15 [1943]; N. Atkinson, R. A. W. Sheppard,
N. F.Stanley u. K. M. Rainsford, ebenda 22,
227 [1944].

3T.N. R. Rao, R. R. Mohan u. M. Sreeni-
vasaya,J. Sci. Ind. Research (India) 4, 377 [1945];
Chem. Abstr. 40, 3497 [1946].

*P. W.Brian u. H. G. Hemming, J. Gen.
Microbiol. 1, 158 [1947]. .
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1. ob die Féhigkeit zur Hemmstoffbildung im
allgemeinen fiir bestimmte Gruppen des mykologi-
schen Systems charakteristisch ist, bzw. ob be-
stimmte Antibiotika durch Vertreter bestimmter
Sektionen oder Untersektionen gebildet werden,
oder ob die Grenzen des mykologischen Systems
hierfiir belanglos sind;

2. ob das Vermogen zur Hemmstoffbildung eine
konstante und damit charakteristische Eigenschaft
der Pilze ist bzw. wieweit diese Féhigkeit von der
Art der Pilzziichtung, also den &ufleren Bedin-
gungen, sowie evtl. vom Fundort neu isolierter
Kulturen abhéngt. '

Angesichts der groflen Zahl von Penicillien
und der durch diese gebildeten Hemmstoffe ist
naturgemél eine erschopfende Beantwortung zur
Zeit noch nicht moglich. Im folgenden kann daher
nur ein kleiner Beitrag zu diesen Fragen gelie-
fert werden.

Um die grofle Zahl der durchzufiihrenden Priifun-
gen bewiltigen zu konnen, wéhlten wir den Fleming-
schen Strichtest?®, da dieser fiir unsere Zwecke am
einfachsten erschien und auch von zahlreichen anderen
Autoren als brauchbar befunden wurde® Als Sub-
strate dienten zwei verschiedene Nédhrboden-Mischun-
gen, die aus Bestandteilen von Pilz- und Bakterien-
Nahrboden zusammengesetzt waren, um so gleich
einen Beitrag zur Frage 2 liefern zu konnen. Als
Testorganismen beniitzten wir je einen ausgewihl-
ten Stamm von Staph. aureus, B. mesentericus und
E. coli, da dadurch eine gewisse Differenzierung von
Hemmstoffen moglich erschien, wodurch ein Beitrag
zu Frage 1 geleistet werden kann. Zur Ermittlung des
vollstindigen ,antibiotischen Spektrums“ im Sinne
Waksmans? und damit fiir eine verbindlichere Aus-
sage iiber die Art der gebildeten Hemmstoffe sind
allerdings weitaus mehr Testorganismen erforderlich.
Pseudomonas pyocyanea liefen wir als Testorganis-
mus bald fort, da durch dieses Bakterium besonders
der Staph. aureus stark gehemmt wurde, wodurch das
Ergebnis bei gleichzeitiger Verwendung derselben
Testplatte in Frage gestellt wird. Der Grad der Wir-
kung ergibt sich in Abhéngigkeit von dem durch die
Diffusion bedingten Konzentrationsgefille aus der
Breite der Hemmzone. Dabei ist natiirlich die Art des
Hemmstoffes (Mol.-Gew.), die Temperatur, die Luft-
feuchtigkeit und das Alter der Pilzkultur auf der
Platte von Einfluf. Die experimentell festgelegten
Versuchsbedingungen miissen daher fiir vergleichende
Untersuchungen stets genau eingehalten werden. In

5 A. Flemin g, Brit. J. exp. Pathol. 10, 226 [1929].

6 So z.B. von Brian uu Hemming? bei der
Priifung zahlreicher Aspergillus-, Penicillium-, Fusa-
rium- und Trichoderma-Stimme, oder von A. H. Her-
vey, Bull. Torrey Bot. Club 74, 476 [1947], bei der
Priifung von 500 Basidiomyceten. :

7S. A. Waksman, E. Bugie u. H. Ch. Reilley,
Bull. Torrey Botan. Club 71, 107 [1944].
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diesem Fall ist auch die Reproduzierbarkeit befrie-
digend, wobei natiirlich ein gleicher physiologischer
Zustand der Pilzkultur und der Testorganismen die
Voraussetzung ist. Die Hemmzone selbst ist fast stets
sehr regelméfig und deutlich®.

Die experimentellen Daten zeigt Tab.1la—f.
Die Pilze sind im Sinne der Fragestellung gemifl dem
mykologischen System angeordnet®. Bei der Pilzart
selbst ist deren Herkunft vermerkt; zahlreiche Stimme
wurden vom Baarnschen Centralbureau voor Schimmel-
cultures (C.B.S.) bezogen und sind mit (B) bezeich-
net. Die anderen Pilze, mit (e) bezeichnet, waren
frisch isoliert und in der mikrobiologischen Abtei-
lung des Instituts bestimmt worden®. Dabei wurde
wenigstens auf die Feststellung der Gruppenzugeho-
rigkeit Wert gelegt, soweit nicht eine vollstindige
Identifizierung stattfand. Die bei den einzelnen Pilzen
auf den beiden N#hrboden I und II (vgl. unten) be-
obachtete Hemmzone gegeniiber den drei Testorganis-
men ist in den Tabellen vermerkt. Dazu diene fol-
gende Zeichenerkliarung:

Hemmwirkung: entweder Hemmzone in mm oder +,
keine Hemmwirkung: 0,
nicht gepriift: offenes Feld.

Die Anordnung der Arten innerhalb jeder Sektion
oder Subsektion erfolgte gemall dem Hemmvermégen,
und zwar einerseits nach der Wirkungsbreite und
andererseits nach der Wirkungsintensitit. Zum Ver-
gleich ist in einer eigenen Spalte das antibiotische
Verhalten der Pilze angefiihrt, soweit diesbeziigliche
Unterlagen in der Literatur vorhanden sind. Die he-
treffende Spalte ist durch die Bezeichnung L.A. (Lite-
ratur-Angabe) gekennzeichnet. Die dort gemachten
Angaben sind durch die eigenen Befunde ergiinzt. Es
wurden hier nur die positiven Ergebnisse eingetragen.
SchlieBlich ist vermerkt, welche Hemmstoffe nach den
bisherigen Befunden durch die verschiedenen Penicil-
lien gebildet werden. Dabei wurden folgende Ab-
kiirzungen verwendet:

Pen. = Penicillin,

Pen.S. = Penicillinsdure,

Citr. = Citrinin,

Clav. = Claviformin (identisch mit Patulin, Ex-
pansin, Penicidin, Clavacin, Clavatin
und Tercinin),

Pub. = Puberulsidure und Puberulonséure,

Spin. = Spinulosin,

GL.S. — Gladiolinsiure,

Tar. = Tardin,

Glio. = Gliotoxin,

N.M.Ph. = Nor-Mycophenolsiure,

Gr. = Griseofulvin,

G.S. = Gentisinsdure,

G.A. = Gentisinalkohol.

4
8 Bedauerlicherweise sind unsere gesamten Licht-
bilder (zumeist Farbaufnahmen) verloren gegangen.
9 Nach Thom, The Penicillia, Baltimore [1930] und
A. Niethammer, Technische Mycologie, F.Enke
Verlag, Stuttgart [1947].
10 Frau Prof. Dr. A. Niethammer sei auch hier
{iir die Durchfiihrung der Bestimmungen bestens ge-
dankt.
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| 5 |
Pilz-Species ! Stan. | Mé’ ' Gl ‘ L.A. Hemmstoff
| I |1 | 1[I | 11|
Sektion A: Monoverticillata-stricta.
Untersekt.1: Ascogena
P. javanicum van Beyma (B) |20 |22 | 5 | .0 | | + |
Nicht hemmend: P. stipitatum Thom (B).
Untersekt.2: Sclerotigena
" P. Thomii Maire (B) 3 0 |2 |0 |
P. sclerotium v. Beyma (B) 0 ’ 3 0| 0 |
Nicht hemmend: P.spec. (e).
Untersekt.3: Floccosa

P. Trzebinsky Zal. (e) [14 | 0O [20 | O |17 | 0 l
P. spinulosum Thom (B) . 310 |9 0 4 |0 + | (Spin.)u
P. restrictum Gilman et Abbot (B) 10 | 0 ‘ 18 ) 0 0 |0 (
P.lacticum Mazé et Perrier (B) 12 1. 4 0 0 (U
P. spec. (e) 11 ‘ 8 0 0 0|0
P.spec. (e) ; 10 110 | O 0 0o 0 l
P. roseo-maculatum bloulge (B) [0 0 | O 0|0 |0 | +
Nicht hemmend: P.flavo-cinereum Biourge (B), P.roseo-pupureum Dierchx (B), P. Trzebinsky Zal. (B),

P. virididorsum Biourge (B), P. spec. 8 Stiamme (e).

v. Szilv. (B), P. spec. 2 Stamme (e).

Sektion B: Monovert

P. velutinum v. Beyma (B) | 5

Nicht hemmend: P.Charlesii Smith (B) P Waksmani
P.spec (e).

Untersekt.4: Funiculosa

P. Terlikowskii Zal. (B) . ’ 1 10 2 o |3 |0 ‘ + | (Glio.)®?
P. cinerascens Biourge (B) - 23 ' 2 10 1510 0 + |
P. phaeo-janthinellum Biourge (B) [0 |12 0 |11 | 0 | 0 | + | (Citr)ms
P. citreo-sulfuratum Biourge (B) | 2 1 4 0 0 | 0 | + | (Citr.)ms
P. carmino-violaceum Dierckx (B) 32 [ 25 | 0 0 0 | 0 |
P. griseum Sopp (B) e 0 0 0 0 0 ( 0 | + (Pen.S.)12
Nicht hemmend: P.decumbens Thom (B), P. Adametzi Zal. (B), (e), P. citreo-viride Biourge (B),

P. fellulatum Biourge (B), P.Paczoskii Zal. (B).

. Untersekt.5: Velutina

P. brunneo-viride v. Szilvinyi (B) } 25 | 8 |19 |16 |15 | B
P. jantho-citrinum Biourge (B) . |13 |13 |10 |10 |12 " 10
P. Oledzkii Zal. (B) | 0 14 | O 12 10 |10
P. citreo-nigrum Dierckx (B) . 125 2 |2 |16 | 0 | 0O
P. implicatum Biourge var. aureo- margma- 1 i

tum Thom (B) ’ : i 36 | 0 |3 | 0 0 0
P.implicatum Biourge (B) |17 19 |17 [ 10 | O j 0 + (Citr.)*
P. lividum Westl. (B) I3 0 2 0 2 ( 0 + (Citr.), Pen.S.1
P.spec. (e) . ‘ 15 | 5 12 | 2 0|0
P.spec. (e) . ‘ 25 | 20 |17 |12 | O i 0
P. sublateritium Blourge (e) 10 | 6 2 0 0o | 0
P. flavidorsum Biourge (B) . . 0 2 3 0 0|0
P. aurantio-brunneum Dierckx (B) 8 4 0 | 1 0 |0
P. turbatum Westl. (B) e oo |00 |oO + (Pen.)t
Nicht hemmend: P.Dierckxii. Blourge (B) P candido-fulvum Dierckx (B), P. jantho-citrinum Biourge

(e), P.frequentans Westl. (B), P. glabrum (Wehmer) Westl. (B),

P. sublateritium (B), P. viride-albo

icillata-ramigena
31210 01|
Zal. (B), P.ramosum (Bain.et Sart) Westerdijk (B),

|
|
1

Tab.1a. Gruppe I: Monoverticillata.

Notatin und Corylophilin werden nicht angefiihrt, da
das durch diese erzeugte biogene Wasserstoffperoxyd
nicht unmittelbar zu den Antibiotika gezdhlt werden
kann.

1 A E. Oxford u
Ind. 61, 128 [1942].

H.Raistrick, Chem. and

Die in der betreffenden Spalte gemachten Angaben
beziehen sich nur teilweise auf den an der betreffen-

2 P, W. Brian,
[1946].

13 A\, V.Pollock, Nature [London] 160, 331 [1947].

1# W, Friedrich, Diss. Prag u. Graz [1947].

Trans. Brit. Mycol. Soc. 29, 211
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‘ N ’ . I
P Pilz-Species St. aa. Mes. Coli L.A. Hemmstoff
i | I || 1|11
Sektion A: Velutina.
) Untersekt.1: Elliptica-magna
P. obscurum Biourge (B) 20 [ 14 | 5 2 1] 0 i
P. obscurum Biourge (e) . 16 (12 | 2 [0 | 2 |1 } + | (Glio.)*
P. atramentosum Thom (B) 0 10 | O 9 0 4
P.digitatum Sacch. (B) . . 2 0 1 0 2 0 +
P. chloro-leucon Biourge (B) 41 | 27 | b 0 0 0
P.citrinum Thom (B) . . 2 0 2 0 0 0 4 (Citr.)™7
P. citrinum Thom (e) . 8 3 4 6 0 0 itr.)
P. rubrum GraBberger- Stoll (B) 0 0 3 0 0 0
P. spec. (e) . . 2 0 4 :
P. rubens Blourge (B) |0 0 0 0 0 0 + | (Pen.)ts

Untersekt. 5:
Nicht hemmend: P. asperulum Bain. (B).

Nicht hemmend: P. oxalicum Currle Thom (B), P.Duponti Griffon et Maubl.
Sopp (B), P.corylophilum Dierckx (B), P. Westlingi Zal. (B), P.chloro-leucon Biourge (e).

Untersekt.2: Radiata

P. chrysogenum Thom (B) 10 | 8 0 0 0 0 + Pen.ts
P. notatum Westl. (B) 20 |18 | O 0 0 0 + Pen.t8
P.baculatum Westl. (B) . . . 40 135 | 0 0 0 0 + Pen.15,10
P. brunneo-rubrum Dierckx (B) 35 130 | 0 0 0 0 + Pen.1?
P. cyaneo-fulvum Biourge (B) 25 | 22 | 0 0 0 0 + Pen.1®
P. citreo-roseum Dierckx (B) 45 | 26 | 0 0 0 0 + Pen.19,20
P. griseo-roseum Dierckx (B) . 47 {30 | O 0 | .0 0 + Pen.19. 21
P. meleagrinum (e) . . 12 | 8 0 0 0 0 + Pen.22
P. chlorophaeum Blourge (B) ‘ 0 0 0 0 0 0 +
Nicht hemmend: P.virescens Bainier (B), P. meleagrlnum Biourge (B).
Untersekt.3: Velutina-restricta
P. puberulum Bainier (e) 129 |22 | B 6 0 0 (Pen.S.)®s, (Pub.)2*
P. Biourgii Dierckx (B) . . . . . . . . 0 8 0 2 0 0
P. Melinii Thom (B) . . . . : . 0 0 0 0 0 0 + (Clav.)®
Nicht hemmend: P. puberulum Bam (B)
Untersekt. 4: Stellata

P. griseo-brunneum Sopp (e) 20 | O } 19 | 0 |17 | O +
P. griseo-brunneum Sopp (e) 33 |33 | 0 0 0 0 + Pen.t®
P. Weidemanni Westl. var. fuscum

Arnaudi (B) . . 100 |11 | O 0 0
P. virescens Sopp (B) . s s W s 10 0 3 0 0 0
P. vesiculosum Bain. (e) R N - R 5 10 2 0 0o |0
P.roqueforti Thom (e) . . . . . . . . 9 0 3 0 0 +
P. suaveolens Biourge (B) . 0 0 0 0 0 0 + (Pen.S.)%e

Nicht hemmend: P.roqueforti Thom (B), P roqueforti Thom, var.viride (B), P.Biourgei Arnaudi.(B),
P.Stilton Biourge (B), P. vescilulosum (B), P. atroviride Dierckx (e), P. spec. (e).

(B), P. umbonatum Olsen-

Asperula

Tab. 1b. Gruppe II:

15 H W. Florey, N.G. Heatley, M. A. Jen-
nings u. T. J. Williams, Nature [London] 154,
269 [1944].

- 18 R, P. Mull, R. W Townley u. C. R. Scholz,
J. Amer. chem. Soc 67, 1626 [1945].

17 Hetherington u. H. Raistrick, Proc. Roy.
Soc. [London], Ser. B 220, 269 [1931]; F. P. Coyne,
H. Raistrick u. R. Robinson, ebenda Ser.B- 220,
297 [1931].

18 Zahlreiche Literaturangaben.

1% Uber die Bildung von  Penicillin durch die mit
der Note 19 bezeichneten Pilze wird in einer folgen-
den Mitteilung berichtet werden.

Asymmetrica.

20 J. W. Foster u. E. O. Karow, J. Bacteriology

-49, 19 [1945].

2t . Pauletta, Farmaco sci. e tec, 1, 89 [1946]

2 H. Killian, Prl\atmlttellung

2 A, E. Oxford H. Raistrick u. G. Smith,
Chem. and Ind. 61, 22 [1942]

2 A E. Oxford Raistrick u. G. Smith,
Chem. and Ind. 61, 485 [1942].

% J Kent u. N. G. Heatley, Nature [London]
156, 295 [1945].

2% R.O.Karow, HB. Woodruffu. J. W.Foster,
Arch. Biochemistry 5, 279 [1944].
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' | |
Pilz-Species Stau. | Mes.  Coli  Ip 4 Hemmstoff
| IL| 1 |10 | I | 1L | 1
Sektion B: Brevi-compacta

P.Hagenii Zal. (B) . . . . . . . . . . 0 |32 |0 |28 ] 0 |30 |
P. stoloniferum Thom (e) 23 |17 | 1 ‘ 1 0 3
P. spec. (e) A . & = 10 0 |12 | 0O 9 0 !
P. brevi- Compactum D1erckx (B) o & B 3 3 15 |14 | 0 + (N.M.Ph.)?
P. spec. (e) 2l |15 |0 |2 0 |0 l '
P. griseo- “brunneum Dierckx (B) 12 5 1000 ‘
P. Szaferi Zal. (e) 35 |34 | 0 | 0 0 |0 |

P. Szaferii (e), P. spec. 3 Stamme (e).

Nicht hemmend: P.lanosum VVeatl

Nicht hemmend: P. Bialowiezense Zal (B) P stoloniferum Thom (B), P.erectum (B), P.crassum (e),

Sektion C: Lanata-typica

P. aurantio-albidum Biourge (B) 23 |10 |23 | 8 |28 | 5 .
P.aurantio-candidum Dierckx (B) 25 | 0 126 |0 25| 0

P. aurantio-candidum Dierckx (e) 12 |11 |17 |24 12 | 10

P. fusco-glaucum Biourge (B) . | 7 0 |12 | O 5 0

P. Raciborskii Zal. (B) |18 112 (16 (12 | O 0

P. Raciborskii Zal. (e) . . . . . . . . | 0 0 7 0 0 0

P.lanoso-viride Thom (B) . 5 % 9 @ 0 12 | O 5 0 0 +

P. ochraceum (Bain.) Thom (B) 0 2 0 5 0 0

P.aurantio-virens Biourge . 4 ‘ (Pub.)>*

(B) P lnforrne Thom (B), P. commune Thom (B), (e),

P. lanoso -

griseum Thom (B), P.flavido: marginatum Biourge (B) (e), P.camemberti Thom (B) P. camemberti
Thom var. Rogeri Thom (B), P.lanoso -coeruleum Thom (B), P. ochraceum (Bain.) Thom var. macro-
sporum Thom (B), P. spec. 2 Stimme (e).

Sektion D: Lanata-divaricata

P. guttulosum Abbot (B) . . . . . . . . 0
P. canescens Olsen-Sopp (B) N 0
P.spec. (e) . s @ oW o® w0 11
P. Kapu»cmGku Zal. (B) 15
P. Janczewskii Zal. (B) v W & w_s 0
P. janthinellum Biourge (¢) . . . . . 2
P.lilacinum Thom (B) 1

P. Chrzaszcii Zal. (B) . 0

Zal. (B), P.matris-meae Zal. (B).

P. griseo-fulvum Dierckx (B) . 45
P. griseo-fulvum Dierckx (e) l
P.solitum Westl. (B) .

12
P. terrestre Jensen (B) '

Nicht hemmend: P. albidum Olsen- Sopp (B) P. Soppii Zal. (B), P. nigricans Bain. (B), P. Jensenii

Sektion E: Funiculosa

Nicht hemmend: P.daleae Zal. (B), P. griseo-fulvum Dierckx (e),

27

23
12
5
3
0
0

42\0

(Gr.)>®

coococo0Q

@
co ocowr®od
cocococooo00o

+
+ |

|

(Citr.)3

o (m)e e | .
| |20 |0 |8 |}+] ©rm@s)y=
o ol |5 |17 | 5 |
0 1000 0| + |
P. spec. (e). ‘

Tab.lc. Gruppe II:

den Stelle angefiihrten, von uns beniitzten Stamm;
sie sollen besagen, dall bei einem Stamm der dort ge-
nannten Species der angefiihrte Hemmstoff nachge-
wiesen worden ist. Dort, wo der Nachweis mit dem
betreffenden Stamm von uns selbst erbracht wurde,

27 Clutterbuck u. H.Raistrick, Biochemic. J.
27, 654 [1933]; E. P. Abraham, ebenda 39, 398 [1945].

8 Krauselungsfaktor* (,curling factor*): P. W.
Brian, P.J. Curtis u. H. G. Hemming, Trans.
Brit. mycol. Soc. 29, 173 [1946]; J. C. McGowan,
ebenda 29, 188 [1946]; identisch mit dem Griseofulvin
nach: J. F. Groveu. J. C. McGowan, Nature [Lon-
don] 160, 574 [1947]; P. W. Brian, P. J. Curtis u.
H. G. Hemming, Trans. Brit. meyol. Soc. 31 [1948].

Asymmetrica.

ist dies dadurch kenntlich gemacht, dal der betref-
fende Hemmstoff nicht in Klammer gesetzt wurde,
withrend dies in den anderen Fillen geschah.

20 A, E.Oxford, H. Raistrick u. P. Simonart,
Biochemic. J. 33, 240 [1939].
30 H, Raistrick u. P.

27, 628 [1933].

3t Tsoliert und identifiziert durch A. Grosser.

32 Z. V.Yermolieva, T. Kaplun u. M. Levi-
tov, Ann. Rev. Soviet. Med. 2, 247 [1945]: LM. Utkin,
Mikrobiologiya 15, 211 [1946]; Chem. Abstr. 42, 8877
[1948]:; B.A.Lyanda-Geller u. A.V.Markovich,
Mikrc[)biologiya 16, 105 [1947]; Chem. Abstr. 42, 8880
[1948].

Simonart, Biochemic. J.
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Pilz-Species ! St. au.

| T |11

Mes. Coli
1|1 | 11

L.A. ; Hemmstoff

Sektion F: Fasciculata.
Untersekt.1: Selerotigena

1 P. gladioli Machacek (B) . . . . . . . . |26 |12 |20 | 0 |23 | 7 | |

1 L'nter:ekt? Aeruginosa

; P.cyclopium Westl. (e) . . . . ' 25 |32 |22 |20 | 18 | + (Pen.S.)®

| P.flavo-glaucum Biourge (e) . 9 13 | 8 |20 |15 }+ Pen.S.st
P. flavo-glaucum Biourge (e) 0 0 0 ’ 9 6 | e

P. Johannioli Zal. |+ (Pub.)>*

Nicht hemmend: P. cycloplum Weatl (B) P lanthogenum Biourge (B), P. Johannioli Zal. (B), P. maju-
sculum Westl. (B), P. Martensii Biourge (Bj), P. flavo-glaucum Blourge (B), P.spec. (e).

‘ Untersekt.3: Viridicata '

| P.olivino-viride Biourge (B) . . . . . . 22 | 0 [ 22 | 0 |21 | O

j P.viridicatum Westl. (B) . . . . . . . 0 8 0 8 0 0

| P.spec.(e) . . . 33 |31 | O 0 0 0

| Nicht hemmend: P. palltana VVe:tl (B) P verrucosum Dierckx (B), P.spec. (e).

Untersekt.4: Glauca N

P.expansum (Link) Thom (e) . . . . . . 30 | 28 | 35 |30 |25 |20 [} + (Clay.)®
P.expansum (Link) Thom (B) . . . . . 0 0 7 8 5 9 e
P.italicum Wehmer (e) . . . . . . . . 42 | 86 |47 |10 37 | O } +
P.italicum Wehmer (e) . . . . . . . . 30 |32 |36 | 0 (28 | O |f
P.spec.(e) . . . . . . . o oL 40 | 34 |4 |12 |83 | b
P.spec.(e) . . . . . . o .o L0 37 | 21 | 45 |22 |33 | 26 ,
P.spec.(e) . . . . . . . . oo 32 |25 |40 |12 |18 | 6
P.spec.(e) . . . . . . . . o oL 28 |23 |32 |18 20 | 12
P.spec.(e) . . . . . . ... oL L. 22 | 8 |23 |12 | 7 8

| Puspec.(e) . . . ..o oo oL 25 | 5 |20 | 2 |20 | 3

| Pispec.{e) « + : « & & &+ & & & & @ s 16 |16 [ 26 | 15 | 20 | 12
P. spec. (e) s s ow & 6w em & 12 | 8 6 5 0 2
P.<1u=t0=um Thom (e) 2 13 2 1 + (Pen)32
P. brunneo-violaceum Biourg ge (B) 6 4 6 5 0 2
P.elongatum Dierckx (B) . . . . . . . 0 |10 | O 5 0 0
P. urticae Bainier (B) . . 0 0 0 5 0 5 + (Clav.)®
P. glaucum Link (e) A o @ 7 4 0 | 2 0 3
P.leucopus Biourge . . . . . . . . . . -+ (Clav.)3®
P. patulum Bainier . . . ., . . . . . . | | + |  (Clav.)* (G.A.)%

(Gr.)3s
Nicht hemmend: P.expansum (Link) Thom (e), P.italicum Wehmer (B), P. aurantio-griseum Dierckx (B),
P. varians Smith (B), P. Schneggii Boas (B), P. crustosum Thom (B), P. spec. 15 Stimme (e).

Untersekt.5: Coremiella

P.claviforme Bainier (B) . . . . . . . [46 |49 |46 | 49 | 46 | 49 } o (Clav.)¥

P.claviforme Bainier (B) . . . . . . . |45 |45 |45 | 29 | 45 | 27 :

P. corymbiferum Westl. (e) . . . . . |2 |38 |24 |31 |40 | 40

P.corymbiferum Westl. (e) . . . . . . . |18 |25 |19 |27 |33 | 28

P.corymbiferum Westl. (B) . . . . . . | 4 0 7 0 0 0

P. Godlewskii Zal. (B) . . . . . . . . 150 |3 [25 |10 | O 0 + Pen.1®

P.clavigerum Dem. (B) . . . . . . . . |40 | 2 15 | 0 0 0

P. granulatum Bainier (e) . . . . . . . |23 |40 [18 [ 12 | 0 0 +

P. Krzemieniewskii Zal. (B) . . . . . . | 38 1 0 0 0 0

P.divergens Bainier etSart. (B) . . . . |0 |0 | O | O | O |O + (Clav.)® (G.S )3
(G.A.)%

Nicht hemmend: P. granulatum Bainier (B), P. Puterillii Thom (B), P. psittacinum Thom (B).

Tab. 1d. Gruppe II: Asymmetrica.

33 H Umezawa, Y. Mizuhara, K. Uekane u. 36 Zitiert nach P. W. Brian, Ann. Bot. N.S. 13, 59

M. Hagihara, J. Penicillin 1, 6 [1947]. [1949].
3 J, H. Birkinshaw, Bracken, Michael u. 37 H. W. Florey u. M. A. Jennings, Brit. J. exp.
H. Raistrick, Lancet 245, 625 [1943]. Pathol. 23, 202 [1942].

35 J.H. Birkinshaw u. Mitarbb., Biochemic. J. 38, 33 J. Barta u. R. Me&it, Experientia 4, 277 [1948].
131 [1944].
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P. Duclauxii Delacr. (B) . . . . . . . 11
P. spec. Bicolor-Serie (e) . e 12
P. spec. (e) . 32
P. spec. (e) 3

Untersekt. 1:

P. luteo-viride Biourge (B) . | 22
P. funiculosum Thom (e) . 25
P. funiculosum Thom (B) 0
P. africanum Doebelt (e) . 20
P. africanum Doebelt (B) 0
P. spec. (e) . 7
P. chrysitis Blourge (B) 0

Thom {(B) (e), P.luteo-viride Biourge (B).

P. purpurogenum FIL.-St. var. rubri-

sclerotium Thom (B) 13
P. spec. (e) 45
P. spec. (e) 28
Pospeci (@) o« o« « 5 o w w o m s« 5 s 20
P.spec.(e) . . . . . . . . . . . . . |2

Stimme, P.spec. Luteum-Serie 16 Stamme (e), P. spec. 12 Stdmme (e).

Sektion B: Coremigen

Nicht hemmend: P. spec. Blcolor Serle 5 Stdmme (e), P. spec. 4 Stamme (e).
Sektion C: Luteo-virida

Nicht hemmend: P.minio-luteum Dierckx (B) (e), P. Herquei Bain. et Sart. (B), P. pinophilum (Hedg.)

Untersekt.2: Luteo-purpurogena

‘ .
Pilz-Species St.am. | Mes. Coli 1ol Hommeto
|1 | o I ;

Sektion A: Ascogena ‘
P. Wortmannii Klocker (B) 40 |35 | 36|31 | 36 | 37 | i
P. luteum Zukal (e) .. 2% | 8 (19| 0 |18 | 2 ‘ |
P. spec. Luteum-Serie (e) 37 | 25 [ 34|21 |30 |20 ‘
P. spec. Luteum-Serie (e) 23 | 3 18 1 14 | 1 |
P. spec. Luteum-Serie (e) 22 | 4 [ 201 2 |16 | O ‘
P. spec. Luteum-Serie (e) 11 | 0 |10 | 8 9 2
P. spec. (e) 39 |8 |11 |0 0
P. spec. (e) 20 | 22 1 0 8 0
P. spec. (e) 18 | 12 4 2 0 2 [
P. spec. (e) 14 | 8 510 2 0
P. spec. (e) 8 0 210 0 1
P. avellaneum Thom et Tureason (B) 25 | 0 0|0 0 0 + (Pen.)ts
P. spec. (e) 2 |18 1 0| 0 0 0
Nicht hemmend: P. caprehnum Blourge (B) P spiculisporum Lehmann (B), P.luteum Zucal (B) u.3 (e)-

a

’O 010‘ 1
6 1 0 0
18 7 o!o |3 |
4| 0 |

Funiculosa

30 |25 |20 | 16 | 17 | \
18 |27 |15 |13 | 15

10 10/0 |8 1
o |8 (187 |0

3 10 |22]0 |2
olo |5 0|2
00 [0 010 | +

11 | 26 |16 | 16 | 16

44 | 48 |42 |13 | 18

26 | 20 | 28 | 40 | 42

27 |12 29 | 0

25 |28 13 |13 | 20 |

Tab. 1e.

Diskussion der Ergebnisse

Manche SchluBfolgerungen aus den Tab. 1a
bis 1f haben zunichst nur einen vorldaufigen Cha-
rakter, da Kritik und Vorsicht geboten sind, so-
lange nicht alle Arten der Penicillien gepriift und
die durch die einzelnen aktiven Pilze gebildeten
Hemmstoffe identifiziert sind. Im einzelnen lassen
sich die Ergebnisse der Untersuchung folgender-
mallen zusammenfassen:

1. In allen Sektionen und Untersektionen des

Gruppe III: Biverticillata-Symmetrica.

Penicilliumsystems sind hemmstoffbildende Ver-
treter auffindbar. In jenen Iéllen, in denen z. B.
nur ein Vertreter gepriift wurde, der sich gerade
als nicht hemmend erwies, kénnen natiirlich keine
Schlubfolgerungen gezogen werden. Von ins-
gesamt 375 Penicillium-Arten und -Stdmmen
waren 165 (= 44%) gegeniiber einem oder meh-
reren der Testorganismen aktiv.

2. Die Hemmstoffbildung ist von der Art des
Nihrbodens in hohem Mafle abhéngig. In zahl-
reichen Féllen wurde auf dem Nahrboden I Hemm-



BILDUNG ANTIBIOTISCHER STOFFE DURCH PENICILLIUM

7

Nicht hemmend P purpurogenum Fl St (B) 2 weitere Stamme (e), P. sanquineum Sopp (B), P. sulfureum
Olsen-Sopp 4 Stémme (e), P. rugulosum var. atricolum Thom (B), P. spec. 25 Stimme (e).

Sektion D: Miscellana
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Pilz-Species St. au. Mes. Col. ' L. A. Hemmstoff
I || 1 @ | 11|
Untersekt. 2: Luteo- p urpurogena (Fortsetzung)

P. spec. (e) 19 | 156 | 17 | 10 | 12 8
P. spec, (e) 16 | 10

P. spec. (e) 15 | 15 8. 10
P.spec. (e) . 14 | 12 | 13 :

P. aureo- “limbum Zal (e) 13 | 10 | 18 | 10 | 11 3
P. sanquineum Sopp (e) 9 6 4 9 0

P.spec. (e) . 8 9 0 5 15 | 12
P. sulfureum Olsen- Sopp (B) 5 10 8 7 12 | 12
P. spec. (e) 0 12 8 10 | 12
P. crateriforme Gilman et Abbot (B) 0 0 12 8 | 18 | 18
P.rugulosum Thom (B) . 5 b 0 0 11 7 11 10
P.spec. (¢) . . . . . 0 0 12 14 9
P. spec. (e) 0 0 0 15 0 16
P. spec. (e) 4 0 0 0 2 0
P.spec. (e) 4 4 0 2 2 0
P. spec. (e) 3 2 0 0
P. spec. (e) 2 4 0 0 0 2
P. spec. (e) 1 3 2 1

Beyma (B), P. equinum v. Beyma (B).

P. hirsutum Bain. et Sart. (B) 6 b 4 11 1 0
P tardum Thom (B) . 0 0 0 0 0 0 + (Tar.)3®
P. Namyslowskii Zal. (B) 0 0 0 0 0 0 + (Pen.)%
Nicht hemmend: P. piscarium Westl. (B), P. Miczynskii Zal. (B).
Gruppe IV: Polyverticillata symmetrica
Gattung Scopulariopsis .
Sc. repens Bainier (e) . . . . . . . . . I 29 30 12 | 8 0 2
Sc.spec. (€) . .« . .. 10 o|004
Sc.spec.(8) : =« & s % o & '« & & w-% 15 | 12 l 0 8 0 0 i
Sc. spec. (e) . T 16 ]0 4 5 0
Sc. brevicaulig (Saoc) Bam o o 0 0 0 +
Gattung Paecilomyces
Paec. Ehrlichii. . . SR | ' + (Pen.S.)1
Paec. Burci (Pollacei) Thom . H i I +
Einordnung unbestimmt:
P. gladioli \IcCull et Thom . . . R 1 | | | | |+ | (GlLS)u

Nicht hemmend: P. amethistinum (B) P simplex Lindner (B), P.divaricatum Thom (B), P.humuli v.

Tab. 1f. Gruppe 11I: Biverticillata-Symmetrica, und Gruppe IV:Polyverticillata symmetrica.

stoff gebildet, auf II nicht; andere Pilze verhiel-
ten sich umgekehrt. Bei manchen Arten zeigten
sich auch nur quantitative Unterschiede, andere
hemmten auf beiden Nahrboden etwa im gleichen
Malie und weitere schlieflich auf keinem der-
selben. In diesen Fillen bleibt noch offen, ob even-
tuell auf anderen Nahrboden Hemmstoff gebildet
werden mag.

3 N. Borodin, F. J. Philpot u. H. W. Florey,
Brit. J. exp. Pathol. 28, 31 [1947].

20 V. Y. Chastukhinu M. A.Nikolaevskaya,
Mikrobiologiya 17, 3 [1948].

3. Die Stammesunterschiede sind z. Tl sehr er-
heblich, was in Ubereinstimmung mit zahlreichen
analogen Befunden auf dem Gebiet der mikrobio-
logischen Chemie iiberhaupt steht, und daher
nicht iiberraschend ist. Wihrend manche Stémme
einer bestimmten Species iiberhaupt keinen Hemm-
stoff bildeten, erwiesen sich andere auf dem glei-

4 P, W.Brian,P.J. Curtis, J.P. Grove, H.G.
Hemming u. J. C. McGowan, Nature [London]
157, 697 [1946]; P. W. Brian, P. J. Curtis u. H. G.

Hemming, Trans. Brit. mycol. Soc. 29, 173 [1946];
J. Gen. Microbiol. 2, 343 [1948].
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‘{ Anzahl der Stimme
Gruppe ‘ Sektion Subsektion ge- | aktiv gegen
; | prift | St.an. | Mes. | Coli
I . ‘
L A. Stricta | 1. Ascogena 2 1 1
Monoverticillata | 2. Sclerotigena 3 2 2 L
' 8. Floccosa 19 6 3. 2
| 4. Funiculosa 12 5 4 1
| 5. Velutina 22 13 12 3
B. Ramigena 5 1 1 1
II. A. Velutina 1. Elliptica-magna 16 8 9 3
Asymmetrica 2. Radiata 11 8 0 0
3. Restricta 4 2 2 0
4. Stellata 14 6 5 1
5. Asperula 1 0 0 0
B. Brevi-compacta ’ 15 7 6 3
C. Lanata-typica ‘ 21 7 8 4
D. Lanata divaricata \ 13 6 3 0
E. Funiculosa 7 4 4 1
F. Fasciculata 1. Sclerotigena 1 1 1 1
| 2. Aeruginosa 10 2 2 3
| . 3. Viridicata 6 3 2 1
4. Glauca 38 15 17 15
5. Coremiella 3 | 9 ‘ 8 4
IIT. A. Ascogena ‘ 47 | 13 o1l 9
Biverticillata-Symmetrica =~ B. Coremigena ‘ 13 4 | 2 1
C. Luteo-virida 1. Funiculosa 13 6 6 6
. 2. Luteo-purpurogena 57 19 18 18
D. Miscellana | 5
) i 1 1 1
IV. 1 | |
Polyverticillata-Symmetrica| 5 4 | 4 2
Gattung Scopulariopsis
Sonstige Penicillien 5 | 0 0 0

Tab. 2. Zusammenfassung der Anzahl wirksamer Pilzstimme innerhalb der einzelnen Sektionen und Sub-
sektionen des Penicilliumsystems.

chen Nidhrboden als hochaktiv. Vielfach erwiesen
sich die frisch aus der Natur isolierten Stdmme
als wirksam, nicht aber die betreffenden Samm-
lungskulturen. In manchen Fillen gelang es, durch
LAuffrischung” inaktive Kulturen in einen akti-
ven Zustand iiberzufiithren. Manche von uns als
inaktiv befundenen Arten wurden in der Literatur
als Hemmstoffbildner beschrieben; in anderen
Féllen wieder waren unsere Stdmme wirksam,
wiahrend die in der Literatur beschriebenen als
nichthemmstoffbildend bezeichnet waren.

4. Im Verhalten gegeniiber den drei Testorganis-
men (..kleines antibiotisches Spektrum®) ergeben
sich in einigen Sektionen oder Subsektionen des
Penicilliumsystems recht beachtliche Unterschiede,
indem sich in manchen mehr die ,,Staph. aureus-
Hemmer®, in anderen mehr die ,,Coli-Hemmer*
haufen. Dies héngt mit der Art der gebildeten
Hemmstoffe zusammen. Die Tab. 2 bietet einen
zahlenméBigen Uberblick iiber die diesheziiglichen

Verhéltnisse. Die daraus ableitbaren Beziehungen
werden im folgenden etwas néher erortert:
Gruppe 1: Monoverticillata (Tab. 1a). Es ist
deutlich ersichtlich, dall die hemmstoffbildenden
Vertreter dieser Gruppe iiberwiegend gegeniiber
Staph. aureus und B. mesentericus, nur wenige
aber gegeniiber E.coli wirksam sind. So waren:

gegen St. aureus wirksam . 28 Pilze,
gegen B. mesentericus 23 Pilze,
gegen E. ‘coli wirksam 8 Pilze.

Tab. 1a zeigt, daBl durch Vertreter dieser Gruppe
hiufig Citrinin gebildet wird, durch das bekannt-
lich E. coli nicht gehemmt wird: Es ist daher zu
vermuten, dal in dieser Pilzgruppe noch weitere
Citrininbildner auffindbar sein werden. Welche
Pilze in dieser Hinsicht zu priifen wéren, ist aus
der Tabelle leicht zu ersehen. Es kann sich hier-
bei aber auch um Penicillinbildner handeln, wie
der Fall des P.turbatum zeigt. In jenen wenigen
Fillen, in denen Hemmung gegeniiber E. coli be-
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obachtet wurde, konnte es sich um Gliotoxin,
Spinulosin oder Penicillinsdure handeln.

Gruppe II: Asymmetrica, Sekt. Velutina
(Tab. 1b). Auch hier finden sich iiberwiegend
Vertreter, die vor allem gegeniiber Staph. aureus
aktiv sind, und zwar:

gegen St. aureus wirksam . 24 Pilze,
gegen B. mesentericus 16 Pilze,
gegen E. coli wirksam 4 Pilze.

In dieser Sektion treten Penicillinbildner geh&uft
auf, und zwar vor allem in der Subsektion Radiata.
Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dafl in die-
ser Sektion weitere Penicillinbildner aufgefunden
werden konnen: Aber auch mit Citrinin und
Puberul- und Puberulonsdure, die gleichfalls
gegeniiber Coli unwirksam sind, muf} hier ge-
rechnet werden. Daneben treten selten auch
Penicillinsdure, Gliotoxin und Claviformin auf.
Manche Arten bilden zugleich ‘mehr als einen
Hemmstoff.

Gruppe II: Asymmetrica,Sekt. B—E (Tab.1c).
Auch hier iiberwiegen die gegen St. aureus wirk-
samen Pilze weitaus die Coli-Hemmer, und zwar:

gegen St. aureus wirksam 24 Pilze,
gegen B. mesentericus 21 Pilze,
gegen E. coli wirksam 8 Pilze.

Unter den Lanata-typica treten aber Coli-Hemmer
gehduft auf. Bisher wurden in -diesen Sektionen
erst wenige bestimmte Hemmstoffe tatséchlich
identifiziert, und zwar Citrinin, Puberul- und
Puberulonsidure sowie Nor-Mycophenolséure.

Gruppe II: Asymmetrica, Sekt. F': Fasciculata
(Tab.1d). Hier zeigt sich ein vollig anderes Bild.
Es finden sich in grofler Zahl Pilze, die gegeniiber
E. coli aktiv sind, und zwar:

gegen St. aureus wirksam . 30 Pilze,
gegen B. mesentericus 30 Pilze,
gegen E. coli wirksam 24 Pilze.

Die bisher bei Vertretern dieser Sektion nachge-
wiesenen Hemmstoffe. sind — mit Ausnahme der
in einem Fall nachgewiesenen Puberul- oder
Puberulonsdure — gegen E. coli aktiv, und zwar
wird durch Vertreter der Subsektion Aeruginosa
Penicillinsdure gebildet und durch solche der
Untersektionen Glauca und Coremiella Clavifor-
min, das bereits bei zahlreichen hierher gehérigen
Arten nachgewiesen werden konnte.

4 In einer folgendén Mitteilung wird iiber die ein-

gehendere Durcharbeitung der Subsektion Radiata he-
richtet werden.

Y
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Gruppe I1I: Biverticillata-Symmetrica, Sekt. A
und B (Tab.1e). In dieser Gruppe ist der Pro-
zentsatz an colihemmenden Pilzen gleichfalls sehr
erheblich, und zwar:

gegen St. aureus wirksam

gegen B. mesentericus
gegen E. coli aktiv

17 Pilze,
13 Pilze,
10 Pilze.
Unter den Arten, die E. coli nicht hemmen, wurde
ein Penicillinbildner wahrscheinlich gemacht.
Sonstige Befunde iiber bestimmte Hemmstoffe lie-
gen aus diesen beiden Sektionen noch nicht vor.
Gruppe I1I: Biverticillata-Symmetrica, Sekt. C:
Luteo-virida (Tab. 1e). Die Hemmwirkung der
Vertreter dieser Gruppe gegeniiber den drei Test-
organismen ist praktisch gleich:

gegen St. aureus wirksam 25 Pilze,
gegen B. mesentericus 21 Pilze,
gegen E. coli aktiv . 24 Pilze.

Es héufen sich hier aber sogar Arten, die
gegeniiber St. aureus nur geringfiigige oder keine
Wirkung haben, die aber gegen E. coli stark wirk-
sam sind. Hemmstoffe von Penicillien, fiir die die-
ses Verhalten charakteristisch ist, sind bisher
noch nicht bekannt geworden. Weitere Aussagen
kénnen z. Zt. noch nicht gemacht werden, da in
dieser Penicillium-Sektion noch kein bestimmter
Hemmstoff identifiziert wurde.

Uber die Sekt.D sowie iiber die Gruppe IV (Ta-
helle 1f) kann noch nichts Verbindliches vermerkt
werden, da die Zahl der gepriiften Vertreter hierfiir
nicht ausreicht.

Es war unsere Absicht gewesen, die Untersuchung
auf alle erreichbaren Vertreter der Pilzgruppe Peni-
cillium auszudehnen, um sodann in systematischer
Arbeit eine Penicillium-Sektion nach der anderen im
Hinblick auf die gebildeten Hemmstoffe zu unter-
suchen??, in der Meinung, dall solche breit angelegte
Grundlagenforschung auch fiir unsere Erkenntnisse
iiber die biolégische Bedeutung der Hemmstoffe und
das Zustandekommen des Vermégens zur Hemmstoff-
bildung von Wert werden kionne. Die in dieser Rich-
tung geplante umfassende Untersuchung konnte aus
d#uleren Griinden nicht zum Abschlufl gebracht wer-
den. Die bisher geleistete Vorarbeit mag aber eine
gewisse Basis fiir die weitere Bearbeitung der an-
geschnittenen Fragestellung bilden.

Ferner sollen durch die mitgeteilten Ergebnisse
Anregungen gegeben werden. Bei einer grofien An-
zahl weiterer Penicillium-Arten konnten wir eine
Hemmstoffbildung nachweisen. Diese Arten erscheinen
fiir eingehendere Untersuchungen von besonderem
Interesse . Zugleich glauben wir, dall die gewonne-

23 Viele der betreffenden Pilze stammen aus der
BaarnschenSammlung und sind daher leicht zugéng-
lich. Die meisten unserer eigenen Pilzkulturen sind
allerdings bedauerlicherweize verloren gegangen.
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nen Befunde gewisse Fingerzeige im Hinblick auf die
Auffindung bestimmter Hemmstoffe in bestimmten
Sektionen des Penicillium-Systems geben, wodurch die
diesheziigliche Arbeit erleichtert werden mag.

Im Laufe der Jahre sind wohl zahlreiche Penicil-
lium-Stdmme auf ihr Vermiégen zur Hemmstoffhildung
gepriift worden (vor allem auch in Forschungslabo-
ratorien der Industrie), woriiber aber keinerlei Ver-
offentlichungen gemacht wurden. Im Zusammenhang
mit der aufgeworfenen Fragestellung wiren aber
derartige Ergebnisse von Wert, auch wenn sie nega-
tiver Natur sind, soweit dabei mit eindeutig bestimm-
ten Pilzen gearbeitet worden ist.

Beschreibung der Versuche
(unter Mitwirkung von K.Culik)

a) Zur Methodik des Hemmstoff-
nachweises durch den Strichtest

Als Gefdafmaterial fiir die Durchfithrung des Strich-
testes dienten Petri-Schalen von 10 em Durchmesser.
Kleinere Schalen reichen bei starker Hemmwirkung
nicht aus, groflere bedingen einen unnotigen Material-
verbrauch.

Néahrboden. Die iiblichen Bakterienndhrbéden
(wie z.B. Bouillon-Agar) sind fiir das Pilzwachstum
wenig geeignet, die iiblichen Pilznéahrbéden bewidhren
sich dagegen zumeist nicht fiir die Testorganismen.
Bei eingehender Priifung der Eignung verschiedener
Mischungen von Pilz- und Bakterien-Ndhrboden ent-
schieden wir uns schliefilich fiir die folgenden zwei
Néhrboden, mit denen dann auch alle Testplatten her-
gestellt wurden:

Nihrboden I: 3 Tle. Bouillon-Agar, 1 T1. Bierwiirze-
Agar (aus 8-griadiger Bierwiirze), 1 T1. Glucose-Hefe-
autolysat (2% Glucose®, gelést in 10-proz. Hefe-
autolysat®).

Nahrboden II: 500 cm?® Czapek-Dox-Néhrlosung in
Leitungswasser mit 4% Glucose® und 1,25% Stan-
dard-I-Néhrbouillon von Merck werden mit 500 cm?
Bierwiirze von 8° Bllg. gemischt und mit 1,5% Agar
verfestigt. An Stelle von Standard-I-Nahrbouillon
konnen fiir 1 [ Ndhrboden auch 45 g Standard-I-Ndhr-
agar Merck verwendet werden. In diesem Falle er-
iibrigt sich ein weiterer Agarzusatz.

Der Niahrboden II bedingte meist ein besseres Wachs-
tum der Penicillien, ohne dal} dies aber von einer bes-
seren Hemmstoffhildung begleitet gewesen wire.

Als giinstigste Hohe der Agarschicht in den Schalen
erwiesen sich 4—5 mm. In diinnerer Schicht findet zu
starke Austrocknung statt, die Testorganismen wach-
sen dann schlecht an, und auflerdem wird die Dif-
fusionsgeschwindigkeit der Hemmstoffe im Agar ver-
mindert, was eine geringere Breite der Hemmzone be-
dingt. Aus den gleichen Griinden ist stets fiir ausrei-
chende Luftfeuchtigkeit zu sorgen. Vergleichsver-
suche zeigten, dall bei hoher Luftfeuchtigkeit (in
einer ,,feuchten Kammer") die Hemmzone etwa 10 mm
weiter reicht als bei normaler.

# Wir beniitzten ,Neratoze“, ein technisches Pro-
dukt mit 92% Reinglucosegehalt.
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Testorganismen. Wir beniitzten stets den
gleichen Stamm von Staph. aureus, B. mesentericus
und E. coli. Andere Stimme kionnen sich naturgemil
abweichend verhalten. Die Fortfiihrung der Test-
organismen erfolgte stets auf festen Nahrboden. Fiir
St. aureus und E. coli wurde Bouillon-Agar beniitzt,
fiir B. mesentericus Bierwiirze-Agar. Das Alter der
Testkultur vor der Beniitzung betrug stets 2—4 Tage.

Impftechnik. Beim Beimpfen der Agarplatte
mit dem Pilz in Form eines Striches muf} ein Ver-
stduben der Konidien streng vermieden werden, da
sonst die Platten unbrauchbar sind. Die Aufnahme
der Sporen in einem an der Ose der Impfnadel be-
findlichen Wassertropfen allein geniigt nicht zur Ver-
hinderung des Verstdubens, da die Sporen mit Wasser
schwer benetzbar sind. Saubere Platten erhilt man
jedoch auf folgende Weise: An der Glaswand des
Kulturrohrechens wird mit der Ose der Impfnadel
durch inniges Verreiben der Sporen mit Wasser eine
Suspension hergestellt und mit dieser der Impfstrich
gezogen. Das gleiche laft sich erreichen, wenn die
Sporen mit einem Tropfen einer Mischung von Glyce-
rin, Alkohol, Gelatine und Wasser abgeimpft werden,
was aber umsténdlicher ist.

Das Einimpfen der Testorganismen erfolgt im rech-
ten Winkel zu dem strichformig aufgewachsenen Pilz-
rasen. Die Testorganismen werden dabei stets in die
gleiche Testschale in Form von zwei nebeneinander
liegenden Strichen eingeimpft. Es werden daher stets
6 Impfstriche gezogen. Dabei findet niemals eine
gegenseitige Beeinflussung statt, wenn . die Striche
mindestens 5 mm voneinander entfernt sind. Liegen
die Impfstriche ndher beieinander, so findet gegen-
seitige Hemmung von E. coli und St. aureus einerseits
und von E. coli und B. mesentericus andererseits statt.
B. mesentericus und St. aureus hemmen einander nicht.
Diese Beobachtungen modgen natiirlich nur fiir die
beniitzten Stamme gelten. Die Teststriche werden so
angebracht, dall St. aureus in der Mitte liegt. Beim
Einimpfen der Testorganismen mufl ein zu dichtes
Auftragen des Impfmaterials vermieden werden, da
sonst die Hemmwirkung nicht immer ausreicht und
man ein unregelméfiges Bild erhdlt. Um eine gleich-
miflige und gerade ausreichende Impfung zu erzie-

“len, geht man am hesten in folgender Weise vor: In

einem Schriagrohrchen der Testkultur wird unter Be-
niitzung des in diesem befindlichen Kondenswassers
eine dichte Bakteriensuspension hergestellt und mit
dieser unter Verwendung einer ovalen Ose, die einen
breiten Impfstrich ergibt, die Beimpfung vorgenommen.

Eine besonders gleichmiifige Beimpfung  mit den
Testorganismen ldft sich erreichen, wenn statt der
Impfnadel ein Impfréadchen beniitzt wird (im Prinzip
ebenso gebaut wie die im Haushalt iiblichen Teig-
ridchen, jedoch kleiner, ohne Spitzen und aus Alu-
minium hergestellt; das Rédchen bhesitzt eine etwa
5 mm breite gerippte Fliche). Vor der Impfung wird
das Impfriadchen durch Eintauchen in Alkohol und
Abbrennen sterilisiert und zur raschen Abkiihlung in
steriles Wasser eingetaucht. Dann rollt man es iiber

% 10-proz. in bezug auf angewendete Hefemenge.
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eine mit dem Testorganismus gleichmidflig bewach-
sene Agarplatte®. Dabei nimmt die gerippte Fliche
Impfmaterial auf, das beim Abrollen des Rédchens auf
die Testplatte iibertragen wird. Man erhélt so breite
und gleichmédfige Impfstriche. Diese Methode ist be-
sonders dann zu empfehlen, wenn es gilt, instruktive
und - deutliche Bilder, vor allem {iir Zwecke der
photographischen Reproduktion, zu gewinnen (vgl.
oben).

Der Versuchsverlauf bei der Priifung der
Hemmstoffbildung ist folgender: Die vorbereiteten
Agarplatten werden in der beschriebenen Weise mit
dem Penicillium beimpft und bei 24—26 © aufbewahrt.
Es entwickelt sich alsbald ein strichférmiger Pilz-
rasen, der nach 4—6 Tagen 5—20 mm Breite erreicht
hat. Der unbeimpfte Teil der Platte mufl von Infek-
tionen oder von aus verstreuten Sporen entstandenen
Pilzkolonien véllig frei bleiben. Sodann werden senk-
recht zum Pilzrasen die Teststriche gezogen, worauf
24 Stdn. bei 37° bebriitet wird. Die Teststriche sind
dann ausreichend entwickelt. Die Auswertung be-
steht nun lediglich darin, daB die Breite der Hemm-

% Eine solche erhdlt man dadurch, dal man den
Testorganismus in den abgekiihlten, aber noch nicht
erstarrten Agar vor dem Ausgielen in die Petri-
schalen einimpft.
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zone gemessen wird, in der kein Wachstum der Test-
organismen stattgefunden hat.

b) Anwendung des Strichtestes
zur Prifung der Penicillien

Die Stammkulturen der Penicilliumstimme wurden
in der Regel auf Bierwiirze-Agar fortgefiihrt. Dies
gilt auch fiir die Baarnschen Stimme (vgl. oben),
die wir meist als Kirschagar-Kulturen erhielten. In
vielen Fillen war eine wiederholte Umimpfung auf
verschiedene Nahrboden erforderlich, um eine gute
Wachstumsfreudigkeit zu erreichen. Dabei bewéihr-
ten sich besonders gut feuchte Karottenschnitzel #7. Es
zeigte sich manchmal auch, daf Kulturen, die un-
mittelbar aus Sammlungen stammten, wo sie iiblicher-
weise nur relativ selten weitergeimpft wurden, keine
oder nur geringe Hemmstoffbildung aufwiesen. Nach
ofterer Uberimpfung in kurzen Zeitintervallen konn-
ten solche Kulturen unter Auffrischung ihres Wachs-
tumsvermdégens auch in ihrem physiologischen Zu-
stand soweit regeneriert werden, daf sie dann des
ofteren zu kraftiger Hemmstoffbildung befahigt waren.

27 Fiir den Hinweis auf die Eignung der Karotten
zur Regenerierung von alten Kulturen haben wir Frau
Prof. Dr. Ing. A. Niethammer zu danken. Auch
verschiedene Riibenarten bewihrten sich gut.

Wirkungsablauf

von Vitamin D, und D; bei oraler und parenteraler Stoff-Behandlung
Versuche an Ratten

Von ErNsST AUHAGEN und CARLA KOLLSTEDE

Aus dem Physiologischen Laboratorium der Farbenfabriken Bayer,
Wuppertal-Elberfeld
(Z. Naturforschg. 4b, 215—222 [1949]; eingegangen am 14. Juli 1949)

Herrn Prof. Dr. G. Neuberg nachtriglich zum 70. Geburtstage gewidmet

1. Die Wirkungsdauer oraler Stofdosen von Vitamin D, wéchst nach Versuchen an
der Ratte mit dem Logarithmus der Stofdosis. Der tdglich zur Ausschiittung kom-
mende Anteil des Vitamin-Depots klingt also nach einer Exponential-Funktion ab.

2. Intramuskuldr oder subcutan in 6liger Lésung einmalig verabfolgtes Vitamin D
wird nur langsam, -aber gleichméfig resorbiert. Es schiitzt infolgedessen auch mit
niedrigen Dosen die Ratte linger vor Rachitis, als hiohere, per os gegebene Vitamin-

mengen.

3. Intravenos in kolloidaler Suspension zugefiihrtes Vitamin D wirkt bei der Ratte

genau so wie die orale Gabe.

4. Vitamin D, und D; wirken an der Ratte qualitativ in jeder Hinsicht gleich. Quanti-
tativ war Vitamin D; dem Vitamin D, etwa im Verhéltnis 4: 3 iiberlegen.

eit mehr als 20 Jahrén werden Vitamin-D-

Praparate zur Therapie und Prophylaxe der
Rachitis angewandt, und es ist dadurch gelungen,
die Zahl der schweren Erkrankungen entschei-
dend zu senken. Trotzdem ist die Rachitis nicht
verschwunden; ihre sichere Bek&mpfung bleibt
noch immer ein Problem, iiber dessen Lésung dis-

kutiert wird. Die Dosierung ist mit der Zeit immer
groBer geworden. In weitem Umfange wird jetzt
die StoB-Behandlung mit Dosen von 7.5 und 10 mg
Vitamin D angewandt, und es fehlt nicht an Stim-
men, die eine Erhshung der Gabe auf 15 mg
= 600000 i.E. befiirworten, um die Sicherheit und
vor allem die Dauer der Wirkung noch zu steigern.



