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(54) Verfahren zum Nachweis bakterieller Infektionen

- (57) Es handelt sich um ein Verfahren zum Wachweis bakterieller
Infektionen vor oder neben Virusinfektionen des Auges und anderer
Organe, bei dem man eine Probe, die von einem kdrpereigenen Stoff,
wie Yrdnen oder dergleichen, an der Infektionsstelle entnommen
worden ist, einer fiir bakterielle Enzyme reaktivierenden Behandlung
unterwixft und die bakteriellen Enzyme in dem so erhaltenen
Material nachweist, Der Hachweis wird insbesondere durch Anfirben
einer Probe des nach der reaktivierenden Behandlung erhaltenen
Materials in einem von den bakteriellen Enzymen zersetzbaren
Substrat und Feststellen der Bildung von Halonen (aufgehellten
HGfen) und gegebenenfalls deren Grise durchgefilhrt., Das Verfahren
ist von Bedeutung, weil bakterielle Lnzyme, die ohne Anwendung
von Antibiotika beil Virusinfektionen im Organismus entstehen
k&nnen, die Bildung von antiviralem Interferon in der Zelle
beeintrdchtigen oder hindern.
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Verfehren zum Nachweis bakterieller Infektionen

Anwendungsgebiet der Erfindung

‘Dié Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis bakterieller
Infektionen vor oder neben Virusinfektionen des Auges und
anderer Orgeane.

Charakteristik der bekannten technischen L&sungen

Zur Behendlung von Viruserkrankungeh des Auges wurden bisgher
schon antivirale Subgstanzen wie Interferon verwendet (Emddi
ue a. 1974, Jordan, 1974). Es wurde damit im allgemeinen eine
Begserung der Virusinfektion erreicht, doch konnte vielfach
ein erneutes Auftreten einer akuten Virusinfektion nicht ver-
hindert werden.

Im Rahmen der Erfindung wurde festgestellt, daB ein enger Zu~
sammenheng zwischen einer bakteriellen Infektion und einer
Viruserkrenkung besteht, d. h., daeB einer Viruserkrankung
immer eine bakterielle Infektion vorangeht'oder eine Virus-
erkrankung von einer solchen bakteriellen Infektion begleitet
wird., Vor und wdhrend einer Viruserkrankung sind bakterielle
Enzyme beim Krankheitsherd vorhanden. Diese bakteriellen
Enzyme, wie die Hyaluronidase, beeintréchtigen bzw. hindern
eine Bildung von antiviralem Interferon in der Zelle, wodurch
ein Eindringen und ein Ausbreiten des Virus ermbglicht wird,

Ziel der IErfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines Verfahrens
zum Nachweis bakterieller Infektionen vor oder neben Virus-



&2 e m o p
2169664 om 9.4,1980°
' | ¢ 01 N/216 966
(56 589/11)

infektionen des Auges und anderer Orgone, wodurch dann eine
wirkseme Behandlung der Virusinfektionen durch Verabreichung
geeigneter Antibiotika auler entiviralen Subgtenzen und da-
durch eine Unterdriickung einer Bildung von bekteriellen
Enzymen erreicht werden kanne. ‘

Darlegunge des Vegens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, bakterielle IEnzyme
sichtbar zu machen.

Diese Aufgabe wird gemdB der Erfindung dadurch gelost, dal
men eine Probe, die von einem kOrpereigenen Stoff, wie Trénen
oder dergleichen, en der Infektionsstelle entnommen worden
ist, einer fiir bakterielle Enzyme reaktivierenden Behsndlung
unterwirft und in dem so erhaltenen Material bakterielle
Enzyme nachwelste

Nach einer Ausgestaltung der Erfindung setzt men der Probe vor
oder nach der reaktivierenden Behandlung fir bakterielle
Enzyme ein Antibiotikum oder mehrere Antibiotike zu. Die
Antibiotika wirken bekeriostatisch oder bakterizid zerstoren
jedoch nicht die bakteriellen Inzyme der Probe,

Bei positivem Hachweis von bekteriellen Enzymen in der Probe
ktnnen diese im einzelnen durch ieutralisieren" mit geeigne=
ten Substanzen, wie z. B. Hyaluronidase mit Heparin, Athylen-
diamintetraessigsiure (EDTA), Zinksulfét, Sterole uswe, be-
stimmt werden,
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Das Verfehren der Erfindung ermdglicht den Nachweis bakteriel-

ler Infektionen neben Virusinfektionen aufgrund der Feststel-

lung von bakteriellen Enzymen auch denn, wenn die Bakterien
selbst nicht nachweisbar sein sollten.‘

Nach einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung férbt men
zum Nachweis der bakteriellen Enzyme in dem nach der
reaktivierenden Behandlung erhaltenen lMateriel eine Probe
des letzteren in einem von den bakteriellen Enzymen zersetz-
baren Substrat an und stellt die Bildung von Halonen (auf-
gehellten Hofen) und gegebenenfalls deren Grofe feste

Mit Vorteil kann bei Durchfithrung der Erfindung als Substrat
ein Glucosaminoglycansubstrat und zum Anférben desselben
Toluidinblau verwendet werden.

Bei positivem Nachweis bekterieller Infektionen vor oder neben
Virusinfektionen nach dem Verfshren der Erfindung kenn bei-
spielsweise folgende Behandlung beim Patienten vorgenommen
werden: '

1. Zur lokalen Behandlung (Tropfen oder Salbe)

Antibiotika: Gentamycinsulfat oder
Chloramphenicol A oder
Cephalotinnatrium (Cephalin) oder
Terramycin ' oder

andere weitere Antibiotika, die
dem Antibiogramm nach verwendbar
sind, -
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Diese Antibiotike werden wegen ihrex direkten antiviralen Wir-
kung zur ophtalmischen Behandlung eingesetzt. Die angewendeten
Mengen entsprechen den iiblichen, miissen sber noch wirksam sein
ksmmen (bakterizide Mindestwirkung). Im allgemeinen schwanken
die engewendeten lengen zwischen 3 meg/ml und 100 mcg/mle '

Eg wird auBerdem die zusitzliche Verwendung von Polymixin
B-Sulfat mit/oder Neomycinsulfat in einer Konzentration von
0,25 % bis 0,50 % empfohlen, und zwer nicht nur wegen der
entibakteriellen Wirkung dieser beiden Antibiotika, sondern
hauptsédchlich wegen derer Pdhigkeit, die bakteriellen Enzyme
zu neutralisieren., Besonders Neomycinsulfet unterstiitat das
Interferon und erleichtert das Eindringen degselbens,

2. Neutralisatoren fir bekterielle Enzyme

8, Polymixin B=Sulfat,

- Neomycinsulfat,
Metalle, wie Silber, Kupfer, Quecksilber, ferner Jod.
Als Beigpiel wird Zinksulfat, 0,5 %, in Kochsalzldsung
angegeben,

be Heparinsulfat, 0,05 %, lokal odér subconjunctival, wie
guch allgemein, : )
DEAE (Diéthylaminzellulosedextran)‘in Dogen von 400 meg/
ml/Teg lokal oder allgemein zur Unterstiitzung der Inter-
feroneindringungs.

ce EBbare Sdure, 0,1 bis 1 %, in KochselzlOsung (pHT) o
(Sie ist nicht gleichzeitig mit Metallen zu verwenden),
I~Cygstein (freie Bage), 1,2 % bis 3 %; '
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aliphatische Alkohole, die Sulfate enthalten,
N-Acetylcystein (eine weitere Form der Cysteingruppe,
wird auch als Interferon-Stabilisator empfohlen).

3+ Interferon und/oder Initiatoren dafiir

8o

be

‘Menschliches fibroblastisches Interferon fiir lokale

Anwendung in einer Dosierung von 1 x 106 refs Einhei-
ten/ml 2 bis 6x/Tag wihrend wenigstens 7 Tagen. Es ist
eine Kochsalzlosung von Phosphatpuffer (pH7), die auch
eine Losung von menschlichem Albumin (0,3 %) enthdlt.

llenschliches leukocytisches Interferon fiir lokale An-
wendung in einer Dosierung von 1 x 106 ref, Einheiten/
ml 2 bis 6x/Tag wiéhrend wenigstens 7 Tagen.

- Beide Substanzen sollen in plastischen Kapillarrshrchen von

0,5 bis 1 ml (= 1 bis 2 Tropfen) filir eine einmalige Anwendung
in einer Kiihlanlege aufbewahrt werden,

Ce

Poly I:C (Polylysin—CA~Zellulose); geldst in Thosphat-
puffer (pH 7) in einer Dosierung von 1000 meg/ml, wird
in einer Kithlanlage aufbewshrt, Flir lokale Anwendung
werden 100 bis 200 Einheiten/0,1 cm’ 6 bis 8x/Tag
wenigstens wiéhrend 7 Tagen verabreicht. (Therapeuti~
sche Gesamtdosis von 5000 bis 30 000 mcg), Fir die
intraventse Anwendung wird eine therapeutische Gesamb-
dosis von 30 meg/70 kg Korpergewicht verabreicht (das
sind 4000 bis 6000 Einheiten in 24 Stunden)e. Die oben
angegebenen Neutralisatoren sind wenige Minuten vor der
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Verabreichung von Poly I:G anzuwenden, um dadurch

eine Depolarisierung des Gewebes zu errelchen. Diese
‘Depolarisierung bereitet das Eindringen von Interferon
VOT'e

‘40 Interferon~Stabilisatoren
g. MN-Acetylcysteindextran, 0,05 ml/Tropfen
be Dextran in ailen seinen Formen
;. Pélyvinylpyrrolidan (Poljvinylpirididoﬁ)

5, Zusftzlich zu den vorstehenden Interferon-Stabilisatoren
- kBnnen die folgenden Substanzen bei schweren Infektionen
angewendet werden:

a. Steroide Tiir die lokale Anwendung, 0,05 % bis 0,5 %
bis 1 %, 4x/Tag, fir die allgemeine Anwendung 5 bils
50 mz/Tage

b. Indomed als Antiprostaglendinmaterial, 1 % bel lokaler
Anﬁendung, 10 mg bel parenteraler Anwendungs

Ce IeDoU. oder Trifluorothymidin in kleinen lengen, das
' entgegenwirkt und eine mogliche Reektivierung des Virus
verhinderte -
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Ausfﬁhrungsbeispiel

bas-Verfahren der Erfindung wird in dem nachfolgenden Bei-
spiel erléutert.

Beispiel
Kleine Platten von Mikrogewebekulturen werden mit folgenden
Substanzen angefillt:
2 bis 3 cm® von einem Puffer (pH T bis 8,1), der konzen~
triertes laterial nach Henk mit kleinsten llengen Penicillin-
Streptomycin~-lycostatin enthdlt,’

Agarose 1 % in Kochsalzldsung,

ein Glucosaminoglycansubstrat, wie z. B. Chondroitinsulfet,
in Konzentrationen von 0,01 %, 0,05 % und 0,1 %, oder Hy-
aluronidsdure in Konzentrationen von 0,001 % bis 0,1 %.

AuBler den oblgen hlkroplatten werden folgende Kontrollplat-
ten vorbereitet:

Mikroplatten, die nur Material nach Hank mit 1 % Agarose
ohne Substrat enthalten, oder Mikroplatten, die eine Phos-
phat-Puffer-Kochsalzldsung (PBS) mit 1 % Agarose ohne Sub-
strat enthalten, |

'Mikroplatten, die Material nach Hank mit Agarose und das
Substret und zusidtzlich die Standardenzyme Hyaluronidase
(aufgearbeitete Rindertestes) (1 mg/ml oder LOsungen nach
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einer Standerdskala) enthalten, und zwar an einer Stelle der
Platte. An eine andere Stelle wird fiir Vergleichszwecke
bekterielles Enzym von Trénen in einer LOsung nach einer
Standardskale gebracht, '

Mikroplatten, die auBer Agarose und Substrat auch Enzyme
Heutralisator, wie Heparin, 0,05 % oder Dextrensulfat in
verschiedenen Verdiinnungen und Losungen, enthalten.

Alle IHikroplatten sollen hermetisch verschlossen in einer
Kiihlanlage aulfbewahrt werdene

‘Pechnische lethoden fiir die Gewinnung des Enzyms aus ver=-
schiedenen biologischen Flilssigkeiten und Geweben, Trinen,
Blut, Samen, Cornes, Leukocyten uid Bekterienkulturen von
Infektionsstellen.

Das Gewinnen des Materials wird mit einenm Filterpapierstreifen
oder einer solchen Scheibe, wie z. B. dem Streifen fir den

" Schirmer-Test oder der gebriuchlichen Scheibe fir ein Antibio-
gramm, oder mittels Mikrokapillarrdhren aurchgefuhrta Jedes
gewonnene Materiel wird in einige oder alle Hikroplatten ge-
brecht und bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten inkubiert. Nach—
ner werden die Filterpapierstreifen oder -schelben von den
Hikroplatten genommen und der Anfirbung waterworfene

Parbun)atechnlk

2 cm3 ‘l‘olu,idinblau9 0,1 %, werden gleichméfig suf jede likro-
platte gestreut, 5 Hinuten dort gehalten und danach mit
%iger Essigséure gewaschen.
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Das Verfashren ﬂésteht hierbei also aus dem Anfdrben eines
Glucosaminoglycansubstrats mit Toluidinblau ‘(einer ortho-
chromatischen Farbe) und dem darauffolgenden Entffairbén,

um dadurch einen Halo (aufgehellten Hof) an der Reaktions=-
stelle zwischen. dem Substrat und dem dies zersetzenden Enzym
zu erhalten,. |
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Erfindungsanspruch

Verfahren zum Nachweis bakterieller Infektionen vor odexr

neben Virusinfektionen des Auges und anderer Organe, ge-

kennzeichnet dadurch, daf man eine Probe, die von einem
korperelgenen Stoff, wie Trénen oder dergleichen, an der
TInfektionsstelle entnommen worden igt, einer fiir bakteriel-
le Enzyme reektivierenden Behandlung unterwirft und in dem
so erhaltenen Material bakterielle Enzyme nachweiste

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB man
de r Probe vor oder nach der :eaﬁtivierenden Behandlung
fiir bakiterielle Enzyme ein Antibiotikum oder mehrere
Antibiotika zusetztbe '

Verfohren nach Punkt 1 und 2, gekennzeiohnet dedurch, daf
man zum Nachwels dexr bakteriellen Enzyme in dem nach der
resktivierenden Behandlung erhaltenen Material eine Probe
des letzteren in einenm von den bakteriellen Enzymen zer-
setzbaren Substret anfédrbt und die Bildung von Halonen

(aufgehellten Hofen) und gegebenenfalls deren Grofe fest=

stellt.

4o

)

Verfahren nach Punkt 3, gekennzelchnet dddurch, daB man als
Substrat ein ¢lucosaminoglycansubstrat und zum Anfarben des~
gelben Toluidinblau verwendete



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

