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2. Mitt.: Verg leich von�Ergebnissen� des!'Fungistase-, Fungiz id ie
und Hahnenkammepidermophytietests 

w. WEUFFEN u. A. KRAMER 

Mit dem Modell der experimentellen Hahnenkammepidermophytie (Hahnenkamm
epidermophytietest) steht uns eine In-vivo-Prüfmethode zur Verfügung, die an Stelle 
einer lediglich alternativen Bewertung, wi rksam oder unwirksam, einen Wirkungsver
gleich der Prüfsubstanzen untereinander gestattet. Weitere Untersuchungen sollten einer 
Überprüfung möglicher Korrelationen zwischen den Ergebnissen von 2 ln-vitro-Tests, 
dem Fungistase- und dem Fungizidietest, einerseits, mit dem Hahnenkammepidermophy
tietest andererseits dienen. Durch dieoe Testungen haben wir gleichzeitig das Tiermodell 
weiter erprobt. 

Methodik 
Beim Fungistasetest (WEUFFEN u. HERRMANN, 1 967) arbeiten wir  m i t  Pilzkulturen auf festem 

Nährmedium. Die Wirksamkeit wird sowohl für die Reinsubstanz, als aud1 für das jeweilige 
Präparat best immt.  Bei  der Herstellung der Verdünnungsreihen wird die reine Prüfsubstanz 
bzw. das Präparat se lbst (z. B .  eine 30/oige Wirkstofflösung) dem Nährmedium i n  geometrisd1 
abgestuften Konzentrationen zugesetzt. Die verwendeten Lösungsmittel s ind in Tabelle 1 an
gegeben. Die Kennzahl der fungistatischen Wirksamkeit (KfW10) stellt einen Mittelwert der 
Prüfungsergebnisse an 10 Testpi lzen dar; sie ist als 2 log der Substanzverdünnung, bis  zu der 
im Durchschni t t  Fungistase auftr i t t, angegeben (WEUFFEN, 1 966) (s. Fußnote Tab. 1 ) .  

Z u r  Testung der Fungizidie wird i n  Anlehnung a n  KLIEWE u .  M1TARB. ( 1 959) m i t  0,89°/oiger 
Kod1salszlösung eine Absd1wemmung von einer lOtägigcn Trid10phyton-mentagrophytes
Kultur, typisch wad1send auf Grütz-III-Nährmedium bei 24° C, hergestell t .  0,1 ml dieser Keim
suspension werden 1 0  m l  der unverdünnten Präparate zugesetzt bzw. zur Kont rol le 1 0  ml  des 
benutzten Lösungsmittels ohne Substanz sowie 10 ml 0,890/oiger Kochsalzlösung. Nach Ein
wirkungszeiten von 15 und 30 Sek. sowie 1 ,  2, 4, 8 ,  16 und 64 Min. wird aus dem Prüfsubstanz
Keimsuspensions-Gemisch bzw. aus dem Kontrollansatz 1 Ose Material entnommen, be i  wasser
löslid1en Substanzen in 10 ml  Glukose-Pepton-Nährlösung  (Glukose 40 g,  Pepton 1 0  g,  dest .  
Wasser 1 000 m l), be i  wasserunlösl ichen in  1 0  ml  des verwendeten Lösungsmittels über impft. 
Diese Suspension wird 5 Min.  bei 3000 U/Min.  zentrifugiert, dekantiert, erneut in 10 ml 
0,89°/oiger Kod1salzlösung  suspendiert und nommals zent rifugiert sowie dekantiert .  Das gerei
nigte Sediment wird in 0,5 ml  Glukose-Pepton-Nährlösung aufgesd1wemmt u nd auf Grütz-III
Nährmedium ausgestrid1en. Nach etwa 7 Tagen Bebrütung (24° C) werden die Kolonien aus
gezähl t  und die Einwirkungszeit für 50 und > 990/oige Abtötung best immt .  

Die  Hahnenkammepidermophytie wird durm eine künst l id1e Infektion mit  e inem adaptierten, 
aus einer mensmlimen Dermatomykose isolierten Trid1ophyton-mentagrophytes-Stamm am 
Hahnenkamm erzeugt (WEUFFEN, 1 967). Das Ergebn i s  wird i n  Form des Erfolgskoeffizienten e 
ausgedrückt, der angibt, wieviel mal rascher die behandelten gegenüber den unbehandelten 
Tieren (e = 1) ausheilen. Dabei wird gn.mdsätzlim das Behandlungsmodell der „akuten Hahnen
kammepidermophytie" von dem der „d1ronisd1en" untersd1ieden. Im 1 .  Fall  begin n t  die 
Präparaterprobung etwa am 20. Tag p.  i„  im 2. Fall  dagegen erst etwa am 50. Tag. Die Präparate 
wurden jeweils unverdünnt am Hahnenkamm angewendet. 
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Bei  der Auswahl der Prüfsubstanzen (Tab. 1 )  gingen wir  von den Ergebn issen des Fungistase
tcsts aus und nahmen neben fungistatisch gut und sehr gut wirksamen auch praktisch wirkungslose 
Verbindungen  in die Testungen  auf. Die den Prüfssubstanzen in Tabelle 1 n achgestellten Prozent
angaben bezeichnen den Wirkstoffgchalt im Präparat. 

Es handelt s ich dabei um : 

2 Standardpräparate : Kupfer ( I I )-sulfat ( 1 )  DAB 7 und Actol® (2) (VEB Arzneimittelwerk 
Dresden) ,  

5-Nitrofurfural-diäthylaceta! (3)  (WEUFFEN u. T1EDT, 1 967),  

4-Chlorbenzylisothiocyanat ( 4 )  und a-Naphthylisothiocyanat (5)  (PROFFT, TEUBNER u. WEUFFEN, 
1 967), 

3 ,5-Dibenzyl-2-thion-tetrahydro-1 ,3,5-th iadiazin, Laborbezeichnung D 47 (WEUFFEN, MARTIN 
u. SCHADE, 1 963) in 1 ,2-Propylenglykol (6), in  Dimethylsulfoxi.d (7) und als Hande-lspräparat 
Afungin (8) (VEB Leipziger A rzneimittelwerk) im Lösungsmittelgemisch Benzylalkohol/Cetiolan 
getestet, „episan ant imykotisch" (9) (VEB EPISAN Zculenroda), eine flüssige Seife auf der Basis 
eines Tensidgemisches m it Zusatz von D 47 und hautpflegenden Wirkstoffen u nd „episan haut
pflegend"  ( 1 0) ,  das gleiche Präparat, jedoch ohne D 47. 

2fungistat isch praktisch unwirksame Substanzen : Salicylamid-ß-D-glucosid ( 1 1 )  und Diphe
nyldisulfid-2,2-dicarbonsäure-bis-( a-naphthyl)-amid ( 1 2) freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. 
G. WAGNER, Direktor des Pharmazeutischen Instituts Leipzig überlassen) und 

die verwendeten Lösungsmittel ( 1 3-1 5) .  

Ergebnisse und Diskussion 

Zwischen den Ergebnissen des Fungistase- und des Hahnenkammepidermophytietests 
besteht eine gute Übereinstimmung (Tab. 1 ) .  Nur D 47, in Propylenglykol auf
geschwemmt, bildet eine Ausnahme, es ist im Fungistasetest wirksam, am Hahnenkamm 
jedoch unwirksam. Diese Inaktivität im Tierversuch dürfte auf die weitgehende Unlös
l ichkeit des D 47 in Propylenglykol zurückzuführen sein. 

Die Erprobung der Standardpräparate Kupfer( I I)-sulfat und Actol® am Behandlungs
modell der „ akuten Mykose" bestätigt die bereits in vitro geringe Wirksamkeit des 
Kupfer ( I I )-sulfats einerseits bzw. die in vitro gute Wirksamkeit des Actols andererseits. 

Bei den Prüfergebnissen an der „chronischen Mykose" sind die Beziehungen zum 
Fungistatetest nicht so deutlich .  Das 5-Nitrofurfuraldiäthylacetal verkürzt den Krank
heitsverlauf ffUr um das 3 fache gegenüber den unbehandelten Kontrolltieren, trotz guter 
Wirksamkeit im Fungistasetest .  Die Afunginerprobung zeigt noch deutlicher, daß das 
Behandlungsmodell der „chronischen Mykose" erhöhte Anforderungen an die Wirkungs
entfaltung der Präparate zu stellen scheint. Möglicherweise ist also die Wirksamkeit des 
5-Nitro-furfural-diäthylacetals am Modell der „akuten Mykose" und bei höherer An
wendungskonzentration als nur 1 Oioig bedeutend besser, so daß diese Substanz, nicht zu
letzt auch auf Grund ihrer hautfreundl ichen Eigenschaften, Bedeutung für die Behand
lung menschl icher Dermatomykosen erlangen könnte. 

Große Beachtung verdient das 4-Chlorbenzyl isothiocyanat als 1 O/oige Lösung auf 
Grund seiner hohen antimykotischen Wirksamkeit (e = 6,5). Bereits am 5 .  Tag der 
Substanzapplikation setzte die Heilung am Hahnenkamm ein und war bei 1/s der Ver
suchstiere am 9. Behandlungstag beendet. Bei den Kontrolltieren war der Spontan
heilungsprozeß da.gegen z .  T. erst am 1 1 5 .  Tag abgeschlossen. Bei der Präparaterprobung 
t raten Hautreizungen in Form von Odemen und Nekrosen am eigentl ichen Mykoseherd 
auf. Unter Schorfbi ldung hei l te die Epidermophytie jedoch komplikationslos ab. Dagegen 
war das a-Naphthylisothiocyanat i n  vitro nur mäßig wirksam, im Tierexperiment, 
0,5°/oig angewandt ,sogar wirkungslos und verursachte in dieser Konzentration keinerlei 
Hautreizungen. Werden beide I sothiocyanate in höherer Konzentration (20/oig) am 
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Tabelle 1 :  Ergebnisse des Fungistase-, Fungizidie- und Hahnenkammepidermophytietests 

- ---

Nr. Prüfpräparat Vcrwcn- Fungistasetest 
detes (KfW10)""''·) 

Lösungs-
mittel''·) 

Präparat Rein-
substanz 

Kupfer ( II )-sulfat p 5,3 1 0,4 
(3 %) 

2 Actol® : 5-Broms:i- W/u 1 1 ,4 1 4,7  
licylsäu .-eisopropv 1-
::unid ( 1 0  %) i n  T 

3 5-Nitrofurfural- p 7,2 1 3 ,9 
diäthylacetal (1 %) 

4 4-Chlorbenz y 1 iso-
thiocyanat 

( 1  96) p 1 1 ,4 1 8 , 1 
(2 %) p 1 2 ,6 1 8 , 1 

5 a.-Naphthy l i sothio- p 12 ,5 5 , 1  
cyanat (0,5 %) 

6 D 47 (3 %) p 1 1 ,2 1 6,3 

7 D 47 (3 %) D 8,5 1 3 ,6 

8 Afungin® : D 47 W/u 8,3 1 3 ,4 
(3 %) in BC 

9 cpisan antimyko- W/u 1 1 , 1 1 6,2 
t isch : D 47 (2 %) 

1 0  epis:in hautpflegend W/u 9,0 1 4, 1 
1 1  Salicylamid-ß-D- w unwirk- 2,8 

glucosid (3 %) sam 

1 2  Diphenyldisulfid- p 1 ,5 6,6 
2 .2-dicarbonsä ure-
bis-( a-naphthyl)-
amid 

1 3  Propy lenglykol W/u 3,3 3,3 

14 Dimethylsulfoxid W/u 4,2 4,2 

1 5  Bcnzylalkohol/ W/u 9,3 9,3 
Cctiolan 1 : 1 

Fungizidietest 

50 %igc 
Abtötung 

nach 

1 Min. 

1 Min. 

< 15 Sek. 
< 15 Sek. 

30 Sek. 

< 1 5  Sek. 

< 1 5  Sek. 

< 15 Sek. 

30 Sek. 

8 Min .  

64 Min.  

<b 

30 Sek. 

< 1 5  Sek. 

1 Min. 

> 99%ig�  
Abtötung 

nach 

4 Min.  

1 6 Min.  

<b 

30 Sek. 
< 1 5  Sek. 

2 Min .  

1 Min .  

1 Min.  

< 15 Sek, 

2 Min .  

> 64 Min .  

> 64 Min. 

<b 

2 Min .  

30 Sek. 

8 Min. 

Hahnen-
kamm-

cpidermo-
phytietest 

„akut" „chro-
nisch" 

1 , 8  <b 
4,5 <b 

<b 3,0 

6,5 (/) 
1 0,3 <b 
1 , 6  <b 
0,6 Cb 
3 ,8  <b 
4,8 2 ,7 

9 ,4 <b 
5 ,3  <b 
1 , 1  <b 
2,2 <b 

1 ,0 <b 
2,4 <b 
2,9 <b 

''·) P = Propylenglykol, T = Triäthylenglykol, D = Dimethylsulfoxid, BC = Benzylalkohol/ 
Cetiolan 1 : 1 ;  W/u = im Fungistasetest Wasser, übrige Tests unverdünnt 

,,.,,.) -2log der Substanzverdünnung, z. B .  KfW10 1 = 1 : 2 ; KfW10 2  = 1 : 4 ; KfW10 10 = 1 : 1 024 ; 
KfW10 1 1  = 1 : 2048 ;  KfW10 1 8  = 1 : 262 1 44 

Hahnenkamm eingesetzt, kommt es zu einer erheblichen Steigerung der antimykotischen 
Wirksamkeit, verbunden mit starker Bläschen- und Nekrosenbildung, die bei einigen 
Tieren an der ganzen Kammseite, also a:uch an den gesunden Hautpartien, auftraten 
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(Abb. 1 ) .  Beide Präparate wurden wegen dieser heftigen Hautreaktionen am 4. Behand
l ungstag abgesetzt. Die nekrotisch veränderten Kammpartien verkrusteten, und die Kruste 
wurde zwischen dem 9. und 1 8 . Tag nach der letzten Substanzgabe abgestoßen. Die 
Herde heilten ohne Narbenbildung ab. In einem Fall allerdings war der Hahnenkamm 
am Ende des Versuches um etwa ein Drittel kleiner (Schrumpfung?) als zu Beginn der 
Substanzapplikation. Jedoch lag eine 1 9-tägige Substanzeinwirkung bei einer außer
ordentl ich schwer verlaufenden „ chronischen"  Mykose vor  (Abb. 2) .  Sensibilisierungs
effekte konnten beim Hahnenkammepidermophytietest dagegen nicht nachgewiesen 
werden. Die Anwendungskonzentration bestimmt also den antimykotischen Effekt in 
entscheidendem Maße mit, zugleich auch die Hauttoxität. Dieser konzentrationsabhängige 
Wirkungsunterschied, der beim a-Naphthylisothiocyanat besonders ausgeprägt ist, konnte 
im Fungistasetest nicht erfaßt werden. 

Besonders hervorzuheben, weil von großer praktischer Bedeutung, ist .die erstaunlich 
hohe Wirksamkeit  von „ episan antimykotisch " .  Es übertrifft sogar das Handelspräparat 
„ Afungin "  an antimykotischer Aktivität. Die Wirkungsentfaltung des D 47 scheint durch 
die Kombination mit den Tensiden i n  besonderem Maße begünstigt zu werden. Aber auch 
„ episan hautpflegend" ,  also das Tensidgemisch allein, ist antimykotisch hoch wirksam. 
Diese beachtl iche Wirkungsentfaltung beider Präparate dürfte z. T. auf ihre große Ober
flächenaktivität zurückzuführen sein .  Beide Seifen bildeten einen sichtbaren filmartigen 
Oberzug am Hahnenkamm. Ferner ist zu berücksichtigen, daß nicht dem Waschen ent
sprechende Gebrauchsverdünnungen, sondern die Originallösungen appliziert wurden . 
Trotzdem dürfte beiden Präparaten zumindestens eine Präventivwirkung gegen Pilz
i nfektionen zuzusprechen sein.  „Episan antimykotisch " könnte darüber hinaus vielleicht 
auch therapeutische Bedeutung erlangen. 

Die Wirkungslosigkeit des Salicylamid-ß-D-glucosids in beiden Prüfverfahren ist ein 
weiteres Beispiel für die Übereinstimmung von Fungistase- und Hahnenkammepider
mophytietest ;  sie dürfte durch die entgiftende Funktion der glukosidi schen Bindung 
bedingt sein .  

Bei  d e n  Beh andlungsversud1en m i t  Salicylamid-ß-D-glucosid, mit  a-Naphthylisothiocyanat 
und mit „episan antimykotism" wurde die Versud1sanordnung dahingehend modifiziert, daß 
beide Kammseiten infiziert  u nd behandelt wurden. Der Heilungsverlauf war auf beiden Kamm
seiten der gle ime. Ob du rch beidseit ige Infektion des H ah nenkamms die eine Kammseire, indem 
sie n imt behandelt  wird, als  Kontrolle zur behandelten anderen Seite dienen kann, wurde 
noffi n idH ü berprüf!:. 

Auf Grund weitgehender Übereinstimmung der fungistatischen mit der antimyko
tischen Wirksamkeit dürfte der Fungistasetest u. E. zur Vorauswahl von Substanzen aus 
größeren Substanzserien durchaus geeignet sein .  Der Hahnenkammepidermophytietest 
stel l t  im Gegensatz zum Fungistasetest erschwerte und praxisbezogene Bedingungen an 
die Wirkungsentfaltung einer Substanz. Ihm kommt damit bereits Bedeutung im Hinblick 
auf die Beurteilung der Einsatzmöglichkeiten einer Substanz als Antimykotikum zu. 

Die fungizide Aktivität weicht bei mehreren Prüfsubstanzen von der fungistatischen 
und auch von der antimykotischen Wirksamkei t ab, sowohl im Sinne einer geringeren 
Wirksamkeit als auch umgekehrt. Der Fungizidietest liefert also nicht unbedingt Anhalts
punkte für die antimykotische Wirksamkeit einer Substanz und sollte daher der 
Desinfektionsmittelprüfung vorbehalten bleiben. 

Zusammenfassung 

Beim Vergleich der Ergebnisse des Fungistasetests mit denen des Hahnenkamm
epidermophytietests zeigt sich eine recht gute Übereinstimmung. Die Ergebnisse des 
Fungizidietests korrelieren dagegen mit denen der beiden erstgenannten Prüfverfahren 
nicht. 
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Abb. 1 :  Bläschen- und Nekrosenbildung nach 2maliger Applikation von a-Naphthylisothiocyanat, 
2 %ig in Propylenglykol 

Abb. 2 :  Mit 4-Chlorbenzylisothiocyanat sanierte chron ische Mykose, Schorfreste und Verkleinerung 
des Kammes auf fast YJ seiner ursprünglichen Größe 

überraschen d und von großer praktischer Bedeutung ist die erstaunlich hohe Wirk
samkeit der Kombination D 47/Tensidgemisch in „ episan antimykotisch " .  

Der Hahnenkammepidermophytietest dürfte a l s  ein wertvoller Bestandteil der ver
schiedenen Prüfmethoden für den Siebtest bei der Suche nach einem Antimykotikum an
zusehen sein. 

Summary 

When comparing the results of the fungistasis testings with those of the cockscomb 
epidermophyty a rather h igh degree of correspondence i s  revealed. The resulrs of the 
fongicidity testings, however, do not correlate with the two test procedures mentioned 
above. 

The surprisingly h igh effectivity of the combination D 47/tenside mixture in episan 
antimycotic has not been expected and is  of great practical importance. 

Cockscomb epidermophyty testings should be regarded as a valuable part of different 
assay methods for the sifring test when searching for an anrimycotic. 
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Resume 

En comparant l es resultats du tes t de fongistase avec ceux du test d'epidermophy tie de 
crete-de-coq i l  se montre un assez bon accord. Les resultats du test de fongicide cependant 
ne  sont pas en correlation avec ceux des deux susdites methodes d'essai .  

L'efficacite extraordinairement haute d e  l a  combinaison D 47/melange d e  Tensid en 
episan antimycotique est surprenante et de grande importance pratique. 

Le test d'epidermophytie de crete-de-coq devrait forrner un element essentiel des 
diverses methodes d'essai pour le test de tamis a la rechersche d'un antimycoticum. 

Pe3roMe 

Ilpvr cpaBHeHl1l1 pe3yJibTaTOB TeCTa cPYHfl1CTa3a c pe3yJibTaTaMl1 TecTa 3ITl1-
p;epMOcPl1Tl1l1 neTywvrttoro rpe6HH npoHBJIHeTCJI p;oBOJihHO xopowee corJiaweHvre. 
3aTO p e3yJibTaTbl TecTa cPYHfl13l1p;a He corJiaWaIOTCJI c pe3yJibTaTaMY! BbIWe
Ha3BaHHbIX npoBepO'IHbIX crroco6oB. 

IIopa3vrTeJihHhIM vr l1MeIOI..Ql1M 60JihIIIOe npaKTWiecKoe 3Ha'!ettvre HBJIJieTcH 
yp;vrBvrTeJihHO BhICOKaH 3cPcPeKTY!BHOCTh KOM6vrttan;Y1vr D 47/cMecvr TeH3vrp;a B 3ITl1-
3aHe aHTY!Ml1KOTl1'!eCKOM. 

TecT 3rr:11.n;epMOcPl1Tl1l1 neTyWY!HOro rpe6HJI p;OJI2KeH 6bITh u;ettttoi1: cocTaBHoi1 
'!aCTblO pa3Jil1'!HbIX npoBepO'IHbIX MeTO)J;OB )J;JIJI TeCTa npoceY!B aHl1JI B ITOl1CKax 
aHTl1Ml1KOTl1'IeCKl1X cpe,n;CTB. 
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