79. Brenno BABUDIER.. — L'associazione streptomicina-sulfone.
I. Ricerche in vitro.

Riassunto. — L’A. in basc a ricerche sperimentali condotte su nu-
merosi ceppi batterici, e fra questi anche su alcuni germi acido-resistenti,
nega che si possa dimostrare in vitro, usando terreni solidi, un’azione
sinergica o additiva tra sulfone e streptomicina. Si manifesta anzi, in tale
associazione, una diminuzione d’attivitd dei due componenti.

I benefici risultati ottenuti in vivo e anche in vitro, ma solo in terreni
liquidi, da tale associazione, sono molto probabilmente riferibili ad una
azione dei sulfoni sugli individui batterici relativamente streptomicino-re-
sistenti, e quindi ad un’azione ritardante l'insorgenza della streptomicino-
resistenza. Si potrebbe percio parlare forse di un «sinergismo biologico ».

Tale sinergismo, per quanto probabile, non si pud ancora ritenere
come sicuramente dimostrato nell’infezione tubercolare.

Résumé. — D’aprés les résultats de recherches expérimentales «
fectuées sur de nombreuses souches bactériennes, aussi sur quelqu
germes acido-résistant, I’A. nie la possibilité de démontrer in vitr ,
en utilisant des milieux solides de culture, une action synergique ou ad-
ditive entre sulfone et streptomycine. On voit plutét se manifester dans
leur association un diminution d’activité des leux composants.,

Les résultats favorables qu'on a pu obtenir de cette association in
vivo, et aussi in vitro, mais alors sculement dans des milieux liquides,
sont probablement rapportables 2 une action des sulfones sur les bactéries
individuelles relativement résistantes a la streptomycine, et par consé-
quence A une action retardant I’apparition de la streptomycine-résistance.

Il serait donc possible, éventuellement, parler d'une «synergie
biologique ».

Cette synergie, tout probable qu’elle est, ne peut encore Etre consi-
dérée comme slirement démontrée dans I'infection tuberculeuse.

Summary. — On the basis of experimental researches conducted
on a number of bacterial strains, among them also on some acid-fast
germs, the A. denies the possibility of demonstrating in vitro, using solid
culture medius, a syncrgistic or additive action between sulphone and
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streptomycin. One can observe, nomely a decrease of activity of the two
components. B '

The results obtained from this association, in vivo and also in vitro,
but good only in liquid mediums, are most likely to be attributed to an
action of the sulphones on such bacterial individuals as are relatively
streptomycin-resistant, and therefore, to an action retarding the appearance
of the streptomycin- resistance. One may perhaps speak of a «biological
Synergisms ».

Such a synergism, however probable, cannot as yet be considered
as surely demonstrated in tubercular infection.

Zusammenfassung. — Auf Grund experimenteller Untersuchun-
gen auf zahlreiche Bakterienstimme und unter anderen auch auf einige
saurefeste Keime, glaubt der Verfasser nicht, dass man bei Anwendung
fester Nahrboden eine sinergische oder additive Wirkung zwischen Sulfon
und Streptomycin in vitro beweisen kann. Bei dieser Assoziation, macht
sich sogar eine Verminderung der Aktivitit der beiden Komponenten
bemarkbar.

Die heilsamen Ergebnisse, die durch diese Assoziation, in vivo sowie
auch in vitro, auf fliissigen Nahrboden erziehlt wurden, sind sehr wahr-
scheinlich auf die Wirkung der Sulfone auf relativ streptomycinresistente
Bakterien zurlickzufithren und somit auf eine Wirkung, die das Hervor-
treten der Streptomycinresistenz verzogert. Man konnte dies somit als
« biologische Synergie » bezeichnen.

Diese Synergie kann aber, obwohl wahrscheinlich, in der tuberku-
losen Infektion nicht als sicher bewiesen gelten.

Fin da quando ricerche sperimentali ed esperienza clinica hanno ri-
velato I'efficacia dei sulfoni e della streptomicina rispetto al bacillo di Koch,
si ¢ pensato di associare i due farmaci per ottenere risultati migliori. Que-
sta associazione, impiegata dapprima nella terapia della tubercolosi, fu
successivamente estesa ad altre malattie, 1 dove la streptomicina da sola
non era in grado di dare risultati netti e definitivi.

I risultati pratici ottenuti da questa associazione, furono per lo pil
soddisfacenti; alcune volte, come nella terapia delle Brucellosi, addirit-
tura brillanti. |
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Le prove sperimentali condotte sull’animale tubercolotico, hanno in
genere confermato questi risultati.

Cosi nel 1946 Smith, Mc Closky ed Emmart (*), hanno reso noto
che, mentre nel ratto tubercolotico il.« .rone da solo non di risultati fa-
vorevoli, ¢ la streptomicina da s .o un miglioramento, 1'associazione
dei due medicamenti ¢ invece in grado di sterilizzare in maniera defini-
tiva il 41,69, degli animali. Risultati simili sono stati ottenuti nel 1947
da Smith, Mc Closky e Jackson (**) nella cavia, in cui Passociazione dei
due medicamenti ha dato risultati notevolmente superiori a quelli corri-
spondenti alla semplice sommazione degli effetti della streptomicina ¢
del sulfone usati isolatamente. Anche Callomon, Kolmer, Rule e Paul (*),
Brownlee ¢ Kennedy (°), Bazzicalupo, Contieri, De Franciscis, De Mi-
chele, Gangemi (*) hanno confermato questi reperti.

Risultati buoni, ma non altrettanto dimostrativi, sono stati ottenuti
da Wayson ¢ Mc Mahon (*) nei topi infettati con il bacillo pestoso.

() M. I. Smrre, W. T. Mc Crosky ¢ E. W. Emmart, Influence of Streptomycin
and Promin on proliferation of tubercle bacilli in the tissues of albino rat., Proc.
Soc. exp. Biol. et Med., 62, 157 (1946).

() M. I. Smrt, W. T. Mc Crosky e E. L. Jackson, Studies in chemotherapy
of tuberculosis. VIII. The comparative action of four sulfones in experimental tu-
berculosis in guinea pigs and the combined action of Streptomycin with one of the
sulfones, Am, Rev. Tbc., 55, 366 (1947).

(*) M. I. Smrra, W. T. Mc Crosky e E. L. Jackson, Chemotherapeutic action
of Streptomycin and Streptomycin with a sulfone or sulfadiazin on rtuberculosis,
Proc. Soc. exp. Biol. et Med., 64, 261 (1947).

(*) F. T. Carromon, J. A. Kormer, A. M. Rute ¢ A, J. Paut, Streptomycin
and diazone in treatment of experimental tuberculosis of guinea pigs, Proc. Soc.
exp. Biol. et Med., 63, 237 (1946).

(*) G. Browniee e C. R. Kennep, The chemotherapeutic action of Strepto-
mycin, Sulphetrone, and Promin in epxerimental tuberculosis, Brit. J. Pharmacol.,
3» 37 (1948).

(®) C. Bazzicaruro, M, Contieri, V. DE Franciscis, G. DE MicHeLE e GAN-
cEmI, Alcuni aspetti delle modalith d’azione della streptomicina nella tubercolosi
sperimentale, ed attivita dell’antibiotico associato ad altre sostanze, Arch. Tisiol.,
2, 660 (1947)-

(") N: E. Wavson ¢ M. C. Mc Manon, Plague: Treatment of experimental
animals with Streptomycin, Sulfadiazine and Sulfapyrazine, J. Lab. et Clin. Med.,

31, 323 (1946).
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Non mancano per6 voci discordi. Cosi Levaditi ¢ Vaisman (*) ¢ Moe-
schlin, Jaccard e Bosshard (*) negano che I'associazione streptomicina-
sulfone presenti nella tubercolosi sperimentale, vantaggi sulla streptomi-
cina usata da sola.

Piti concordi sono i giudizi desunti dall’osservazione clinica. Ricor-
derd a questo proposito i risultati brillanti comunicati da Cocchi e Pas-
quinucci (") nella cura della miliare ¢ della meningite tbe., risultati
che hanno avuto ampia eco in Italia e all’estero. Buoni risultati sono stati
comunicati anche da Frontali (**), da Magrassi e Chessa (**), da Lincoln,
Kirmse e De Vito (**), da O’Leary, Ceder, Hinshaw e Feldman (*)
(questi ultimi nella tbe cutanea).

Risultati meno soddisfacenti sono stati ottenuti da Colarizi (*), da

(*)C. Levaprrr e A. Vaisman, Effets thérapeutiques de la Promine (p, p’-dia-
mino-diphényl-sulfone-N, N'-didextrose-sulfonate de sodium) dans l'infection tuber-
culeuse de la Souris, C. R. Soc. de Biol., 742, 308 (1948).

(")S. MokscHLIN, G, Jaccarp e M. Bosstarp, Experimentelle Untersuchungen
ueber die Therapie der Tuberkulose durch Kombination von Streptomycin mit
PAS oder Sulfon-N-azetat, Experientia, 4, 158 (1948).

( ") C. Cocchi, Terapia della meningite tubercolare e della tubercolosi miliare
generalizzata con streptomicina associata a solfone (Promin: p-p-diamino-difenil-
-solfon-N-N'-didestrosio bisolfito) e a vitamina in alte dosi, Notiz. Ammin. Sanit.,
7, 3 (1946).

(*") C. Coccrr e G. Pasquinucct, Primi risultati nella terapia delle meningiti
tubercolari con la streptomicina associata a solfone e vitamina A, Riv. Clin. Pe-
diatr., 45, 193 (1947).

(**) G. FrontaLl, Miliare e meningite tubercolare trattate con streptomicina,
Comunicaz. tenuta all’Accad, Med. di Roma (1948) (in corso di stampa).

('*) F. Macrasst e F. CHEssa, Su alcuni risultati di terapia associata con strepto-
micina e solfone nell’infezione tubercolare, Studi Sassaresi, 25, 527 (1947).

(') E. M. Lincowy, T. W. Kirvse ¢ E, De Viro, Tubercolous meningitis in
children. A preliminary report of its treatment with Streptomycin and « Promi-
zole », J.A.M.A., 136, 593 (1948).

(**) P. O’ Leary, E. Ceper, H. C. Hivsnaw e W. H. FeLoman, Treatment of
cutaneous tuberculosis with Promizole and Streptomycin, Arch. Dermat., Syph.
Can., 55, 222 (1947).

(**) A. Covrarizi, Relazione sui primi sedici casi di meningite tubercolare e di

meningite e tubercolosi miliarica curati con streptomicina, Notiz. Ammin. Sanit.,

7, 9 (1946).
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Daddi (*"), da Gambarin, L. Gueff ¢ T. Gueff (**) ¢ da Madigan, Swift
¢ Brownlee (). Questi ultimi AA. mettono in dubbio che nella tuber-
colosi umana I'associazione streptomicina-sulfone abbia un’azione sinergica.

Ottimi risultati sono stati ottenuti da questa associazione nelle Bru-
cellosi, che quasi mai guariscono se trattate con la sola streptomicina
[ Pulaski e Amspacher (*), Eisele ¢ Mc Cullough (*), Spink, Hall, Shafter
e Braude (**),Harris e Jett (**), Guillemin (*')], nelle infezioni del tratto
urinario da B. coli [Crowley e O’Conor (**)], nella meningite da Hemo-
philus influenzac [ Alexander, Leidy, Rake e Donovick (*°)], nelle ferite
infette [Howes (*7)].

Nessun vantaggio & stato invece ottenuto da Focosi e Scalfi (*) nella
terapia del tracoma.

(*"y G. Dabp1, Discussione alla comunicaz. di Frontali all’Accad. Med, di
Roma (1948) (in corso di stampa).

(**) GamsariN, L. Gruerr e T. Gruerr, Considerazioni sopra due casi di me-
ningite tubercolare curati con streptomicina, solfone ¢ vitamina A, Gazz. Med.
Ital., 706, 260 (1947).

(**} D. G. Maprcan, P. N. Swirr e G. BrOWNLEE, Treatment of tuberculosis with
Streptomycin and Sulphetrone, Lancet II, 897 (1947)-

; (2°) E. J. Puraskr e W. H. AMsPACHER, Streptomycin therapy in Brucellosis,
Bull. U. S. Army M, Dept., 7, 221 (1947).

(2} C. W. Eiseie e N. B. Mc Curroucs, Combined Streptomycin and Sulfadia-
zine treatment in Brucellosis, J.AM.A., 135, 1053 (1947).

(**) W. W, Seing, W. H. Harr, J. M. Suarrir ¢ A. . Braupe, Human
Brucellosis. Its specific treatment with a combination of Streptomycin and Sulfa-
diazine, J.A.M.A., 136, 382 ( 1948).

(>*) H. J. Harris ¢ P, C, Tr—=_ “reptomycin and sulfadiazine (combined) in
chronic Brucellosis, J.A.Mua S i00iiges (1948). .

(2*) J. GuitLemin, Le traitement des brucelloses par l'association de Strepto-
mycine et de sulfadiazine, Sem. Hop, Paris, 24, 1345 (1948).

(2) E. Crowrey e V. J. O’Conogr, Treatment of persistent Colon Bacillus in-
fections of urinary tract by Sulfasuxidine and Streptomycin, Surgery, Ginecol. ¢t
Obstetrics, 86, 224 (1948).

(%) H. E. ALEXANDER, G. Lemy, G, Rake e R. Donovick, Hemophilus in-
fluenzae meningitis treated with Streptomycin, J.AM.A., 132, 434 (1946).

(*") E. L. Howss, Prevention of wound infection by injection of nontoxic anti-
bacterial substances, Ann_ of Surg., 124, 268 (1946).

(2*) M. Focost e L. ScaLFI, Primi tentativi di terapia con streptomicina e stre-
ptomicina associata a sulfamidici nel tracoma, Boll. Soc. Ital. Biol. Sper., 23,

701 (1947)-
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Bisogna riconoscere che ¢ ben difficile trarre dai dati qui sopra esposti
un giudizio ben preciso. Le conclusioni a cui i diversi AA. arrivano, sono
spesso completamente divergenti e questa discordanza ¢ abbastanza facil-
mente spiegabile quando si pensi che i composti sulfonici da essi usati
non sono stati sempre gli stessi, che le modalita di somministrazione e le
dosi di medicamento sono variate anche notevolmente da caso a caso, di
modo che i risultati ottenuti non sono per nulla uniformi. Ancor piu dif-
ficile ¢ dare un giudizio in base alle osservazioni cliniche, per lo meno nella
tubercolosi. Si tratta qui di una malattia cosi proteiforme, di decorso cosi
diverso da caso a caso, per 'influenza di tanti fattori, non tutti facilmente
identificabili, che non & assolutamente possibile; alle volte sui risultati
ottenuti su pochi pazienti, dare un giudizio sicuro e stabilire se la strepto-
micina associata al sulfone sia pit efficace o meno della streptomicina
usata da sola. Certi prematuri entusiasmi sono stati certamente eccessivi:
ma certi scetticismi a partito preso sono pure da condannarsi. Si ha I'im-
pressione che 'associazione dei due medicamenti sia veramente utile, ma
solo numercse prove comparative attuate con rigoroso criterio scientifico,
ed una lunga osservazione degli individui apparentemente guariti, ci per-
metteranno di dare una risposta senza limitazioni o riserve. Se cio vale
per la tubercolosi, si pud invece dire che nel caso delle Brucellosi 1'asso-
ciazione dei due medicamenti & certamente efficace e raccomandabile.

~Piuttosto scarse sono le ricerche condotte in vitro per accertare la
esistenza o meno di un sinergismo. Ricordero a questo proposito le ri-
cerche di Bozzo (*°), di Bozzo e Olia (*") e quelle di Scalfi e Bozzo (*).
Questi AA. affermano che in brodo 'associazione streptomicina-streptosil-
tiazolo ¢ sulle Brucelle, sulle Eberthelle, sulle Salmonelle, sulle Shigelle
e sulle Escherichie (in complesso 24 ceppi) da due a cinque volte pit effi-

(?°) A. Bozzo, Ricerche sui sinergismi chemioterapici in vitro, 'I. Sull’attivita
antibatterica della streptomicina associata a penicillina o a sulfamidici sulle Brucelle,
Boll. Soc. Ital. Biol. Sper., 23, 745 (1947).

(*") A. Bozzo e A. Ouria, Ricerche sui sinergismi chemioterapici in vitro, II.
Sull’attivita antibatterica della streptomicina con penicillina e sulfamidici sulle
Eberthelle, Salmonelle, Shighelle ed Escherichie, Boll. Soc. Ital. Biol. Sper., 23,
748 (1947)- |

(®') L. ScaLrr e A, Bozzo, Associazioni chemioterapiche multiple in vitro, Boll.

Soc. Ital. Biol. Sper., 24, 47 (1948).

77
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cace della streptomicina usata da sola, ¢ parlano percid di un vero
sinergismo. |

C. H. Huang, C. Y. Huang, L. Chu e T. Huang (**) affermano di
aver constatato in vitro, sul bacillo pestoso, un’azione sinergica dall’asso-
ciazione streptomicina-sulfodiazina. Al contrario Brownlee ¢ Kennedy (°)
affermano che in vitro, sul bacillo tubercolare, ’associazione streptomicina-
sulphetrone non esercita alcuna azione sinergica, ma soltanto una additiva.

In complesso le ricerche in vitro sono piuttosto scars: e presentano
inoltre qualche punto che si presta ad essere discusso.

Premetto che in primo luogo ci si deve bene intendere sul signifi-
cato che si deve dare al termine «sinergismo», € che non si deve con-
fonderlo, come spesso si fa, con un semplice effetto additivo. Sperimen-
tando una associazione di due diversi farmaci ambedue attivi su di un de-
terminato germe, accadra spesso di ottenere un effetto maggiore di quello
provocato dai singoli componenti. Tale effetto & perd dovuto alla semplice
sommazione delle due azioni, e quindi in questo caso non ¢ lecito parlare
di s’me'rgismo. Questo termine potra esserc usato quando Ieffetto del-
P’associazione, statisticamente valutato, & certamente superiore all’effetto
dei singoli componenti. Non ¢ neppure necessario in tale caso che am-
bedue i farmaci siano dei chemioterapici: ¢ sufficiente che lo sia uno
solo: ed abbiamo infatti parecchi esempi di sostanze di per sé inattive,
che associate ad un chemioterapico o ad un antibiotico, ne potenziano
notevolmente lattivitd (per es. in vivo: metaboliti di P. notatum per la
penicillina; in vitro: nicotinammide o metionina per la penicillina, ecc.).

Non & sempre facile stabilire se in un determinato caso si tratti o
meno di vero sinergismo, e piu difficile ancora ¢ lo spiegare il mecca-
nismo dell’azione sinergica.

Ur’altra osservazione ¢ da farsi. Nelle ricerche sullattivita degli an-
tibiotici, e soprattutto quando, come in questo caso, si sospetti che possa
essere in gioco il fattore della streptomicinoresistenza, bisogna andare
molto cauti nelle prove in brodo, ¢ bisogna preferi.re piuttosto 1 metodi
basati sull’agar-germi. E cio si spiega facilmente. E’ noto che in una po-

(**) C. H. Huang, C. Y, Huang, L. CHu e T. Huanc, Pneumonic plague.
A report of recovery in a proved case and a note on sulfadiazine prophylaxis, Amer.
J. Trop. Med., 28, 361 (1948).
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polazione batterica ci sono spesso alcuni individui che posseggono, rispetto
alla streptomicina, una resistenza alle volte notevolmente superiore alla
media. Seminando i germi in una serie di provette di brodo contenenti
dosi scalari di streptomicina, si determina, con la provetta che per prima
resta sterile, il limite della resistenza massima all’antibiotico, e questo li-
mite varierd notevolmente, a secconda che il ceppo che si usa sia pit o
meno . ricco di mutanti relativamente streptomicinoresistenti, o a seconda
del numero di germi seminati, ¢ della conseguente maggiore o minore
probabilita di trovare fra di essi tali mutanti. E’ evidente infatti che sa-
ranno sufficienti uno o pochi germi per intorbidare, sia pure con un certo
ritardo il brodo. Si comprende che un fattore che agisca su questi pochi
clementi piu resistenti sia sufficiente per modificare profondamente il ri-
sultato della prova. Concludendo, nelle prove eseguite in terreni liquidi
si va incontro a troppe cause d’errore, alle volte difficilmente valutabili,
e che si possono facilmente evitare se si scelgono i metodi basati suli’agar-
germi. Qui la zona d’inibizione determinata dall’antibiotico ¢ delimitata
da un orlo netto che corrisponde alla sensibilita limite della massima parte
degli individui componenti la popolazione batterica. Le poche colonie piu
resistenti che possano svilupparsi entro tale limite, sono facilmente indi-
viduabili e non falsano il risultato.

Insomma con i terreni liquidi si determina la streptomicinoresi-
stenza massima di una determinata popolazione batterica: con quelli
solidi si determina quella della grandissima maggioranza degli individui
batterici, senza percid precludersi le possibilita di controllare anche la
streptomicinoresistenza massima di determinati individui. E’ evidente che,
tranne in casi di ricerche dirette a fini del tutto particolari, il secondo
metodo sia nettamente preferibile.

Un altro elemento di cui si deve tener conto, ¢ quello dell’azione
antagonista esercitata dall’acido paraaminobenzoico sui sulfamidici. Ed ¢
noto che nel peptone l'acido paraaminobenzoico ¢ presente, in quan-
tith pit o meno elevata. Bisogna tener conto anche del numero dei germi,
perche & noto che lattivita dei sulfamidici ¢ in rapporto inverso con la
carica batterica.

Nelle ricerche da me eseguite ho preso in considerazione 18 ceppi
batterici, ¢ pii precisamente 6 ceppi di germi Gram-positivi (stafilococ-
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chi), 8 di germi Gram-negativi (4 coli, 1 Friedlaender, 2 tifi, 1 paratifo)
e 4 di germi acidoresistenti (paratubercolari).

La streptomicina usata nelle esperienze era quella del commercio;
il sulfone era quello De Angeli (*) e quello Cilag (**¥). Non ho trovato
sensibili differenze di comportamento tra i due prodotti.

La tecnica d’allestimento dell’agar-germi ¢ quella da me gid de-
scritta in un precedente lavoro (*'), con la differenza che qui ho usato una
carica batterica pitt bassa (in genere di o,1-0,3 cm® per piastra). I medi-
camenti erano contenuti in un volume totale di 0,05 ecm’ per pozzetto. La
lettura veniva eseguita dopo 24 ore, o dopo 48 per i germi acido-resistenti,
di piu lenta crescita. Di ogni alone veniva misurato il diamctro. Bisogna
qui rilevare che mentre la determinazione del diametro dell’alone d’ini-
bizione causato dalla streptomicina non presenta difficolta, lo stesso non
si puo dire per quello determinato dal sulfone. Qui il limite della zona
sterile ¢ spesso indistinto ¢ alle volte l'inibizione di crescita dei germi
contenuti entro tale limite ¢ soltanto parziale. Ad ogni modo anche qui
con un po’ d’esperienza & possibile arrivare ad una determinazione suf-
ficientemente precisa.

Le dosi di streptomicina e di sulfone usate variano da ceppo a ceppo
¢ da esperienza ad esperienza. In genere sono state usate dosi tali da es-
sere molto prossime al limite della loro attivita.

In un primo gruppo di prove ho associato i due medicamenti in dosi
tali da essere capaci di dare, anche da sole, una ben evidente zona di
inibizione.

Riporto nella tabella della pagina seguente i dati di alcune di queste
prove.

Come si vede, |'associazione dei due medicamenti non manifesta
alcuna azione sinergica. L’area d’inibizione resta o uguale a quella mas-
sima determinata dal medicamento pil attivo, oppure, ben piu spesso, ¢
lievemente inferiore a questa. Si direbbe cioé che esista, piuttosto che un

(*) N-piridina: soluzione al 409 di aminobenzonsulfamidopiridina-metilsulfonato
sodico. _

(**) Soluzione al 10°/ di 4-carbossimetilamino-4"-amino-difenilsolfone (cortese-
mente fornito dalla Ditta S. A. Bracco).

(**) B. Basupieri, Controllo di attiviti dei preparati di penicillina, Ann.
d’Igiene, §6, 289 (1946).
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(*) Area a limiti indistinti di inibizione parziale.

(**) Area a limiti indistinti di inibizione parziale, In essa & contenuta un’area di
inibizione totale, con limiti ben delineati, di 15,5 mm di diametro.

sinergismo, un lieve antagonismo. Questo antagonismo si puo manife-
stare da parte di ciascuno dei due due medicamenti verso laltro, ma ¢
piu frequente a danno della streptomicina. Infatti si constata che la ridu-
zione dell’area avviene sia quando il componente piu attivo ¢ la strepto-
micina, sia quando lo ¢ il sulfone. Perd mentre in questo secondo caso
I'associazione dei due medicamenti non determina alle volte una ridu-
zione dell’area, nel primo caso essa da sempre un’area minore di quella
data dalla sola streptomicina. Cio ¢ molto evidente nel caso dell’espe-
rienza con il ceppo Beck, riportata nella precedente tabella. In questo
caso & stato infatti possibile misurare sulla piastra I'ampiezza delle due
aree di inibizione date dai due componenti la miscela. Si vide cosi che
mentre 'area data dal sulfone non ha subito modificazioni, quella della
streptomicina si ¢ ridotta. |

In un sscondo gruppo di esperienze ho saggiato I’associazione dei
due medicamenti, impiegando dell’uno una dose sufficiente a dare un
alone d’inibizione; dell’altro una dose insufficiente. Ecco i risultati di
tali prove (vedi tabella a pagina seguente). .

Anche queste prove non fanno che confermare quanto detto sopra.
Esse dimostrano che non soltanto dosi subattive di sulfone deprimono
Pazione della streptomicina, ma anche che, sia pure in misura minore,
dosi subattive di streptomicina possono deprimere 'azione del sulfone.

Come si pud spiegare questo inatteso comportamento? Poiche le so-
luzioni di sulfone sono acide ¢ poiché ¢ noto che in ambiente acido la
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I. - DOSE INSUFFICIENTE DI SULFONE

S. typhi Kl. pneumoniae
Ty2 Pavia S
Se inibiz. 0 S 1:20 inibiz, 0
Str (20 ) » 9,5 mm Str (4 v) » 21 mm
S¢ 4 Str » 0 8+ Btr » 20 mm |
i 5 TRagu. SN |
St. aureus B. paratbe !
Oxtord Horn
% 1:2 inibiz, 0 8 1:2 inibiz, 0
Sty (4 'Y) » 15,5 min Str (E) '1’) » 19 mm
S 4- 8tr » minima | 8 4 Str » 16 mm
II. - DOSE INSUFFICIENTE DI STREPTOMICINA
S. typhi Kl. pneumoniae St. aureus
Ty2 Pavia S Oxford
8 1:2 inibiz. 11 mm S 1:5 inibiz, minima S inibiz. 26 mm
Str (10 ) » 0 Str (1 v) » 0 Str (2 v) » 0
S 4 Str » 9 mm 8 -+ Str » minima S -} Str » 26 mm

Sc— Sulfone Cilag, 8— Bulfone De Angelis, Str— Streptomicina.

streptomicina, pur senza essere distrutta, subisce tuttavia una diminuzione
della sua attivita [ Abraham e Duthie (*')], si poteva trovare qui la ra-
gione della diminuita attivita della streptomicina miscelata a sulfone. Ma
a parte che recenti ricerche [Green ¢ Waksman (*)] tendano a mettere
in dubbio 'influenza di scarse variazioni del pH sull’attivitd della stre-
ptomicina, ¢ a parte il fatto che nell’agar-germi, ricco di sostanze tam-
pone, il pH della miscela si equilibra rapidamente, prove fatte portando
il pH della miscela allo stesso valore del pH della soluzione di streptomi-
cina di controllo, non hanno mostrato sensibili variazioni d’attivitd. Del
resto se il fattore pH potrebbe essere chiamato in causa per spiegare

(**) E. P. Asranax e E. S. Durne, Effect of pH of the medium on activity
of Streptomycin and Penicillin, Lancet, 250, 455 (1946).

(*) S. R. Green e S, A. Waksman, Effect of glucose, peptone and salts on
Streptomycin activity, Proc. Soc. exp. Biol. et Med., 67, 281 (1948).
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I’azione inibente esercitata dal sulfone sulla streptomicina, esso non pud
contare per spiegare lazione inibente esercitata dalla streptomicina sul
sulfone. Probabilmente questi fenomeni di inibizione non sono dovuti a
semplici azioni di contatto chimiche o fisico-chimiche fra i due compo-
nenti la miscela, ma sono da riportarsi ad azieni pill complesse, alle quali
probabilmente non sono estranei i germi nei loro ricettori e nel loro
metabolismo.

A completamento delle ricerche qui sopra esposte, ¢ come controllo
dei visultati ottenuti dagli AA. prima citati, ho saggiato I'associazione dei
due medicamenti in terreni liquidi, usando per cid un brodo privo di
peptone.

I risultati sono stati qui spesso diversi da quelli ottenuti sull’agar-
germi, e possono anche essere considerati conferme di quanto pubblicato
da Bozzo (*"), Bozzo ¢ Olia (*°) ¢ da Scalfi ¢ Bozzo (*').

Ecco alcuni risultati delle prove eseguite:

S. typhi Kl. pneumoniae
Ty2 Pavia 8
8 0,5: — 10,4 + |8 0,5 : —10,3: +
Str  0,3: —10,2: + | 8tr 0,2: —0,1: -
8+48tr04 +0,1: —|0,4 4 0,056: + | 848¢tr 0,14 0,2: —|0,1 4 0,1 :
St. aureus B. paratbe
Oxford Horn
8 0,7: — 10,5 - 8 0,3: —10,2: T
Str 0,3 : —10,2: -+ | 8tr 0t — 0,05 +
8 4 Str0,5+0,2:— | 0,4 + 0,1 : 4+ | S+ Str0,240,2:— 0,2 + 0,1 : +
-+ : erescita; — : inibizione di crescita.

Le prove sono state eseguite in provette contenenti ciascuna 5 cm’
di brodo. Le soluzioni di streptomicina e di sulfone avevano valore di-
verso, a seconda del ceppo studiato. I valori riportati nella tabella indi-
cano, in cm’, la quantita di tali soluzioni aggiunta ad ogni provetta.

Nell’associazione sulfone-streptomicina, la prima cifra si riferisce al
sulfone, la seconda alla streptomicing,
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Come si vede, mentre nel caso di S. typhi ¢ dello stafilococco, 1'as-
sociazione dei due medicamenti dimostra in brodo un netto effetto, per
lo meno additivo, se non sinergico, cid non accade nel caso di K/. pneu-
moniae ¢ del paratubercolare Horn.

Riassumendo noi constatatiamo che mentre l'associazione sulfone-
streptomicina dimostra sperimentalmente in vivo una netta azione di po-
tenziamento, questa ¢ dimostrabile solo di fronte ad alcuni ceppi nelle
prove eseguite in terreni liquidi, e manca del tutto ¢ anzi ¢ soppiantata
da un’azione di antagonismo nell’agar-germi.

Come si possono conciliare questi risultati apparentemente opposti ?
Una spiegazione puo essere trovata qualora si accetti I'interpretazione che
Middlebroock ¢ Yegian (**) danno della benefica azione in vivo di tale
associazione. Essa consiste nella circostanza che la presenza del sulfone
rallenta grandemente I'insorgenza della streptomicinoresistenza e permette
quindi alla streptomicina di esercitare a lungo la sua azione antibiotica
sui germi, anche attraverso a ripetute generazioni di questi.

Questa ipotesi, che ¢ ormai largamente condivisa, ¢ stata di recente
confermata da alcune interessanti esperienze di Scalfi, Leonardi e Olia (*).
Si potrebbe cosi pensare che mentre la streptomicina agisce sulla grande
maggioranza dei germi, quelli pochi che, per la loro relativa resistenza
si sottraggono alla sua azione, vengano effizacemente aggrediti dal sulfone,
appunto in grazie al loro numero poco elevato. Naturalmente questa ¢
soltanto un’ipotesi che deve essere ancora provata, ma cssa spiegherebbe
perche in brodo, dove si determina il limite massimo di resistenza dei
germi, l’associazione dei due medicamenti risulti efficace, mentre nel-
I’agar-germi, dove si misura la resistenza della grande maggioranza dei
germi, essa non dimostri alcun ventaggio. 1l fatto poi che in brodo [ vedi
anche Bozzo (**), Bozzo e Olia (*"), Scalfi e Bozzo (*')] Iefficacia dell’as-

(**) G. MIDDLEBROOK € D. YEecian, Certain effects of Streptomycin on myco-
bacteria in vicro, Am. Rev. Tbe., 54, 553 (1946).

(*7) L. Scaur1, G. Leonarpt e A. OrLia, Ricerche sulla chemioresistenza acqui-
sita dei batteri. I. Inibizione della streptomicinoresistenza acquisita in vitro col trat-

tamento combinato penici]]ina-streptomicin'a-sulfamdici, Boll. Soc. Ital. Biol. Sper.,
24, 626 (1948).
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sociazione vari abbastanza notevolmente da ceppo a ceppo, potrebbe es-
sere spiegato dal fatto che nei vari ceppi il numero degli individui dotati
di relativa streptomicinoresistanza ¢ molto diverso. E’ noto ad esempio
che esso ¢ piuttosto numeroso nel coli e nel tifo, mentre & molto scarso
nelle Klebsielle. Alcune prove che ho eseguito sui due ceppi che non
hanno avuto beneficio in brodo dall’associazione sulfone-streptomicina,
seminandone un’abbondante sospensione batterica su piastre di agar con-
tenente dosi scalari di streptomicina, m’hanno infatti rivelato che essi sono
piuttosto poveri di individui resistenti. Infatti mentre alla dose di 1 Y per
cm’ lo sviluppo di colonie era ancora abbondante, questo era del tutto
assente alla dose di 10 .

Nella spiegazione dell’azione benefica dell’associazione medicamen-
tosa in vivo, non Si 'puE) prendere in considerazione quanto dimostrato da
Leonardi e Campus (**) sulla proprieta che i sulfamidici hanno di inibire
in vitro il potere inattivante del siero nei confronti della streptomicina, e
cio perche questo potere inattivante si ha, come di recente dimostrato da
Cattaneo (*"), soltanto per azione del siero denaturato con varii mezzi,
e non per azione di quello fresco.

In conclusione mi pare che da quanto fin qui esposto si possa af-
fermare che:

1) Non ¢ dimostrabile in vitro un’azione sinergica da parte del-
I’associazione sulfone-streptomicina. Anzi fra i due medicamenti si sta-
bilisce una certa reciproca limitazione d’attivita,

2) In vivo, di fronte ad alcuni germi, tale associazione esercita
invece un’azione benefica, alle volte molto considerevole. Si ha ragione
di ritenere che tale azione non sia dovuta ad un fenomeno di vero siner-
gismo, inteso nel significato chimico o fisico-chimico che ha tale termine,
ma ad un’azione del sulfone sugli individui batterici streptomicinoresi-
stenti. Si potrebbe quindi tutt’al pit parlare di un sinergismo biologico.

(**) G. Leonarpr e F, Campus, Ricerche sul meccanismo dell’azione sinergica
fra antibiotici e chemioterapici. IV. Inibizione del potere inattivante del siero nei
confronti della streptomicina in presenza di sulfamidici in vitro, Boll. Soc. Ital. Biol.
Sper., 24, 632 (1948).

(**) C. Carraneo, Discussione alla comunicaz. di Frontali all’Accad. Med. di

Roma (1948) (in corso di stampa).
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3) Per quanto riguarda il bacillo tubercolare, questo sinergismo,
per quanto molto probabile, non si pud ancora considerare come defini-
tivamente dimostrato, specie in clinica umana e per la meningite tuber-
colare. Ad ogni modo i risultati di alcune ricerche sperimentali e il te-
nore di certe pubblicazioni cliniche sono tali da consigliare di associare,
quando possibile, nella cura della tubercolosi, il sulfone alla streptomicina.

Roma. — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratorio di Microbiologia.
26 settembre 1948. '




