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Verstarkung der bakteriziden
Wirkung von N-Chlortaurin in
Gegenwart von
Entziindungsproben und
ausgewahlten
N-H-Verbindungen

Zusammenfassung

Der Einflub organischer Substanzen auf die bakterizide Wir-
kung der kirpereigenen Substanz N-Chlortaurin wurde un-
tersucht. Im Gegensatz zur Wirksamkeit anderer aktiver N-
Chlorverbindungen (z.B. Hypochlorit, Chloramin T) nahm die
Wirksamkeit von N-Chlortaurin in Gegenwart der Amino-
verbindungen a= und B-Alanin, Glycin und vor allem Am-
moniumchlorid zu. Dieser bemerkenswerte Effekt wird
durch eine Aquilibrierung zwischen N-Chlortaurin und den
Aminosiuren bzw. dem Ammaoniumion unter Bildung der
entsprechenden N-Chlorderivate erklart. Auch in menschli-
chen Entziindungsproben nahm die bakterizide Wirkung
eher zu, da stirker wirkende N-Chlorderivate entstehen und
zehrende Effekte dadurch lberkompensiert werden. Zudem
nahm die Empfindlichkeit gegeniiber N-Chlortaurin nach
mehrfacher Einwirkung in subletaler Dosierung nicht ab, Die
Verwendung van N-Chlortaurin zur lokalen Behandlung to-
pischer Infektionen ist daher naheliegend.

Schllsselworter: N-Chlortaurin, bokterizide Wirkung, Am-
maniumchlorid, Aminosiuren, menschliche Entziindungs-
proben

.1 Einleitung

N-Chlortaurin (NCT), das N-Chlorderivat der Aminosiure
Taurin {C]HN-CHE—CHJ—SO HI, ist ein schwaches Oxida-
tionsmitiel, welches von menschlichen Granulozyten
und Makrophagen beim oxidative burst” produziert
wird (1-4). Obwohl die Funktion von NCT in biologi-
schen Systemen in vive bisher noch nicht eindeutig ge-
kliirt werden konnte, besteht kein Zweifel Gber seine mi-
krobiziden Eigenschaften in wvitro: NCT erwies sich be-
reits in mikromolaren Konzentrationen als vermizid
[Schistosoma mansoni (%)), bakterizid und fungizid (Sfa-
phylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas ae-
ruginosa, Proteus mirabilis, Candida albicans, Vegetativ-
formen von Bacillus subtilis [6]).

Diese Ergebnisse sowie die Verfligbarkeit von NCT als Na-
triumsalz (7) lassen an die Moglichkeit eines Einsatzes von
NCT zur Behandlung von bakteriellen und Pilzinfektionen
denken, Daher wurde in dieser Studie der Einfluff organi-
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Summary

The influence of organic matter on the antibacterial activity
of the endogenous substance N-chlorotaurine was exam-
ined. In contrast to other active N-chlorine compounds (e.g.
hypochlarite, chloramine T) the efficacy of N-chlorotaurine
was enhanced in the presence of the amine compounds o-
and B-alanine, glycine and especially ammonium chloride.
This remarkable effect was found to result from an equili-
bration between M-chlorotaurine and the amino acids, resp.
ammonium, and formation of the corresponding N-chlorine
derivatives by transhalogenation. In human exudates, too,
the efficacy of M-chlorotaurine increased, which can be ex-
plained by an over-compensation of consumption effects by
generation of these highly bactericidal N-chlorine deriva-
tives. Moreover, repeated treatment at sublethal doses did
not cause a decrease in efficacy of N-chlorataurine, This sug-
gests that application of N-chlorotaurine for local treatment
of topical infections will be successful,

Keywords: N-Chiorataurine, bactericidal effect, ammonium
chioride, omino ocids, human inflommation samples

1 Introduction

N-chlorotaurine (CIHN-CH,-CH,-SO H, NCT), the N-
chlorine derivative of the amino acid taurine, is a weak
oxidant produced by human granulocytes and macro-
phages during oxidative burst (1-4). Although the func-
tion of NCT in biological systems in vivo has not been
clarified yet, there is no doubt about its microbicidal ef-
fect in vitro: NCT has demonstrated vermicidal (Schisto-
soma mansoni, [5)), bactericidal and fungicidal prop-
erties [Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruginosa, Profeus mirabilis, Candida albicans,
vegetative Torms of Bacillus subtilis, (6)) already at
micromaolar concentrations.

These resulis suggest that the endogenous substance
NCT, available as a sodium salt (7), may be used to treat
bacterial and fungal infections. Therefore, the influence
of organic material on the bactericidal potential of NCT
was investigated, keeping in mind that protein load is
omnipresent in vivo. Normally, interactions between ac-
tive chlorine compounds and protein constituents cause
a chlorine consumption, which is associated with a de-
crease of bactericidal activity (8).
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schen Materials, welches in Form einer Proteinbelastung
in vivo stets vorhanden ist, auf die bakterizide Wirkung
von NCT untersucht. Normalerweise verursachen Interak-
tionen zwischen aktiven Chlorverbindungen und Protein-
hestandteilen eine sog, Chlorzehrung, die mit einer Ab-
nahme der bakteriziden Aktivitit verbunden ist (8).

Im Hinblick auf eine eventuelle Anwendung von NCT als
antimikrobiclle Substanz in der Humanmedizin wurden

zusitzlich der Einflulb einer wiederholten Einwirkung auf

die Keime und die Langzeitstabilitidt von wiillrigen NCT-
Lisungen untersucht,

2 Material und Methodik
2.1 Reagentien

NCT (MG = 181,52) wurde nach (7) hergestellt, Die Iden-
titit wurde durch IR-Spektrometrie, die Reinheit durch
iodometrische Titration bestimmt (19,3% Cl* bzw. 99%
Reinheit). a- und B-Alanin, Glycin, Glycylglycin, Argi-
nin, Ammoniumchlorid, Natriumthiosulfat und Puffer
(Natriumdihydrogen- und Dinatriumhydrogenphosphat)
stammiten von Merck und Serva (Reinheitsgrad p.A. bew.
reinst]. Bovines Albumin war .rein” (min. 920, Serva
11930). Die Konzentration der Pufferldsungen betrug
0,05-0,1 mol/l.

2.2 Entziindungsproben

Die aus nicht standardisierten Punktaten und Drainagen
unterschiedlicher Kérperregionen gewonnenen Proben
stammten von der Bakteriologischen Untersuchungsan-
stalt des Institutes fiir Hygiene der Universitit Innsbruck
und wurden vor Gebrauch im Kithlschrank autbewahrt.

2.3 Bakterien

Kulturen voan Staphwococeus aureus (ATCC 6538), Esche-
richin coli [ATCC 11229), Proteus mirabilis (ATCC
14153), Psewdomonas aeruginose (ATCC 15442) und
Candida albicans [ATCC 10231) wurden in 3% Casein-
pepton-Sojabohnenmehlpepton-Bouillon  [CSB)  20h
lang bei 37 *C bebriitet bis zum Vorliegen von 10%-10*
KBEfml (10°<10" KBE/ml bei Candida albicans).

24 Instrumente

Fiir die iodometrische Titration der Oxidationskapazitit
wurde eine automatische Biiretie ABU B0 von Radiome-
ter und fiir die photometrische Messung das Spektropho-
tometer DU 7500 von Beckman verwendet,

2.5 Bvaluierung der bakteriziden Wirkunig

Sowohl der qualitative als auch der quantitative Suspen-
sionstest wurde gemif den Richtlinien der Deutschen
Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie angewendet
(9). Die Bakterien und Candida albicans wurden einer-
seits in Pulferlsungen, welche NCT und die jeweilige
Aminosiiure bzw, Ammoniumchlorid enthielten, suspen-
diert und andererseits in Entziindungsproben, in denen
nach der Suspendierung das NCT geltist wurde (Kontrol-
len jeweils ohne NCT). Die Inaktivierung von NCT mit
0,5% Matriumthiosulfar war nur beim gquantitativen Sus-
pensionstest notwendig [6).
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In view of a possible application of NCT as an antimicro-
bial agent in human medicine, the influence of repeated
sublethal doses on the survival of microorganisms as
well as the long-term stability of aqueous NCT solutions
were also studied.

2 Materials and Methods
2.1 Reagents

NCT (MW = 181.52) was synthesized according to (7).
Identity was proved by [R-spectrometry, purity by iodo-
metric titration [19.3% C1*, indicating 99% purity). a-/p-
alanine, glycine, glycylglycine, arginine, ammonium
chloride, sodium thiosulfate and buffers (sodium di-hy-
drogen phosphate and di-sodium hydrogen phosphate)
were purchased from Merck and Serva. All chemicals
were reagent grade and purest, resp., except albumin
bovine, which was pure (minimum 92%, Serva 11930).
The concentration of the buffer solutions was 0.05-0.1
muol/l,

2.2 Inflommation samples

Mon-standardised punclure and drainage specimens of
different body regions were obtained from the Institute
of Hygiene of Innsbruck (Department for Bacteriological
Investigations) and stored in a refrigerator before use,

2.3 Bocterio

Cultures of Staphviococcus aureus [ATCC 6538), Escher-
ichia coli (ATCC 11229), Proteus mirabilis (ATCC 14153),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) and Candida al-
bicans (ATCC 10231) were incubated in 3% tryptic soy
broth [TSB) at 37 °C for 20 hours. The resulting suspen-
sions showed 10%-10" ¢fu/ml (105107 cfu/ml of Candida
albicans).

2.4 Instruments

For iodometric titration of oxidation capacity an auto-
matic burette ABU 80 (Radiometer) and for photometric
measurement the DU 7500 spectrophotometer (Beckman)
was used.

2.5 Evaluation of bactericidal effects

Both the gqualitative and quantitative suspension test ac-
cording to the guidelines of the German Society of Hy-
giene and Microbiology (9] were applied. Bacteria and
Candida albicans were suspended on the one hand in
buffer solutions containing NCT and the respective
amino acid or ammonium chloride and on the other hand
in inflammation samples in which NCT was dissolved
subsequent to suspension [conirols without NCT in each
case). Inactivation of NCT (by 0.5% sodium thiosulfate
was necessary only for the quantitative suspension test (6).

2.5.1 Buffer solutions

The qualitative suspension test was employed at room
temperature and pH 7.0-7.2: After different exposure
times, aliquots (0.1 ml) of the bacterial suspensions were
pipetted into tubes containing 10 ml TSE, which were in-
cubated at 37 °C for 72 h. From the exposure times of the
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2.5.1 Pufferltsungen

Es wurde der gualitative Suspensionstest bei Zimmer-
temperatur und pH 7,0-7,2 angewendet: Nach unter-
schiedlich langen Einwirkungszeiten wurden Aliquots
(0,1 ml} der Bakteriensuspensionen in Reagenzgliser mit
10 ml CSB pipettiert, welche bei 37 °C 72 h lang bebrii-
tet wurden, Aus den Einwirkungszeiten des letzten ge-
triibten {1 ) und ersten klaren Rihrehens (t ) wurde mit
Hilfe der unten genannten Formeln die Abtétungszeit
und der Fehler errechnet. Im Falle mehrerer durchge-
fithrter Experimente wurden die jeweiligen Mittelwerte
herangezogen.

by =

ity = £ (1, - )2

2.5.2 Entzindungsproben

Die Bestimmung der Keimreduktion erfolgte in diesem
Fall mit dem quantitativen Suspensionstest bei 37 °C
(Wasserbad). Nach unterschiedlich langen Einwirkungs-
zeiten wurden Aliquots (0,1 ml) der Bakteriensuspension
nach geeigneter Verdinnung mit 0,9% NaCl und 0,5%
MNatriumthiosulfat auf Caseinpepton-5ojabohnenmehl-
peptonagar (CSA) ausplattiert. Die CSA-Platten wurden
bei 37 °C 72 h lang bebriitet. Die Reduktionsfaktoren (R1)
wurden folgendermafen errechnet:

Rf = log KBE,,, - log KBE,,

LA,

KBE, ., = Anzahl der KBE/ml ohne Einwirkung von NCT

Eyr = Anzahl der KBE/ml nach Einwirkung van NCT

Der Einflull unterschiedlicher Inokula wurde bereits un-
tersucht [10), wobei die Abtétungszeiten von NCT in Pul-
ferlosung im Falle von gewaschenen Keimen im Ver-
gleich zu ungewaschenen zunahmen (ca. Faktor 1,4 bei
19 NCT). Dieser Effekt kann dadurch erklirt werden, daf
organische Substanzen des nicht gewaschenen Inoku-
lums halogeniert werden und die antimikrobielle Wir-
kung wverstiirken. In dieser Arbeit wurden solche Effekie
aufgrund ihres geringen AusmabBes jedoch vernachlis-
sigt.

2.6 Einflull mehrfocher subletoler Dosen auf die
Abtdtungszeit

Der Einflufl eines wiederholten Kontakies mit 1% NCT
bei nicht bakterizider Einwirkungseeit bei pH 7,2 und
Raumtemperatur wurde mit Hilfe des qualitativen Sus-
pensionsversuches ermittelt. Die Konzentration von 1%
wurde gewdihll, weil niedrigere Konzentrationen fiir die
Praxis zu wenig effektiv sein diirften. Nach Einwir-
kungszeiten von 2 min (Profeus mirabilis), 10 min (Sta-
phylococcus aurcus, Escherichia coli und Psewdomonas
aeruginosal und 15 min (Candida albicans) wurde NCT
durch MNatriumthiosulfat inaktiviert, 0,1 ml dieser Sus-
pension [sowie von 10- und 100fachen Verdiinnungen)
wurden auf CSA ausplattiert und bei 37 *C 24 h lang be-
briitet. Teile von 20 Einzelkolonien, welche von der ge-
eigneten Verdinnung angewachsen waren, wurden wie-
derum in CSB kultiviert und fiir die Wiederholung des
oben beschriebenen Zyklus verwendet, Die Keime, die

last turbid (t ) and the first clear tube [t ] the Killing
time was computed by the formula shown helow, which
includes an error Err.g, . Whenever repeated tests had
been conducted, killing time and error were averaged.

l|I\|I=_| =[[n + 1"“”2

- 1||”J'

Ert. gy, = + [t

2.5.2 Inflammation samples

Here, reduction in the microbial count was determined
by the guantitative suspension test at a temperature of
37 °C (water bath). Afier different exposure times, ali-
quots (0.1 ml] of the bacterial suspensions were spread
onto TSA-plates [tryptic soy agar) subsequent to dilution
with 0.9% NaCl and 0.5% sodium thiosulfate. The TSB-
plates were incubated at 37 °C for 72 h. Reduction fac-
tors were computed by:
Rf = log cfu_

antr log duht‘l’

cfu = number of cfu/ml without NCT exposure

L cnndr

cfuy = of CFUfml after exposure 1o NCT

The influence of different inocula has already been in-
vestigated (10), with killing times by NCT within buffer
solutions  being longer for washed microorganisms
[about 1.4 times at 1% NCT) than for those not washed,
This effect can be explained by halogenation of organic
molecules of the inoculum not washed, thus resulting in
stronger antimicrobial activity. However, with regard (o
the aim of the present investigation, the effects described
above are not relevant because of their limited extent.

2.6 Influence of repeated sublethal doses on the killing
time

The effect of a repeated contact with 1% NCT at non-
lethal exposure times at pH 7.2 and room temperature
was examined by the gquantitative suspension test. The
concentration of 1% was chosen, because for an appli-
cation in practice lower concentrations would most
likely not be sufficiently effective,

After exposure times of 2 min (Proteus mirabilis), 10 min
[Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudo-
monas acruginosal and 15 min [Candida albicans] NCT
was inactivated by addition of sodium thiosulfate. 0.1 m|
of this suspension (as well as 10- and 100fold diluted
fractions] were spread onto TSB plates which were incu-
bated at 37 "C for 24 h. Parts of 20 single colonies (grown
from the adequate dilution] were cultured again in TSB
and used Tor the next experiment of the cycle described
above, Bacteria that had survived the exposure to NCT
for 15 times were compared with those of the original
culture (meanwhile stored in the refrigerator) using the
quantitative suspension test,

2.7 Stability of NCT

Agueous solutions of 2.8% NCT were stored in a refrig-
erator (6 "C), at room temperature [20-25 °C) and in an
incubator (37 °C} under exclusion of light, As a standard
method for evaluating stability the very simple and pre-
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insgesamt 15mal unter Einwirkung von NCT gestanden
harten, wurden zuletzi im quantitativen Suspensionsver-
such mit denen der urspriinglichen Kultur (inzwischen im
Kiihlschrank aufhbewahrt) verglichen.

2.7 Stabilitat von NCT

Zur Uberpriifung der Stabilitit von NCT wurden wiiBrige
Losungen wvon 2,8% NCT im Kiihlschrank (6 °C), bei
Raumtemperatur (20-25 °C) und im Brutschrank (37 °C)
unter Ausschlufh von Licht aufhewahrt. Als Standardme-
thode zur Ermittlung der Stabilitdt wurde die sehr einfa-
che und genaue iodometrische Titration (11) verwendet.
Als Vergleichsmethode diente die Messung der Extink-
tion bei 262 nm (A der N-Cl Bande von NCT, e = 393,6
mol'em') bei Verwendung einer 0,01-cm-Kuvetie.
Beide Methoden korrelierten gut bis zu einem Abfall der
Oxidationskapazitdt um ca. 20%; unterhalb dieses Wer-
tes lieferte die Photometrie zu hohe Werte.

Die Stabilitit von 0,5% NCT in Entztindungsproben
wurde hei 37 °C bestimmt. Nach Einwirkungszeiten von
15-135 min wurden von der Probe jeweils 0,5 ml ent-
nommen und 5 min lang bei 15000 U/min (12 * 3g] zen-
trifugiert, Vom Uberstand wurde nach 100facher Ver-
diinnung mit Aqua bidest. und Zugabe von Kaliumiodid
im Uberschul die Extinktion (1-em-Kiivetie) bei 350 nm
hestimmt [}'..m“ von |, € =229 X 104 mol'em™', (12)).

Die Transformation von NCT zu einer dquimelaren Kon-
zentration von Trijodid verlduft nach:

=N-Cl + 30 + H' «+— =N-H + 1, + Cl

3 Ergebnisse

3.1 Bakterizide Wirkung von NCT in Gegenwart von
Aminasduren, Ammonivmchlorid und Albumin

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 sowie Abbildung 1 und
2 dargestellt und zeigen zwel gegensiizliche Effekie -
sowohl Zunahme als auch Abnahme der bakteriziden Ei-
genschaften.

Relativer bakterizider Effekt™ van NCT in Gegenwart von Amino-

siiuren bzw. Albumin/

Relative bactericidal effect™ of NCT in presence of amino acids resp.

albumin

Molverhiltnis NCT : AS*/

Molar ratio NCT : AA* 1:1 1:2 1:4
Argininfarginine 1,0 <08 =08
Glyeinfglycine 2.5 313 313
o-Alaninf/oe-alanine 33 33 5,0
B-Alanin/B-alanine 5.0 10,0 12,5
Konz, (%) von Albumin/ 0,2 10 25
Conc. (%) of albumin

Albuminfalbumin 0.8 05 =0,2

= AS = Aminosiure/aming scid. ** Relativer bakterizider Efekl = Quotient der Ablétungseeil mit NCT ohne £u-
siltze und der Ahtdtungseeit mit NCT in Gegenwart der Aminosdure bew, Albuming relative hactericidal effect

cise iodometric titration [11) was used. Additionally ex-
tinction at 252 nm (A of the N-Cl band of NCT, € =
393,6 mol~'em™') using a 0.01 cm cuvette was monitored,

A comparison of both methods showed good correlation
until a decrease of oxidation capacity of approximately
2000 (Below this value the photometric method yielded
values which were too high).

Stability of 0.5% NCT within inflammation samples was
measured at 37 “C. After exposure times of 15-135 min
0.5 ml each were taken from the sample and centrifuged
for 5 min at 15,000 Rpm (12 * 3g). After 100fold dilu-
tion with agua bidest. and addition of excess potassium
iodide extinction (1 cm cuvette] at 350 nm [."'Lm"}G of i
€ =229 X 10" mol'cm™', [12)) was determined.

Transformation of NCT to an equimolare concentration
of trilodide is as follows:

=N-Cl # 31"+ H" — >N-H + I+ CI

3 Results

3.1 Bactericidal effect of NCT in the presence of amino
ncids, ammonium chionde and albumin

The results are presented in Table 1, Figures 1 and 2 and
show two opposite effects - increase as well as decrease
of bactericidal properties.

3.1.1 Increase of bactericidal efficacy

Addition of the non-basic amino acids glycine, a- and
PB-alanine o NCT 1% clearly accelerated killing of bac-
teria (Tab. 1), In case of B-alanine (equimolar ratio) NCT
was tested also at concentrations down to 0.01%, show-
ing a 6-7fold reduction of the killing time for Staphy-
lococeus aurens [Fig, 1),

An even more pronounced increase of the bactericidal ef-
fect could be seen by addition of ammonium chloride,
which caused an up to more than 50fold reduction of

Tabelle 1; Einflufl von Ami-
nosduren und Albumin awf die
bakterizide Wirkung von 9
NCT gegen Staphylococcus au-
rews; Mittelwerte von vier Er-
perimenten;  qualitative  Sus-

1:8 1:16 pensionsiests bei pH 7,0 {Albu-
min: 7,2: Arginin: 8, 9, 10 mit
} k sunchmender  Molaritat)  und
Raumiemperaiur,
50 50 . . .
Table 1@ Influence of aming
50 5,0 acids and albumin on the bac-
16,7 20,0 rericidal  effect of 1% NCT
against  Staphylococcus  au-
5.0 10,0 reus.: mean values of four cr-
periments; gqualitative suspen-
<02 <02 siom dests at pH 2.0 falbumin:

7.2; arginine: 8, 9, 10 resp,
with increasing ratiol and room
femperatire.

= quotient of the killing tme by NCT withoul additives and the Killing time by NCT in presence of the aming

acid and albumin, resp.
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Abtitungszeit/Killing time [min]

1000

100

. 10 —L L L L L |
0,01 0,1 1

Konzentration/Concentration [% NCT)

Abbildung 1 Bokrerizide Wirkung von NCT verglichen mit NCT
+ PF-Alanin (Molverhdimis = 1) gegen Staphyvlococcus aurceus
in Abhiingigkeit von der Kownzentration; qualitative Suspen-
stanstests bei pH 7.0 und Raumtemperatur

Figure 1: Bactericidal cffect of NCT compared o NCT + [3-
alanine fmolar ravio = 1:1) against Sfaphylococcus aureus de-
pendent on the concentration; qualitative suspension tests at
PH 2.0 and room temperature

3.1.1 Zunahme der Bakterizidie

Die Zugabe der nichtbasischen Aminosiuren Glycin, a-
und B-Alanin zu 1% NCT beschleunigie das Abtiten der
Bakterien deutlich (Tab. 1). Im Falle von B-Alanin (fiqui-
maolare Konzentration] wurden NCT-Konzentrationen bis
zu 0,01% gepriift, wobei es durchwegs zu einer 6-7fa-
chen Verkiirzung der Abtétungszeit von Staphylococcus
atrens kam [Abb, 1),

Eine noch stirkere Zunahme der bakteriziden Wirkung
konnte durch Zugabe von Ammoniumchlorid erreicht
werden, das eine Verkiirzung der Abtétungszeiten bis
iiber das 50fache herbeifithrte (Abb. 2], was der Entste-
hung von NH,Cl zugeschrichen wird. Wie photometrisch
nachgewiesen werden kann, reagiert NCT mit Ammo-
nium-lonen wobei sich folgendes Gleichgewicht einstellt
(W, Gottardi, unverdffentlicht):

I.‘\.Il-i_i+ + NCT +— I.‘\.IHlL‘I + Taurin, K.Mi_l“ = (.02

3.1.2 Abnahme der Bakterizidie (Tab. 1)

Das basische Arginin fihrie cher zu einer Abnahme als
zu einer Zunahme der Abtitungszeit. Dies kann durch
die Zunahme des pH-Wertes [vor allem bei hiheren Kon-
zentrationen an Arginin) erklart werden, was eine Ver-
zogerung der Abtitungsgeschwindigkeit von NCT zur
Folge hat [6). Anwesenheit von Albumin verringerte den
bakteriziden Effekt bei pH 7,2 deutlich.

Abtiotungszeit/Killing time [min]

50
1 = S aureus
2 =E coli
40 i=R a;rug!rfusa
4 = P, mirabilis
5 =C. albicans
o
20
10
123
1774
5 1234,
o |
1] 0,034 0,34 34

Muolverhiltnis/Malar Ratio NH CENCT

Abbildung 2: Bakterizide Wirkung von 1% NCT verglichen mit
I WCT + Ammoniwmchiorid bei cinem Molverhéidlinis von
0,034 - 3.4; Mittelwerte von drei Experimenten (514 bei 0%
NH,Cl) + Standardatweeichung; qualitative Suspensionsiests
hei pH 7,0 und Raumtemperatur.

Figure 2: Bactericidal effect of 1% NCT compared 1o 1% NCT
+ ammonivm chloride at o molar ratio of 0.034-3.4; mean 1a-
lues af three experiments (5-14 at 0% NH Cl} 1+ standard de-
viation; qualitative suspension fests at pH 7.0 and room tem-
perature.

killing times (Fig. 2], which can be attributed to the
formation of NH,CL. As can be demonstrated photometri-
cally, there is a reaction of NCT with ammonia leading
to the equilibration [W. Gottardi, unpublished]:

NH," + NCT" «— NH,Cl + taurine, K =0.02

NH, Tl

3.1.2 Decrease of killing properties (Tab. 1)

Concerning the basic arginine, a retarding rather than an
accelerating effect resulted. This can be explained by an
increase of pl (especially at higher concentrations of ar-
ginine), which slows killing by NCT (6). At a pH of 7.2,
presence of albumin significantly decreased the bacte-
ricidal effect.

In absence of NCT [control experiments) viability of bac-
feria was not impaired,

3.2 Bactericidal effect of NCT in inflammation somples

As shown in Table 2, in human inflammation samples
0.5% NCT killed grampositive and gramnegative bacte-
ria at least within 60 min. Neither pH-value nor the type
of exudate (NCT proved to be equally well soluble in all
samples tested) markedly influenced the efficacy of NCT.

In absence of NCT (control experiments) viability of bac-
teria was not impaired,
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Tabelle 3: Reduktionsfoktoren (Rf) von mir % NCT 1 amal vor-
behandelten Bakterien (Resist,) verglichen mit denen von wn-
behandelten Kontrollhakterien (Konir); Mittelwerie von je zwei
Erperimenten; quantitative Suspensionstests bei pH 7.2 und
Kaumtemperatur.

Table 3: Reducrion foctors (R} of with 19 NCT for 15 times
pre-treated bacteria (Resist, | compared to those of nof pre-trea-
ted control bacteria (Contr.); mean values of two coperiments;
quantitative suspension fesrs ar pH 7.2 and room temperature.

Erreger/Pathogen R, . i
Resist, & "Contr.  Resist. aoEontr.

5. aureus 20 20 =6 5.4°

P. aeruginosa =B 38 =6 =6

E. coli =6 =6 =6 =6

P. mirabilis =6 =6 =h =6

C, albicans 0 0 =4 =4

* nach B0 min =&/after GO min =6

Bei allen Kontrollexperimenten (Aminosiuren bzw. Al-
bumin in Abwesenheit von NCT) war das Bakterien-
wachstum nicht beeintrichtig,

3.2 Bokterizide Wirkung von NCT in Entziindungsproben

Wie Tabelle 2 zeigt, tétete 0,%% NCT in menschlichen
Entziindungsproben grampositive und  gramnegative
Bakterien zumindest innerhalb von 60 min ab. Weder der
pH-Wert noch die Art der Exsudate [NCT lsie sich in al-
len Testproben gut) hatte entscheidenden Einflufl auf das
Ergebnis.

Erreger, Punktat/ pH-Wertf
Pathogen, punctate pH value i)
S aureus

HirnabszelBfbrain abscess 51 1.8
Liquor/cerebrospinal fluid 78 0
Inguinalabszessfinguinal abscess 1.6 0.4
Aszitesfascites 7.8 08
F. oeruginoso

Synovia [Kniegelenk)/synovia of knee=joint 8,2 11
Galle/bile [cholangitis) 7.9 =51
Ovarialzystefovarial cyst 57 =51
Bronchiallavagefbronchial lavage 7.8 =53
E. coli

Lungenabszejpulmonary abscess 7.3 29
Synovia [Kniegelenk)/synovia of knee-joint 82 03
Galle/bile [chalecystitis) 8.0 25,2
Pleuraempyem/pleural empyema 8.3 4.0
Proteus mirabilis

Pleuraempyem/pleural empyema 69 =53
Synavia [Handgelenk)/synovia of wrist 7.5 =53
Abdominelle Drainage/abdominal drainage 8,1 =5,
Aszites/ascites 83 18
Candida albicans

Aszitesfascites 1.6 2,7
Pleuraempyem/pleural empyema 7 =39
Synovia (Kniegelenk)/synovia of knee-joint 77 i1
Biilaudrainage/pleural effusion T =39
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Reduktionsfaktor/Reductionfactor

3.3 Influence of repeated sublethal doses on the killing
time

Treatment with 1% NCT for 15 times at non-lethal expo-
sure fime did not change the susceptibility of the tested
hacterial strains (Tab, 3).

3.4 Stability of NCT

Stability ol the aqueous NCT-solution largely depends on
the temperature (Fig. 3): Whereas at 37 "C, no oxidation
capacity at all could be detected already after three
weeks, at room temperature after one, resp. two months
43%0, resp. 24% of the baseline value were still found.
Storage at 6 °C, however, only resulted in a decrease by
8-11% per month,

In inflammation samples (i.e. pleural exudates, subcu-
taneous empyema of thigh, tracheal secretion, cerebro-
spinal Mluid, subcutaneous empyema of breast), oxidation
capacity decreased considerably more quickly at 37 °C,
because of halogen consuming proteins. The decrease
after 15 min was 30-55%, after two hours 45-90% of the
haseline value (27.5 mmaol/l).

4 Discussion
4.1 Boctericidal effect in the presence of arganic lood

The surprising result, that organic load does not only de-
crease, but also enhance the bactericidal effect of NCT,
can be explained by chemical reactions occurring in the
presence of such organic material. The new compounds
formed will influence the bactericidal behaviour. These

Tabelle 2: Reduktionsfaktoren
durch 0,5% NCT in mensch-

30 60 lichen Punktaten bei 37 °C
[quantitative  Suspensions-
tests).

3.7 »52 Table 2 Reduction factors by

1.5 >5.2 0,500 NCT in human pune-

27 51 ture specimens ol

>3.3 {quantitative suspeasion
tesis),

38 >53

=d.7
»>53
=53
=53
=37
>31.8

a7 “{’.
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In Abwesenheit von NCT (Kontrollen] wurde das Bakte-

rienwachstum nicht beeintriichtigt,

3.3 Einflull mehrfocher subletaler Dosen auf die
Abtitungszeit

Die insgesamt 15malige Behandlung mit 1% NCT in
nichtletaler Einwirkungszeit veriinderie die Empfindlich-

keit der getesteten Bakterienstimme nicht (Tab. 3).

3.4 Stabilitat van NCT

Die Stabilitédt der wiilirigen NCT-Lisung hingl weitgehend

von der Temperatur ab (Abb. 3): Wihrend bei 37 °C schon
nach drei Wochen keine Oxidationskapazitit mehr nach-

gewiesen werden konnte, wurden bei Raumtemperatur

nach einem bzw. zwei Monaten noch 43% bzw. 24% des
Ausgangswertes gemessen. Die Lagerung bei 6 °C hinge-
gen flihrte zu einer Abnahme von nur 8-1 1% pro Monat,

In Entziindungsproben (Pleuraexsudate, subkutanes Em-
. pvem des Oberschenkels, Trachealsekret, Liquor, subku-

tanes Empyem der Brust) bei 37 *C sank die Oxidations-
kapazitit erwartungsgemill aufgrund der chlorzehren-
den Proteine deutlich schneller ab: Die Abnahme betrug
nach 15 min 30-55% und nach 2 h 45-90% des Aus-
gangswertes (27,5 mmaol/l),

4 Diskussion

4.1 Bakterizide Wirkung in Gegenwart von organischer
Belastung

Das tiberraschende Ergebnis, daB organische Belastung
die bakterizide Wirkung wvon NCT nicht nur ab-
schwiichen, sondern auch verstirken kann, liBt sich
durch chemische Reaktionen erkliren, welche in Gegen-
wart organischen Materials aultreten, wobei die neu ge-
bildeten Verbindungen das bakterizide Geschehen beein-
flussen. Diese Reaktionen sind vercinfacht im folgenden
Schema dargestellt, wobei nur die Anderungen der rea-
. gierenden funktionellen Gruppen aufgezihlt sind:

-0-H -0-Cl
-5-H 1/2 -5-5-
X-Cl + — + X-H
=MN-H =N-C]
-C-H -C-C1

X = R-0, R N; R = H, alkyl, acyl

Wie man sieht, entstehen dabei einerseits nicht oxidie-
rende und daher im allgemeinen nicht desinfizierende
[-5-5-, C-C1), andererseits aber ebenfalls oxidierende und
daher bakterizide Yerbindungen [-0-C1, =N-Cl),

Da die Reaktionsprodukie dieser Transhalogenicrungen
jedenfalls weniger stark oxidicrend wirken als die ur-
spriinglichen Verbindungen, sollte der Einflull organi-
schen Materials zu einer Abnahme der bakteriziden Wir-
kung fithren, was im allgemeinen auch beobachtet wird
(Chlorzehrung). Um die Zunahme der Bakterizidie zu er-
kldren, miissen neben der Reaktivitit der N-Cl-Funktion
auch noch andere Parameter wie MolekiilgriBe und Po-
laricin fir die Wirkung verantwortlich sein.

Oxidationskapazitit/Oxidation capacity [
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Abbildung 3: Stabilitdt einer 2,8%igen (155 mmol/l) walrigen
NCT-Lisung ei verschiedenen Temperaturen, bestimmi durch
fedametrische Tirration der Oridationskapazitit (Mittelwerte
von je zwei Messungen),

Figure 3: Stability of o 2.8% (155 mmol/l] agueous solution of

NCT at different temperatures, determined by iodometric titra-

fion of oridation capacity fmean values of two measurements
each).

reactions are shown in a simplified way in the following

scheme, at which only the changes of the reacting func-
tional groups are represented:

“0-H -0-Cl
-S-H 1/2 -5-5-
X-Cl + e + X-H
=N-H =N-Cl
C-H C-Cl

X = R-0, R,N; R = H, alkyl, acyl

As can be seen, these reactions produce non-oxidising
compounds [-5-5-, C-Cl), generally exhibiting no dis-
infecting efficacy, as well as oxidising bactericidal com-
pounds (-0-Cl, >N-Cl), which do exert bactericidal effects.

As in any case the reaction products of these trans-
halogenations have a less strong oxidising effect than
the original compounds, the presence of organic material
should cause a decrease in bactericidal efficacy. Indeed
this is what is generally observed. Therefore, to explain
the increase in the bacterial killing time, other par-
ameters like bulk and poelarity of molecules must be re-
sponsible for bactericidal effects in addition to the reac-
tivity of the N-Cl-function,
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- MolekiilgriiBe: Offensichtlich sind kleine Molekiile
maobiler und penetrieren leichier durch Zellbarrieren,
Kleine Molekiile wie NH,Cl werden die bakterizide
Wirkung daher verstiirken, groBere wie N-Chlor-Albu-
min abschwiichen.

Polaritit: Die Fihigkeit, Bakterienhtllen zu durchdrin-

gen, hingt auch von der Polaritiit (Ladungszustand) ab,

wobei ungeladene Molekille im Vergleich zu geladenen

(ionisierten] im Vorteil sind. Abhéngig vom pH-Wert

und individuellem pK_-Wert, liegen N-Chloraminosiu-

ren bei filr die Desinfektion relevanten Bedingungen

(pH 6-9] teilweise in ionisierter Form vor. Aus den pK -

Werten von Taurin (-0,3] und B-Alanin (+3,55) - Gly-

cin [+2,36) und a-Alanin (+2,35) sind etwas saurer als

B-Alanin - kann geschlossen werden, daly die Disso-

ziationskonstante der Sulfonsiure NCT um ca, 3.85

Zehnerpotenzen hoher liegt als die der Carbonsiure N-

Chlor-B-Alanin. Das bedeutet, der Anteil der ungela-

denen [nicht dissoziierten] N-Chlorverbindung ist bei

pH 7 im Falle der Carbonséure B-Alanin ca. 7000mal
hiither (450mal im Falle von a-Alanin und Glycin) als
bei NCT. Dies erklin die verbesserie Desinfektionswir-
kung dieser N-Chloraminosiuren im Vergleich zu NCT.

Die noch bessere Wirkung von NH,C1 (1, 13) wird nicht

nur durch seine vergleichsweise geringe Polaritit und

daher lipophilen Eigenschaften, sondern auch durch

seine Kleinheit verursacht (s.0.).

- Die Korrelation zwischen Molverhiilinis und Zunahme
der abtitenden Wirkung ist vereinbar mit der Hypothese
der Transhalogenierung zu stiirker bakieriziden N-Chlor-
verbindungen: Nimmt die Konzentration der Aminosiure
(Tab. 1] bzw. des Ammoniumchlorids (Abb, 2) zu, vers-
chiebt sich das Gleichgewicht gemil Massenwirkungs-
gesetz in Richtung Produkt der Transhalogenierung,

- In Entziindungsproben war der bakterizide Effekt von
NCT trotz der verhdltnismiaBig raschen Abnahme der
Oxidationskapazitit vergleichbar mit dem in wiiliriger
Lasung, in basischem Milieu sogar hesser (6). Dies kann
durch eine Uberkompensation der ZehrungsefTekte
durch Bildung von stiirker wirksamen Substanzen wie
NH.Cl und anderen N-Chloraminosiuren  erklin
werden (z.B. Alanin und Glycin sind in menschlichen
Leukozyten relativ hoch konzentriert (14, 15]),

4.2 Einflull mehrfocher subletaler Dosen ouf die
Abtatungszeit

Das offensichiliche Beibehalten der Wirksamkeit von
NCT auf dic Keime diirfie auf dem unspezifischen Reak-
tionsmechanismus, der typisch fiir aktive Chlorverbin-
dungen ist, beruhen:

- Weil alle freien NH, - und SH-Gruppen, welche sowohl
in der Zellmembran bzw. Zellwand als auch im Inne-
ren der Bakterienzellen vorhanden sind, oxidiert [chlo-
riert] werden kiinnen, werden chemische Verdinderun-
gen einzelner Proteine nicht ausreichen, um eine Resi-
stenz zu entwickeln.

- Eine Verinderung der Bakterienhiille, welche das Ein-
dringen von NCT wverhindert, dirfie ebenfalls nichi
ausreichen, da bereits vor dem Eindringen von NCT in
die Bakterienzelle ein Chloramingemisch gebildet wird
(Transhalogenierung), Daher milfite eine solche Bar-
riere eine Vielzahl von Substanzen betrelfen.
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- Bulk: It is evident that small molecules are more mo-
bile and penetrate through cell barriers more easily.
Such small molecules like NH,Cl will increase, larger
ones like N-chlorinated albumin decrease bactericidal
activity.
Folarity: The ahility to penetrate bacterial membranes
is also dependent on polarity (state of charge), with
maolecules not charged being favored over charged (io-
nised) ones. Depending on both pH value and individ-
ual pK, value, N-chloroamino acids partially are pres-
ent in ionised form at pH conditions relevant Tor dis-
infection (pH 6-9). From the pK, values of taurine (-
0.3) and B-alanine (+3.55 ) - glycine (2.36) and «-al-
anine (2.35) are a little more acidic than B-alanine - it
can be presumed that the dissociation constant of the
sulfonic acid NCT is about 3.85 powers of ten higher
than the one of the carbonic acid N-chloro-B-alanine.
That means that at pH 7 the proportion of N-chloro-
compound which is not charged, i.e. not dissociated, is
approximately 7000 times higher in the case of the car-
honic acid B-alanine (450 times in case of a-alanine
and glycine) than of NCT. This explains the improved
disinfecting properties of these MN-chloroamino acids
compared to NCT. The still better bactericidal qualities
of NH,CI (1, 13) are a consequence of its comparative-
ly low polarity, and thus lipophilic properties, but also
of its small dimensions (see above).
The correlation between molar ratio and increase of
killing power is compatible with the hypothesis of
transhalogenation to more bactericidal N-chlorine
compounds: IF the concentration of the amino acid
(Tab. 1) or ammonium chloride (Fig. 2] is raised, the
equilibrium is moved (mass action law) to the product
of transhalogenation.
= In the inflammation samples, despite of a relatively
rapid loss of oxidation capacity the bactericidal cffect
was comparable, at basic pH even superior to the pure
agueous system [6). This can be explained by an over-
compensation of consumption effects by generation of
highly bactericidal substances like NH,Cl and other N-
chloroamino acids (e.g. alanine and glycine are pres-
ent in relatively high concentrations in human leuco-
cytes (14, 15)).

4.2 Influence of repeated sublethol doses on the killing
time

The maintenance of NCT efficacy after repeated treat-
ment of the same germs at sublethal doses can be ex-
plained by the unspecific reaction mode typical for ac-
tive chlorine compounds:

- As a result of the possibility of oxidation [chlorination)
of all free NH,- and SH-groups present within both
membrane or wall and inside bacterial cells, chemical
alterations of individual proteins are not likely to in-
duce resistance.

- Alteration of the bacterial envelope to inhibit pen-
etration of NCT into the bacterium will not be success-
ful, because already before the approach of NCT to the
microbial cell, a mixture of N-chlorinated compounds
will be produced [transhalogenation), Therefore such a
barrier would have to be effective against a variety of
substances.
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4.3 Stabilitdt

Im Vergleich zu anderen N-Chloraminosiduren (16, 17)
erwies sich NCT als iiberraschend stabil. Bei Lagerung im
Kiihlschrank ist eine filr die praktische Anwendung aus-
reichende Stabilitidt der wiBbrigen Losung gewiihrleistet.

Worteile von NCT bei eventueller Anwendung als anti-
mikrobielle Substanz in der Humanmedizin:

- Die bakterizide Aktivitit von NCT wird in Gegenwart
von organischem Material cher gesteigert als vermin-
dert,

- NCT ist eine korpereigene Substanz, so dall weder al-
lergische noch toxische Nebenerscheinungen auftreten
diirften.

= Eine Selektion resistenter Keime kann zumindest fir
die Dauer einer Therapie ausgeschlossen werden, wie
unsere Tests beweisen.

- Aufgrund dieser Tatsachen kinnte die Anwendung
von NCT in der Humanmedizin, 2.B. zur Behandlung
lokalisierter Infektionen von Haut, Schleimhaut und
Abszessen im Kdrperinneren, erfolgreich sein. &
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