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Localization o/Reductive Sites in Bacteria by Methylenblue-Silver (Argochrome) 
with the Electron Microscope 

S~tmmary. The methylenblue-silver-compound Argochrome can be used for electron 
microscopical localisation of the rednctive enzyme system in bacteria. When added to the 
culture medium, the bacteria reduce Argochrome to metallic silver grains, as demonstrated by 
electron diffraction. These Ag-grains can already be seen in preparations of whole bacteria. 
Ultrathin sections of gramnegative bacteria show the Ag-grains between cell wall and cyto- 
plasmic membrane, indicating the location of the enzyme reaction. Grampositive bacteria 
often reduce Argochromc already in the culture medium, with less or no formation of intra- 
cellular grains. The respective bacteria-free filtrates do not reduce Argochrome. The varying 
size and frequency of the Ag-grains may be an expression of the enzyme activity, as is the 
time needed by a bacterial culture to discolour Argochrome. Various substrates affecting the 
reductive enzym system, also influence the formation of Ag-grains in bacteria. 

Zusammen/assung. Die Methylenblau-Silberverbindung Argochrom eignet sieh gut zum 
elektronenmikroskopischen Nachweis und zur Lokalisation reduzierender Enzyme in Bak- 
terien. Wenn Argochrom dem flfissigen Kulturmedium beigegeben wird, dann wird es, wie 
Feinbereiehselektronenbeugung anzeigt, zu Ag-Granula reduziert. Diese sind schon in ein- 
fachen Tupfpr~paraten Mar erkennbar und haben nach ca. 15 rain die maximale Menge er- 
reicht. Die Lokalisation der Ag-Granula im Bakterieninnern war durch Schnitte mSglich, da 
die Granula die Einbettungsvorgiinge fiberstehen, wenn nach den angegebenen Vorschriften 
fixiert und kontrastiert wird. Die Granula liegen bei gramnegativen Bakterien meist zwischen 
Zellwand und Cytoplasmamembran und zeigen die dort liegenden Umsatzorte reduzierender 
Enzyme an. Bei grampositiven Bakterien wurde Argochrom meist schon im Kulturmedium 
reduziert und es kam zu keiner oder nur geringer intrazellularer Granulabildung. Im bakterien- 
freien l~iItrat wurde es nicht reduziert. Die unterschiedliche GrSl~e und H~ufigkeit der Ag- 
Granula in den Bakterien ist wahrscheinlich ein Ma$ fiir die Aktivitiit der Enzyme, wie es 
auch die Geschwindigkeit ist, mit der die Bakterienkultur Argochrom entfiirbt. Versehiedene 
Substrate, die die Aktivit~it bestimmter Enzyme, insbesondere der Atmungskette, beeinfluB- 
ten, wirkten sich entsprechend auf dis Bildung der Granula aus. 

* ~einem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. mult. B. P~AJEWSKY, zum 75. Ge- 
burtstag gewidmet. 

** Jetzige Addresse: Abteilung fiir physikalische Biologie, lYiax-Planck-Institut fiir 
Virusforschung, 7400 Tfibingen. 
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Einleitung 

Mit den Fortschritten der Elektronenmikroskopie m der Darste!lung ze]iularer 
and subzellulgrer Strukturen verst~rkte sieh aueh die Suehe naeh selektiv wirken- 
den Substanzen, die es ermSgliehen, in Zellen die Umsatzorte strukturgebundener 
Enzyme zu lokalisieren. Der Naehweis enzymatiseher Reaktionen sollte zweek- 
m~gigerweise an lebenden Zellen vorgenommen werden, da dann die Enzymakti- 
vit~t am grSBten sein wird. Dies bedingt Naehweissubstanzen, die elektronendiehte 
Ablagerungen liefern, die nieht dureh Einbettnngsvorg~nge wieder gel6st oder 
umkristallisiert werden k6nnen [28]. Dutch Variation liehtmikroskopiseher Teeh- 
niken gelang aueh die elektronenmikroskopisehe Lokalisierung und Darstellung 
yon Umsatzorten reduzierender Enzyme. Als Naehweissubstanzen dienten hierzu 
Tetrazolium-SMze, die zu Formazan reduziert werden [t5, 23, 24, 27, 33, 34, 41] 
und Kalium-Tellurit, das zu metallisehen Tellurkristalten reduziert wird [t7, 18, 
26, 38, 39]. 

II~RZB~r [11] hat fiber die IIemmwirkung der Methylenblau-Silber-Verbin- 
dung Argochrom auf Viren beriehtet. Diese Inaktivierung geht - -  im Gegensatz zu 
der dutch das lohotodynamiseh wirkende Methylenblau allein - -  aueh im Dunkeln 
vor sieh. Bei erggnzenden elektronenmikroskopisehen Untersuchungen zur Wir- 
kung des A~yochroms auf Bakterien konnten urir feststellen [16], dal3 unter be- 
stimmten Bedingungen in den Bakterien zahlreiehe Granula gebildet wurden, wie 
sie in Abb. t zu erkennen sind. Unbehandelte Kontrollen zeigten keine solehen 
Granula. 

In der vorliegenden Arbeit wird fiber Untersuehungen beriehtet, die zum Ziel 
hatten, die Entstehung dieser Granula zu kl/~ren. Es wurde gezeigt, daI~ es sich um 
eine spezifisehe Reaktion handelt, n~mlieh die Reduktion des Argochroms zu 
metallisehem Silber dureh reduzierende Enzyme. Diese Ag-Granula lokalisieren 
somit die Enzymumsatzorte in den Bakterien. Eigene Kontrollversuehe mit 
Kalium-Tellurit sowie VergMche mit Literaturangaben fiber die Kalium-Tellurit~ 
und die Tetrazoliumreduktion lassen den Schluf~ zu, dab Argochrom yon den 
Enzymen der Atmungskette reduziert wird. 

)iaterial und Methoden 

Argochrom is~ eine Methylenblau~Silber-Verbindung (Merck), die z. Z. nieht 
mehr ira IIandel ist. Die benutzte Probe win'de dankenswergerweise yon Herrn 
Prof. Dr. II~zBE~G ffir die vorliegenden Untersuchungen zur Verffigung gestellt. 
~Jber die Strukturformel yon Argochrom liegen keine ngheren Angaben vor. Man 
nimmt an, dal3 jeweils zwei Methylenblau-Molekfile komplex fiber zwei Ag+- 
Ionen gebunden sind. Eine 0,t% ige wgBrige Stamml6sung erwies sich als hMtbar. 
Diese Stamml6sung wurde den flfissigen Kulturen meist im Verh~ltnis l :10 zu- 
gesetzt (Endkonzentration 10 4). 

tfalium-Tellurit (KeTe03) diente zu Kontrolluntersuehungen. Es wurde als 
0,5% ige wggrige Stamml6sung aufbewahrt. Den flfissigen Kulturen wurde diese 
Stamml6sung ebenfalls im Verhgltnis 1:10 zugegeben, so dab eine Kalium- 
Tellurit-Endkonzentration yon 1:5 000 erreicht wurde. 

Ngihrlg~unffen. Die Bakterien warden in Fleischwasserbouillon, bestehend aus 
0,3% Fleischextrakt und 0,5 t %  Pepton gezfiehtet (der ptI-Wert  wllrde auf 
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7,2 - -  7,4 mit HC1 bzw. NaOH eingestellt). Mit Zusatz yon i %  Glucose ergab diese 
N~hrl6sung die Traubenzuckerbouillon und mit 0,1% Na-Thioglycolat die Thio- 
glycolatbouillon. 

Bakterien. Alle Versuche zur K1/s des Einflusses chemischer und physika- 
lischer Variationen auf die Reduktion yon Argochrom za Silber in Bakterien wur- 
den mit E. coli B. in Fleischwasserbouillon darchgcffihrt. Von den gramnegativen 
Bakterien wurden daneben noch Aerobacter aerogenes, Proteus vulgaris und 
Pseudomonas pyocyanea untersucht. Die grampositiven Bakterien Staphylococcus 
aureus und albus, Sarcir~a lutea, Corynebacteri~m pseudodiphthericum, Bacillus 
subtilis and Bacillus mycoides warden ebenfalls mit Argochrom behandelt. Von 
24stfindigen Fleischwasserbouillonkulturen der entspreehenden Bakterien wurden 
jeweils 0,0i ml in 5 ml Fleischwasserbouillon iiberimpft und fiber Nacht (ca. 16 Std) 
bei 37 ~ bebr/itet. Neben solehen l~bernachtkulturen sind aber aueh belfiftete 
Kalturen in versehiedenen Wachstumslohasen untersucht worden. Diese Kulturen 
wurden im 37 ~ Wasserbad geziichtet and mit Luft durchperlt, die in i n HC1 und 
20~oiger KOH gereinigt worden war. Die Waehstumskurven der Bakterien wur- 
den durch Extinktionsmessungen im Photometer Zeiss Elko II  erhalten. 

Zam Abbau der Zellwand wurden die Bakterien mR Lysozym (Fluka) behan- 
delt. Eine 0,05%ige LSsung yon Lysozym in 0,t5 m Ammonium-Acetat wurde mit 
HC1 auf pH 6 eingestellt. Die auf Pr~paratblenden getupften Bakterien warden in 
diese LSsung 30 rain bei 37 ~ eingelegt. 

Zur Lokalisierung und Identifizierung der in den Bakterien gebildeten Granula 
wurde u. a. mit einer Versts gearbeitet ( =  physikalischer Entwickler): 

g Metol + 5 g Citronens~ure 16st man in 50 ml aqua dest., kurz vor Gebraueh 
gibt man 0,5 ml einer 0,1%igen AgNO~-L6sung zu [i]. Die mit den Bakterien ge- 
tupften Pr~paratblenden wurden 10 min in diese L6sung eingelegt. 

Kompetitive Hemmung der Succinatdehydrogenase wurde darch Zusatz yon 
Malons/iure (Endkonzentration 0,08 m) zur Bakterienkultur 15 rain vor Argo- 
chromzugabe erreicht. Einzelne Stufen der Atmungskette wurden zu verst/irkter 
Aktivit/it veranlal~t dureh Zusatz yon Na-Succinat, Na-Lactat,  Na-Fumarat  oder 
Na-Citrat (Endkonzentration jeweils 0,08 m) zur Bakterienkultur 15 rain vor 
Argochromzugabe. Der ptI-Wert  ist immer wieder auf pH 7,2 bis 7,4 eingestellt 
worden. 

Inaktivierungsver[ahre~. Viele der bekannten Verfahren zur Inaktivierung yon 
Bakterien beruhen auf unterschiedlichen Mechanismen. Dureh parallele Anwen- 
dung einiger dieser Verfahren konnte man daher eine Einengung der ffir die Re- 
duktion des Argochroms verantwortliehen Enzyme erhoffen. Daher wurden die 
Bakterien sowohl photodynamisch inaktiviert dureh Zugabe yon i :50000 Thio- 
pyronin-ZnCl2-Doppelsalz (Merck) [10, 13, 35, 42] und ansehlieBende 5minfitige 
Bestrahlung mit sichtbarem Lieht (Photolita-Lampe PF 218, 500 W, Abstand 
50 cm) als auch dutch UV-Bestrahlung (Sterisol, Original I-Ianau, ~ = 254 nm, 
Abstand 15 em, 5 ml Bakterienkultur mit ca. 108 Zellen/ml in flaeher Petri- 
schale). Weiterhin warden die ]3akterien inaktiviert darch Erhitzen auf 56 ~ ffir 
30 rain, dutch I0% Formalin, 0,4% H202 odor 0,01 m KCN jeweils 15 rain vor 
Argochromzugabe. Die so behandelten Kulturen warden -- falls n6tig -- mit HCI 
oder NaOH wieder auf pH 7,2 bis 7,4 eingestellt. Zur I(ontrolle der Inaktivierung 
wurde eine Platin6se mit inaktiviertem Material auf Endo-Agar-Nahrb6den aus- 
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gesgriehen. Waren naeh 24stiindigem Bebrfiten bei 37 ~ keine Kolonien gewaeh- 
sen, wurde angenommen, dug die Kultur soweit inaktiviert worden war, dab die 
elektronenmikroskopisehe Auswertung des Versuehs nieht dnreh fiberlebende 
Bakterien beeinfluSt werden konnte. 

Tup[priiparate. Die 0,t% ige Stamml6sung des Argochrom8 und die 0,5~oige 
Stamml6sung des Kalium-Tellurits wurden znr Kerstellung yon Standardprfipa- 
raten den Bakterienbouillonkulturen im Verhgltnis 1:1.0 zugesegzt, so dab Arflo- 
chromkonzentrationen yon 1:10000 und Kalinm-Tellnritkonzentrationen yon 
1:5000 erreieht wurden. Naeh t5 bis 30 rain Einwirkungszeit wnrden die Buk- 
terien abzentrffugiert (5 min; Christ Labor Zentrifuge 4 bis 5000 Up,I). Das 
Sediment einer 5 ml Kultur  wurde gut homogenisiert und in 1 ml aqua dest. 
resuspendiert. Daraus wurde mit einer PlutinSse ein Tropfen auf Pt-Au-Objekt- 
blenden getupft (7-Loeh-Blenden 70 gm ;~). Naeh kurzer Sedimentationszeit 
wurde die Blende mit Ffltrierpapier troeken gesaugt. Ohne weitere Behandlung 
wurden solehe Tupfprgparate im Elektronenmikroskop tSiemens Ehniskop I) bei 
8- oder 20000faeher Vergr68erung untersueht. Von solehen Tupfprgparaten wur- 
den Feinbereiehselektronenbeugnngen der in den Bakterien abgelagerten und der 
freiliegenden Granula angefertigt. Diese Feinbereiehselektronenbeugnngen (Debye- 
Seherrer-Diagramm) wurden ebenfalls im Siemens Elmiskop I I Kondensor 1. und 
2, Zwisehenlinse nnd Projektiv) mit einer 20 ~m Selektorblende ausgefLihrt. 

Fixierte Tupfprgparate wurden angefertigt, um sieherzustellen, dab die zur 
Einbettung ben6tigten L6sungen und die Fixierungsmittel die eingelager~en 
Granula nieht 16sen. 

Schnittpriiparate. Znr Anfertigung yon Sehnitten wurden die mit Argochrom 
behandelten und zentrifugiergen Bakterien in 5~o Glutaraldehyd 30 rain fixiert 
und m it gesgttigtem Uranylaeetat eine Std kontrastierg. S~mtliehe LSsungen 
und der 2%ige Agar wurden bei den Einbettungen mit naeh RYTEa et al. [30] 
modifiziertem Miehaelispuffer hergestellt. Osmiumfixierung war bei Argochrom- 
behandelten Bakterien nieht mSglieh, da das Silber yon OsQ oxydiert und gel6st 
wurde. Kalium-Tellurit-behandelte Bakterien wurden ebenfalls eingebettet, 
obwohl ein betr~ehtlieher Tell der Tellurkristalle sowohl yon Glutaraldehyd ats 
aueh von i~ Osmiumsgure wieder gel6st wurde. 

Die fixierten und kontrastierten Bakterien wurden in 2~ Agar ausgegos- 
sen, davon wurden Streifehen gesehnitten, die in aufsteigender Aeetonreihe ent- 
wiissert und in Mikropal (Ferak, Berlin) eingebettet wurden. Naeh lSstiindiger 
Polymerisierung bei 60 ~ wnrden Sehnitte mit einem LKB-Mikrotom angefer- 
tigg und meist bei 20000faeher Vergr68erung im Siemens Elmiskop I untersueht. 

Ergebnisse 
Eigenscha]te~ des Argochroms. BErnHArD [3] hatte sehon 192f auf freie Ag+- 

Ionen in der ArgochromlSsung hingewiesen, so dab man naeh Zugabe yon Argo- 
chrom zur NghrlSsung mit der Bildung unlSslieher Silbersalze insbesondere 
AgC1 reehnen muSte. Makroskopiseh fund sieh zwar bei Argochromkonzentra- 
tionen yon 10 -4 in N~hrlSsung kein AgC1, jedoeh war es in elektronenmikroskopi- 
sehen Pr/tparaten in naehweisbaren Mengen vorhanden. 

In der Argoehroml6sung bestand Bin Gleiehgewieht zwischen freien Ag--Ionen 
und Argochrom, das man ffir kurze Zeit zugunsten des Argochroms ver~ndern 
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konnte, indem man z. B. Cl--Ionen zuffigte und das entstandene AgC1 abzentrifu- 
gierte. Mit dem so gereinigten Argochrom lieBen sieh ebenfalls die Umsatzorte redu- 
zierender Enzyme in den Bakterien darste]len. Wenn Ag-Granula in den Bak- 
terien gebildet wurden, so lief die t~eduktion des Argochroms immer quanti tat iv 
ab. Der blaue Farbstoff (Konzentration t0 -4) wurde z. B. yon einer Coli-~d'ber- 
naehtkultur in etwa einer Std in eine Leukoform tiberf/ihrt. Zentrifugierte man die 
Bakterien ab und nahm mit dem Uberstand das Sediment einer zweiten Coli- 
~bernaehtkul tur  auf, so lieBen sieh keine Ag-Granula mehr erzeugen, aueh dann 
nieht, wenn die Leukoform mittels Luftdurehperlung reoxydiert wurde. Dureh 
die Reduktion war Argochrom in Leukomethylenblaumolekfile und Ag+-Ionen 
zerlegt worden. Diese Reaktion war irreversibel. Die Reoxydierung der Leuko- 
form war nut  noeh an Methylenblaumolek/ilen wirksam. 

Die bakterizide Wirkung des Argochroms wurde sehon t913 yon EDELMANN 
und M~LLm~-D]~IZA~I [6, 7] besehrieben. HEI~ZBEI~O [~1] fand eine viruzide Wir- 
ku~g, die aueh im ]gunkeln abl~t~ft. H ~ z ~ E R o  ~nd I ~ v s s  [12] haben festges~eilt, 
dag die Inaktivierung bei genfigend langer Einwirkung (3 bis 4 Std) bei Coli- 
bakterien aueh im Dunkeln erfolgt. Die jetzt ausgeffihrten bakteriologisehen und 
elektronenmikroskopisehen Untersuehungen ergaben, dal3 Argochrom nut dann 
eine bakterizide Wh'kung hatte, wenn es yon den Bakterien oder dem Kultur- 
medium nieht reduziert wurde. Junge beltiftete Kulturen von E. coli B. (3 bis 
6 Std alt) wurden dutch eine A~"gochromkonzentration yon ]0 4 in 30 rain bei 
untersehiedliehstem Tageslieht (trfib his sonnig) ohne zusgtzliehe Bestrahlung 
inaktiviert. Diese Kulturen vermoehten das Argoehrom nieht zu reduzieren. 
L~bernaehtkulturen reduzierten unter den gleiehen Bedingungen das Argochrom 
und wurden nieht inaktiviert. 

Zur Aufkl/irung des zunaehst anbekannten Effektes - -  namlieh die Ag- 
Granulabfldung in Bakterien yon IJbernaehtkulturen naeh A~yochromzug~be und 
das Ausbleiben dieser Ag-Granula in ebenso behandelten bel/ifteten Kulturen - -  
wurden anfangs nur Untersuehungen mit. Colibakterien ausgef/ihrt. Dutch Varia- 
tion der Versuehsbedingungen sollten ehemisehe und physikalisehe Einfl/isse auf 
die Ag-Granulabildung festgestellt werden. Insbesondere sollte gekls werden, 
ob es sieh bei dieser Ag-Granulabildung in Bakterien um eine spezifisehe Reaktion 
handelte, f/ir die bestimmte Enzyme verantwortlieh gemaeht werden konnten, 
oder mn unspezifisehe Sflberabscheidungen aM Bakterien. 

Identi~izierung und Lokalisierung der Granula. In  mit  Argochrom behandelten 
16st/indigen Fleischwasserbouillonkulturen yon E. coli B. fanden sich in fast allen 
Zellen elektronendichte Granula, wie sie in Abb. I zu sehen sind. Diese Standard- 
p.rgparation wurde im Zeitraum eines Jahres Ms Kontrolle immer wieder durch- 
geffihrt und zeigte stets dasselbe Ergebnis. Die Gr613e der Granula sehwankte bei 
Standardpr~paraten zwischen 200 und 600 _~ Durehmesser, jedoch waren die 
Granula eines Bakteriums immer von gleieher Gr613enordnung. Anhand soleher 
Tupfpr/iparate konnte niehts fiber die genaue Lokalisation der Granula ausgesagt 
werden. Da die Vermutung nahelag, dab es sieh hierbei um Ag-Granula handelt, 
wurde versueht, die Granula dureh eine Verstgrkerl6sung, die sieh vorzugsweise 
an metallisehem Sflber niedersehl/igt, zn vergr66ern. Die benus Verst/irker- 
t6sung war ein physikaliseher Entwiekler, mit  dem auf beliehteten und dann 
fixlerten Filmen oder Plat ten die submikroskopisehen latenten Bildkeime ( = Ag) 
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Abb. i. 16stiindige E. coli B.-Kultur, 15 min Argochromeinwirkung (Endkonzen~ra~ion t0-~). 
Tupfpr/~pargt. Die G.ranulet lokalisieren die Umsatzorte reduzierender Enzyme. Vergr6flerung 

ca. 20000 x 

mit Ag+-Ionen so verst~rkt werden, dab ein normales photographisehes Bild ent- 
steht. Die Granula in den Bakterien zeigten naeh 10 rain Einwirkung keine Grggen- 
zunahme. Wurde jedoeh vor Behandlung mit dem Entwiekler die Zellwand mit 
Lysozym abgebaut, so vergr6Berten sieh die Granula. 

Sehnittbilder zeigten eindeutig, dab diese Ag-G~a'nuIa meist zwisehen Cyto- 
plasmamembran und Zellwand liegen (Abb. 2). I m  Cytoplasma wurden nut  aus- 
nahmsweise Granula gefunden, augen an der Zellwand etwas h/~ufiger. Ob es sieh 
hierbei um metMlisehes Silber oder ein Silbersalz handelte, lieB sieh im Einzelfalle 
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Abb. 2. Diinnschnitt durch eine t6st/indige E. coli B.-KuRur, t5 rain Argochromeinwh'kung 
(Endkonzentration t0-4). Vergr613erung ca. 50000 • 

nicht kl~ren. An Colibakterien waren keine bevorzugten Regionen der Cyto- 
plasmamembran ffir die Abl~gerung der Ag-Granula zu erkennen. Abb. 3 zeigt 
eine SchnRtserie, die deutlich macht, dab entlang der Cytoplasm~membran die 
GranuZa fiber das g~nze Bakterium verteflt sein kSnnen und keine Stelle der 
Cytoplasmamembran besonders viele oder besonders wenige Granula enth/~lt, aueh 
nicht die Pole der Zellen. 
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Abb. 3. Schnittserie durch ein sich teilendes Coli-Bacterium aus einer t6st~ndigen Kultur. 
15 rain Argochromeinwirkung (Endkonzentragion i0-4). Vergr6Berung ca. 30000 < 

LSalichkeitsverauche zur Identif izierung der Granula an mit Lysozym behandel- 
ten  Colibakterien lie6en keinc eindeutigen 8ehliisse auf  die Na tur  der GranuIa zu, 
da in diesen GrSBenordnungen die herkSmmlichen Kr i te r ien  zur Unterscheidung 
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zwisehen 16stieh und unl6slieh nieht mehr exakt wirksam sind. Bei Kontrollver- 
suehen wurden Ag-Aufdampfsehiehten nieht nur yon solehen L6sungsmitteln 
elektronenmikroskopiseh siehtbar teilweise gel6st, die aueh makroskopiseh einen 
Effekt zeigen (ttNOa), sondern aueh yon anderen, die normalerweise nieht als 
L6sungsmittel ftir Silber gelten (NH~0H). Dennoeh wurden diese Versuehe mit 
allen L6sungs- und Fixierungsmitteln durehgef/ihrt, die zum Einbetten der Bak- 
terien ben6tigt wurden. Die Granula in den Bakterien wurden von 2%iger OsQ- 
L6sung oxydiert und gel6st. Durch 0,t5 m Ammonium-Aeetatl6sung wurden die 
freiliegenden K6rnehen - -  wie sie bei Standardprgparaten immer als kleine Inse t  
ehen im freien Gesiehtsfeld zu finden waren - -  gel6st. Da hiervon die intrazellu- 
lgren Granula nieht gel6st wurden, konnte Ammoninm-Aeetat  benutzt werden, um 
Pr~tparate mit  einem sauberen granulafreien Untergrund herzustellen, tIierzu 
wurde das mit  Argochrom behandelte Bakteriensediment in 0,15 m Ammonium- 
Aeetat s tart  in aqua dest. resuspendiert. 5%ige Glutaraldehydl6sung verfi.nderte 
weder die eingelagerten noeh die freiliegenden Granula. Daher wurden die Sehnitt- 
pr~parate mit  Glutaraldehyd fixiert. Die zum Kontrastieren benutzte Uranyl- 
aeetatl6sung beeinflugte ebensowenig die eingelagerten Granula wie die zum Ent- 
w~ssern benutzten Aeeton-Wassergemisehe. 

Feinbereichselektronenbeugungen von Bakterien mit Granula ergaben, dab die 
eingelagerten Granula meta]]isehes Silber sind. In  Abb. 4 ist einem solchen Fein- 
bereiehselektronenbeugungsdiagramm ein Debye-Seherrer-Diagramm einer dtin- 
nen aufgedampften Silbersehieht gegenfibergestellt, das unter denselben Bedin- 
gungen aufgenommen wurde. Die Ubereinstimmung der einzelnen Beugungsringe 
ist deut]ieh zu erkennen, obgleieh sich ein ganzes Bakterium sehr sehlecht zu 
Beugungsaufnahmen eignet und die Bakterien als Sehatten etwas die Aufnahmen 
st6ren. 

Die im freien Gesichtsfeld liegenden K6rnehen sind dagegen AgC], wie Beu- 
gungsdiagramme bewiesen. Dieses AgC1 war dureh die Reaktion der freien Ag§ 
Ionen des Argochroms mit den C1--Ionen der Nghrbouillon entstanden. Manehe in 
Autolyse befindliehen Bakterien reduzierten A~yochrom noeh zu Ag-Granula. 
Waren sie jedoeh schon in einem stgrkeren Zerfal]stadium, dann verloren sie diese 
Eigensehaften, adsorbierten aber daffir AgC1-K6rnehen, so dal3 im e]ektronen- 
optisehen Durehstrah]ungsbild kein Untersehied zu erkennen war. Feinbereiehs- 
beugung machte jedoeh deutlieh, dal~ es sieh um versehiedene Effekte 
handelte. 

Variation der Argochromzugabebedingungen. Die Granula wurden in den Coli- 
bakterien gut erzeugt im Bereieh yon pH 6 bis 10H 8. Aul3erhalb dieses pH-Be- 
reiehes wurden keine Granula in den Bakterien gebildet. Lieht oder Dunke]heit 
beeinflul3ten die Bildung der Ag-Granula nieht merklieh. Zur Untersuehung der 
Abhgngigkeit der Anzahl und Gr6Be der darges~ellten Ag-Granula yon der Argo- 
chromeinwirkungsdauer wurden die Kulturen erst zentrifugiert und das Sediment 
dann in einer A~ochromkonzentration yon t :10000 in F]eisehwasserbouillon 
resuspendiert. So gelang es, Tupfpr/~parate yon Bakterien herzustellen, die nur 
30 see mit  Argochrom behande]t worden waren. Naeh dieser Zeit fanden sieh in 
einigen Bakterien bereits Ag-Granula, die jedoeh erst 50 bis 100 A grog waren. Die 
maximale Anzahl der Ag-Granula in den Bakterien und ihre endg/iltige Gr6Be yon 
200 bis 600 A war naeh etwa t5 rain erreieht, lgngere Einwirkung von Argochrom 
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Abb. 4. Debye-Scherrer-Diagramm (Feinbereichselektronenbeugung) einer aufgedampften 
Ag-Sehicht (links) und eines mit Argochrom behandel~en Coli-Bacteriu~s~s (rechts) 

vergrSgerte sie nicht mehr. Die Reduktion war dann offenbar qusntitativ abge- 
laufen, d.h.  alle Ag+-Ionen der ArgochromlSsung waren reduziert. Durch Er- 
hShung der Argochromkonzentration wurden die Ag-Granula zwar grSger, ]edoch 
nicht zahlreicher. 

Die Granulabildung erwies sich als temperaturabh/~ngig: nach 5 min Argo- 
chromeinwirkung bei 0 ~ waren die Ag-Granula so grog wie nach 30 sec Einwir- 
kung bei 20 ~ Bei einer Endkonzentration yon 10 -6 Argochrom erschienen ver- 
einzelt Ag-Grar~ula, jedoch waren sie im Tupfprgparat nut sehr schwach sichtbar 
und nur ca. 50 3~ grog. 

Die Ag-Granula entstanden auch, wenn man die Bakteriensedimente mit 
physiologisch unterschiedlichen LSsungen wieder aufnahm. So wurden unbehan- 
delte Bakteriensedimente aufgenommen in aqua dest., Fleischwasserbouillon, 
Traubenzuckerbouillon, Kochsalz- und RohrzuckerlSsungen und Ammonium- 
Acetat. Die so resuspendierten Bakterien warden welter wie Standardpriparate 
mit Argochrom behandelt und aufgearbeiteg. Die direkte Zugabe yon Argochrom 
zur FMschwasserbouillonkultur brachte jedoch immer die hSchste Ausbeute an 
Granula in den Bakterien. 

Ein/lufl verschAdener physikalischer und biochemischer Ei~gri]/e. Wurden die 
Bakterien durch UV-Bestrahlung oder durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht 
nach Thiopyroninzugabe inaktiviert und dann nach ca. 5 min Argochrom zuge- 
setzt, so entstanden erheblich weniger und kleinere Ag-Granula in den Bakterien. 
Erhitzen der Knltur ftir 30 min auf 56 ~ zeigte denselben Effekt. Nach AbtSten 
mit Formalin oder I-I202 fund man keine Ag-Granula in den Bakterien. 

Bei Standardpr/iparaten wurde das Argochrom in etwa einer Std entf~rbt. 
Lieg man vor Argochromzugabe Na-Citrat, Na-Fumarat  oder Na-Succina~ 15 min 
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auf die Colikulturen einwirken, um die entspreehenden Enzyme zu verst~rkter 
Aktivit~t anzuregen, so entfarbte sieh das Argochrom sehneller und man fand 
weniger Ag-Granula in den Bakterien, dafiir abet  /iberwiegend Ag-Granula im 
freien Gesiehtsfeld. t i ler  war offenbar das Argochrom sehon im Kulturmedium 
reduziert worden. 

Naeh kompeti t iver  t I emmung der Sueeinatdehydrogenase dutch Malons~ure 
wurde die Ag-Granulabildung in den Bakterien geringer. Hier fanden sieh ebenfalls 
viele Ag-Granula au6erhalb der Bakterien. Wnrde die Atmungskette  der Bakte- 
rien mit KCN blockiert, so entstanden keine intrazellul/~ren Ag-Gran~la. Zwei- 
maliges Wasehen dieser Kulturen veran]al~te wieder die Bildung einiger soleher 
Ag-Granula, jedoeh wurden dann aueh vieIe freie Ag-Granula gefunden. Bei Zu- 
gabe yon Na-Suecinat, Na-Fumarat ,  Na-Citrat oder Na-Laetat  naeh KCN- 
AbtStung erschienen keine Ag-Granula. 

Ein]lu[3 des Sauersto[fangebotes. Unbeliiftete E. coli B.-Kulturen erreiehten in 
Fleisehwasserboufllon ohne eine ausgeprggte log-Phase die station/~re Waehstums- 
phase, wghrend belfiftete Ku]turen eine charakteristische log-Phase durehliefen. 
Die Keimzahl unbelfifteter Kulturen Jn der station/iren Phase (etwa t0S/ml) war 
nur ein Bruehteil der Zahl in belfifteten Kulturen derselben Phase (etwa ~011/ml). 
Naeh versehiedenen Bebrfitungszeiten wurde Argochrom zu den Kulturen gegeben 
und wie bei den Standardprgparaten pr/~pariert. Die Ag-Granulabildung war 
deu~lieh yore Sauerstoffangebot abhgngig, da sie bei unbelfifteten Kulturen viel 
starker war als bei be]Liftet,en. Zellen gegen Ende der lag-Phase sowoh] belfifteter 
wie unbeliifteter Kulturen, enthielten zahlreiehe Ag-Granula, und zwar aueh 
solehe Bakterien, die sieh gerade in Teilung befanden. In der frfihen log-Phase 
(etwa naeh 2 Std) nahm die Zahl der Ag-Granula pro Bakterium sehnell ab, daffir 
wurden die einzelnen Ag-Granula grSBer. Von der Mitte der log-Phase (ab etwa 
3 bis 4 Std Bebr~tungsdauer) bis in die stations Phase hinein wurde yon be]iif- 
teten Kulturen kehl Argochrom mehr reduziert. Die Bakterien so]ch dichter Kul- 
turen zeigten im elektronenmikroskopisehen Bild (Tupfpr/~parat) Verdiehtungen 
und aufge]oekerte Stellen. Unterbraeh man die Be]iiftung in der log-Phase ffir 
wenigstens 30 rain, dann wttrde wieder Argochrom reduziert und man land wieder 
Ag-Granula in den Bakterien (Abb. 5). Dieser Effekt wurde beschleunigt, wenn 
man stat t  Luft  ebenso gereinigten Stiekstoff durchperlte und damit den Sauer- 
stoff zusgtz]ieh austrieb. 

Bei unbe]/ifteten Kulturen war diese Abhgngigkeit der Argochromreduktion 
von den Wachstumsphasen nicht so ausgepr~gt, abet aueh noeh deutlieh vor- 
handen. In  tier log-Phase unbelfifteter Kulturen, d. h. nach 2 his 6 Std, fand man 
meist nur ein oder zwei grol3e Ag-Granula pro Bakterium. Mit fortsehreitender 
stations Wachstumsphase wurden wieder zahlreiehere und kleinere Ag- 
Granulct ha den Bakterien gefunden. 

Einflu[3 anderer Ndihrl6sungen. Wuehsen die Colibakterien fiber Nacht in 
Traubenzuekerboui]lon und war also ihr Stoffwechse] auf  die Verggrung des 
Zuekers eingestellt, so wurden sie dicker (etwa 3 ~m lang und 2 ~m breit) und hatten 
eine mehr elliptisehe Gestalt als die in F]eisehwasserbouillon gewachsenen. Nur 
einige wenige Bakterien hat ten die normale GrSBe (etwa 3 ~m lang und t ~m breit) 
und Form der in Fleisehwasserbouillon gewachsenen Bakterien. Dureh die Ver- 
g~rung des Zuekers ~nderten die Ku]turen ihr pH von 7 auf  etwa 4,5. In diesem 
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Abb. 5.4stiindige beliiftete E. coli B.-Kultur. t Std unbeliiftet, 15 nlin Argochromeinwirkung. 
(Endkonzentration 10-4). Tupfpr~parat. VergrSBerung ca. 20000 x 

pH-Bereieh reduzierte jedoeh aueh eine Standardkultur das Argochrom nieht mehr. 
Stellte man die Kulturen mit NaOH auf pH 7 ein und gab dann Argochrom dazu, 
so lagerten nur die wenigen normalgro[Jen Bakterien Ag-Granula ein, 

Die Colibakterien wuehsen aueh in anaerobem Milieu, das dutch Ka-Thio- 
glyeolatbouillon hergestellt wurde, sehr gut, jedoch reduzierten sic dann Argo- 
chrom nicht. Nahm man das Sediment einer Standard-~bernaehtkul tur  mit  0,i ~ 
Na-Thioglycolatboufllon wieder auf und gab dann Argochrom dazu, so fand man 
aueh keine intrazelluls Ag-GranuIa. Unbeimpfte Na-Thioglycolatbouillon re- 
duzierte Argochrom in der Versuchszeit nieht. 

Bei Versuehen mit einem synthetisehen N~hrboden [22] wurde naeh einem 
yon I-IAgOLD [9] angegebenen Verfahren die Polyphosphatsynthese variiert. Dabei 
war kein Zusammenhang dieser Synthese mit  der G~'anulabildung zu beobachten. 

Untersuchungen an anderen Bakterien. Von den untersuehten gramnegativen 
Bakterien untersehied sieh Aerobacter aerogencs im Aussehen, dem Wachstums- 
verhalten in den obigen N~hrbSden und in der F~higkeit, A~'gochrom zu Ag- 
Granula zu reduzieren, nieht yon E. coli B. Dagegen wurden bei P.~oteus vuIgaris 
und Pseudomonas pyocyanea in ~bernaehtkul turen sehr viel weniger Ag-G~'anula 
und diese bei einem geringeren Anteil der Bakterien gefunden. Hier wirkte das 
Kulturmedium schon reduzierend, denn es fanden sieh viele Ag-Granula auBerhalb 
der Bakterien, wie Beugungsaufnahmen ergaben. 

Von den untersuchten grampositiven Bakterien wurden nur bei Ubernaeht- 
kulturen yon Bacillus subtilis and Bacillus mycoides in einem geringen Tell der 
Zel]en Ag-Granula gefunden. Bei den wenigen hergestellten Sehnitten dieser Bak- 
terien wurde keine auff~tllige Zuordnung der Ag-Granula zu Substrukturen der 
Zellmembran, wie etwa den Mesosomen, gefunden. Alle untersuehten grampositi- 
ven Bakterien entfs Argochrom besonders raseh. So entf~rbte z. B. eine be- 
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l/iftete dieht bewaehsene 6 Std a re  Kultur von Bac. subtilis eine Argochrom- 
konzentration yon t :10000 innerhalb yon 2 min, abet auch unbelfiftete ~ber- 
nachtkulturen mit wesent]ieh weniger Zellen benStigten dazu nut etwa 15 rain. 
AuBerhalb der Zellen lagen viele Ag-Granula, daf/ir waren keine im Zellinnern. 
Das Argochrom war also aueh hier im Kulturmedium reduziert worden. Aueh 
iJbernaehtkulturen von Staphylococcus aureus reduzierten Argochrom schneller 
(ca. 20 rain) als die yon E. coli B. Das Filtra~ einer solehen St. aureus-Kultur war 
abet nicht imstande, Argochrom zu reduzieren. Koehte man das Filtrat 5 rain und 
nahm naeh Abk/ihlung ein Kokkensediment damit auf, so wurde Argochrom 
wieder reduziert. Nahm man ein Sediment einer St. aureus.Ubernachtkultm" in 
friseher t~leisehwasserbouillon auf, so wurde wesentlieh weniger Argochrom yon 
der F1/issigkeit reduziert, die Staphylokokken hatten dann abet vereinzelt Ag- 
G~unuga eingelagert. Inaktivieren der Staphylokolclcen dureh Erhitzen auf t00 ~ 
oder durch Beliehtung naeh Thiopyroninzugabe verhinderte die Reduktion. Nur 
in Anwesenheit lebender Bakterien fand also die Reduktion des Argochroms 
start. 

Nachweis reduzierender Enzyme dutch Kalium-Tellurit. Ubernaehtkulturen 
yon E. coli B. reduzierten Kalium-Tellurit zu nadelf6rmigen Tellurkristallen. War 
die gedukt ion nieht ganz vollstgndig, so fand man granuli~re Telluroxide. Diese 
Telluroxide konnten dureh naehtr~gliche Einwirkung oxidierender Substanzen 
aus den nadelf6rmigen Tellurkristallen gebildet worden sein. Eine Lokalisation 
der Tellurkristalle lieg sieh aueh auf Sehnitten sehwer exakt angeben, da sehon 
w/~hrend der Fixierung mit Glutaraldehyd oder Osmiums~ure die meisten Tellur- 
kristalle wieder gelSst oder oxidiert wurden. Dies geschah offenbar sehon so fr/ih 
und so sehnell, dag die dadureh entstandenen L6eher noeh vor der endg/iRigen 
Fixierung wieder gesehlossen wurden. Die wenigen verbliebenen Tellurkristalle 
oder die etwas h~ufiger ents~andenen granuliiren Telluroxide liegen keine bevor- 
zugten Ablagerungsorte erkennen. 

Bel/iftete Kulturen yon E. coli 28. reduzierten ebenfalls Kalium-Tellurit. Die 
Telluritreduktion hint nieht deutlieh v o n d e r  Waehstumsphase ab, wie dies f/Jr 
die Argochromreduktion gefunden wurde. Ebenso reduzierten aueh pH-korrigierte 
Traubenzuckerbouillonkulturen Kalium-Tellurit. Naeh KCN-Hemmung fanden 
sich jedoch nur vereinzelt Tellurkristalle in den Bakterien. 

Gab man zu einer Ubernachtkultur yon E. coli B. ein Gemiseh yon Argochrom 
und Kalium-Tellurit, so kamen Ag-Granula und Tellurkristalle gemehlsam in den 
Bakterien vor. Liel3 man dagegen 30 min naeh Argochromzugabe noeh Kalium- 
Tellurit einwirken, so warden zwar viele Ag-Granula, aber kaum noeh Tellur- 
kristalle in den Bakterien gefunden. Entspreehend ergab der umgekehrte Versuch 
zahlreiche Tellurkristalle, aber kaum Ag-Granula, wenn man Kalium-Tellurit 
30 rain vor dem Argochrom zusetzte. Dureh vorherige Methylenblauzugabe war 
die Argochrom- bzw. Kalium-Telluritreduktion nieht zu beeinflussen. 

Von den i~bernaehtknlturen der untersuchten gramposRiven Bakterien wurde 
Kalium-Tellurit nur in Zellen yon Bac. subtilis reduziert. In Ubernaehtkulturen 
yon St. aureus und albus sowie Sarcina lutea wurde kein Kalium-TellurR intra- 
zellul/~r reduziert, daffir fanden sich Tellurkristalle im freien Gesichtsfeld, genauso 
wie es f/it die Ag-Granula bei Argochrom-behandelten Kulturen besehrieben 
wurde. 



178 D.F. H/JLSEI~: 

Diskussion 

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben, dab unter bestimm- 
ten Bedingungen dutch Argochrom Granula in Bakterien erzeugt wurden. Zu ihrer 
Identifizierung dienten Feinbereiehselektronenbeugungen. Sie ergaben eindeutig 
die Debye-Seherrer-Diagramme des metallischen Silbers, die deutlieh yon den 
Beugungsdiagrammen unbehandelter Bakterien bzw. Bakterienw~nden abwiehen 
(vgl. [4, 31]). Abet aueh die Tatsache, dab die Granula in den Baktenen nach 
Lockerung der Zellwand dureh Lysozym mit photographisehem (physikagis&em) 
Entwiekler bevorzugt verst&rkt wurden, sprieht f/it metallisehes Silber. 

Die Versuehe mit dem Entwiekler zeigten zugleich die Lokalisation der Ag- 
Granula an: Da die Ag.Granula nur nach Abbau der Zellwand verst~rkt wurden 
mugten sie innerhalb der Zellwand liegen. Auf den SchnJttbildern IAbb. 2 u. 3) 
ist eindeutig zu erkennen, dag die Ag-Granula meist zwischen Zellwand und 
Cytoplasmamembran abgelagert sin& Damit war zun~chst nut  eine Obereinstim- 
mung in der Lokalisation der Ag-Granula mit den durch Kalium-Tellurit I-t7, 18, 
38, 39] and dutch Tetrazolinmsalzen [23, 24, 27, 33, 34] markierten Umsatzorten 
reduzierender Enzyme in Bakterien gegeben (vgl. [25]). Die weiteren Versuche 
sollten daher kl&ren, ob die Reduktion des Argochroms zu Silber dutch die Enzyme 
der Atmungskette verursaeht wird. Diese Enzyme sind zu einem Multi-Enzym- 
komplex verbunden, dessen einzelne Enzyme untereiuander in einem Fliel~gleieh- 
gewieht stehen [20, 32]. Sehaltet man ein Enzvm aus, so ist die Aktivit~t des ge- 
samten Multi-Enzymkomplexes gest6rt [5, f9]. Es ist bekannt [2], dag man mit 
dem Austritt yon Enzymen aus der Zelle reehnen mug, wenn dutch Igeize, wie 
Substratmangel, Zellgffte oder Steigerung spezifiseher Zelleistungen, der normale 
Zellstoffweehsel beeinflugt wird. Es ist daher vers~ndlieh, wenn ein reduzierendes 
Enzym - -  nicht unbedingt das z. B. dureh Malons/~ure oder Na-Succinat, beein- 
flugte in das Nulturmedium abgegeben wird und dadurch die zugegebenen Sub- 
stanzen, wie Argochrom oder Kalium-Tellurit, sehon in der Kulturfliissigkeit redu- 
ziert werden. Da diese Tatsaehe nicht immer berficksichtigt wurde, shad in der 
Literatur untersehiedliche Enzyme ffir die Reduktion derselben Stoffe (Kalium- 
Tellurit oder TetrazoliumsMze) verantwortlieh gemaeht worden [15, 17, ].8, 23, 
24, 33, 34, 38, 39, 41]. 

Nit den hier geschilderten Versuchen ist es nicht gelnngen, die Reduktion des 
Argochroms zn Silber auf ein einzelnes Enzym der Atmnngskette zurfiekzufiihren. 
Die Satlerstoffabh/~ngigkeit (s. u.) sprieht f/Jr eine Beteiligung der Cytochrom- 
oxidasen an der I~eduktion des Arffochroms, jedoeh liel~ sich dutch Beeinflussung 
der SnccJnatdehydrogenase die Grauulabildung ebenfalls varJieren. Aus den oben- 
genannten Grfinden ist jedoeh nicht ausgeschlossen, dab anch noeh andere redu- 
zierende Enzyme beteiligt sind. Von den Cytochromoxidasen ist bekannt, dab sie 
durch KCN in der oxidierten Phase stabilisiert werden [29, 40]. Abet auch fiir die 
Succinatdehydrogenase ist eine Inaktivierung dnrch KCN beschrieben worden 
[36]. Man konnte also yon KCN keine selektive Enzyminaktivierung erwarten, 
jedoch eignete es sich zur Einengung des in Frage kommenden Enzymsystems. 
Da sowohl die Argoehromrednktion als aueh die Kalium-Telluritreduktion in 
Bakterien yon KCN unterbtmden wird, lgBt sieh schliel3en, dab dasselbe Enzym- 
system ftir die Reduktion dieser Substanzen verantwortlich ist. I)as Ausbleiben 
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der Granula bei beliifteten Kulturen, bzw. die Verringerung der Anzahl der Granula 
ws der log-Phase bei unbelfiReten Kulturen k6nnte auf eine Beteiligung der 
Cytoehromoxidasen hinweisen, denn bei einem konkurrierenden Angebot yon 
Sauerstoff und Argochrom werden die Bakterien die Substanz w/~hlen, die sie ]eieh- 
ter reduzieren k6nnen. Dies ist der Sauerstoff, wenn sie auf aerobes Waehstum 
eingeste]lt sind [2~, 37]. 

E. coli B. gehSrt zu den fakultativen Anaerobiern, d .h .  die Zellen geben je 
naeh dem Bedarf des Stoffweehsels ihre Elektronen entweder fiber die Cytochrom- 
oxid~sen an 02 oder fiber die F]avin-Enzyme an andere Elektronenakzeptoren 
ab [19]. Es ist daher zu verstehen, dab Colibakterien~ die unter anaeroben Bedin- 
gungen gewaehsen waren, wie sie z. B. in Na-Thioglyeolatboufllon vorliegen, kein 
Argochrom reduzieren. Dies sprieht wiederum ffir eine Beteiligung der Cytoehrom- 
oxidasen an der Argochromreduktion. Es ist beschrieben worden [8, i4]~ dab die 
Atmung der iakultativen Anaerobier sehr rasch umgestellt werden kann. Damit 
w/~re erkl/~rbar, warum eine Ubernaehtkultur yon E. coli B. keine Granula mehr 
bildete, wenn man ihr Sediment mit Na-Thioglycolat aufnahm und dann erst 
Argochrom zugab. Dies wird immer dann m6glieh sein, wenn die Atmung innerha]b 
weniger min yon aerob auf anaerob umgesehlagen war. Es ist bekannt, dab auch 
Glueosezugabe die Aktivit/s der Atmungsenzyme hemmt [8, 43]. Die in Trauben- 
zuekerbouillon gewaehsenen Colibakterien haben ihren Stoffweehsel auf Verg~rung 
eingeste]lt und haben da re r  aueh die F/~higkeit verloren, Argochrom zu redu- 
zieren. Eine Zwischenstellung bei der Erzeugung anaerober Zust~nde nahm der 
Stickstoff ein. Er  beeinfluBte nieht so stark die Umstellung yon aerober auf anaero- 
be Atmung, sondern beseh]eunigte nur die Wirkung, die bei Unterbreehung der 
Sauerstoffzufuhr aufgetreten wgre. 

Wurden die Bakterien ohne direkte Beeinflussung der Atmungskette inakti- 
viert (z. B. dureh UV oder Thiopyronin plus Lieht), so konnte immer noch etwas 
A~yochrom reduziert werden. Wurde die Zellwand oder das Cytoplasma so ver- 
~tndert, dab ein Eindringen des Argochroms nicht mehr mSglieh war, so wurden 
keine Granula in den Bakterien gefunden, z. ]g. bei AbtStung dureh Formalin. 
Die Abh~ngigkeit der Darstellung reduzierender Enzyme durch Argochrom yon 
dem Zellwandaufbau (grampositiv bzw. gramnegativ) der Bakterien zeigte sieh 
an den Bakterien, die als gram]abfl bekannt sind, wie Bac. mycoides und Bae. 
subtilis: nur dann waren Ag-Granula eingelagert, wenn die Bakterien eine dfinne 
Zellwand hatten. Da bei den untersuehten grampositiven Bakterien das Argo. 
chrom sehon in der Kulturfifissigkeit reduziert worden war, ist es aueh denkbar, 
dab hier ein hitzeresistenter Teil der Enzyme freigesetzt wurde, der jedoch nut  
bei Anwesenheit anderer, noeh an die lebenden Bakterien gebundener Substanzen 
reduzierend wirkt. 

Argoehrom besitzt offenbar genau die Eigenschaften, die Substanzen zur Dar- 
ste]lung der Umsatzorte rednzierender Enzyme hn Elektronenmikroskop haben 
sollten [28], n/tmlieh l~eaktion mit lebenden Zellen im Kulturmedium und elek- 
tronendiehte Ablagerungen, die auch durch Einbettungsvorg/s nicht ver/~ndert 
werden. Argochrom zeigte keinen elektronenmikroskopiseh erkennbaren EinfluB 
auf die Struktur der Bakterien, weder bei jungen belfifteten Kulturen noeh bei 
~bernaehtkulturen. Mit der gew/~hlten Argochromkonzentration yon l0 -4 lieBen 
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sieh solch typisehe Granula erzeugen, dab m a n  auch in Tupfpr/ iparaten fest- 
stellen konnte ,  ob eine Redukt ion  des Argochroms in den Bakter ien s ta t tgefunden 
hat te  oder nieht. Ni t  der Redukt ion  yon Argochrom zu Silber u n d  der makro- 
skopiseh e rkennbaren  Entf/~rbung des Farbstoffes war es m6glieh, Zeitunterschie- 
de in  der Redukt ion  festzustellen u n d  anhand  von Beugungsaufnahmen aueh ein- 
deutig naehzuweisen, wo die Redukt ion  s ta t tgefunden ha t te :  augerhalb der Bak- 
terien oder an bes t immten  S t ruk tu ren  innerhalb  der Bakterien.  Die untersehied- 
liehe H/iufigkeit und  die untersehiedliehe Gr6Be der in  den Bak~erien en t s t andenen  
Granula kSnn ten  Anzeiehen untersehiedlieher Aktivit i t t  der Enzymumsa tzor te  
sein. Durch die gewonnenen Ergebnisse ist es wahrseheinlieh, dab ffir die :geduk- 
t ion des Argochroms die reduzierenden Enzyme  der Atmungske t te  verantwort l ieh 
sind. Wegen des gesehilderten Verhaltens eines Mult i -Enzymkomplexes  erscheint 
es jedoeh fraglieh, ob mit  histoehemisehen Methoden eine Einengung auf  ein ein- 
zelnes E n z y m  mSglich sein wird. 

Herrn Profl Dr. K. HEt~ZBERG, Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. muir. B. RAJEWSKY und Herrn 
Prof. Dr. R. W. KAPLAN danke ich ffir Anregungen und Diskussionen. Frau C. PLESe~IER 
danke ieh ffir ihre }iitarbeit bei den technischen Arbeiten. 

Literatur 

1. ANOEI~EI~, E. v., u. O. Joos: Wissenschaftliche Photographie. Leipzig: Akad. Verlagsges. 
1954:. 

2. BE~G~Y~.~, H. U. (Hrsg.): Methoden der enzymatischen Analyse. Weinheim/Bergstralle : 
Verlag Chemic GmbII 1962. 

3. BEI~NI-IAttD, H. : Untersuchungen fiber die desinfizierende Wirkung einiger neuer Silber- 
pr~iparate. Zbl. Bakt., I. Abt. Orig. 8g, 46 (192t). 

4. CARITO, S. L., S. L. BAzIL, and G. DI GIAco-'~o: X-ray diffraction studies on selected 
bacterial cell walls. J. Baet. 93, 122 (1967). 

5. ])OLIN, M. I. : Survey of microbial electron transport mechanisms. In : The bacteria, Vol. II 
Metabolism, p. 319. Eds. GIJI~:SALUS, I. C., and R. u STA~Im~. New York, London: 
Acad. Press 1961. 

6. EDELMANN, A., u. A. v. ML~LLER-])EItA~: Neue therapeutische Versuche bei allgemeinen 
und lokalen Infektionen. ])tsch. reed. Wsehr. 39, 2292 (t913). 

7 . - -  Zur Behandhmg septischer Allgemeininfektionen mit Methylenblau-Silber (Argo, 
chrom). Dtseh. reed. Wschr. 43, 715 (t917). 

8. G~AY, C. T., J. W. T. WIMPES~'Y, and M. 1%. ~V~OSSMANN: Regulation of metabolism in 
faeultative bacterig. II. Effect of aerobiosis, anaerobiosis and nutrition on the forma- 
tion of Krebs cycle enzymes in E. coll. Bioehim. biophys. Acta (Amst.) 117, 33 (1966). 

9. HAROLD, F. IV[. : Inorganic polyphosphates in biology: Structure, metabolism, and func- 
tion. Bact. Rev. 80, 772 (1966). 

10. Hm~ZBERG, t(. : Weitere Untersuchungen fiber die ZerstSrbarkeit des Variola-Vakzinsvirus 
durch Liehtenergie und Farbstoffe. Z. Immun.-Forsch. 80, 507 (1933). 

I I . -  Hemmwirkung yon Farbstoff-5{etallsalz-Verbindungen auf Vaccinevirus in vitro und 
in vivo. Natnrwissenschaften 51, 22 (1964). 

"12. - - ,  u. X. t{Egss: Pers. Mitteilung (1964). 
t3. - -  - -  und R. DAgs: Photod)mamische Wirkung und Virusinaktivierung durch )Iethylen- 

blau und Thiopyronin. Naturwissenschaften 50, 376 (t963). 
14. I'tOLLMANN, S., 1I. E. TttOFEI~,N: Uber den Einflug des Sauerstoffes auf die endogene At- 

mung gramnegativer Darmbakterien. Naturwissenschaften 42, 586 (1955). 
15. I-IogwlTz, C. A., L. BENITZ, and M. B~AY: The effect of coenzyme Q on the histochemical 

succinic tetrazolium reductase reaction: A histochemical study. J. Histochem. Cyto- 
chem. lg, 216 (1967). 



Darstellung von Umsatzorten reduzierender Enzyme in Bakterien i8t  

16. HtiLsE~, D. F. : Darstellung yon Reduktionsorten in Bakterien durch Argochrom. Vortrag 
auf der 13. Tagung fiir Elektronenmikroskopie yore 17. his 2t. Sept. t967 in Marburg. 

17. v ~  IwE~soN, W., and W. LEE~E: A cytochemieal localisation of reductive sites in an 
grampositive bacterium. J. cell. Biol. 20, 361 (t964). 

18. - - -  A cytoehemical localisation of reductive sites in a gramnegative bacterium. J. cell 
Biol. 20, 377 (1964). 

'19. J.~C~ERTS, D., U. B. JACHE~TS: Elemente der Bakterienphysiologie. Frankfurt am l~ain: 
Akad. Verlagsges. t964. 

20. K~LSO~, P. : Kurzes Lehrbuch der Biochemie, 5. Auflage. Stuttgart: Georg Thieme t 966. 
21. KELLV.~B~RG~Po, E., and A. R~'TI~R: Selected applications of the electron microscope, 

Chapter 7 in bacteriology. In:  Modern developments in electron microscopy, p. 335. 
Ed. B. M. SIEGEL. l~ew York, London: Acad. Press 1964. 

22. KEndaLL, D., A. KOTOVLAS, and S. L. IM~C~ESI: Magnesium starvation of Aerobacter 
aerogenes, I--IV. J. Bact. 93, 334 (1967). 

23. L~n~E, W., and W. VAN ITE~SO~q: Tetranitro-blue tetrazolinm reduction in Bacillus Sub- 
tills. J. cell Biol. 27, 237 (1965). 

2 4 . - -  Tetranitro-blue tetrazolinm reduction in Proteus Vulgaris. J. cell. Biol. 27, 24t 
(1965). 

25. M ~ ,  A. G.: Loealisation of enzymes in bacteria. In:  The bacteria, Vol. L Structure, 
p. 443. Eds. Gv~sALvs, L C., and R. Y. STAgIEr. iXew York, London: Acad. Press 
i960. 

26. Mo~To~, H. R., and T. F. A~DE~SO~: Electron microscopic studies of biological reactions. 
I. Reduction of potassium tellurite by Corynebacterium JDiphteriae. Proe. Soc. exp. Biol. 
(I~. Y.) 46, 272 (194~). 

27. N~KLGW~TZ, W. : Mitochonda'ieni~quivalente bei E. coll. Zbl. Bakt., I. Abt. Orig. 17~, 12 
(1958). 

28. P~a~sE, A. G. E.: Some aspects of the localisation of enzyme activity with the electron 
microscope. 5. roy. micr. Soe. 81, 107 (1963). 

29. 1%~v~, H. M. (Hrsg.): Biochemisches Tasehenbuch, Erster Tefl. Berlin-GSttingen- 
Heidelberg: Springer 1964. 

30. RYrER, A., E. KELLElqBERGER, A. B IRCH-A~NDERSE1% et O. MAALf}E: Etude au microscope 
61ectronique de plasmas contenant de l'acide d6soxyribonucl6ique. Z. Naturforsch. 13b, 
597 (1958). 

31. S~LTO~, M. R. J. : The bacterial celt wall. Amsterdam, London, New York: Elsevier P.C. 
t964. 

32. So]twEezEr, E.: Obereinheiten bei Enzymen (Multienzymkomplexe). In:  lgolekular- 
Biologic, p. 109. Hrsg. W i ~ z g n ,  T., u. G. PFLEIDEREB.. Frankfurt am Main: Umschau 
Verlag 1967. 

33. S~D~-~, A. W., and 1%. M. Bu~D~: Localisation of the succinic dehydrogenase system in 
Escherichia Coli using combined techniques of cytochemistry and electron microscopy. 
J. cell Biol. 24, 285 (1965). 

34. - -  - -  The demonstration of the succinic dehydrogenase system in Bacillus Subtilis using 
tetranitro-blue tetrazolium combined with techniques of electron microscopy. J. cell 
Biol. 27, 53 (1965). 

35. SI}m~, ~ .  I., and H. v ~  VV~AKIS: The photodynamic reaction of methylenblue with 
desoxyribonueleie acid. J. molec. Biol. 4, 488 (t962). 

36. SL<~v.~, T~. P., and E. B. K~mN~r:  Succinate dehydrogenase. In: The enzymes, 2nd ed., 
Vol. 7, p. 383. Eds. Bo:r P. D., H. L~RDY, and K. iKr~]~/dcK. 1New York, London: 
Acad. Press t963. 

37. S ~ H ,  L,: Cytochrome systems in aerobic electron transport. In: The bacteria, Vol. II. 
Metabolism, p. 365. Eds. GV~S~LUS, I. C., and 1%. Y. S~A~n~. New York, London: 
Acad. Press 196t. 

38. T o ~ ,  Y. T., and A. J. W ~ :  Fine structure and tellm'ite reduction in Azotobacter 
vinelandii. Arch. }Ikkrobiol. ~4, 215 (1966). 

39. T ~ ,  T., T. K~a~o~A,  and Y. Y~z~u~A:  Tellurite reductase from Mycobacterium 
avlum. J. Bact. 7~, 535 (1958). 

13 Biophys[k, ]3d. 5 



182 D.F.  H/~LS~g: Darstellung yon Umsatzorten reduzierender Enzyme in Bakteriea 

40. Tm~A~, K. v. : Das Leben der Bakterien, Waehstum, Stoffwechsel und Verwandtschafts- 
beziehungen. Deutsche Ausgabe nach einem Manuskript zur 2. erweiter~cn und ver- 
besserten Auflage (1963)o Jena: VEB Gustav Fischer t964. 

4t. VA~;D~I~WI~L, E., et R. G. E. ]~v~ .Y:  Organelles intracy~oplasmiques bact6riens et 
site d'activit6 oxydo-reductrice. J. Ultrastruct. Res. 7, 185 (t962). 

42. WAcx~.~, A., G. TO~cx und A. G~STE~E~G~:  Zum Wirkungsmechanismus photo- 
dynamischer Farbstoffe. Naturwissenschaften 50, 377 (t963). 

43. W~IT~, D. C. : Effect of glucose on the formation of the membrane-bound electron transport 
system in haemol~hilus parainfluenzae, g. Bact. 98, 567 (~[967). 

Dr. D. F. H~LS~a 
Abt. fiir physikalische Biologic 
Max-Planck-Institut fiir Virusforschung 
7400 Ttlbingen, SpemarmstraBe 35 


