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Localization of Reductive Sttes in Bacteria by Methylenblue-Silver ( Argochrome)
with the Hlectron Microscope

Summary. The methylenblue-silver-compound Argochrome can be used for electron
microscopical localisation of the reductive 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 Argochrome 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.

Zusammenfassung. Die Methylenblau-Silberverbindung Argochrom eignet sich gut zum
elektronenmikroskopischen Nachweis und zur Lokalisation reduzierender Enzyme in Bak-
terien. Wenn Argockrom dem fllissigen Kulturmedium beigegeben wird, dann wird es, wie
Feinbereichselektronenbeugung anzeigt, zu Ag-Granulo reduziert. Diese sind schon in ein-
fachen Tupfpraparaten klar erkennbar und haben nach ca. 15 min die maximale Menge er-
reicht. Die Lokalisation der Ag-Granule im Bakterieninnern war durch Schnitte mdglich, da
die Granule die Einbettungsvorgénge iiberstehen, 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 intrazelluldrer Granulabildung. Im bakterien-
freien Filtrat wurde es nicht reduziert. Die unterschiedliche Gréfie und Héufigkeit der Ag-
Granula in den Bakterien ist wahrscheinlich ein Maf fiir die Aktivitit der Enzyme, wie es
auch die Geschwindigkeit ist, mit der die Bakterienkultur 4rgochrom entfirbt. Verschiedene
Substrate, die die Aktivitdt bestimmter Enzyme, insbesondere der Atmungskette, beeinflu3-
ten, wirkten sich entsprechend auf die Bildung der Granule aus.

* Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. mult. B, RATEwsKY, zum 75. Ge-
burtstag gewidmet.
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Einleitung

Mit den Fortschritten der Elektronenmikroskopie in der Darsteliung zellularer
und subzellularer Strukturen verstdrkte sich auch die Suche nach selektiv wirken-
den Substanzen, die es ermdéglichen, in Zellen die Umsatzorte strukturgebundener
Enzyme zu lokalisieren. Der Nachweis enzymatischer Reaktionen sollte zweck-
méfigerweise an lebenden Zellen vorgenommen werden, da dann die Enzymakti-
vitit am grofiten sein wird. Dies bedingt Nachweissubstanzen, die elektronendichte
Ablagerungen liefern, die nicht durch Einbettungsvorginge wieder gelost oder
umkristallisiert werden konnen [28]. Durch Variation lichtmikroskopischer Tech-
niken gelang auch die elektronenmikroskopische Lokalisierung und Darstellung
von Umsatzorten reduzierender Enzyme. Als Nachweissubstanzen dienten hierzu
Tetrazolium-Salze, die zu Formazan reduziert werden [15, 23, 24, 27, 33, 34, 41]
und Kalium-Tellurit, das zu metallischen Tellurkristallen reduziert wird [17, 18,
26, 38, 39].

HzerzBERG [11] hat tber die Hemmwirkung der Methylenblau-Siiber-Verbin-
dung Argochrom auf Viren berichtet. Diese Inaktivierung geht — im Gegensatz zu
der durch das photodynamisch wirkende Methylenblau allein — auch im Dunkeln
vor sich. Bei ergdnzenden elektronenmikroskopischen Untersuchungen zur Wir-
kung des Argochroms auf Bakterien konnten wir feststellen [16], daf unter be-
stimmten Bedingungen in den Bakterien zahlreiche Granula gebildet wurden, wie
sie in Abb. 1 zu erkennen sind. Unbehandelte Kontrollen zeigten keine solchen
Granula.

In der vorliegenden Arbeit wird fiber Untersuchungen berichtet, die zum Ziel
hatten, die Entstehung dieser Granula zu kldren. Es wurde gezeigt, dafl es sich um
eine spezifische Reaktion handelt, ndmlich die Reduktion des Adrgochroms zu
metallischem Silber durch reduzierende Enzyme. Diese Ag-Granula lokalisieren
somit die Enzymumsatzorte in den Bakterien. Kigene Kontrollversuche mit
Kalium-Tellurit sowie Vergleiche mit Literaturangaben iiber die Kalium-Tellurit-
und die Tetrazoliumreduktion lassen den Schiufl zu, daBl Argochrom von den
Enzymen der Atmungskette reduziert wird.

Material und Methoden

Argochrom ist eine Methylenblau-Silber-Verbindung (Merck), die z. Z. nicht
mehr im Handel ist. Die benutzte Probe wurde dankenswerterweise von Herrn
Prof. Dr. HerzBERG fiir die vorliegenden Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.
Uber die Strukturformel von Argochrom liegen keine niberen Angaben vor. Man
nimmt an, dal jeweils zwei Methylenblau-Molekille komplex iiber zwei Agt-
Tonen gebunden sind. Eine 0,1%jige wilrige Stammlosung erwies sich als haltbar.
Diese Stammlosung wurde den fliissigen Kulturen meist im Verhaltnis 1:10 zu-
gesetzt (Endkonzentration 10-4).

Kalium-Tellurit (K,TeO,) diente zu Kontrolluntersuchungen. Es wurde als
0,5%ige wabrige Stammlosung aufbewahrt. Den fliissigen Kulturen wurde diese
Stammlosung ebenfalls im Verhéltnis 1:10 zugegeben, so dall eine Kalium-
Tellurit-Endkonzentration von 1:5000 erreicht wurde.

Nihrlosungen. Die Bakterien wurden in Fleischwasserbouillon, bestehend aus
0,39, Fleischextrakt und 0,5 — 19, Pepton geziichtet (der pH-Wert wurde auf
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7,2 — 7,4 mit HCl bzw. NaOH eingestellt). Mit Zusatz von 19, Glucose ergab diese
Nihrlosung die Traubenzuckerbouillon und mit 0,19, Na-Thioglycolat die Thio-
glycolatbouillon.

Bakterien. Alle Versuche zur Klidrung des Einflusses chemischer und physika-
lischer Variationen auf die Reduktion von Argochrom zu Silber in Bakterien wur-
den mit E. coli B. in Fleischwasserbouillon durchgefithrt. Von den gramnegativen
Bakterien wurden daneben noch Aerobacter aerogenes, Proteus vulgaris und
Pseudomonas pyocyanes untersucht. Die grampositiven Bakterien Staphylococcus
aureus und albus, Sarcina lutea, Corynebacterium pseudodiphthericum, Bacillus
subtilis und Bacillus mycoides wurden ebenfalls mit Argochrom behandelt. Von
24stiindigen Fleischwasserbouillonkulturen der entsprechenden Bakterien wurden
jeweils 0,01 mlin 5 ml Fleischwasserbouillon tiberimpft und iiber Nacht (ca. 16 Std)
bei 37 °C bebriitet. Neben solchen Ubernachtkulturen sind aber auch beliiftete
Kulturen in verschiedenen Wachstumsphasen untersucht worden. Diese Kulturen
wurden im 37 °C Wasserbad geziichtet und mit Luft durchperlt, die in 1 n HCl und
209%iger KOH gereinigt worden war. Die Wachstumskurven der Bakterien wur-
den durch Extinktionsmessungen im Photometer Zeiss Elko II erhalten.

Zum Abbau der Zellwand wurden die Bakterien mit Lysozym (Fluka) behan-
delt. Eine 0,05%ige Losung von Lysozym in 0,15 m Ammonium-Acetat wurde mit
HCI auf pH 6 eingestellt. Die auf Priparatblenden getupften Bakterien wurden in
diese Losung 30 min bei 37 °C eingelegt.

Zur Lokalisierung und Identifizierung der in den Bakterien gebildeten Granula
wurde u. a. mit einer Verstirkerlosung gearbeitet (= physikalischer Entwickler):
1 g Metol + 5 g Citronenséure 16st man in 50 ml aqua dest., kurz vor Gebrauch
gibt man 0,5 m! einer 0,1%igen AgNO,-Losung zu [1]. Die mit den Bakterien ge-
tupften Praparatblenden wurden 10 min in diese Losung eingelegt.

Kompetitive Hemmung der Succinatdehydrogenase wurde durch Zusatz von
Malonsdure (Endkonzentration 0,08 m) zur Bakterienkultur 15 min vor Argo-
chromzugabe erreicht. Einzelne Stufen der Atmungskette wurden zu verstérkter
Aktivitat veranlafBt durch Zusatz von Na-Succinat, Na-Lactat, Na-Fumarat oder
Na-Citrat (Endkonzentration jeweils 0,08 m) zur Bakterienkultur 15 min vor
Argochromzugabe. Der pH-Wert ist immer wieder auf pH 7,2 bis 7,4 eingestellt
worden.

Inaktivierungsverfahren. Viele der bekannten Verfahren zur Inaktivierung von
Bakterien beruhen auf unterschiedlichen Mechanismen. Durch parallele Anwen-
dung einiger dieser Verfahren konnte man daher eine Einengung der fir die Re-
duktion des Argochroms verantwortlichen Enzyme erhoffen. Daher wurden die
Balkterien sowohl photodynamisch inaktiviert durch Zugabe von 1:50000 Thio-
pyronin-ZnCl,-Doppelsalz (Merck) [10, 13, 35, 42] und anschliefende 5miniitige
Bestrahlung mit sichtbarem Licht (Photolita-Lampe PF 218, 500 W, Abstand
50 em) als auch durch UV-Bestrablung (Sterisol, Original Hanau, 1 = 254 nm,
Abstand 15 em, 5 ml Bakterienkultur mit ca. 108 Zellen/ml in flacher Petri-
schale). Weiterhin wurden die Bakterien inaktiviert durch Erhitzen auf 56 °C fir
30 min, durch 10%, Formalin, 0,4% H,0, oder 0,01 m KCN jeweils 15 min vor
Argochromzugabe. Die so behandelten Kulturen wurden — falls nétig — mit HCI
oder NaOH wieder auf pH 7,2 bis 7.4 eingestellt. Zur Kontrolle der Inaktivierung
wurde eine Platindse mit inaktiviertem Material auf Endo-Agar-Nihrboden aus-

12%
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gestrichen. Waren nach 24stiindigem Bebriiten bei 37 °C keine Kolonien gewach-
sen, wurde angenommen, da die Kultur soweit inaktiviert worden war, dal} die
elektronenmikroskopische Auswertung des Versuchs nicht durch iberlebende
Bakterien beeinflufit werden konnte.

Tupfprdaparate. Die 0,1%ige Stammlosung des Argochroms und die 0,5%ige
Stammldésung des Kalium-Tellurits wurden zur Herstellung von Standardprapa-
raten den Bakterienbouillonkulturen im Verhéltnis 1:10 zugesetzt, so daBl Argo-
chromkonzentrationen von 1:10000 und Kalium-Telluritkonzentrationen von
1:5000 erreicht wurden. Nach 15 bis 30 min Einwirkungszeit wurden die Bak-
terien abzentrifugiert (5 min; Christ Labor Zentrifuge 4 bis 5000 UpM). Das
Sediment einer 5 ml Kultur wurde gut homogenisiert und in 1 ml aqua dest.
resuspendiert. Daraus wurde mit einer Platindse ein Tropfen auf Pt-Au-Objekt-
blenden getupft (7-Loch-Blenden 70 um @). Nach kurzer Sedimentationszeit
wurde die Blende mit Filtrierpapier trocken gesaugt. Ohne weitere Behandlung
wurden solche Tupfpréparate im Elektronenmikroskop (Siemens Elmiskop I) bei
8- oder 20000facher VergroBerung untersucht. Von solchen Tupfpréparaten wur-
den Feinbereichselektronenbeugungen der in den Bakterien abgelagerten und der
freiliegenden Granula angefertigt. Diese Feinbereichselektronenbeugungen (Debye-
Scherrer-Diagramm) wurden ebenfalls im Siemens Elmiskop I (Kondensor 1 und
2, Zwischenlinge und Projektiv) mit einer 20 um Selektorblende ausgefithrt.

Fixierte Tupfpraparate wurden angefertigt, um sicherzustellen, dafl die zur
Einbettung bendtigten Lésungen und die Fixierungsmittel die eingelagerten
Granula nicht 16sen.

Schnattpriparate. Zur Anfertigung von Schnitten wurden die mit Argochrom
behandelten und zentrifugierten Bakterien in 5%, Glutaraldehyd 30 min fixiert
und mit gesattigtem Uranylacetat eine Std kontrastiert. Samtliche ILosungen
und der 2%jige Agar wurden bei den Einbettungen mit nach RyTer et al. [30]
modifiziertem Michaelispuffer hergestellt. Osmiumfixierung war bei Argochrom-
behandelten Bakterien nicht moglich, da das Silber von Os0, oxydiert und gelost
wurde. Kalium-Tellurit-behandelte Bakterien wurden ebenfalls eingebettet,
obwohl ein betrichtlicher Teil der Tellurkristalle sowohl von Glutaraldehyd als
auch von 19%iger Osmiumsiure wieder gelést wurde.

Die fixierten und kontrastierten Bakterien wurden in 2% igem Agar ausgegos-
sen, davon wurden Streifchen geschnitten, die in aufsteigender Acetonreihe ent-
wassert und in Mikropal (Ferak, Berlin) eingebettet wurden. Nach 48stiindiger
Polymerisierung bei 60 °C wurden Schnitte mit einem LKB-Mikrotom angefer-
tigh und meist bei 20000facher Vergroflerung im Siemens Elmiskop I untersucht.

Ergebnisse

EBigenschaften des Argochroms. BERNHARD [3] hatte schon 1924 auf freie Ag*-
Tonen in der Argochromlosung hingewiesen, so dafl man nach Zugabe von Argo-
chrom zur Nahrlosung mit der Bildung unléslicher Silbersalze — insbesondere
AgCl — rechnen mufite. Makroskopisch fand sich zwar bei Argochromkonzentra-
tionen von 104 in Nihrlosung kein AgCl, jedoch war es in elektronenmikroskopi-
schen Préiparaten in nachweisbaren Mengen vorhanden.

Tn der Argochromlosung bestand ein Gleichgewicht zwischen freien Ag+-Ionen
und Argochrom, das man fiir kurze Zeit zugunsten des Argochroms verdndern
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konnte, indem man z. B. Cl--Ionen zufiigte und das entstandene AgCl abzentrifu-
gierte. Mit dem so geresnigten Argochrom lieSen sich ebenfalls die Umsatzorte redu-
zierender Enzyme in den Bakterien darstellen. Wenn Ag-Granulo in den Bak-
terien gebildet wurden, so lief die Reduktion des Argockroms immer quantitativ
ab. Der blaue Farbstoff (Konzentration 10—4) wurde z. B. von einer Coli-Uber-
nachtkultur in etwa einer Std in eine Leukoform tiberfithrt. Zentrifugierte man die
Bakterien ab und nahm mit dem Uberstand das Sediment einer zweiten Coli-
Ubernachtkultur auf, so lieBen sich keine Ag-Granula mehr erzeugen, auch dann
nicht, wenn die Leukoform mittels Luftdurchperlung reoxydiert wurde. Durch
die Reduktion war Argochrom in Leukomethylenblaumolekiile und Ag+-Tonen
zerlegt worden. Diese Reaktion war irreversibel. Die Reoxydierung der Leuko-
form war nur noch an Methylenblaumolekiilen wirksam.

Die bakierizide Wirkung des Argochroms wurde schon 1913 von EDELMANN
und MULLER-DEHAM [6, 7] beschrieben. HurzeEre [11] fand eine viruzide Wir-
kung, die auch im Dunkeln abliuft. HerzeERG und Rrvss [12] haben festgestellt,
daB die Inaktivierung bei geniigend langer Einwirkung (3 bis 4 Std) bei Coli-
bakterien auch im Dunkeln erfolgt. Die jetzt ausgefiihrten bakteriologischen und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben, dal Argochrom nur dann
eine bakterizide Wirkung. hatte, wenn es von den Bakterien oder dem XKultur-
medium nicht reduziert wurde. Junge beliiftete Kulturen von . coli B. (3 bis
6 Std alt) wurden durch eine Argochromkonzentration von 10~% in 30 min bei
unterschiedlichstem Tageslicht (tritb bis sonnig) ohne zusitzliche Bestrahlung
inaktiviert. Diese Kulturen vermochten das Argockrom nicht zu reduzieren.
Ubernachtkulturen reduzierten unter den gleichen Bedingungen das Argochrom
und wurden nicht inaktiviert.

Zur Aufklirung des zundchst anbekannten Effektes — nidmlich die Ag-
Granulobildung in Bakterien von Ubernachtkulturen nach Argochromzugabe und
das Ausbleiben dieser Ag-Granula in ebenso behandelten beliifteten Kulturen —
wurden anfangs nur Untersuchungen mif Colibakterien ausgefiihrt. Durch Varia-
tion der Versuchsbedingungen sollten chemische und physikalische Einfltisse auf
die Ag-Granulabildung festgestellt werden. Insbesondere sollte gekldrt werden,
ob es sich bei dieser Ag-Granulabildung in Bakterien um eine spezifische Reaktion
handelte, fir die bestimmte Enzyme verantwortlich gemacht werden konnten,
oder um unspezifische Silberabscheidungen an Bakterien.

Identifizierung und Lokalisierung der Granula. In mit Argochrom behandelten
16stiindigen Fleischwasserbouillonkulturen von E. coli B. fanden sich in fast allen
Zellen elektronendichte Granula, wie sie in Abb. 1 zu sehen sind. Diese Standard-
priparation wurde im Zeitraum eines Jahres als Kontrolle immer wieder durch-
gefithrt und zeigte stets dasselbe Ergebnis. Die GroBe der Granula schwankte bei
Standardpraparaten zwischen 200 und 600 A Durchmesser, jedoch waren die
Granula eines Bakteriums immer von gleicher GréBenordnung. Anhand solcher
Tupfpréparate konnte nichts iiber die genaue Lokalisation der Granule ausgesagt
werden. Da die Vermutung nahelag, daB es sich hierbei nm Ag-Granule handelt,
wurde versucht, die Granule durch eine Verstirkerlésung, die sich vorzugsweise
an metallischem Silber niederschligt, zu vergroBern. Die benutzte Verstirker-
lésung war ein physikalischer Entwickler, mit dem auf belichteten und dann
fixierten Filmen oder Platten die submikroskopischen latenten Bildkeime (= Ag)
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Abb. 1. 16stiindige E. coli B.-Kultur, 15 min 4rgochkromeinwirkung (Endkonzentration 10-4),
Tupfpréparat. Die Granula lokalisieren die Unsatzorte reduzierender Enzyme. Vergroferung
ca. 20000 x

mit Ag*-JIonen so verstdrkt werden, dal ein normales photographisches Bild ent-
steht. Die Granula in den Bakterien zeigten nach 10 min Einwirkung keine GréBen-
zunahme. Wurde jedoch vor Behandlung mit dem Entwickler die Zellwand mit
Lysozym abgebaut, so vergroBerten sich die Granula.

Schnittbilder zeigten eindeutig, daB diese Ag-Gramule meist zwischen Cyto-
plasmamembran und Zellwand liegen (Abb. 2). Im Cytoplasma wurden nur aus-
nahmsweise Granule gefunden, auflen an der Zellwand etwas haufiger. Ob es sich
hierbei um metallisches Silber oder ein Silbersalz handelte, lieB sich im Einzelfalle
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Abb. 2. Diinnschnitt durch eine 16stiindige £. colf B.-Kultur, 15 min 4rgochromeinwirkung
(Endkonzentration 10—%). VergréBerung ca. 50000 x

nicht kldaren. An Colibakterien waren keine bevorzugten Regionen der Cyto-
plasmamembran fir die Ablagerung der Ag-Granule zu erkennen. Abb. 3 zeigt
eine Schnittserie, die deutlich macht, daf entlang der Cytoplasmamembran die
Granule iber das ganze Bakterium verteilt sein koénnen und keine Stelle der
Cytoplasmamembran besonders viele oder besonders wenige Granula enthdlt, auch
nicht die Pole der Zellen.
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Abb. 3. Schnittserie durch ein sich teilendes Coli- Bactervum aus einer 16stiindigen Kultur.
15 min Argochromeinwirkung (Endkonzentration 107%). VergréBerung ca. 30000

Léslichkeitsversuche zur Identifizierung der Granule an mit Liysozym behandel-
ten Colibakterien lieBen keine eindeutigen Schliisse auf die Natur der Granula zu,
da in diesen GrdBenordnungen die herkémmlichen Kriterien zur Unterscheidung
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zwischen 16slich und unléslich nicht mehr exakt wirksam sind. Bei Kontrollver-
suchen wurden Ag-Aufdampfschichten nicht nur von solchen Losungsmitteln
elektronenmikroskopisch sichtbar teilweise gelost, die auch makroskopisch einen
Effekt zeigen (HNO,), sondern auch von anderen, die normalerweise nicht als
Losungsmittel fir Silber gelten (NH,OH). Dennoch wurden diese Versuche mit
allen Losungs- und Fixierungsmitteln durchgefiithrt, die zum Einbetten der Bak-
terien benotigt wurden. Die Granule in den Bakterien wurden von 29%iger OsO,-
Losung oxydiert und gelést. Durch 0,15 m Ammonium-Acetatlésung wurden die
freiliegenden Kérnchen — wie sie bei Standardpréparaten immer als kleine Ingel-
chen im freien Gesichtsfeld zu finden waren — gelost. Da hiervon die intrazellu-
laren Granula nicht gelost wurden, konnte Ammonium-Acetat benutzt werden, um
Préparate mit einem sauberen granulafreien Untergrund herzustellen. Hierzu
wurde das mit Argochrom behandelte Bakteriensediment in 0,415 m Ammonium-
Acetat statt in aqua dest. resuspendiert. 5%ige Glutaraldehydlésung verdnderte
weder die eingelagerten noch die freiliegenden Granula. Daher wurden die Schnitt-
praparate mit Glutaraldehyd fixiert. Die zum Kontrastieren benutzte Uranyl-
acetatlosung beeinflufite ebensowenig die eingelagerten Granule wie die zum Ent-
wissern benutzten Aceton-Wassergemische.

Feinbereichseléktronenbeugungen von Bakterien mit Granula ergaben, dali die
eingelagerten Granula metallisches Silber sind. In Abb. 4 ist einem solchen Fein-
bereichselektronenbeugungsdiagramm ein Debye-Scherrer-Diagramm einer diin-
nen aufgedampften Silberschicht gegeniibergestellt, das unter denselben Bedin-
gungen aufgenommen wurde. Die Ubereinstimmung der einzelnen Beugungsringe
ist deutlich zu erkennen, obgleich sich ein ganzes Bakterium sehr schlecht zu
Beugungsaufnahmen eignet und die Bakterien als Schatten etwas die Aufnahmen
storen.

Die im freien Gesichtsfeld liegenden Kornchen sind dagegen AgCl, wie Beu-
gungsdiagramme bewiesen. Dieses AgCl war durch die Reaktion der freien Ag+.
Ionen des Argochroms mit den Cl—-Lonen der Nihrbouillon entstanden. Manche in
Autolyse befindlichen Bakterien reduzierten Argochrom mnoch zu Ag-Granula.
Waren sie jedoch schon in einem stérkeren Zerfallstadium, dann verloren sie diese
Eigenschaften, adsorbierten aber dafir AgCl-Kornchen, so daff im elektronen-
optischen Durchstrahlungsbild kein Unterschied zu erkennen war. Feinbereichs-
beugung machte jedoch deutlich, daBl es sich um verschiedene Effekte
handelte.

Variation der Argochromzugabebedingungen. Die Granula wurden in den Coli-
bakterien gut erzeugt im Bereich von pH 6 bis pH 8. AuBerhalb dieses pH-Be-
reiches wurden keine Granule in den Bakterien gebildet. Licht oder Dunkelheit
beeinfluliten die Bildung der Ag-Granmula nicht merklich. Zur Untersuchung der
Abhéngigkeit der Anzahl und Grofle der dargestellten Ag-Granule von der Argo-
chromeinwirkungsdauer wurden die Kulturen erst zentrifugiert und das Sediment
dann in einer Adrgochromkonzentration von 1:10000 in Fleischwasserbouillon
resuspendiert. So gelang es, Tupfpriparate von Bakterien herzustellen, die nur
30 sec mit Argochrom behandelt worden waren. Nach dieser Zeit fanden sich in
einigen Bakterien bereits Ag-Granula, die jedoch erst 50 bis 100 A groB waren. Die
maximale Anzahl der Ag-Granule in den Bakterien und ihre endgiiltige GréBe von
200 bis 600 A war nach etwa 15 min erreicht, lingere Einwirkung von Argochrom
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Abb. 4. Debye-Scherrer-Diagramm (Feinbereichselektronenbeugung) einer aufgedampften
Ag-Schicht (links) und eines mit 4rgochrom behandelten Coli- Bacteriums (rechts)

vergrofierte sie nicht mehr. Die Reduktion war dann offenbar quantitativ abge-
laufen, d. h. alle Ag+-Jonen der drgochromlosung waren reduziert. Durch Er-
hobung der Argochromkonzentration wurden die Ag-Granule zwar groBer, jedoch
nicht zahlreicher.

Die Granulabildung erwies sich als temperaturabhéngig: nach 5 min Argo-
chromeinwirkung bei 0 °C waren die Ag-Granula so grofl wie nach 30 sec Binwir-
kung bei 20 °C. Bei einer Endkonzentration von 10-% Argochrom erschienen ver-
einzelt Ag-Granula, jedoch waren sie im Tupfpriaparat nur sehr schwach sichtbar
und nur ca. 50 A groB.

Die Ag-Granula entstanden auch, wenn man die Bakteriensedimente mit
physiologisch unterschiedlichen Lésungen wieder aufnahm. So wurden unbehan-
delte Bakteriensedimente aufgenommen in aqua dest., Fleischwasserbouillon,
Traubenzuckerbouillon, Kochsalz- und Rohrzuckerlosungen und Ammonium-
Acetat. Die so resuspendierten Bakterien wurden weiter wie Standardpraparate
mit Argochrom behandelt und aufgearbeitet. Die direkte Zugabe von Argochrom
zur Fleischwasserbouillonkultur brachte jedoch immer die hochste Ausheute an
Granula in den Bakterien.

Einfluf3 verschiedener physikalischer und biochemischer Eingriffe. 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 Kultur fir 30 min auf 56 °C zeigte denselben Effekt. Nach Abtdten
mit Formalin oder H,0, fand man keine Ag-Granula in den Bakterien.

Bei Standardpréparaten wurde das Argochrom in etwa einer Std entfdrbt.
Liel man vor Argochromzugabe Na-Citrat, Na-Fumarat oder Na-Succinat 15 min
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auf die Colikulturen einwirken, um die entsprechenden Enzyme zu verstirkter
Aktivitdt anzuregen, so entfirbte sich das Argochrom schneller und man fand
weniger Ag-Granule in den Bakterien, dafiir aber tberwiegend Ag-Granulae im
freien Gesichtsfeld. Hier war offenbar das Argochrom schon im Kulturmedium
reduziert worden.

Nach kompetitiver Hemmung der Succinatdehydrogenase durch Malonsdure
wurde die Ag-Granulabildung in den Bakterien geringer. Hier fanden sich ebenfalls
viele Ag-Granula aullerhalb der Bakterien. Wurde die Atmungskette der Bakte-
rien mit KCN blockiert, so entstanden keine intrazelluldren Ag-Granula. Zwei-
maliges Waschen dieser Kulturen veranlafte wieder die Bildung einiger solcher
Ag-Granula, jedoch wurden dann auch viele freie Ag-Granule gefunden. Bei Zu-
gabe von Na-Succinat, Na-Fumarat, Na-Citrat oder Na-Lactat nach KCN-
Abtétung erschienen keine Ag-Granula.

Ewmflup des Sauerstoffangebotes. Unbeliiftete E. coli B.-Kulturen erreichten in
Fleischwasserbouillon ohne eine ausgepragte log-Phase die stationdre Wachstums-
phase, wihrend beliftete Kulturen eine charakteristische log-Phase durchliefen.
Die Keimzahl unbeliifteter Kulturen in der stationdren Phase (etwa 108/ml) war
nur ein Bruchteil der Zahl in belifteten Kulturen derselben Phase (etwa 10 /ml).
Nach verschiedenen Bebriitungszeiten wurde Argochrom zu den Kulturen gegeben
und wie bei den Standardpriaparaten pripariert. Die Ag-Granulabildung war
deutlich vom Sauerstoffangebot abhingig, da sie bei unbeliifteten Kulturen viel
stérker war als bei beliifteten. Zellen gegen Ende der lag-Phase sowohl beliifteter
wie unbeliifteter Kulturen, enthielten zahlreiche Ag-Granula, und zwar auch
solche Bakterien, die sich gerade in Teilung befanden. In der friihen log-Phase
(etwa nach 2 Std) nahm die Zahl der Ag-Granula pro Bakterium schnell ab, dafiir
wurden die einzelnen Ag-Granula groBer. Von der Mitte der log-Phase (ab etwa
3 bis 4 Std Bebriitungsdauer) bis in die stationére Phase hinein wurde von beliif-
teten Kulturen kein Argochrom mehr reduziert. Die Bakterien solch dichter Kul-
turen zeigten im elektronenmikroskopischen Bild (Tupfpriparat) Verdichtungen
und aufgelockerte Stellen. Unterbrach man die Beliiftung in der log-Phase fir
wenigstens 30 min, dann wurde wieder Argochrom reduziert und man fand wieder
Ag-Granule in den Bakterien (Abb. 5). Dieser Effekt wurde beschleunigt, wenn
man statt Luft ebenso gereinigten Stickstoff durchperlte und damit den Sauer-
stoff zusatzlich austrieb.

Bei unbeliifteten Kulturen war diese Abhingigkeit der Argochromreduktion
von den Wachstumsphasen nicht so ausgepréigt, aber auch noch deutlich vor-
handen. In der log-Phase unbeliifteter Kulturen, d. h. nach 2 bis 6 Std, fand man
meist nur ein oder zwei grole Ag-Granule pro Bakteriam. Mit fortschreitender
stationirer Wachstumsphase wurden wieder zahlreichere und kleinere Ag-
Granule in den Bakterien gefunden.

Binfluf anderer Nihrlosungen. Wuchsen die Colibakterien iiber Nacht in
Traubenzuckerbouillon und war also ihr Stoffwechsel auf die Vergirung des
Zuckers eingestellt, so wurden sie dicker (etwa 3pum lang und 2 um breit) und hatten
eine mehr elliptische Gestalt als die in Fleischwasserbouillon gewachsenen. Nur
einige wenige Bakterien hatten die normale Grofle (etwa 3 um lang und 1 pm breit)
und Form der in Fleischwasserbouillon gewachsenen Bakterien. Durch die Ver-
girung des Zuckers énderten die Kulturen ihr pH von 7 auf etwa 4,5. In diesem



176 D. ¥, HtLsER:

Abb. 5. 4stiindige beliiftete £. coli B.-Kultur. 1 Std unbeliiftet, 15 min drgochromeinwirkung.
(Endkonzentration 10—%). Tupfpriparat. VergréBerung ca, 20000 x

pH-Bereich reduzierte jedoch auch eine Standardkultur das Argochrom nicht mehr.
Stellte man die Kulturen mit NaOH auf pH 7 ein und gab dann Argochrom dazu,
so lagerten nur die wenigen normalgrofien Bakterien Ag-Granula ein.

Die Colibakterien wuchsen auch in anaerobem Milieu, das durch Na-Thio-
glycolatbouillon hergestellt wurde, sehr gut, jedoch reduzierten sie dann Argo-
chrom nicht. Nahm man das Sediment einer Standard-Ubernachtkultur mit 0,19,
Na-Thioglycolatbouillon wieder auf und gab dann Argockrom dazu, so fand man
auch keine infrazelluldren Ag-Granula. Unbeimpfte Na-Thioglycolatbouillon re-
duzierte Argochrom in der Versuchszeit nicht.

Bei Versuchen mit einem synthetischen Néhrboden [22] wurde nach einem
von Haro1D [9] angegebenen Verfahren die Polyphosphatsynthese variiert. Dabei
war kein Zusammenhang dieser Synthese mit der Granulabildung zu beobachten.

Untersuchungen an anderen Bakterien. Von den untersuchten gramnegativen
Bakterien unterschied sich Aerobacter aerogenes im Aussehen, dem Wachstums-
verhalten in den obigen Néhrboden und in der Fihigkeit, Argochrom zu Ag-
Granule zu reduzieren, nicht von E. coli B. Dagegen wurden bei Profeus vulgaris
und Pseudomonas pyocyanea in Ubernachtkulturen sehr viel weniger Ag-Granula
und diese bei einem geringeren Anteil der Bakterien gefunden. Hier wirkte das
Kulturmedium schon reduzierend, denn es fanden sich viele Ag-Granula aufierhalb
der Bakterien, wie Beugungsaufnahmen ergaben.

Von den untersuchten grampositiven Bakterien wurden nur bei Ubernacht-
kulturen von Bacillus subtilis und Bacillus mycoides in einem geringen Teil der
Zellen Ag-Granula gefunden. Bei den wenigen hergestellten Schnitten dieser Bak-
terien wurde keine auffillige Zuordnung der Ag-Granule zu Substrukturen der
Zellmembran, wie etwa den Mesosomen, gefunden. Alle untersuchten grampositi-
ven Bakterien entfarbten Argochrom besonders rasch. So entfirbte z. B. eine be-



Darstellung von Umsatzorten reduzierender Enzyme in Bakterien 177

liftete dicht bewachsene 6 Std alte Kultur von Bac. subtilis eine Argochrom-
konzentration von 1:10000 innerhalb von 2 min, aber auch unbeliftete Uber-
nachtkulturen mit wesentlich weniger Zellen benétigten dazu nur etwa 15 min.
Auflerhalb der Zellen lagen viele Ag-Granulae, dafir waren keine im Zellinnern.
Das Argochrom war also auch hier im Kulturmedium reduziert worden. Auch
Ubernachtkulturen von Staphylococcus aureus reduzierten Argochrom schneller
{ca. 20 min) als die von E. coli B. Das Filtrat einer solchen St. aureus-Kultur war
aber nicht imstande, Argochrom zu reduzieren. Kochte man das Filtrat 5 min und
nahm nach Abkithlung ein Kokkensediment damit auf, so wurde Argochrom
wieder reduziert. Nahm man ein Sediment einer St. aureus-Ubernachtkultur in
frischer Fleischwasserbouillon auf, so wurde wesentlich weniger Argochrom von
der Flissigkeit reduziert, die Staphylokokken hatten dann aber vereinzelt Ag-
Granula eingelagert. Inaktivieren der Staphylokokken durch Erhitzen auf 100 °C
oder durch Belichtung nach Thiopyroninzugabe verhinderte die Reduktion. Nur
in Anwesenheit lebender Bakterien fand also die Reduktion des Argochroms
statt.

Nachweis reduzierender Enzyme durch Kalium-Tellurit. Ubernachtkulturen
von K. coli B. reduzierten Kalium-Tellurit zu nadelférmigen Tellurkristallen. War
die Reduktion nicht ganz vollstindig, so fand man granuldre Telluroxide. Diese
Telluroxide konnten durch nachtrigliche Einwirkung oxidierender Substanzen
aus den nadelférmigen Tellurkristallen gebildet worden sein. Eine Lokalisation
der Tellurkristalle liel sich auch auf Schnitten schwer exakt angeben, da schon
wihrend der Fixierung mit Glutaraldehyd oder Osmiumséure die meisten Tellur-
kristalle wieder gelost oder oxidiert wurden. Dies geschah offenbar schon so frith
und so schnell, dafl die dadurch entstandenen Locher noch vor der endgiiltigen
Fixierung wieder geschlossen wurden. Die wenigen verbliebenen Tellurkristalle
oder die etwas haufiger entstandenen granuldren Telluroxide lielen keine bevor-
zugten Ablagerungsorte erkennen.

Beliftete Kulturen von E. coli B. reduzierten ebenfalls Kalium-Tellurit. Die
Telluritreduktion hing nicht deutlich von der Wachstumsphase ab, wie dies fiir
die 4rgochromreduktion gefunden wurde. Ebenso reduzierten auch pH-korrigierte
Traubenzuckerbouillonkulturen Kalium-Tellurit. Nach KCN-Hemmung fanden
sich jedoch nur vereinzelt Tellurkristalle in den Bakterien.

Gab man zu einer Ubernachtkultur von E. ¢oli B. ein Gemisch von Argochrom
und Kalium-Tellurit, so kamen Ag-Granula und Tellurkristalle gemeinsam in den
Bakterien vor. Liel man dagegen 30 min nach Argochromzugabe noch Kalium-
Tellurit einwirken, so wurden zwar viele Ag-Granule, aber kaum noch Tellur-
kristalle in den Bakterien gefunden. Entsprechend ergab der umgekehrte Versuch
zahireiche Tellurkristalle, aber kaum Ag-Granula, wenn man Kalium-Tellurit
30 min vor dem Argochrom zusetzte. Durch vorherige Methylenblauzugabe war
die Argochrom- bzw. Kalium-Telluritreduktion nicht zu beeinflussen.

Von den Ubernachtkulturen der untersuchten grampositiven Bakterien wurde
Kalium-Tellurit nur in Zellen von Bac. subtilis reduziert. In Ubernachtkulturen
von St. aureus und albus sowie Sarcina lutea wurde kein Kalium-Tellurit intra-
zelluldr reduziert, dafiir fanden sich Tellurkristalle im freien Gesichtsfeld, genauso
wie es fir die Ag-Granula bei Argochrom-behandelten Kulturen beschrieben
wurde.
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Diskussion

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben, dafl unter bestimm-
ten Bedingungen durch Argochrom Granula in Bakterien erzeugt wurden. Zu ihrer
Identifizierung dienten Feinbereichselektronenbeugungen. Sie ergaben eindeutig
die Debye-Scherrer-Diagramme des metallischen Silbers, die deutlich von den
Beugungsdiagrammen unbehandelter Bakterien bzw. Bakterienwinden abwichen
(vel. [4, 31]). Aber auch die Tatsache, dafl die Granule in den Bakterien nach
Lockerung der Zellwand durch Lysozym mit photographischem ( physikalischem )
Entwickler bevorzugt verstirkt wurden, spricht fiir metallisches Silber.

Die Versuche mit dem Entwickler zeigten zugleich die Lokalisation der Ag-
Granule an: Da die Ag-Granula nur nach Abbau der Zellwand verstarkt wurden,
muBten sie innerhalb der Zellwand liegen. Auf den Schnittbildern (Abb. 2 u. 3)
ist eindeutig zu erkennen, dall die Ag-Granula meist zwischen Zellwand und
Cytoplasmamembran abgelagert sind. Damit war zunichst nur eine Ubereinstim-
mung in der Lokalisation der Ag-Granula mit den durch Kalium-Tellurit [17, 18,
38, 39} und durch Tetrazoliumsalzen [23, 24, 27, 33, 34] markierten Umsatzorten
reduzierender Enzyme in Bakterien gegeben (vgl. [25]). Die weiteren Versuche
sollten daher klaren, ob die Reduktion des Argockroms zu Silber durch die Enzyme
der Atmungskette verursacht wird. Diese Enzyme sind zu einem Multi-Enzym-
komplex verbunden, dessen einzelne Enzyme untereinander in einem FlieBgleich-
gewicht stehen [20, 32]. Schaltet man ein Enzym aus, so ist die Aktivitit des ge-
samten Multi-Enzymkomplexes gestért [5, 197, Es ist bekannt [2], dafl man mit
dem Austritt von Enzymen aus der Zelle rechnen muf}, wenn durch Reize, wie
Substratmangel, Zellgifte oder Steigerung spezifischer Zelleistungen, der normale
Zellstoffwechsel beeinflullt wird. Es ist daher verstéandlich, wenn ein reduzierendes
Enzym — nicht unbedingt das z. B. durch Malonséure oder Na-Succinat beein-
fluBte -— in das Kulturmedium abgegeben wird und dadurch die zugegebenen Sub-
stanzen, wie Argockrom oder Kalinm-Tellurit, schon in der Kulturfliissigkeit redu-
ziert werden. Da diese Tatsache nicht immer beriicksichtigt wurde, sind in der
Literatur unterschiedliche Enzyme fiir die Reduktion derselben Stoffe (Kalium-
Tellurit oder Tetrazoliumsalze) verantwortlich gemacht worden [15, 17, 18, 23,
24, 33, 34, 38, 39, 411.

Mit den hier geschilderten Versuchen ist es nicht gelungen, die Reduktion des
Argochroms zu Silber auf ein einzelnes Enzym der Atmungskette zuriickzufithren.
Die Sauerstoffabhéngigkeit (s.u.) spricht fir eine Beteiligung der Cytochrom-
oxidasen an der Reduktion des Argochroms, jedoch lieB sich durch Beeinflussung
der Succinatdehydrogenase die Granulabildung ebenfalls varileren. Aus den oben-
genannten Grinden ist jedoch nicht ausgeschlossen, dall auch noch andere redu-
zierende Enzyme beteiligt sind. Von den Cytochromoxidasen ist bekannt, daB sie
durch KCN in der oxidierten Phase stabilisiert werden [29, 40]. Aber auch fiir die
Succinatdehydrogenase ist eine Inaktivierung durch KCN beschrieben worden
[36]. Man konnte also von KON keine selektive Enzyminaktivierung erwarten,
jedoch eignete es sich zur Einengung des in Frage kommenden Enzymsystems.
Da sowohl die Argochromreduktion als auch die Kalium.Telluritreduktion in
Bakterien von KCN unterbunden wird, 145t sich schlieflen, daf} dasselbe Enzym-
system fiir die Reduktion dieser Substanzen verantwortlich ist. Das Awusbleiben
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der Granula bei beliifteten Kulturen, bzw. die Verringerung der Anzahl der Granula
wiahrend der log-Phase bei unbelufteten Kulturen kénnte auf eine Beteiligung der
Cytochromoxidasen hinweisen, denn bei einem konkurrierenden Angebot von
Sauerstoff und Argochrom werden die Bakterien die Substanz wihlen, die sie leich-
ter reduzieren konnen. Dies ist der Sauerstoff, wenn sie auf aerobes Wachstum
eingestellt sind [21, 37].

E. coli B. gehort zu den fakultativen Anaerobiern, d. h. die Zellen geben je
nach dem Bedarf des Stoffwechsels ihre Elektronen entweder tiber die Cytochrom-
oxidasen an O, oder iiber die Flavin-Enzyme an andere Elektronenakzeptoren
ab [19]. Es ist daher zu verstehen, daf3 Colibakterien, die unter anaeroben Bedin-
gungen gewachsen waren, wie sie z. B. in Na-Thioglycolatbouillon vorliegen, kein
Argochrom reduzieren. Dies spricht wiederum fiir eine Beteiligung der Cytochrom-
oxidasen an der Argochromreduktion. Es ist beschrieben worden [8, 147, dafl die
Atmung der fakultativen Anaerobier sehr rasch umgestellt werden kann. Damit
ware erkldrbar, warum eine Ubernachtkultur von Z. coli B. keine Granula mehr
bildete, wenn man ihr Sediment mit Na-Thioglycolat aufnahm und dann erst
Argochrom zugab. Dies wird immer dann méglich sein, wenn die Atmung innerhalb
weniger min von aerob auf anaerob umgeschlagen war. Es ist bekannt, daf auch
Glucosezugabe die Aktivitét der Atmungsenzyme hemmt {8, 43]. Die in Trauben-
zuckerbouillon gewachsenen Colibakterien haben ihren Stoffwechsel auf Vergirung
eingestellt und haben damit auch die Fahigkeit verloren, Argochrom zu redu-
zieren. Eine Zwischenstellung bei der Erzeugung anaerober Zustdnde nahm der
Stickstoff ein. Er beeinfluBte nicht so stark die Umstellung von aerober auf anaero-
be Atmung, sondern beschleunigte nur die Wirkung, die bei Unterbrechung der
Sauerstoffzufuhr aufgetreten wire.

Wurden die Bakterien ohne direkte Beeinflussung der Atmungskette inakti-
viert (z. B. durch UV oder Thiopyronin plus Licht), so konnte immer noch etwas
Argochrom reduziert werden. Wurde die Zellwand oder das Cytoplasma so ver-
andert, daf} ein Eindringen des Argochroms nicht mehr méglich war, so wurden
keine Granule in den Bakterien gefunden, z. B. bei Abtotung durch Formalin.
Die Abhéngigkeit der Darstellung reduzierender Enzyme durch Argockrom von
dem Zellwandaufbau (grampositiv bzw. gramnegativ) der Bakterien zeigte sich
an den Bakterien, die als gramlabil bekannt sind, wie Bac. mycoides und Bac.
subtilis: nur dann waren Ag-Granula eingelagert, wenn die Bakterien eine diinne
Zellwand hatten. Da bei den untersuchten grampositiven Bakterien das Argo-
chrom schon in der Kulturfliissigkeit reduziert worden war, ist es auch denkbar,
dabB hier ein hitzeresistenter Teil der Enzyme freigesetzt wurde, der jedoch nur
bei Anwesenheit anderer, noch an die lebenden Bakterien gebundener Substanzen
reduzierend wirkt.

Argochrom besitzt offenbar genau die Eigenschaften, die Substanzen zur Dar-
stellung der Umsatzorte reduzierender Enzyme im Elektronenmikroskop haben
sollten [28], ndmlich Reaktion mit lebenden Zellen im Kulturmedium und elek-
tronendichte Ablagerungen, die auch durch Einbettungsvorginge nicht verandert
werden. Argochrom zeigte keinen elektronenmikroskopisch erkennbaren Einflufl
auf die Struktur der Bakterien, weder bei jungen belifteten Kulturen noch bei
Ubernachtkulturen. Mit der gewahlten Argochromkonzentration von 10-% lieBen
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sich solch typische Gfranula erzeugen, dal man auch in Tupfpriparaten fest-
stellen konnte, ob eine Reduktion des Argochroms in den Bakterien stattgefunden
hatte oder nicht. Mit der Reduktion von Argochrom zu Silber und der makro-
skopisch erkennbaren Entfarbung des Farbstoffes war es moglich, Zeitunterschie-
de in der Reduktion festzustellen und anhand von Beugungsaufnahmen auch ein-
deutig nachzuweisen, wo die Reduktion stattgefunden hatte: aullerhalb der Bak-
terien oder an bestimmten Strukturen innerhalb der Bakterien. Die unterschisd-
liche Haufigkeit und die unterschiedliche Grofie der in den Bakterien entstandenen
Granule konnten Anzeichen unterschiedlicher Aktivitdt der Enzymumsatzorte
sein. Durch die gewonnenen Ergebnisse ist es wahrscheinlich, daB fiir die Reduk-
tion des Argochroms die reduzierenden Enzyme der Atmungskette verantwortlich
sind. Wegen des geschilderten Verhaltens eines Multi-Enzymkomplexes erscheint
es jedoch fraglich, ob mit histochemischen Methoden eine Einengung auf ein ein-
zelnes Enzym moglich sein wird.

Herrn Prof. Dr. K. HerzeEre, Herrn Prof. Dr. Dr, h. ¢. mult. B. Rasewsky und Herrn
Prof. Dr. R. W. Karrax danke ich fiir Anregungen und Diskussionen. Frau C. PLESCHER
danke ich fiir ihre Mitarbeit bei den technischen Arbeiten.
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