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1902 verSffentlichten Dietrich und JLiebermeister (B. C. I. 19) die 
ersten ~r fiber Vorkommen sauerstof~fibertragender KSrn- 
chen in Bakterien. Sie fanden, dab in Milzbrandbacillen, wenn dem 
hi~ngenden Tropfen etwas Dimethylparaphenylendiamin und a-Naphthol- 
15sung zugesetzt wurde, eine Blauf~rbung einzeiner Granula auftrat. 
Die gleichen KSrnchen waren vorhanden in Diphtheriebaeillen, in Bac- 
terium typhi, coli, pyocyaneum, megatherinm, in Cholerabacillen und 
in jungen Tuberkelbacillen. Dagegen war die Reaktion negativ bei den 
anaeroben Bakterien des mMignen Odems und Rauschbrandes, bei 
Bacterium vulgate (Proteus) und prodigiosum. 

Die KSrnchen gaben die Oxydationsreaktion nach Erhitzen auf 
100 ~ nach Beh~ndlung mit S~uren, Laugen, Verdauungsfermenten 
und fettlSsenden Reagentien; mit LSsungen yon Jodkali f~rbten sie 
sich gelb, in w~sserigen H~matoxylinlSsungen violett, mit Sudan rosa, 
mit Osmium gaben sie keine Reaktion. Die KSrnchen stimmten fiberein 
z. T. mit den Babes-Ernstsehen, z. T. mit den Bungeschen s~urefesten 
KSrnchen. D~s Auftreten der KSrnchen war abh~ngig yon der Beschaf- 
fenheib des N~hrbodens, yore Altar der Kultur und yon ~ui3eren Be- 
dingungen (Zufuhr yon Luftsauerstoff). 

Die Verfasser vermuten Verwandtschaft der KSrnchen zu den Nu- 
eleinen. Sp~ter hat Dietrich (Zentralbl. f. Pathol. 1908) die oxydie- 
rende Eigenschaft der K5rnchen abgelehnt. Im Jahre 1909 nahm Eisen- 
berg (B. C. I. d8) die gleichen Untersuchungen vor. Im Gegensatz zu Diet- 
rich und Liebermeister land er, dal3 zwar in Milzbrandbacfllen die sauer- 
stoffiibertragenden KSrnchen vorhanden waren, nicht aber in den an- 
deren Bakterien, sie fanden sich dagegen in Spirfllum undula, wo sic 
indessen durch FettlSsungsmittel zerstSrt warden, in Spirillum volutans 
und in Bacterium tumescens (Zop]). 
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Eisenberg nimmt zwar auch eine katalytische Beschleunigung der 
Oxydation an, legt aber gr/il]eren Weft  auf die Farbstoffbindung, die 
guf eine Besonderheit des f~rbbaren Substrates hindeute. Eisenberg 
betrachtet ,  wie Dietrich und Liebermeister, den Furbstoff als wasserun- 
15sliches Naphtholblau (ira Gegensatz zu d e r  jetzigen Ansieht ,  wonuch 
der blaue F~rbstoff Indophenolblau ist), das zum Protoplasma der Bak- 
t e r i e n  keirie VerWandtschaf ~ besitzt, wohl aber wahrseheinlich eine 
LSsungsaffinitgt zu den Granu]a :  2qach Eissnstein st immen die KSrn- 
chen iiberein mit  den durch Meyer (B. C. I. 34) und Preisz (B. C. I. 35) 
in. Bakterien festgestellten ReservekSrnchen yon Fett .  Hierffir sollen 
spreehen die Fgrbbarkei t  rail Fettfarbstoffen, die Fghigkeit  Jod  und 
N~phthol und Pikrins~ure zu speichern, die dann wie Beizen wirken. 
(Naeh Eisenstein stellen die in ~lteren Milzbrandkulturen sich vorfinden- 
den Kugelformen, die zahlreiche derartige KSrnchen enth~lten, Fet t -  
mastbacillen vor.) Es ist indessen nieht ausgeschlossen, da~ rail dem 
FeLt Eiweii]bestundteile verbunden sind. Eisenberg fund im Gegensatz 
zu Dietrich und Liebermeister keine Violettf~rbung der XSrnchen in 
Hi~mutoxylinl6sung. 

D i e  n~ehsten Arbei ten aus den Jahren 1910 und 1912 s tammen yon 
W. H. Schultze (B. C. I. 56) und unter seiner Leitung yon Kramer 
(B. C. I. 62). W. H. Schultze ffihrte eine neue Methode ein, indem e rd ie  
Bakterien auf einer Agarplatte ausstrieh, der d~s Nudigemiseh, wie yon 
Grdi//der Kfirze halber die Mischung der Indophenolblauoxydasereagen- 
tien bezeichnet wird, zugesetzt wird. Kramer hat  mit  dieser Methode 
zahlreiche Mikroorganismen untersueht und folgendes festgestellt: 

Negativ waren s~mtliche Kokken (nicht untersucht sind die gram-negativen 
Kokken). Die Bakterien verhalteI1 sich verschieden. Kramer best~tigt die Angaben 
yon Dietrich und Liebermeister gegeniiber Eisenberg, wonach Diphtherie-, Typhus-, 
Coli-, Pyocyaneus-, Cholera-, Megatherium- and Tuberkelbacillen positive Nadi- 
Reaktion geben, w~hrend Bacterium proteus und anaerobe Bacillen negativ sind. 
Negativ sind ferner die Influenzabacillen, die Friedlgnder-Bacillen, die Dysenterie- 
baeillen, die Paratyphusbacillen, das Bacterium vitu]inum, violaceum und vulgate. 
Die aeroben sporenhaltigen Baeillen sind positiv, die Vibrionen positiv mit Aus- 
nghme yon Vibrio proteus. 

Spirillum rubrum war negativ, undula positiv, I:[efen waren positiv, weiter 
fand Kramer, d~13 die Granul~ bereits durch Erhitzen auf 60 ~ dann zerstSrt werden, 
wenn die Erhitzung 24 Stunden anhielt. Auch durch konzentrierte Salzsgure 
wurden nach 24 Stunden die Stoffe vSllig zerstSrt. 

•aeh Kramer handelt  es sich bei den KSrnchen nieht um FeLt, 
sondern um phenolasehaltige Stoffe noch unbekannter  .Natur. Er  
stfitzt sieh bei dieser Anschguung auf die bekannten Arbeiten yon F. 
Winkler und W. H. Schultze fiber Indophenolblauoxydasen in tierischen 
Zellen. 

Weitere wichtige Feststellungen verdanken wir Brandt (B. C. I. 72). 
Um irrefiihrende Niederschl~ge g~nzlich zu vermeiden, die beim Zu- 
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sammenbringen des ~adigemisches leicht entstehen, liel~ Brandt auf den 
Vorsehlag v. Gierkes die D/~mpfe der Nadireagentien a u f  Kulturen ,in 
Petrischaten oder den h~ngenden Tropfen einwirken und konnte die Er-  
fahrungen yon Kramer fiber Vorkommen oxydier~ender Bakterienfer- 
mente best/~tigen. �9 

Aus der Tatsaehe, dab die KSrnchen durch 1/~ngeres Erhltzen ihre 
Oxydasen einbfil~en, abet sieh noch mit einer alkoholisehen Indophenol- 
blaulSsung f/~rben lassen, schlie6t Brandt, dab es sich um oxydasehalt ige 
Lipoide handle. Auch den Nachweis, da~ die K6rnehen selbst der Or t  
der Oxydati0nsreaktion sind, k0nnte Brandt erbringen. Er  zeigte, dal~ 
in der Umgebung der K6rnchen reduziertes Methylenblau zum Farb-. 
stoffe oxydierte (Unnas Rongalitweil~reaktion). 

Eine Erg/~nzung zu diesen Arbeiten bilden Beobachtungen an Hefen 
mit  der Indophenolblausynthese und verwandten Reaktionen. 

Bereits 1886 land Wurster (Chem. Beriehte 29, 318) eine Blauf/irbung v0n 
Here dutch Tetramethyl-Paraphenylendiamin. Die/~lteren Arbeiten fiber Oxydase- 
reaktionen derttefe hat Kohl in seinem Buehe ,,Die Hefepilze" (Leipzig: Quelle u. 
Meyer 1908) zusammengestellt. Von sp/~teren Arbeiten sind auBer den bereits 
erwghnten Untersuehungen yon Schultze und Kramer wichtig die Arbeiten v0n 
Harden und Zilva (Biochem. journ. 1914, S. 217). Diese nehmen bei Hefen das 
Vorhandensein -con Peroxydasen an, well sie bei Behandlung mit Paraphenylen- 
diamin und It202 eine Violettf/~rbung der Keime erhielten. A. Bach (Ferment- 
forschung 1916, S. 197) bestreitet das Vorkommen yon Peroxydasen und erkl/~rt 
das Zustandekommen der Reaktion mit der Anwesenheit kolloider Massen: 
die das Oxydationsprodukt des ParaphenYlendiamin leieht ads0rbieren und da- 
durch den Oxydationsakt beschleunigen. 

Eigene Untersuchungen. 

Die Oxydationsreaktion wurde zun/~chst angestellt mit  Paraphenylen- 
diamin allein (Base), in Wasser gelSst und stark verdfinnt oder i n S u b ,  " 
stanz (Methode yon v. Gierke-Brandt). Die LSsung hat  den Vorteil, da$ 
sie an der Luft  nur langsam oxydiert , so dab sie noch fast ungef/~rbt et- 
scheint, wenn die damit  fibergossenen Bakterien bereits gef/s sind. 
H20~-Zusatz ist nieht notwendig, besehleunigt aber den Oxydations- 
vorgang. Man kann durch GieBen yon ParaphenylendiaminlSsung auf 
mit  Raehenabstrichen beimpfte bebrfitete Serumplatten setlr schnell fest- 
stellen, ob Diploeoeeus catarrhalis vorhanden ist (5%), da aul3er diesem 
Keim fast nur Helen sieh dunkelbraun f/s Streptokokken'*, Staphy- 
lokokken und Diphtheriebacfllen waren immer negat iv .  Wie Diplo- 
Coccus eatarrhalis verhalten sieh Meningokokken (Stature aus dem 
Reichsgesundheitsamt) und Gonokokken. Hefen geben wie die Kokken 

* Auf Bln~platten zeigen die Strept0kokken (haemolytieus) einen stark 
braunen Her bei Einwirkung der Gase, waren auch zum Tell selbst diffus V'erf/~rbt; 
a u f  S6rumplatten braunt sich der Nahrboden im Gegensatz zu Staphy!okdkken, 
die die Oxydation verhindern. .... :: ..... : :. 



736 W. Loele : 

meist nur eine diffuse Braunf~rbung. Langsamer erfolgt die Braun- 
f/~rbung naeh der Methode yon Brandt im Brutsehrank. 

Es ist indessen nieht gleich, ob Paraphenylendiamin allein oder mit 
H~O 2 genommen wird, Paraphenylendiamin ist z. B. ein bekanntes 
l~eagens, (Storch) um in der Milch die koehempfindliehen Peroxydasen 
naehzuweisen. Man erhglt ohne H2Os-Zusatz keine guten Reaktionen, 
auch naeh lgngerem Stehen nieht, wghrend bei Anwesenheit yon H20 ~ 
sofort eine blguliche Verf~rbung der Milch eintritt. Aneh pflanzliche 
Ausziige geben oft nur bei Anwesenheit yon H202 starke Indophenolblau- 
reaktion. Kgnig (Ziegl. Beitr. 75, 198) land eine i~hnliehe Reaktion 
(positive Peroxydase bei negativer Indophenoloxydasereaktion) an dem 
Abniitzungspigment menschlieher Herzen. 

Die Anwendung yon Paraphenylendiamin alMn ist zur Schnellorien- 
tierung geeignet, da meist diffuse Fgrbungen eintreten. Brauehbare 
K6rnehenbildung erhielt man erst bei Zusatz yon a-Naphthol.  Es ist 
nieh t ganz gleichgfiltig, ob man das Paraphenylendiamin nimmt oder 
seine Dimethylverbindung. Dies war besonders eharakteristisch, wenn 
Plat ten (Traubenzuekeragar) yon Oidium laetis, die einige Tage alt 
waren, mit den drei Reagenzien fibergossen wurden und �9 die Plat ten 
einige Zeit standen. Die Helen der Paraphenylendiaminplatte zeigten 
eine sehr deutliehe braune bis violette spgrliehe Granulierung und teil- 
weise diffuse Fgrbung. 

Auf der Nadiplatte waren die Hefen meist vollgepfropft mit grol3en 
und kleinen blauen Kugeln, bei Verwendung des Paraphenylendiamin 
start  der Dimethylverbindung (der Kfirze wegen als Na-PA-Reaktion 
zu bezeichnen) fanden sieh die wiederholt yon mir besehriebenen Sehlin- 
gen und Spiralen. Um bloge /~arbstoffausfglle handelt  es sieh hierbei 

�9 nieht, denn aueh bei anderen Helen fanden sich die St~be und Sehlingen 
nur bei dieser Methode. Ihre Entstehung ist wohl so zu erkl~ren, dag 
in den lebenden Zellen gewisse ZellstraBen, in denen sich das P lasma 
anders verh/tlt wie in der Umgebung, dureh die Oxydasereaktion durch 
F/~llung fixiert werden. Auf eine solehe Stabilisierung yon EiweiB- 
strukturen st6gt man ja 6fter bei der Untersuehung von Oxydasen. 
Es sind F/~llungen die nur in der lebenden, nieht in der toten Ze]le 
m6glieh sind, und sie werfen ein Lieht auf die Strukturbildung in Zellen 
iiberhaupt. 

Da manehe Oxydasen sowohl durch a-Naphthol wie dureh Alkali 
gel6st werden (v. Gierke) und dem Naehweis entgehen k6nnten, wendet 
man am besten beide Methoden an, sowohl die yon Winkler-Schultze 
wie die yon v. Gierke-Gr~i H. Das lJbergieBen yon Kulturen mit dem Nadi- 
gemiseh ist besonders zur Orientierung geeignet, der h~ngende Trolofen, 
die Schultzesche Plattenmethode und die Methode yon Brandt sind zum 
Vergleich heranzuziehen. Bei Anwendung dieser Methoden konnte 
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ebenfalls in den nach der Gramschen Methode nieht f/irbbaren Kokken 
eine ,,Oxydase" nachgewiesen werden. Bacterium Friedl/inder war 
immer negativ, dagegen fanden sich nur diffuse Oxydationsreaktioncn 
gelegentlich, wenn auch nicht gleichm/~Big in allen Glicdern der Typhus- 
Coli- Ruhrgruppe, Diphtheriebacillen gaben in h/~ngenden Tropfen 
vereinzelt die Oxydasereaktion (K~irnchen). Die Zusammensetzung 
des ~/~hrbodens ist dcmnach, wie schon Dietrich und Liebermeister 
fanden, nicht gleichgfiltig. Im Bacterium Metschnikoff, das auf Glyko- 
kollagar gezfichtet nur Kugelformen (A-Formen yon Kuhn) zeigtc, 
waren' nach dem Ubergiel3en der Kultur  mit den Indophenolblau- 
reagentien manche Kugeln mit  blauen groBen KOrnern vollgestopft 
und glichen den ]~ettmastbazillen Eisenbergs. Der schleimige Charakter 
der Kultur  deutet darauf hin, dab es sich eher um verschleimende Gra- 
nula handelt als um Fett .  

Zahlreiche Untersuchungen habe ich mit sehr wechselnden Ergeb- 
nissen in den letzten 6 Jahren mit I tefen angestellt, die besonders des- 
halb Beachtung verdienen, weft bier Oxydationsreaktionen mit Benzi- 
din gelangen. Die Benzidinreaktion mit H~O2, also eine Peroxydasc- 
reaktion, ist an mensehlichen Leukozyten von Fischel zuerst mit alko- 
holischen, yon mir mit w/il~rigen BenzidinlOsungen vorgenommen wor-  
den. Ich habe dana ein gr51~eres tierisches Material (Virch. Arch. 261) 
untersucht und gefunden, daft die Benzidinperoxydasen nicht mit den 
o;-Naphtolperoxydasen iibereinstimmen, aber meist mit ihnen verbunden 
sind, und dab beide sich in vielcn F/~llen aus einem gemeinschaftlichen 
Oxydasekomplex abspalten. Bakterien enthalten, soweit bisher festge- 
stellt, keine Stoffe, die sieh mit den Benzidinfarben darstellen lassen, 
wenigstens nicht in Kulturen, dagegen geben sie manchma] Reaktionen 
in eitrigen Sekreten. Hier liegt die MOglichkeit vor, dab sie die Peroxy- 
dasen aus den Eiterzellen aufgenommen haben. 

Zur Darstellung der Benzidinperoxydase 10st man das Benzidin (Base) durch 
kr/~ftiges Schfitteln mit Wasser, worin es nur wenig 15slich ist, filtriert die LOsung 
und setzt auf 9 Tefle Filtra~ 1 Tell einer 1 proz. H20~-LOsung zu. ~it  dieser Fliissig- 
keit fibergieSt man die Kultur oder Objekt$r/s 

Wenn fiberhaupt Farbreaktionen auftrcten, so kann man 3 ver- 
schiedene Bilder nach Behandlung der Hefe mit dem Peroxydasercagens 
unterscheiden: 

1. Das Braunbild, 2. das Buntbild, 3. das Rotbild. 
Der Ausfall der Reaktion h/s zum Tell vom Alter der Kultur  ab, 

wie der folgende Versuch zeigt. 
Es wurden gleichzeitig verschieden alte Hefekulturen (aus K/ise 

geziiehtete Torulaart) mit der BenzidinlOsung iibergossen (Agar,- Trau. 
benzucker, Schr/~grOhrchen). Durch Schfitteln wurden die Helen gleich- 
m/~l~ig verteilt. Naeh 10 Minuten wurde die F/~rbung festgestellt. 
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Alter der Kultur F~rbung 

2 Tage . . . . . . . . . . . .  keine Farbung 
6 . . . . . . . . . . . . . .  blal~ grilnblau 

13 . . . . . . . . . . . . . .  himmelblau 
16 . . . . . . . . . . . . . .  br~unlich 
17 . . . . . . . . . . . . . .  griinlich 
20 . . . . . . . . . . . . . .  br~unlieh violett 
27 . . . . . . . . . . . . . .  griinbraun 
28 ,, . . . . . . . . . . . .  braunviolett. 

~ a c h  24 Stunden haben sieh alle Helen zu Boden gesetzt und, soweit 
sie gef~rbt sind, haben sie eine oekergelbe Farbe angenommen. In  Aus- 
strichen finder man dann nur diffuse F~rbungen. Aueh an jungen 
Kul turen erh~lt man Farbreaktionen, wenn man die BenzidinlSsung auf 
angetroekneten }tefeausstriehen auf dem Objekttr~iger langsam verdun- 
sten l~I~t, wobei allerdings die dureh Luftoxydat ion gebildeten Farb- 
stoffe adsorbiert werden und nicht die Oxydation in der Hefezelle selbst 
stat tf inden dfirfte. Betrachtet  man die Here unmit telbar  nach Eintr i t t  
der F~rbung, so bietet sieh dem Auge oft ein auBerordentlieh buntes 
Bild. In  oder an der Wand der Vakuole, die meist nur in Einzahl vor- 
handen ist, liegt ein gelbes, rotes oder griines Korn, das zaekige oder 
spangenartige Formen annimmt,  manchmal  wie bei einer Kernteilung 
in zwei sich gegeniiber stehende Teile zerf~llt. Das der Vakuole ent- 
spreehende Mittelfeld der Here erseheint oft b]au. In  der Umgebung 
der Vakuole treten zahlreiehe meist k]eine KSrner auf yon gelber, roter 
und grfiner und blauer Farbe. Die blaue Farbe herrscht besonders bei 
den groBen Hefeformen vor, die gelbe bei den kleinen. 

Diese Bilder t ra ten  dann leieht auf, wenn die Here besonders viel 
Katalase enthielt. Bei der Behand]ung yon Hefeabstriehen auf Objekt- 
br~gern gelang es einige Male reine Rotbilder zu erhaiten, die eine ~ul]erst 
regelm~l~ige Zeichnung darboten, wiihrend bei den Buntbildern alle 
mSgliehen Formen gef~rbter KSrnehen vorhanden waren. Es waren 
dann 3 Formen besonders auffallend. 

1. I n  oder an der Vakuole t r i t t  ein KSrnchen auf, das diphtherie- 
baeillenartig ausw~chst oder sich in 2 - -3  KSrnehen teilt. 

2. Das Korn vergr51~ert sich, u n d e s  treten kleine Granula aul~er- 
halb der Vakuole auf. 

3. Das Korn  t r i t t  aus der Vakuole, es bflden sich eine Anzahl kleiner 
Vakuolen, die grSi~ere KSrner entha]ten. Alle K~irner Zeigen die gleiche 
rote Farbe, die etwa einer F~rbung mit  ~eut ra l ro t  gleieht. Die Ursaehe 
der Rotf~rbung liegt vermutlieh darin, dai~ die Peroxydasen mit  phenol- 
artigen Chromogenen verbunden sind, die den Benzidinfarbstoff beein- 
flussen. 

Die Wand der Vaku01e ist manehmal  mit  Sudan rot oder gelbrot 
f~rbbar, mi t  Indophenolblau violett, mit  Benzidin gelb, es verh~lt sich 
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die V.akuolenwartd demnach wie_Fett, doch l~gt sich das Fett nicht dureh 
Alkohol, Xylol und Xther ausziehen. Mit Carbolfuchsin-Sehwefels~ttre 
behandelt, ist flie Wand bisweilen si~urefesL 

Den Benzidinbildern sind durchaus nieht gleich die Bilder, die man 
mit der :Indophenolblaureaktfon erh~lt. Wurde start der Dimethylver- 
bindung Parapheny!endiamin mit ~,Naphthot verwendet, so konnte 
hgufig eigenartige dorn- und spiralf6rmige Bildungen beobachtet werden, 
besonders .sch6n, wenn man das Gemisch VOl/Naphthol und Paraphenyl- 
endiamin l~ngere Zeit einwirken lieB. (Vgl. ~Virchows Archiv, 268, 839, 
Abb. 4.) 

Es waren an Helen folgende l~ormen oxydierender Stoffe festzustellen: 
1. Diffuse F~rbung der Hefezellen, 
2. 0xydationsort ist iibereinstimmend mit einer Hefestruktur, 

a) mit der Vakuolenwand, 
b) mit dem Kern yon M611er, Kohl, Henneberg, Zettnow u. a., 
c) mit dem N~cleolus yon Schuhmacher, 
d) mit Volutink6rnern (Nucleins~urek6rner yon Schuhmacher). 

3. Der 0xydationsort erscheint Ms Granulum ohne Beziehung zu 
einer der genannten Strukturen, 

a) Ms einzelne K6rnchen in der Vakuole am Vakuolenrand oder 
im ,,Kern", 

b) als gleichmgBige Granulierung, 
c) als Diplokokkus, ferner Hantel, Nagel und Spiralfaden (z. T. 

gleich mit lb--d). 
Dutch Vergleiehsfgrbungen lgBt sich meist feststellen, an welche 

Struktur die Oxydationsreaktion gebunden ist. Struktur und Oxyda- 
tionsbi!d entspreehen sich manchmal auBerordentlich, z. B. das Bild der 
Volutink6rnehen oder das Kernk6rperehenbild nach Schuhmacher, abet 
vielfach fehlt das Oxydationsbild, trotzdem die erw/~hnten Strukturen 
leicht nachweisbar sind. Diese Beobaehtungen stimmen ganz zu den 
Erfahrungen, die man auch mit Bakterien gemacht hat. Die Erkl/~rung 
liegt darin, dab die Substanzen die Oxydationsreaktionen geben, keine 
reine Stoffe sind, sondern Gemische yon Lipoiden mit Pheriolasen und 
anderen Stoffen, darunter gelegentlich auch Nucleinen, wie Dietrich 
und Liebermeister vermutet haben. Das Auftreten der oxydierenden 
Stoffe hangt yon verschiedenen Einfltissen ab, yon der Art der Keime, 
yon der Beschaffenheit des Niihrbodens, vom Alter der Kultur, yon der 
Lebenstiitigkeit der Keime und yon guBeren Einflfissen. 

Es sind also ghnliche Verhaltnisse wie bei den tierischen und pflanz- 
lichen Zellen nnd es ist  schon deshalb notwendig, diese mit den bak- 
teriellen zu vergleichen, weft in den Zeller~ des tierischen und des pflanz- 
lichen Zellstaates infolge einer st~rkeren Differenzierung die Verhgltnisse 
etwas klarer liegen, als in den einzelligen Bakterien. 
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:Die wichtigsten Feststellungen bei Bakterien sind noeh einmal kurz 
zusammengefaBt die folgenden: 

1. Die oxydierenden Stoffe sind an versehiedenartige, hiiufig lipoide 
Strukturen gebunden. 

2. Manche Bakterien bilden auch bei Anwesenheit yon Sauerstoff 
niemals oxydierende Substanzen, manche immer, manche sind bald 
positiv, bald negativ. 

3. Ohne Sauerstoff bilden sich keine oxydierenden Stoffe. 
Hieraus ergibt sich, dab die Oxydasen unter besonderen Bedingungen 

an Stoffe versehiedener Natur gebunden werden und dal3 eine dieser 
Bedingungen die Anwesenheit yon Sauerstoff ist. 

Welehe Rolle spielt nun der Sauerstoff und welche Bedeutung haben 
die Oxydasen ? 

Dureh die Untersuchungen von Grii]] und Katsunuma ist es sehr 
wahrseheinlieh, dab der positive Ausfall der Indophenolblaureaktion 
in tierischen Zellen parallel dem Eisengehalt geht, so dab vielleicht die 
Reaktion als eine katalytisehe Oxydationsbeschleunigung aufzufassen 
ware, die auf der Anwesenheit yon (gebundenen) Eisen beruht. 

Angaben fiber Beziehung zwischen Eisengehalt der Bakterien und 
Oxydasegehalt konnte ieh nieht linden. 

Dutch eigene Untersuchungen konnte ieh ieststellen, dab wenigstens 
bei Helen dann die Oxydasegranula besonders groft waren und eine 
starke Blauf~rbung bei Anwendung der Indophenolblaureaktion zeigen, 
wenn dem N~ihrboden Eisensalze zugesetzt waren in Mengen, die das 
Bakterienwachstum nieht sehadigten. Das Waehstum des oxydase- 
haltigen Nicrocoeeus catarrhalis wurde durch Eisenzusatz begiinstigt, 
das des oxydasefreien Staphylococcus gehemmt. VielMcht besteht bier 
ein Zusammenhang zwischen Oxydasegehalt und Eisenbindung. 

Es ist zunaehst nicht wahrseheintieh, dab der Sauerstoff selbst zum 
Aufbau der Oxydase notwendig ist, etwa dutch Umformung in ein 
organisches Peroxyd. N/~her liegt der Gedanke, dag der Sauerstoff 
mittelbar notwendig ist, indem er zur Oxydation der Stoffe dient, die 
die Bindung des Eisens bewirken. In dieser Weise wirkt der Sauerstoff 
bei der Bindung yon Eisen an eosinophile Granula menschlieher Leuko- 
cyten. Diese Granula lassen sich dann mit Eisenhfimatoxylin farben, 
wenn man sie vorher mit Phenolen behandelt hat und dutch die Ein- 
wirku~g der Oxydase oder Peroxydase das Phenol in einen l~arbstoff 
oxydiert ist, der, yon den Granula angenommen, nunmehr als Beize 
das Eisenhgmotoxylin binder. Diese Bindung des Eisens ist ohne An- 
wesenheit yon Sauerstoff nieht mSglieh. Vorausgesetzt, dab die 0xydase- 
reaktion der Bakterien eine Eisenreaktion ist, k6nnte man sieh vor- 
stellen, dag die Eisenbindmlg auf ghnliehe Weise stattfindet. 

Weiter ist es m6glieh, dab bei der Oxydasebindung, aueh ohne das 
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Eisen beteiligt zu sein braucht, Sauerst0ff vorhanden sein mug, aueh 
hierbei kSnnten Chromogene sieh beteiligen. 

Auf die Rolle der Oxydasen fallt ein Lieht, wenn man die Erfahrungen 
beriieksiehtigt, die man an tierisehen und pflanzliehen oxydierenden 
Stoffen maeht. 

Im Gegensatz zu den Bakterien gibt es bier eine gr613ere Zahl yon 
Phenoloxydasen und Peroxydasen, yon denen die naehstehende Reihe 
his zu einem gewissen Grade Gesetzmggigkeiten zeigt. 

Naphtoloxydase, Naphtolperoxydase, Benzidini0eroxydase, Indo- 
phenolblauoxydase, (Indophenolblauperoxydase). 

In dieser Reihenfolge enth~lt meist die vorhergehende Oxydase 
aueh das folgende Ferment und bei Zersetzung der Oxydase geht diese 
in der gleiehen Folge vor sieh, d. h. es versehwindet zungehst die vorher- 
gehende oxydierende Substanz. Treten in sonst negativen Zellen Oxyda- 
sen auf, dann ist die l%ihenfolge nmgekehrt. 

DaB dieser l~eihenfolge eine Gesetzm~13igkeit zugrunde liegt, dafiir 
sprieht vor allem das Verhalten entspreehender Zellen z. B. das Verhalten 
gleiehartiger Blutzellen. So gibt es Leukoeyten, deren Granula immer 
negativ sind, solehe die nut die Indophenolblaureaktion geben, Leuko- 
eyten mit positives tlenzidinreaktion, abet negativer Naphtolreaktion. 
Zellen mit positiver Naphtol-~ Peroxydase-, abet negativer Oxydasereak- 
tion und endlieh granulierte Leukoeyten, die alle l~eaktionen geben. 

Die Aufg}$e der Blutzellen diirfte abet iiberall anniihernd die gleiehe 
sein. Man vergleiehe die Peroxydaseblutbilder zweier so welt aus- 
einanderstehender GesehSpfe wie Menseh und Salamander (Abb. 1 u. 2) 
und man erkennt das gleiehe morphologisehe und ehemisehe Grundge- 
setz in der Bildung der versehiedenen Formen. Aueh das rote Blut- 
k6rperehen des Salamanders zeigt Aufl6sungserseheinungen des Kernes 
(tropfiger Zerfall des Chromatin). Der Lymphoeyt enth~ilt in beiden 
Blutarten keine Oxydase, die Leukoeyten zeigen eine stark und eine 
sehw/~eher granulierte Form. 

Das legt den Gedanken nahe, dab in immer negativen Leukoeyten 
und Lymphoeyten nur deshalb die Oxydasen nieht naehweisbar sind, 
weil Substanzen fehlen, die ihre Zersetzung verhindern. Aueh bei 
gleiehartigen Epithelien, besonders yon Mollusken finder man Zellen, 
die entweder immer positiv sind oder nur voriibergehend oder niemals 
positiv sind. Weiter l~ii3t sieh feststellen, dab manehe Zellen dann ihre 
oxydierenden Stoffe verlieren, wenn sie andere Stoffe, z. B. Pigment, 
enthalten und dab Zellen, die gew6hnlieh keine Oxydasen ent- 
halten, unter pathologisehen Bedingungen diese Substanzen bilden. 
Die Phenoloxydase ist abet im Versueh dann nieht mehr als solehe 
naehweisbar, wenn sie ein zum Farbstoff oxydiertes Phenol oder dutch 
Vermittlung der Phenolehromogene eine basisehe Verbindung gebunden 
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hat. Alles das spricht mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit dafiir, 
dal~ die Bildung oxydierender Stoffe in allen Zellen m6glieh ist, dag 
sie aber nur unter gewissen Bedingungen naehweisbar werden. 

Nun finder man weiter, dag Oxydasen, die ein Gemiseh versehiedener 
oxydierender Fermente darstellen, meist noch andere Stoffe enthalten, 
n~imlieh Fermente, die zu LSsungs- und Fgllungsvorggngen Beziehungen 
haben, und weiter farbstoffbildende Stoffe, und dal3 diese vietseitig zu- 
sammengesetzten KSrper wahrseheinlieh sehr innige Beziehung zu den 
Nucleolen besitzen und zwar besonders zu dem Anteil der Nueleolen, der 

Abb. 1. Mensehenblut.  Kerne und rote ]~lutkSrperchen im OriglnM rot.  H/tr~ung des ]uft- 
t rockenen Ausstriches mit  80 loroz. AlkohoL F~trbung: Naphtolgentianaviolet t ,  a N~phtollSsung 
mit  tt:oO~-Alkohol. Nachf~irbung mi t  verdiinntem Carbolfuchs]n (VJchows Arch. f. pathol .  Anat.  
u. Physiol. 261, S. 886.1926). 1 Monocyt,  1 eosinophiler, 2 neutrophile Leukocyten und 1Lymphocyt .  

sieh mit der sekundi~ren N~phto]reaktion darstellen 1//13t. Gibt es bei 
Bakterien Nueleolarsubst~nzen, die sieh mit der sekund/~ren Naphtol- 
methode d~rstellen lassen, so spricht das fiir die M6gliehkeit, dab auch 
in B~kterien/~hnlich Sammelkomp]exe vorkommen wie in Zellen und da- 
fiir, dal~ 0xydasen yon Bakterien, Tieren und Pfl~nzen yon gemein- 
schaftliehen Gesichtspunkten zu betraehten sind. Die sekund/~re Naph- 
tolreaktion an Bakterien anzuste]len, ist wegen der Empfindliehkeit 
primi~rer und sekund/trer Nuphtoloxydasen nicht leicht. Die Nueleolen 
in Zel]en geben meist eine sekund/ire Naphtolreaktion erst dann, wenn 
m~n Org~nteile einige Zeit in Formol fixiert hat, andererseits wirkt 
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Formol aueh zerst6rend auf die Stoffe ein, so dag es bereits bei 
diinnen Gewebssehnitten oft sehr sehwierig ist die richtige Mitre in der 
Lgnge der Fixierung und Beizung zu linden. Die sekund/ire Naphtol- 
reaktion yon Hefen gelang einige Male, wenn die Itefe in Gelatine ein- 
gebettet und lgngere Zeit in Formol fixiert wurde. Bei den Versuehen 
wurde 15proz. Gelatine genommen, wie man sie fiir Bakterienkulturen 
gebraueht. Gefriersehnitte davon wurden nach 8--14 Tagen angefertigt 
und diese bis 24 Stunden der Einwirkung eines Limaxextraktes ausge- 

Abb. 2. Die gleiche F~irDung, Blur yon Salamander, gleiche u 
1 Monoeyt, 2 polymorphkernige Leukocyten, 1 Lymphocyt. 

setzt, der in Vergleiehsschnitten Zellnucleolen wirksam anbeizte. Die 
Schwarzf~rbung einzelner Strukturen in Hefen t ra t  in Mkalischer 
a-Naphtoll6sung naeh 6--24 Stunden ein und entsprach den Bildern, 
wie sie fiir die primiiren Hefeoxydasen beschrieben sind. Dieser Be- 
fund spricht mit groBer Wahrscheinlichkeit dafiir, dub die sekund~ren 
Oxydasen bei Helen sich nicht vim anders verhMten wie die prim~ren 
Oxydasen bei Tier und Pflanze, die auch eine gewisse Verwandtschaft 
zu den sekundi~ren Oxydasen haben, insofern, a]s bei ihrer Zusetzung se- 
kund~re Oxydasen entstehen, Ms auch daffir, daft bei Hefen ebenfM]s 
Nucleolarsubstanzen vorhanden sind, die den Nucleolarsnbstanzen yon 
Tier und Pflanze entslorechen. 
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Nun ist ~llerdings bei Bakterien nur die Indophenoloxydase nach- 
weisbar und N~phtoloxydasen, die noch mit ~nderen Stoffen ver- 
bunden sind, fehlen. Das sprieht ~ber nicht gegen die MSglichkeit, da[~ 
nicht auch bei Bakterien der gleiche Sammelkomplex vorhanden ist, 
der sich aus oxydierenden, lytisehen und pigmentbildenden Stoffen 
aufbaut. Bei tierischen und pflanzlichen Zellen sind die Kerne gewShn- 
lich frei yon Oxydasen und doeh ist es sehr wahrscheinlieh, dab diese 
auch in der Nucleolarsubstanz des Kernes eingebaut sind. Da Bakterien 
haupts~chlich aus Kernsubstanzen bestehen, so iiberwiegt bei ihnen die 
Kerntgtigkeit und die tPolge davon mu~ sein, daft gewisse Stoffe nicht 
~uftreten kSnnen, weft die Bedingungen zu ihrer Erhgltung fehlen. 

Die Wahrscheinlichkeit, d~ft die bakterielIen Oxydasen eine ~hnliche 
Zusammensetzung und Bedeutung h~ben wie die zelligen wird jeden- 
fails dutch die Ergebnisse der sek~ind~ren Naphtolreaktion bei Helen 
unterstiitzt. Es gibt noch einen Befund, der hier her~ngezogen werden 
kann. Dietrich und Liebermeister bat ten gefunden, daf~ die sauerstoff- 
iibertragenden KSrnehen der FIilzbrandbacillus u. a. Bakterien in einer 
w~ssrigen Hgmatoxylinl6sung sich violett f~rbten. Diese Reaktion 
ist zwar yon Eisenberg nicht best~tigt worden, indessen ist das kein 
Grund an der l~ichtigkeit der Beobachtung zu zweifeln. Nun kann man 
an tierisehen wie pflanzliehen Oxydasen die Beobachtung machen, daft 
sowohl die Granula, die die Oxyd~se tragen, wie Strukturen, an denen 
zersetzte Oxydase sich mit Vorliebe niederschlagen, wie die Kernk6rper- 
chen (besonders bei Pflanzen) manchmal das t tgmatoxylin als violetten 
Farbstoff binden, ols ob sie Eisen oder eine andere Base enthielten. Viel- 
leicht beruht diese Fgrbung tats~tchlich auf dem Eisengehalt der Granulu 
der Schwankungen unterworfen ist, so dab einmal die Reaktion positiv, 
einmal negativ ausf~llt. 

Jedenfalls vermag diese Erscheinung den Verdacht der Ahnlichkeit 
bakterieller und zelliger Oxydasen zu stgrken. 

Es ist dann wahrscheinlieh, daft auch bei Bakterien Strukturbildung, 
Verschleimung, Pigmentbildnng und f~rberisches Verhalten den gleichen 
Gesetzen unterworfen sind, wie in tierischen und pflanzlichen Zellen. 
Dann ist auch bei Bakterien nieht das Wesentliche die Zerlegung in 
morphologische Strukturen, sondern der Aufb~u ~us quantenm~ftig 
bestimmten ultramikroskopischen Mengen yon Chromatin (Erbmasse), 
Nucleolarsubstanz (Erbferment), Centrosom (Fermentregulator) und 
Plasma (h'ghrboden). Die Bildung der mikroskopisehen Strukturen 
wird dutch die Gesetze der Kolloidehemie bestimmt, so daft ohne iNach- 
teile fiir das ,,Leben" die mikroskopisch erkennbaren Einzelheiten yon- 
einander wesentlich verschieden sein kSnnen; ebenso muft die MSglich- 
keit vorhanden sein, daf~ Bakterien im Bau den Gewebszellen aul~er- 
ordentlieh ghnlich sind. 
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Wie es Zellen gibt, die physiologischerweise Schleim bilden, so ver- 
schleimen auch manche Bakterien fast auf jedem Niihrboden. Manche 
Zellen wieder, die normMerweise keinen Schleim bilden, verschleimcn 
unter anderen Bedingungen z. B. Epithelien, Bindegewebszelle (GMlert- 
carcinome). So zeigen auch manche Bakterienkolonien wie Bacterium coli 
nur gelegentlich Schleimw~lle oder bilden einen fadenziehenden Uberzug 
wie ~uf g]ykokollhMtigem Agar. Besonders neigen die Geii3eln der B~k- 
terien zurVerschleimung und gleichen hierin den Flimmerepithelien, deren 
Geii~eln leicht verschleimen. ManchmM werden die GeiBeln der Bakterien 
auffMlend starr (F. Neumann), wie es auch bei Zellen starre Wimperha~re 
gibt. Wenn sich am hinteren Ende yon Vortizellen Geii~eln bilden sind 
manchmal Verschleimungserscheinungen sehr deutlich. Die Geigeln des 
vorderen K6rperendes 15sen sich vorher durch einenVerschleimungsproze~ 
auf mid der K6rper schliel~t sich. Werden die Vortizellen wieder sel~haft, 
dann 16sen sich die Geil]eln des hinteren Endcs, das in der Zwischenzeit 
zum vorderen verschlossenen Ende wurde, und die Wimpern bilden sich 
wieder am Vorderende. Diese bei Schs der Vortizellen leicht zu 
beobachtendenVorg~nge gehen in wenigen Minuten vor sich und zeigen wie 
schne]l sich Gei~eln bilden k6nnen, wenn eine Anlage vorhanden ist. 

Geil~eltragende Bakterien sind meist nicht nach der Gramschcn 
Methode fs hMten sie abet den Farbstoff nach der Jodbehandlung 
lest, dann haben sie ein ausgesprochenes Ektoplasma. 

Wie die Schleimbildung, so ist auch die Pigmentbildung bei B~k- 
terien keine besti~ndige Eigenschaft, sondern die Farbstoffbildung ist 
aul~erordentlich schwankend, ohne dMt man einen Grund ffir das ver- 
schiedene VerhMten linden kann, bei bacterium prodigiosum geht die 
Farbstoffbildung oft der Schleimbildung parallel, ganz unabh~ngig von- 
Mnander sind dicse Vorgi~nge w~hrscheinlich nicht. 

Was die F~rbung yon Bakterien anlangt, war schon darauf hinge- 
wiesen, dM~ nach der Gramschen Methode nicht f~rbbare Kokken 
Oxydasereaktion geben. Der Zusammenhang k6nnte darin bestehen, 
dM~ die Oxydasen bei den nach der Gramschen Methode f~rbbaren 
Kokken in die fs Subst~nz eingebaut sind. Bei Bakterien ist der 
Nachweis, dM3 Zusammenhi~nge bestehen zwischen oxydierenden Sub- 
stanzen, Morphologie, Schleim- und Pigmentbildung vim schwieriger 
Ms bei Zellen, wo infolge besserer Differenzierung es in einigen Zellen 
m6glich ist den Zusammenhang nachzuweisen. Da aber Bakterien wie 
pflanz!iche und tierische Zellen Nueleolarsubstanzen abspMten, die ~hn- 
]iche Eigensch~ften besitzen, so ist es nicht unwahrscheinlich, dM~ auch 
bei ihnen der Nucleolarkomplex in drei Tei]e zerfi~tlt, in einen farbstoff- 
bildenden, einen oxydaseperoxydasehaltigen Anteil und in einen Tell, 
der 16sende und aufbauende KatMysatoren enth~lt. 

Virchows Archiv. Bd. 267. 4S 


