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is present ly  being used in l ipodyst rophic  diabetes,  a 
disease in which the  per ipheral  blood contains  high levels 
of G n R H  and cor t icotropin  releasing factor  act ivi t ies  ~r 
In  corroborat ion of the  previous findings, the  drug 
el iminates  no t  on]'~y these two R F  activit ies,  bu t  also 
s ignif icant ly lowers p lasma LFI and F S H  (unpublished). 

I n  summary ,  the  col lect ive da t a  demons t ra te  t ha t  
dopaminergic  components  subserve hypo tha tamic  releas- 
ing hormone  mechanisms,  as evidenced by  thei r  inhibi t ion 
by specific an t idopaminerg ic  agents  ~s. 

Rdsumd. Des rats  femelles hypophysectomis6es  depui ts  
60 jours ont  un h a u t  n iveau d 'ac t iv i t6  L R F  plasmat ique .  
Le t r a i t emen t  par  bloqueurs  des r i cep teurs  dopaminer -  
giques (pimozide ou fluspiril6ne) fair disparai t re  l ' ac t iv i t6  
L R F  p lasmat ique  et indique que ce sont  des syst6mes 

dopaminergiques  qui  rgglent  les m6canismes hypotha la -  
miques  de l ib6rat ion hormonale .  
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E i n  S e l e k t i v s u b s t r a t  z u r  I s o l i e r u n g  v o n  Listeria monocytogenes 

Der kul turel le  Nachweis  yon Listeria monocytogenes 
(L.m:) aus Un.tersuchungsmaterial ,  das nat t i r l icherweise 
zahlreiche Bakter ien  enthSl t  - wie e twa Stuhl,  Vaginal-  
oder Rachenabs t r iche  - erfordert  die Anwendung  yon 
Selektivn~ihrb6den. Bei den bisher beschriebenen Ver- 
fahren wurden  vol twert ige N5hrb6den mi t  verschiedenen 
Hemmsto f f en  verse tz t :  Ka l iumth iocyana t  (LEHNI?;RT 1. 
NalidixinsXure (BEERENS und TAHON-CASTEL2 oder 
Acridinfarbstoffe  (Ralovich et al.,)a E i n  synthet isches  
Subs t ra t  kann hingegen auch ohne Hemmsto f fe  schon 
selekt ive Eigenschaf ten  besitzen. Es dart  nur  wenige 
bes t immte  Nghrstoffe  enthal ten ,  die gerade zum An- 
waehsen der  gesuchten Ke ime  erforderl ieh sind. W]r  
haben  uns die Frage  gestellt,  ob sich die Eigenschaf ten  
des Stoffwechsels yon  L.m: ausnutzen lassen und ob solch 
ein synthet isches Mangelsubs t ra t  als Grundlage eines 
Selektivn~thrmediums fiir den Lis ter iennachweis  besser 
geeignet  ist. 

Material und 2~lethodik. 1. Unte rsuchungen  tiber den 
Listerienstoffwechsel .  Es  wurde das "Wachstumsverhal ten 
des S tammes  L.m. Serotyp 4b (1071/53) bei  verschiedenen 
Aminos~turekombinat ionen und der St&mine L.m. 1/2 a 
(2459); 4b (1071/53) bei verschiedeuen Koh lehydra tkom-  
b ina t ionen  gepriift.  Die Anzi ichtung der StS.mme erfolgte 
auf einer Blu tp la t te .  Nach  24 h bei 37~ Bebrf i tung 
wurden  gla t te  Kolonien auf ihre Identit~tt gepriif t  und 
in 0, 9 % iger NaC1-L6sung aufgeschwemmt.  Die Bakter ien-  
suspension wurde  auf einen Ke imgeha l t  yon 5 X 10V/ml 
eingestellt .  Mit  0,05 ml  dieser Bak te r i enaufschwemmung  
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Fig. 1. Wachstum von L.m. Serotyp 4b (24 h) 
in Abh/ingigkeit yon den Konzentrationen 
verschiedener Aminos~uren. E, Extinktion. 
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wurden  jeweils 5 ml  des zu prt i fenden Substrates  behnpft .  
Die Bebr i i tung erfolgte bei 37 ~ Das W a c h s t u m  wurde 
photomet r i sch  bei 580 nm gemessen. 

2. Zusammensetzui ig  des Substra tes  ulld Prfifung der 
selekt iven Eigenschaften.  Die Untersuchui igen fiber den 
Listerienstoffwechsel  f i ihrten zur Aufstel lung eines 
Grundsubstrates ,  das neun Aminos~Luren sowie Salze und 
Glucose enthielt .  Fiir  weitere Untersuchungen  wurde dem 
Medium Agar (Oxoid) zugesetzt,  und auf dem festen 
NXhrboden die wachstumsf6rdernde Wjrkung  der Vit-  
amine Riboflavin,  Biotin,  Lipons&ure und Thiamin  ge- 
priift .  Zur Erz iehlung der v61Iigen Unterdr / ickung des 
Wachs tums  anderer  Keime wurden in zahlreichen Vor- 
versuchen zus&tzlich folgende Hemmsto f fe  getes te t :  
Kal iumtel lur i t ,  Ka l iumth iocyana t ,  Nalidixins/iure, Try-  
paflavin,  Acri f lavin neutra l  (Casella) und Nys ta t in  als 
Moronalsuspeiision. 

Die Pri ifung der selekt iven Eigenschaf ten  erfolgte 
durch einfache Ab impfung  eiiier 24-h-Boui l lon-Kul tur  
der folgenden S t~mme:  L.m. (alle Serotypen) ;  Strepto- 
coccus [aecium (62381); Streptococcus /aecalis var. zymo- 
genes (293); Staphylococcus aureus (F 71); Staphylococcus 
aureus (B 3); Pseudomonas aerugiTr (44). 

Dari iber  hinaus wurden noch wei tere  frisch aus dem 
Rout ineunte rsuchungsmater ia t  isolierte St/~mme getestet .  
H ie run te r  waren je 50 St&mme der  Ga t tung  Proteus, 
Pseudomonas, Escherichia, Streptococcus (Enterokokken) 
und je 20 S t g m m e  yon Staphylococcus aureus, Staphylo- 
coccus epidermidis, Bacillus subtilis und Candida albicans. 
Die Beur te i lung des Wachs tums  erfolgte  nach 24, 48 und 
72stiiiidiger Bebr t i tung bei 37 ~ 

Pri ifung der Anwachsrate .  U m  Aufschluss darfiber zu 
bekommen,  ob mi t  dem gepri if ten Subs t ra t  quan t i t a t i v  
alle lebensfghigen Keime erfassbar sind, wurde die An- 
wachsrate  yon L.m. Serotyp 1/2 a uiid 4b bes t immt.  Von 
einer 24 h- B lu t aga r -Ku l tu r  wurden Suspensionen mi t  
106, 105 bis 10" Ke ime/ml  in physiologischer NaCl-L6suiig 
hergestel l t ;  yon den einzelnen Suspensionen wurde je 
0,1 mI auf  die P la t t en  / ibertragen und ausgespatel t .  Als 
MaBstab des Anwachsens der  lebensfghigen Keime 
dieiite die Koloniezahl  auf dem Blutagar .  Ausgewer te t  
wurden nu t  die P la t t en  mi t  einer Koloniezahl  bis 10 ~. 
Der  Versuch wurde ft infmal wiederholt .  

4. Ui i tersuchungen mi t  Stiihlen. U m  zii prtifen, ob das 
Mangelsubstra t  fiir den Nachweis der Lister ien im Stuhl  
geeignet  ist  wurden  folgende Versuche angesetzt :  E t w a  
1 g Stuhl  wurde in 1 ml  NaC1-L6sung aufgeschwemmt und 
mi t  0,1 ml einer Listeria-Suspension (4b), die 10 ~ Ke ime /ml  
enthie l t  versetzt .  Von dieser Aufschwemmung  wurde 
dann je 0,1 ml auf einem Tryptoseagar  mi t  Nal idixin-  
s&ure und auf dem geprfiften Subs t ra t  ausgespatelt .  Die 
Tryp tosep la t t en  wurdeii  24 h bei 37 ~ und weitere 24 h 
bei ZJmmer tempera tur ,  das synthet ische  Subs t ra t  wurde  
72 h bei 37~ bebrfitet.  

Ergebnisse. 1. Untersuchungen  fiber den Lister ien-  
stoffwechsel, a) Aminosgureii .  Das W a c h s t u m  der Liste- 
rieii n i m m t  mi t  der Zahl der in der L6sung entha l tenen  
Aminosguren zu. Schon ein Gemisch aus Salzen, Glucose, 
Vi taminen  und 4 Aminos~Luren - Leucin, Isoleucin, Valin 
uiid Cystein - lgsst ein ~Vachstum des Stalnmes Typ 
4b 1071/53 zu. Die Zngabe einer wei teren Aminosgure  
beschleunigt  das W a c h s t u m  wobei His t id in  und Trypto-  
phaii  eiiie st/irkere St imul ierung hervorrufen  als das bei 
Glutamin,  Arginin und Methionin der Fal l  ist. Als 
opt imal  ha t  sich die Zusammenste l lung yon 9 Amino-  
s/iuren erwiesen. Die erforderliche Menge der jeweiligen 
Aminosgure  ergab sich auf Grund der  photomet r i schen  
Messungen. Die Trtibung wurde als glass ftir die Konzen-  
t ra t ion  der Bakter ien  angesehen. F igur  1 stell t  das Wachs-  
turn der Listerien im Grundsubs t ra t  (8 Aminosguren,  

Glucose, Vitamine)  bei quan t i t a t i ve r  Ver/ inderung der 
jeweils 9. Aminosgure  dar. 

b) Zucker. Listeria-St~mme der Sero typen 1/2 und 4b 
verm6gen insbesondere Glucose als Energiequel le  sehr 
gut  zu verwer ten  (Figur 2). E in  starkes \ u  t r i t t  
bei Dex t r in  auf, ebenso s tark wird abet  das W a c h s t u m  
yon En te rokokken  gef6rdert.  Die Zugabe yon Salicin und 
Rhamnose  erwies sich als wenig st imulierend.  Ftir wei tere  
Untersuchungen  wurde dem Grundsubs t ra t  Glucose zu- 
gegeben. Eine  wichtige Rolle spiel t  auch die t (onzent ra-  
t ion dieses Zuekers (Figur  3). 

Bei  Konzen t ra t ionen  yon 0,1 g/100 ml  im fKissigen 
Medium ist ein schneller Anst ieg der Wachs tumskurve  
zu beobachten.  Wird  die Glukosekonzent ra t ion  auf  
0,2 g/100 ml und mehr  erh6ht,  so erfolgt das W a c h s t u m  
zwar langsamer,  erreicht  aber  einen hbheren GipfeI. 

2. Zusammense tzung  des Selekt ivsubst ra tes  und Prii- 
fung der selekt iven Eigenschaften.  Auf Grund der beschrie- 
benen Untersuchungen  und zahlreicher Vorversuche mi t  
den erw~hnten L .m. -Sero typen  ha t  sich folgendes Subs t ra t  
als op t imal  erwiesen: 

Zusammensetzung des Mediums (mg pro 100 ml) 

KI-[2POI 330 
Na~HPO4 820 
MgS04 20 
FeSO4 2 
Glukose 500 
Leuein 10 
Isoleucin 20 
Valin 20 
Cystein 40 
Glutamin 40 
Arginin 10 
Methionin 10 

Histidin 10 
Tryptophaa 10 
Riboflavin 0,3 
Biotin 0,3 
Thiamin 0,3 
Lipons~ure 0,3 
Kaliumtellurit 20,0 
Nalidixinsfiure 1,0 

Nystatin (Moronal| 10000 i.E. 
Agar (Oxoid) 1000 
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Fig. 2. Wachstum der Kulturen von L.m. Serotyp 1/2 a inl Grund- 
substrat. Der angegebene Zucker wurde zugeKihrt (1 g/100 ml), 
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Thiamin,  Nalidixins&ure, Nys t a t i n  und  Kal iumte l lu r i t  
werden  nach  d e n  Autok lav ie ren  (15 min bei 121~ und 
Abki ih lung auf e twa 50 ~ zugegeben.  

L . m . - S t ~ m m e  aller Se ro typen  wuchsen  auf d iesem 
NXhrboden nach  2-3t~giger Bebr i i tung  in kleinen schwar-  
zen scharf  begrenz ten  Kolonien.  Andere  in <~Material und 
Methodik~ angegebene  St&mme sind nach  3t~Lgiger Be- 
br t i tung  n ich t  angewachsen.  Bisher  ist  auf d e n  Subs t r a t  
ausser  Lis ter ien  nur  s in Stature yon  Pseudomonas aerugi- 
nosa gewachsen.  

3. Pr t i fung der Anwachsra te .  Der  prozentua le  Antei l  
der  Ke ime  einer  b e s t i m m t e n  Suspension,  die auf dem 
gepri i f ten Subs t r a t  im Vergleich zu e inem Nichtse lekt iv-  
N&hrboden anw~Lchst - die Anwachs ra t e  - wurde  n i t  der 
IReinkuttur yon  L.m.  b~s t immt .  Die durchgef i ih r ten  
Versuche  e rgaben  sine Anwachs ra t e  yon 50 % gegeniiber 
dem Blutagar .  

4. U n t e r s u c h u n g e n  n i t  Stiihlen. Auf d e n  Vergleichs- 
n i h r b o d e n  - d e n  Tryp tose -Agar  mi t  Naiidixins&ure - 
wuchsen  keine oder  bis zu 10 Lis ter ienkolonien  und  
daneben  massenha f t  Begleitf lora.  Auf dem syn the t i schen  
Subs t r a t  s ind dagegen alle L.m. S t i m m e  in Re inku l tu r  
gewachsen.  

Diskussion. Die epidemoilogische und  klinische Bedeu-  
t ung  des h~Lufigen V o r k o m m e n s  yon  Lis ter ien  im D a r m  
(KAMPELMACHER e t a ] .  ~) muss  noch g e k l / r t  werden.  
Hierzu ist ein einfaches und  zuver l i ss iges  Ku l tu rve r fah -  
ren  erforderl ich.  Zur V e r m e h r u n g  der Lis ter ien bei gleich- 
zeit iger Un te rd r i i ckung  des \Afachstums der  Stuhlf lora  
k o m m t  es z.B. bei n iedr igen T e m p e r a t u r e n  n m  4~ I)iese 
Kgl t eanre iche rung  (GRAY et al. ~) f t ihrt  aber  meis tens  
ers~ nach  einigen Mona ten  zum Erfolg.  

Das W a c h s t u m  der  g rampos i t iven  K e i m a r t e n  - vor  
a l l e n  der  E n t e r o k o k k e n  - zu eliminJeren war  das Haup t -  
p rob lem bei der  A n w e n d u n g  fester  Subs t ra te .  E r s t  
kiJrzlich haben  I~ALOVlCH et al.a t iber gute  Erfolge bei 
der  H e m m u n g  der g rampos i t iven  Keimareen  n i t  Acri- 

d in fa rbs to f fen  in K o m b i n a t i o n  n i t  NalidixinsXure be- 
r ichte t .  BOCKXMfJHL et al. 6 k o n n t en  n i t  Acr id in-Kal ium-  
th iocynaa t -Agar  und  Acridin-Nalidixins&ure-Agar sowie 
auch  KAMPELMACHER et al. 7 mi t  Nalidixins~iuretrypa- 
f lavinagar  diese Ergebnisse  bestXtigen. 

Die W a c h s t u m s h e m m u n g  der  E n t e r o k o k k e n  a uf dem 
beschr iebenen  Se lek t ivsubs t ra t  k a n n d u r c h  2 Mechanismen  
erklXrt werden.  N a c h  McCoy und  WI~RDI~R 8 ben6t ig te  
Streptococcus /aecalis zum W ach s en  11 Aminos~iuren. Da 
das beschr iebene  Subs t r a t  nur  9 Arninos~uren enth~tlt 
k6nnte  dies die Ursache  der  W a c h s t u m s h e m m u n g  sein. 
Zum zwei ten scheint  auch der V i t ami n b ed a r f  der  En te ro -  
kokken gr6sser als der von  Lis ter ien  zu sein. Die meis ten  
En te rokokkens t&mme ben6t igen  Biotin,  Nikotins&ure, 
Riboflavin,  Pan to thens~ure  und  Pyr idoxin .  Streptococcus 
faecium ben6t ig t  dari iber  h inaus  noch Folsgure  (DEIBEL 9). 

Die s ta rke  Bee in t r~ch t igung  des W a c h s t u m s  von  
staphylococcus aureus auf dem syn the t i s chen  Subs t r a t  
l~tsst sich ebenfalls  d u t c h  einen Mangel  an N&hrstoffen 
erkl&ren. FILDES et  al. ~0 beschr ieben  das W a c h s t u m  yon 
St. aureus in einer L6sung, die aus Salzen, Glnkos% 
Thiamin,  NicotinsXure und  14 Aminos&uren bes tand .  

N i t  dem syn the t i schen  Mange l subs t ra t  ist  also s ine 
H e m m u n g  der g rampos i t iven  I t e i m a r t e n  zu erzielen. 
Durch  den Zusatz  yon H e m m s t o f f e n  gelang es auch die 
g ramnega t iven  Keime zu unterdr i icken.  

Auf Grund dieser exper imente l l en  U n t e r s u ch u n g en  
k6nn te  sich das syn the t i sche  Se lek t iv -Subs t ra t  bei den 
Bemi ihungen  um die Aufkl~rung der  epidemiologischen 
und kl inischen Bedeu tung  der Lister iose gut  bew~ihren. ~ 

Summary. A syn the t i c  Medium for the  isolat ion of 
Listeria monocytogenes is described.  The exper imen ta l  
examina t ion  showed t h a t  in con t ras t  to  Listeria pract i -  
cally all the  bac te r ia  t h a t  appear  physiological ly  in the  
organism do no t  grow this  solid selective agar. 
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Fig. 3. Waehstumskurven yon L.m. Serotyp 4b im Grundsubstrat 
bei verschiedenen Glukosekonzentrationen. 
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Chloroplasts of the Peel  and the Internal Tissues  of Apple-Fruits  

We have  repor ted  earl ier  1 t h a t  in te rna l  t issues of apple-  be present .  The p resen t  pape r  repor t s  da ta  ob ta ined  by  
fruits  were capab le  of pho tosyn thes i s ,  i.e. p roduc ing  the  means  of l ight  and  electron microscopy showing the  
oxygen  under  i l luminat ion .  Indeed;  the  vascular  bundles  occurrence of organized chloroplas ts  in in te rna l  t issues of 
sur rounding  the  ovary  are p i g m e n t e d  green, even in a apples.  
ve ry  ma tu r e  fruit .  The fact  t h a t  these  t i ssues  are photo-  
syn the t i ca l ly  act ive  suggests  t h a t  v iable  chloroplas ts  m u s t  1 C.T. PHAN, P1. Cell Physiol., Tokyo 11, 823 (1970). 


