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is presently being used in lipodystrophic diabetes, a
disease in which the peripheral blood contains high levels
of GnRH and corticotropin releasing factor activities4.
In corroboration of the previous findings, the drug
eliminates not only these two RF activities, but also
significantly lowers plasma LH and FSH (unpublished).

In summary, the collective data demonstrate that
dopaminergic components subserve hypothalamic releas-
ing hormone mechanisms, as evidenced by their inhibition
by specific antidopaminergic agents?5.

Résumé. Des rats femelles hypophysectomisées depuits
60 jours ont un haut niveau d’activité LRTF plasmatique.
Le traitement par bloqueurs des récepteurs dopaminer-
giques (pimozide ou fluspiriléne) fait disparaitre 'activité
LRF plasmatique et indique que ce sont des systémes
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dopaminergiques qui réglent les mécanismes hypothala-
miques de libération hormonale.
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Endocrinology Section, Wyeth Labovatories, Research
Division, Box 8299, Philadelphia { Pennsylvania 191017,
USAY; and Departments of Medicine, Vetevans
Administration Hospital, West Haven and Yale Uwiversity
School of Medicine, New Haven (Connecticut 06516, USA),
27 July 1973.

14 C. C. MaBrY, D. R, HoLLINGSWORTH, G. V. Upron and A. COrBIN,
J. Pediat. 82, 625 (1973).

15 The technical assistance of J. Berr, C. Cavarcanro, P. Dove, K.
KocH and J. Tracy is gratefully acknowledged.

Ein Selektivsubstrat zur Isolierung von Listeria monocytogenes

Der kulturelle Nachweis von Lisferia monocytogenes
(L.m.) aus Untersuchungsmaterial, das natiirlicherweise
zahlreiche Bakterien enthdlt — wie etwa Stuhl, Vaginal-
oder Rachenabstriche — erfordert die Anwendung von
Selektivnihrbéden. Bei den bisher beschriebenen Ver-
fahren wurden vollwertige Ndhrbéden mit verschiedenen
Hemmstoffen versetzt: Kaliumthiocyanat (LEHENERTI.
Nalidixinsdure (BEErRENs und TanoN-CasTEL? oder
Acridinfarbstoffe (Ralovich et al.)? Ein synthetisches
Substrat kann hingegen auch ohne Hemmstoffe schon
selektive Eigenschaften besitzen. Es darf nur wenige
bestimmte Nahrstoffe enthalten, die gerade zum An-
wachsen der gesuchten Keime erforderlich sind. Wir
haben uns die Frage gestellt, ob sich die Figenschaften
des Stoffwechsels von L.m: ausnutzen lassen und ob solch
ein synthetisches Mangelsubstrat als Grundlage eines
Selektivnihrmediums fiir den Listeriennachweis besser
geeignet ist.

Matevial und Methodik. 1. Untersuchungen iiber den
Listerienstoffwechsel. Es wurde das Wachstumsverhalten
des Stammes L.m. Serotyp 4b (1071/53) bei verschiedenen
Aminosdurekombinationen und der Stamme L.m. 1/2 a
(2459); 4b (1071/53) bei verschiedenen Kohlehydratkom-
binationen gepriift. Die Anziichtung der Stimme erfolgte
auf einer Blutplatte. Nach 24 h bei 37°C Bebriitung
wurden glatte Kolonien auf ihre Identitit gepriift und
in 0,9 9%, iger NaCl-Losung aufgeschwemmt. Die Bakterien-
suspension wurde auf einen Keimgehalt von 5 107/ml
eingestellt. Mit 0,05 ml dieser Bakterienaufschwemmung

1 C. LEHENERT, Arch. exp. VetMed. 78, 981, 1247 (1964).

2 H. BEerRENS und M. M. TasoN-CasTEL, Annls. Inst. Pasteur 777,
90 (1966).

3 B. RavLovicH, A. Forray, E. MErO, H. Marovics und J. Szaza-
pos, Zentbl. Bakt. ParasitKde., 1. Abt. Orig. 276, 88 (1971).
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wurden jeweils 5 ml des zu priifenden Substrates beimpft.
Die Bebriitung erfolgte bei 37°C. Das Wachstum wurde
photometrisch bei 580 nm gemessen.

2. Zusammensetzung des Substrates und Priifung der
selektiven Eigenschaften. Die Untersuchungen iiber den
Listerienstoffwechsel fithrten zur Aufstellung eines
Grundsubstrates, das neun Aminosduren sowie Salze und
Glucose enthielt. Fiir weitere Untersuchungen wurde dem
Medium Agar (Oxoid) zugesetzt, und auf dem festen
Néahrboden die wachstumsférdernde Wirkung der Vit-
amine Riboflavin, Biotin, Liponsdure und Thiamin ge-
pritft. Zur Erziehlung der vélligen Unterdriickung des
Wachstums anderer Keime wurden in zahlreichen Vor-
versuchen zusdtzlich folgende Hemmstoffe getestet:
Kaliumtellurit, Kaliumthiocyanat, Nalidixinsiure, Try-
paflavin, Acriflavin neutral (Casella) und Nystatin als
Moronalsuspension.

Die Priifung der selektiven Eigenschaften erfolgte
durch einfache Abimpfung einer 24-h-Bouillon-Kultur
der folgenden Stimme: L.m. (alle Serotypen); Strepto-
cocous faecium (62381); Strepiococcus faecalis var. zymo-
genes (293); Staphylococcus auveus (F 71); Staphylococcus
aurvens (B 3); Pseudomonas asvuginosa (44).

Dariiber hinaus wurden noch weitere frisch aus dem
Rontineuntersuchungsmaterial isolierte Stdmme getestet.
Hierunter waren je 50 Stimme der Gattung Profeus,
Pseudomonas, Eschevichia, Stveptococcus (Enterokokken)
und je 20 Stdmme von Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus epideymidis, Bacillus subtilis und Candida albicans.
Die Beurteilung des Wachstums erfolgte nach 24, 48 und
72stiindiger Bebriitung bei 37°C.

Priifung der Anwachsrate. Um Aufschluss dariiber zu
bekommen, ob mit dem gepriiften Substrat quantitativ
alle lebensfihigen Keime erfassbar sind, wurde die An-
wachsrate von L.m. Serotyp 1/2 a und 4b bestimmt. Von
einer 24 h- Blutagar-Kultur wurden Suspensionen mit
108, 10% bis 102 Keime/ml in physiologischer NaCl-Ldsung
hergestellt; von den einzelnen Suspensionen wurde je
0,1 ml auf die Platten iibertragen und ausgespatelt. Als
MaBstab des Anwachsens der lebensihigen Keime
diente die Koloniezahl auf dem Blutagar. Ausgewertet
wurden nur die Platten mit einer Koloniezahl bis 102
Der Versuch wurde fiinfmal wiederholt.

4. Untersuchungen mit Stithlen. Um zu priifen, ob das
Mangelsubstrat fiir den Nachweis der Listerien im Stuhl
geeignet ist wurden folgende Versuche angesetzt: Etwa
1 g Stuhl wurde in 1 ml NaCl-Losung aufgeschwemmt und
mit 0,1 ml einer Listeria-Suspension (4b), die 10* Keime/ml
enthielt versetzt. Von dieser Aufschwemmung wurde
dann je 0,1 ml auf einem Tryptoseagar mit Nalidixin-
sdure und auf dem gepriiften Substrat ausgespatelt. Die
Tryptoseplatten wurden 24 h bei 37°C und weitere 24 h
bei Zimmertemperatur, das synthetische Substrat wurde
72 h bei 37°C bebriitet.

Evgebnisse. 1. Untersuchungen iiber den Listerien-
stoffwechsel. a) Aminosduren. Das Wachstum der Liste-
rien nimmt mit der Zahl der in der Ldsung enthaltenen
Aminosduren zu. Schon ein Gemisch aus Salzen, Glucose,
Vitaminen und 4 Aminosiduren — Leucin, Isoleucin, Valin
und Cystein — ldsst ein Wachstum des Stammes Typ
4b 1071/53 zu. Die Zugabe einer weiteren Aminosiure
beschleunigt das Wachstum wobei Histidin und Trypto-
phan eine stidrkere Stimulierung hervorrufen als das bei
Glutamin, Arginin und Methionin der Fall ist. Als
optimal hat sich die Zusammenstellung von 9 Amino-
sduren erwiesen. Die erforderliche Menge der jeweiligen
Aminosdure ergab sich auf Grund der photometrischen
Messungen. Die Tribung wurde als Mass fiir die Konzen-
tration der Bakterien angesehen. Figur 1 stellt das Wachs-
tum der Listerien im Grundsubstrat (8 Aminosiuren,
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Glucose, Vitamine) bei quantitativer Verdnderung der
jeweils 9. Aminosdure dar.

b) Zucker. Listeria-Stimme der Serotypen 1/2 und 4b
vermogen insbesondere Glucose als Energiequelle sehr
gut zu verwerten (Figur 2). Ein starkes Wachstum tritt
bei Dextrin auf, ebenso stark wird aber das Wachstum
von Enterokokken geférdert. Die Zugabe von Salicin und
Rhamnose erwies sich als wenig stimulierend. Fiir weitere
Untersuchungen wurde dem Grundsubstrat Glucose zu-
gegeben. Eine wichtige Rolle spielt auch die Konzentra-
tion dieses Zuckers (Figur 3).

Bei Konzentrationen von 0,1 g/100 ml im flissigen
Medium ist ein schneller Anstieg der Wachstumskurve
zu beobachten. Wird die Glukosekonzentration auf
0,2 g/100 ml und mehr erhoht, so erfolgt das Wachstum
zwar langsamer, erreicht aber einen hheren Gipfel.

2. Zusammensetzung des Selektivsubstrates und Prii-
fung der selektiven Eigenschaften. Auf Grund der beschrie-
benen Untersuchungen und zahlreicher Vorversuche mit
den erwdhnten L.m.-Serotypen hat sich folgendes Substrat
als optimal erwiesen:

Zusammensetzung des Mediums (mg pro 100 ml)

KH,PO, 330
Na,HPO, 820
MgSO0, 20
FeSO, 2
Glukose 500
Leucin 10
Isoleucin 20
Valin 20
Cystein 40
Glutamin 40
Arginin 10
Methionin 10
Histidin 10
Tryptophan 10
Riboflavin : ) 0,3
Biotin 0,3
Thiamin 0,3
Liponsaure 0,3
Kaliumtellurit 20,0
Nalidixinsidure 1,0
Nystatin (Moronal ®) 100001i.E.
Agar (Oxoid) 1000
03 - Dextrin
025+
Glukose
02 Maltose
8
Z 0l5f Ribose
5 / Frukiose
01 Rhamnose
Salicin
005+
L 1 1 I -
10 24 32 48 56h

Fig. 2. Wachstum der Kulturen von L.m. Serotyp 1/, a im Grund-
substrat. Der angegebene Zucker wurde zugefiihrt (1 g/100 ml).
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Thiamin, Nalidixinsiure, Nystatin und Kaliumtellurit
werden nach dem Autoklavieren (15 min bei 121°C) und
Abkiihlung auf etwa 50°C zugegeben.

L.m.-Staimme aller Serotypen wuchsen auf diesem
Nahrboden nach 2-3tigiger Bebriitung in kleinen schwar-
zen scharf begrenzten Kolonien. Andere in «Material und
Methodik» angegebene Stimme sind nach 3tigiger Be-
briitung nicht angewachsen. Bisher ist auf dem Substrat
ausser Listerien nur ein Stamm von Pseudomonas aevugi-
nosa gewachsen.

3. Priifung der Anwachsrate. Der prozentuale Anteil
der Keime einer bestimmten Suspension, die auf dem
gepriiften Substrat im Vergleich zu einem Nichtselektiv-
Nédhrboden anwichst — die Anwachsrate — wurde mit der
Reinkultur von L.m. bestimmt. Die durchgefithrten
Versuche ergaben eine Anwachsrate von 509, gegeniiber
dem Blutagar.

4. Untersuchungen mit Stithlen. Auf dem Vergleichs-
ndhrboden — dem Tryptose-Agar mit Nalidixinsiure —
wuchsen keine oder bis zu 10 Listerienkolonien und
daneben massenhaft Begleitflora. Auf dem synthetischen
Substrat sind dagegen alle L. Stimme in Reinkultur
gewachsen.

Diskussion. Die epidemoilogische und klinische Bedeu-
tung des hiufigen Vorkommens von Listerien im Darm
(KAMPELMACHER et al.*) muss noch gekldrt werden.
Hierzu ist ein einfaches und zuverldssiges Kulturverfah-
ren erforderlich. Zur Vermehrung der Listerien bei gleich-
zeitiger Unterdriickung des Wachstums der Stuhlflora
kommt ¢s z.B. bei niedrigen Temperaturen um 4 °C. Diese
Kilteanreicherung (Grav et al.?) fithrt aber meistens
erst nach einigen Monaten zum Erfolg.

Das Wachstum der grampositiven Keimarten — vor
allem der Enterokokken —~ zu eliminieren war das Haupt-
problem bei der Anwendung fester Substrate. Erst
kiirzlich haben Rarovice et al.? iiber gute Erfolge bei
der Hemmung der grampositiven Keimarten mit Acri-
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Fig. 3, Wachstumskurven von L.m. Serotyp 4b im Grundsubstrat
bei verschiedenen Glukosekonzentrationen.
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dinfarbstoffen in Kombination mit Nalidixinsiure be-
richtet. BockEMUHL et al. 8 konnten mit Acridin-Kalium-
thiocynaat-Agar und Acridin-Nalidixinsdure-Agar sowie
auch KaMPELMACHER et al.? mit Nalidixinsiduretrypa-
flavinagar diese Ergebnisse bestdtigen.

Die Wachstumshemmung der Enterokokken auf dem
beschriebenen Selektivsubstrat kanndurch 2 Mechanismen
erkldrt werden. Nach McCov und WERDERS® bendtigte
Streptococcus faecalis zum Wachsen 11 Aminosduren. Da
das beschriebene Substrat nur 9 Aminosiuren enthilt
konnte dies die Ursache der Wachstumshemmung sein.
Zum zweiten scheint auch der Vitaminbedarf der Entero-
kokken grésser als der von Listerien zu sein. Die meisten
Enterokokkenstdmme bendtigen Biotin, Nikotinsdure,
Riboflavin, Pantothensidure und Pyridoxin. Sirepiococous
faecium bendtigt dariiber hinaus noch Folsdure (DEIBEL®).

Die starke Beecintrdchtigung des Wachstums von
Staphylococcus auveus auf dem synthetischen Substrat
ldsst sich ebenfalls durch einen Mangel an N#hrstoffen
erkldren. FILDES et al. !0 beschrieben das Wachstum von
St. aureus in einer Losung, die aus Salzen, Glukose,
Thiamin, Nicotinsdure und 14 Aminosduren bestand.

Mit dem synthetischen Mangelsubstrat ist alsc eine
Hemmung der grampositiven Keimarten zu erzielen.
Durch den Zusatz von Hemmstoffen gelang es auch die
gramnegativen Keime zu unterdriicken.

Auf Grund dieser experimentellen Untersuchungen
koénnte sich das synthetische Selektiv-Substrat bei den
Bemithungen um die Aufklirung der epidemiologischen
vad klinischen Bedeutung der Listeriose gut bewahren. !

Summary. A synthetic Medium for the isolation of
Listeria monocytogenes is described. The experimental
examination showed that in contrast to Listeria practi-
cally all the bacteria that appear physiologically in the
organism do not grow this solid selective agar.
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Chloroplasts of the Peel and the Internal Tissues of Apple-Fruits

‘We have reported earlier! that internal tissues of apple-
fruits were capable of photosynthesis, i.e. producing
oxygen under illumination. Indeed, the vascular bundles
surrounding the ovary are pigmented green, even in a
very mature fruit. The fact that these tissues are photo-
synthetically active suggests that viable chloroplasts must

be present. The present paper reports data obtained by
the means of light and electron microscopy showing the
occurrence of organized chloroplasts in internal tissues of

apples.

1 C.T. Puavn, PL Cell Physiol., Tokyo 77, 823 (1970).



