
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Staatsblad
van het Koninkrijk der Nederlanden

Jaargang 1979

563
Besluit van 1 oktober 1979 tot vaststelling van het 
Kokswarenbesluit (Warenwet)

W ij Juliana, bij de gratie Gods, Koningin der Nederlanden, Prinses van 
Oranje-Nassau, enz., enz., enz.

Op voord racht van Onze M in is te r van Volksgezondheid en M ilieuhygiëne 
van 22 jun i 1979, DG Vgz/VA, no. 146386, van Onze M in iste r van Landbouw  
en Visserij en van de Staatssecretaris van Economische Zaken, Th. M. Haze- 
kamp;

O verwegende, dat het in het belang van de volksgezondheid w enselijk  is 
gebleken regelen te stellen ten aanzien van kokswaren;

Gelet op artikel 16 van de W arenw et (Stb. 1935, 793);
Gezien de adviezen van de Adviescom m issie  W arenw et van 31 m aart 

1978, nr. 12750/(115) en van 12 april 1978, nr. 12750a/(115);
De Raad van State gehoord (advies van 8 augustus 1979, nr. 17);
Gezien het nader rapport van Onze M inister van Volksgezondheid en M i

lieuhygiëne van 5 septem ber 1979, DG Vgz/VA, no. 147009, van Onze M in is
ter van Landbouw  en Visserij en van voornoem de Staatssecretaris van Eco
nomische Zaken;

Hebben goedgevonden en verstaan:

Artikel 1

In d it beslu it en de daarop berustende bepalingen w o rd t verstaan onder:
a. kokswaren: de waren als bedoeld in de artikelen 3 to t en met 8 van d it 

besluit;
b. gekoeld  bew aard: zodanig bewaard dat de tem pera tuur van de waar 

m aximaal 7°C bedraagt;
c. gekoeld  vervoerd: zodanig vervoerd dat de tem pera tuur van de waar 

m aximaal 7°C bedraagt;
d. diepvriesprocédé: procédé w aarb ij een w aar zodanig snel w o rd t bevro

ren dat het tem pera tuurtra ject van m axim ale krista llisatie  snel w o rd t d o o rlo 
pen en, na therm ische stabilisatie, in het hart van de w aar een tem pera tuur 
van -18°C  of lager w o rd t bereikt, waarna zij bij -18°C  of lager w o rd t opge
slagen;

e. in diepvries bewaard: zodanig bewaard dat de tem pera tuur van de 
waar m axim aal -18°C  bedraagt;

f. in d iepvries vervoerd: zodanig vervoerd dat de tem pera tuur van de 
waar m axim aal -18°C  bedraagt.

Artikel 2

De in d it beslu it bedoelde w aren m oeten voldoen aan de vo lgende alge
mene eisen:
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1 .a. Zij m oeten norm aal van kleur, geur, smaak en consistentie zijn;
b. Zij moeten, indien zij kennelijk -  teneinde ze voo r consum ptie  gereed 

te maken -  nog verh it m oeten w orden, ononderbroken gekoeld dan w el in 
diepvries bewaard o f vervoerd w orden, met dien verstande dat de tem pera
tuur:

-  tijdens het gekoeld vervoer naar de detailhandel in de m inst koude een
heid gedurende een korte periode m axim aal 10°C mag bedragen;

-  tijdens het vervoer in diepvries gedurende een korte periode m axim aal 
-15°C  mag bedragen;

-  tijdens het vervoer in diepvries naar de detailhandel in de m inst koude 
eenheid gedurende een korte periode m axim aal -12°C  mag bedragen;

-  tijdens het bewaren in d iepvries in de verkoopm eubels bij de deta ilhan
del in de m inst koude eenheid gedurende een korte periode m axim aal
—  12°C mag bedragen;

c. Zij m ogen, indien zij k e n n e lijk - te n e in d e  ze voo r consum ptie gereed te 
maken -  niet o f niet meer ve rh it behoeven te w orden, niet zodanig w orden 
bewaard dat zij een tem pera tuur tussen 7°C en 55°C hebben.

2. Indien zij zijn voorzien van een aanduiding «diepvries» o f een aandui
ding van gelijke strekking, m oeten zij vo lgens het d iepvriesprocédé zijn inge
vroren en ononderbroken in diepvries bewaard en, indien vervoerd, in d iep
vries vervoerd w orden, m et dien verstande dat de tem pera tuur:

-  tijdens het vervoer gedurende een korte periode m axim aal -1 5 °C m a g  
bedragen;

-  van de m inst koude eenheid tijdens het vervoer naar de detailhandel ge
durende een korte periode m axim aal -12°C  mag bedragen;

-  van de m inst koude eenheid tijdens het bewaren in de verkoopm eubels 
bij de detailhandel gedurende een korte periode m axim aal -12°C  mag be
dragen.

3. Zij m ogen geen conserveerm iddelen bevatten, behalve:
a. die genoem d in artikel 7, in de aldaar verm elde w aren en to t een m axi

m um  van de aldaar verm elde hoeveelheden;
b. die, toegelaten in de voo r de bereiding van de waar gebruikte g rond 

stoffen, voorzover deze conserveerm iddelen u it die grondsto ffen  a fkom stig 
zijn, en to t een m axim um  van in totaal 50 mg per kg van de w aar;

c. azijnzuur en melkzuur.
4. Het bepaalde in het eerste lid, onder b en c, is n iet van toepassing op 

eetwaren in d it besluit bedoeld, welke zich in een voor m icro-organism en 
ondoordringbare  verpakking bevinden en welke een conserverende behan
deling hebben ondergaan, w aardoor de waar na bew aring gedurende 7 da
gen bij 23°C ± 1 °C nog vo ldoet aan de eisen in d it besluit aan die waar 
gesteld.

Artikel 3

Eetwaren, voorhanden als:
-  kroketten, b itterballen, nierbroodjes, bam iballen, nasiballen, loem pia 's 

en de m et een en ander overeenkom ende m eelprodukten, eventueel ge
m engd o f gevuld met vlees, pluim veevlees, w ild , v is o f groenten, of produk- 
ten daarvan, die in hun geheel ge frituu rd  zijn o f bestem d zijn om in hun ge
heel ge frituu rd  te w orden,

-  saucijzenbroodjes, pa lingbroodjes, kaasbroodjes, ham broodjes, tosti's , 
pizza's en de m et een en ander overeenkom ende m eelprodukten, eventueel 
gem engd of gevuld m et vlees, p luim veevlees, w ild , v is of groenten, o f pro- 
dukten daarvan, die in hun geheel gebakken zijn of bestemd zijn om  in hun 
geheel gebakken te w orden,

-  pasteitjes en de met deze overeenkom ende produkten,
m oeten:
a. indien zij kennelijk nog door verh itten vo o r consum ptie  m oeten w o r

den gereed gemaakt, voldoen aan de volgende eisen:
1°. pathogene m icro-organism en en hun toxinen m oeten afwezig zijn, 

m et dien verstande, dat coagulase-positieve S taphylococci geacht w orden 
afwezig te  zijn, indien het aantal kweekbare m icro-organism en van d it type 
ten hoogste 500 per g bedraagt;

Staatsblad 1979 563 2



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2°. het aantal kweekbare micro-organismen mag, uitgezonderd in waren 
waarin garnalen, onverhitte groenten of onverhitte taugeh als kenmerkende 
bestanddelen aanwezig zijn, en in de waren, die micro-organismen bevatten 
die voor aard of samenstelling noodzakelijk zijn of geweest zijn (zoals kaas- 
bevattende waren), ten hoogste 1.000.000 per g bedragen;

b. indien zij kennelijk gereed zijn voor consumptie of, teneinde ze voor 
consumptie gereed te maken, niet meer verhit behoeven te worden, voldoen 
aan de volgende eisen:

1°. pathogene micro-organismen en hun toxinen moeten afwezig zijn, 
met dien verstande, dat coagulase-positieve Staphylococci geacht worden 
afwezig te zijn, indien kweekbare micro-organismen van dit type in 0,1 g van 
de waar niet aantoonbaar zijn;

2°. het aantal kweekbare micro-organismen mag ten hoogste 10.000 per g 
bedragen;

3°. kweekbare Enterobacteriaceae mogen in 0,1 g van de waar niet aan
toonbaar zijn.

Artikel 4

1. Eetwaren, voorhanden als patates frites en andere voor- en afgebakken 
aardappelprodukten, met uitzondering van de in artikel 5 bedoelde eetwa
ren, moeten:

a. indien zij kennelijk nog door verhitten voor consumptie moeten w or
den gereed gemaakt voldoen aan de eisen, gesteld in artikel 3, onder a;

b. indien zij kennelijk gereed zijn voor consumptie of, teneinde ze voor 
consumptie gereed te maken, niet meer verhit behoeven te worden, voldoen 
aan de eisen, gesteld in artikel 3, onder b.

2. Op de in het eerste lid bedoelde eetwaren, voorzover voorhanden als 
werkvoorraad voorgebakken frites en soortgelijke aardappelprodukten is het 
bepaalde in artikel 2, eerste lid, onder b en c niet van toepassing.

Artikel 5

1. Eetwaren, voorhanden als chips en soortgelijke aardappelprodukten, 
alsmede kroepoek en soortgelijke produkten, moeten voldoen aan de eisen, 
gesteld in artikel 3, onder a, 1°.

2. Op de in het eerste lid bedoelde eetwaren is het bepaalde in artikel 2, 
eerste lid, onder b en c, niet van toepassing.

Artikel 6

Eetwaren, voorhanden als
-  gekookte, gestoomde, voorgebakken of op andere wijze toebereide mie, 

bami goreng, ravioli, toebereide spaghetti en op overeenkomstige wijze toe
bereide andere deegwaren '

-  gekookte, gestoomde of voorgebakken rijst, nasi goreng of op andere 
wijze toebereide rijst,

moeten:
a. indien zij kennelijk nog vóór aflevering aan de verbruiker door verhitten 

voor consumptie moeten worden gereed gemaakt, voldoen aan de eisen, 
gesteld in artikel 3, onder a;

b. indien zij kennelijk bestemd zijn om na aflevering aan de verbruiker 
door verhitten voor consumptie te worden gereed gemaakt, voldoen aan de 
volgende eisen:

1°. de eis, gesteld in artikel 3, onder a, 1°,
2°. het aantal kweekbare micro-organismen mag, uitgezonderd in waren 

waarin onverhitte taugeh als kenmerkend bestanddeel aanwezig is, ten 
hoogste 100.000 per g bedragen;

c. indien zij, teneinde ze voor consumptie gereed te maken, niet meer 
verhit behoeven te worden, voldoen aan de eisen, gesteld in artikel 3, onder 
b.
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ArArtiktikelel  77

Eetwaren, voorhanden als salades, russisch ei, gevulde tom aat, gevulde 
paprika en soortgelijke koud te nuttigen waren m oeten voldoen aan de v o l
gende eisen:

a. pathogene m icro-organism en en hun tox inen m oeten afwezig zijn, met 
dien verstande dat coagulase-positieve Staphylococci geacht w orden afw e
zig te zijn indien het aantal kweekbare m icro-organism en van d it type  ten 
hoogste 500 per g bedraagt;

b. het aantal kweekbare schim m els en gisten mag in totaal niet hoger zijn 
dan 10.000 per g, tenzij deze m icro-organism en voo r de aard van de gebru ik
te bestanddelen noodzakelijk zijn o f zijn geweest;

c. het aantal kweekbare Enterobacteriaceae mag ten hoogste 1000 per g 
bedragen;

d. sorbinezuur, benzoëzuur en de na trium - en calcium zouten daarvan m o
g e n in  totaal to t ten hoogste 1000 mg per kg, berekend als sorbinezuur on 
derscheidenlijk benzoëzuur, aanwezig zijn.

Artikel 8

Eetwaren, voorhanden als zoete of zoetzure waren, welke als dessert p le
gen te w orden genuttigd, zoals pudding mousse en dergelijke opgeklopte 
waren, weens dessert, bavaroise en soorgelijke koud te nuttigen waren, 
m oeten voldoen aan de volgende eisen:

a. pathogene m icro-organism en en hun tox inen m oeten afwezig zijn, met 
dien verstande dat coagulase-positieve Staphylococci geacht w orden afw e
zig te zijn indien het aantal kweekbare m icro-organism en van d it type ten 
hoogste 500 per g bedraagt;

b. het aantal kweekbare m icro-organism en mag ten hoogste 1.000.000 
per g bedragen;

c. het aantal kweekbare schim m els en gisten mag in totaal ten hoogste 
1000 per g bedragen;

d. het aantal kweekbare Enterobacteriaceae mag ten hoogste 1000 per g 
bedragen.

Artikel 9

V oor de beoordeling o f de in d it besluit bedoelde w aren voldoen aan de 
daaraan gestelde eisen, m oet w orden gebruik gem aakt van de daartoe vast
gestelde m ethoden van onderzoek, aangegeven in de bij d it besluit gevoeg
de bijlage.

Artikel 10

1. Dit besluit kan w orden aangehaald als «Kokswarenbesluit (W aren
wet)».

2. Het treedt in w erking m et ingang van een jaar na de datum  van u itg ifte  
van het Staatsblad w aarin het w o rd t geplaatst.
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Lasten en bevelen dat d it beslu it m et de daarbij behorende nota van toe 
lichting in het Staatsblad zal w orden geplaatst en dat daarvan afschrift zal 
w orden gezonden aan de Raad van State.

Soestdijk, 1 oktober 1979
Juliana

De M in ister van Volksgezondheid en M ilieuhygiëne, 
L. G injaar

De M in iste r van Landbouw  en Visserij,
Van der Stee

De Staatssecretaris van Econom ische Zaken,
Th. M. Hazekamp

Uitgegeven de dertigste oktober 1979

De M inister van Justitie, 
J. de Ruiter
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Bijlage, behorende bij het Koninklijk beslu it van 1 oktober 1979, Stb. 563

Bijlage bij het Kokswarenbesluit (Warenwet)

Methoden van onderzoek, behorende bij het Kokswarenbesluit (Warenwet)

1. BEPALING VAN HET AANTAL AËROOB KWEEKBARE MICRO-ORGANIS- 
MEN

1.1. Definitie

Onder het aantal aëroob kweekbare m icro-organism en w o rd t verstaan het 
aantal kolonies, dat zich bij 30 ± 1°C per g van de onderzochte w aar on tw ik 
kelt in het onder 1.3.1 beschreven m edium , voorzover deze kolonies tevens 
de onder 1.4 beschreven reactie vertonen.

1.2. Verdunning

1.2.1. verdunn ingsv loe is to f

natriumchloride p.a. 8,5 g
pepton 1 g
water (zie 7.1) 1000 ml

Maak een oplossing van de bovenaangegeven sam enstelling en steriliseer 
deze gedurende 20 min. bij 120°C.

1.2.2. werkwijze
Weeg in een adequaat te reinigen en steriele m ixer bij voorkeur 20 g doch 

niet m inder dan 10 g van het te onderzoeken materiaal af. Voeg per 5 g toe 
45 m l van de onder 1.2.1 genoem de verdunn ingsvloe isto f. Meng gedurende 
1,5 min. bij een toerental van ca. 12.000toeren per m inuu t (onder belasting).

Bereid zonodig, u itgaande van de aldus verkregen verdunn ing  1:10, ve r
dere decim ale verdunningen door steeds 1 ml in 9 ml ve rdunn ingsv loe is to f 
te pipetteren en te mengen.

Een zogenaamde stom acher of soortge lijk  apparaat m et overeenkom stige 
w erking mag ook w orden gebru ikt (zelfde m engtijd).

1.3. Telling

1.3.1. m edium  (zie 7.2)

trypsine-hydrolysaat van caseïne 
gistextractpoeder 
glucose 
agar 
water

5 g
2,5 g
1 g

15 g
1000 ml

Los onder verw arm ing  de overige ingrediënten in het w ater op, breng de 
pH op 7,0 ± 0,1 en steriliseer gedurende 20 m in. bij 120°C.

1.3.2. werkwijze
Verricht de bepaling als aangegeven in de meest recente versie van NEN 

1507 m et 1 ml van enkele passende verdunningen, evenwel onder gebru ik
m aking van het onder 1.3.1 beschreven m edium . Het aantal getelde kolo
nies, verkregen u it de daartoe meest geschikte verdunning, w o rd t aangege
ven m et K.

Verricht, w anneer invloed op het kiem getal is te verw achten van een zich 
in verw erkte bestanddelen bevindende functione le  Lacto-bacilluaceae-flora, 
een bevestig ing volgens 1.4.
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11.4.4. . BBeevveessttiiggiinngg

1 .4 .1 .  re a g e n s
B e r e id ,  o n m i d d e l l i j k  v o o r  h e t  g e b r u i k ,  e e n  o p lo s s i n g  v a n  d e  v o lg e n d e  s a 

m e n s t e l l i n g :

w a te r s to fp e r o x y d e  3 0 %  1 0  m l

w a te r  9 0  m l

1 .4 .2 .  u itv o e rin g
O n d e r z o e k ,  in d ie n  v a n  e e n  p la a t  m e t  3 0  o f  m e e r  k o lo n ie s  k a n  w o r d e n  u i t 

g e g a a n ,  t e n  m i n s t e  V k  v a n  d e z e  k o lo n ie s  d ie  g e h e e l  w i l l e k e u r i g  w o r d e n  g e 

k o z e n .  B l i j f t  in  a l le  v o lg e n s  1 .3 .2  v e r k r e g e n  p la t e n  K  <  3 0 ,  g a  d a n  u i t  v a n  d e  

p la a t  m e t  d e  m e e s t  g e c o n c e n t r e e r d e  v e r d u n n i n g  e n  o n d e r z o e k  z o  m o g e l i j k  

t e n m in s t e  5  k o lo n ie s .

B r e n g  v a n  e lk  v o o r  d i t  d o e l  g e s e le c t e e r d e  k o lo n ie  e e n  g e d e e l t e  o p  e e n  a f 

z o n d e r l i j k  v o o r w e r p g l a s  e n  b e d e k  d i t  m e t  e n k e le  d r u p p e l s  v a n  d e  o n d e r  1 .4 .1  

g e n o e m d e  o p lo s s i n g .  D e  r e a c t ie  is  p o s i t i e f  w a n n e e r  g a s o n t w ik k e l i n g  o p 

t r e e d t .

V a n  z e e r  k le in e  k o lo n ie s  k a n  m e n  z o n o d ig  t e v o r e n  e n ig  b a c t e r ie m a t e r ia a l  

a a n k w e k e n  d o o r  a f s t r i j k e n  o p  e e n  p la a t  o f  s c h u in g e s t o ld e  b u is  m e t  h e t  o n 

d e r  1 .3 .1  b e s c h r e v e n  m e d i u m  e n  b e b r o e d e n  b i j  3 0 °C .

1.5. Berekening en opgave

I n d ie n  e e n  b e v e s t ig in g  v o lg e n s  1 .4  is  v e r r i c h t ,  v o l g t  h e t  a a n ta l  g e z o c h t e  

k o lo n ie s  p e r  e lk e  o n d e r  1 .3 .2  g e n o e m d e  p la a t  ( K ')  u i t  d e  f o r m u l e :

q
K ' =  —  K , w a a r in  

P

K  =  h e t  t o t a a l  a a n t a l  g e t e ld e  k o lo n ie s  

p  =  h e t  a a n ta l  v o lg e n s  1 .4 .2  o n d e r z o c h t e  k o lo n ie s  

q  =  h e t  a a n t a l  d a a r v a n ,  d a t  p o s i t i e f  is  b e v o n d e n .

In d ie n  g e n o e m d e  b e v e s t i g in g  n ie t  is  v e r r i c h t ,  is  u i t e r a a r d  K ' =  K . N e e m  

h e t  g e m i d d e ld e  v a n  d e  b e id e  d u p lo - w a a r d e n  e n  r o n d  d i t  g e t a l  a ls  v o l g t  a f :

a . in d ie n  h e t  k le i n e r  is  d a n  1 0 0  e n  g e e n  g e h e e l  g e t a l  is :  o p  h e t  d i c h t s t b i j 

z i jn d e  v e e lv o u d  v a n  2 ;

b . in d ie n  h e t  g r o t e r  is  d a n  1 0 0  e n  n ie t  o p  5  e i n d i g t :  o p  h e t  d i c h t s t b i j z i j n d e  

v e e lv o u d  v a n  1 0 ;

c . in d ie n  h e t  g r o t e r  is  d a n  1 0 0  e n  o p  e e n  5  e i n d i g t :  o p  h e t  d i c h t s t b i j z i j n d e  

v e e lv o u d  v a n  2 0 .

V i n d t  m e n  v a n  m e e r  d a n  é é n  v e r d u n n i n g  u i t g a a n d e  e e n  r e s u l t a a t  t u s s e n  

3 0  e n  3 0 0 ,  d a n  d ie n t  m e n  v o o r  d e  b e r e k e n in g  v a n  d e  m e e s t  g e c o n c e n t r e e r d e  

v a n  d ie  v e r d u n n i n g e n  u i t  te  g a a n .

V e r m e n i g v u ld i g  h e t  a ld u s  v e r k r e g e n  g e t a l  z o n o d ig  m e t  d e  g e b r u i k t e  v e r -  

d u n n in g s f a c t o r .

G e e f  k ie m g e t a l le n  b e n e d e n  1 0 0  a ls  z o d a n ig  o p .

G e e f  k ie m g e t a l le n  v a n  1 0 0  o f  m e e r  a ls  v o l g t  o p :  N  =  a .1 0 b, w a a r in :  

a  =  e e n  g e t a l  m e t  é é n  d e c im a a l ,  d a t  k a n  v a r ië r e n  v a n  1 ,0  t o t  9 ,9 ;  

b  =  e e n  g e h e e l  g e t a l ,  n ie t  k le in e r  d a n  2 .

W a s  h e t  a a n t a l  in  d e  p la a t ,  w a a r o p  d e  b e r e k e n in g  w e r d  g e b a s e e r d ,  k le in e r  

d a n  5 , g e e f  d a n  o p :  N  <  5 0 .
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2. GRENSREACTIE OP EN TELLING VAN ENTEROBACTERIACEAE

2.1. Grensreactie (voor het aantonen in een voorgeschreven hoeveelheid)

2.1.1. D efinitie
Enterobacteriaceae w orden geacht aanwezig te zijn, indien na bebroeding 

van een mengsel van het desbetreffende m edium  en 3 porties van 1 ml van 
de voorgeschreven volgens 2.1.2 bereide verdunning van de te onderzoeken 
waar, een en ander als beschreven onder 2.1.3, bij 30 ± 1°C m icro-organis- 
men to t ontw ikke ling komen, die bij a fstrijken op het onder 2.1.4 genoem de 
m edium  kolonies geven die bij bevestig ing volgens 2.1.5 het onder 2.1.6 ve r
melde reactiepatroon vertonen.

2.1.2. Verdunning
H iervoor zij verwezen ngar 1.2.

2.1.3. O phoping (m et voorbebroeding)

2.1.3.1. m edium  vo o rd e  voorbebroeding

pepton 10 g
na trium ch lo ride  p.a. 5 9
ka lium d iw a te rs to ffos faa t (K H 2 P 0 4 ) p.a. 1,5 g
d ina trium w a te rs to ffo s faa t (Na; H P 04 .2H 3 O) p.a. 9,0 g
w ater 1000 ml

Los de overige ingrediënten in het w ater op en breng de pH op 7,0 ±  0,1
Vul af in buizen in porties van 15 ml en steriliseer gedurende 20 m in. bij
120° C.

2.1.3.2. m edium  voor de ophop ing  (zie 7.3)

pepton 10 g
glucose 5 g
d ina trium w ate rs to ffos faa t (Na2 H P 04 .2H 2 O) p.a. 8 g
ka lium d iw a te rs to ffos faa t (K H 2P 0 4 ) p.a. 2 g
gedroogde rundergal 20 g
briljantgroen 15 mg
water 1000 ml

Los de overige ingrediënten in het w ater op en breng de pH op 7,2 ±  0,1. 
Vul af in buizen in porties van 15 ml.

V erh it de buizen gedurende 30 min. op 100°C. V erh itting  gedurende lange
re tijd  of bij hogere tem pera tuur is niet nodig en bovendien ongewenst.

2.1.3.3. werkwijze
Breng 1 ml van de vereiste volgens 2.1.2 bereide verdunning in een buis 

m et het volgens 2.1.3.1 bereide medium . Verricht d it in drievoud. Bebroed 
16-18 uur bij 30 ±  1°C.

Breng daarna u it elke buis 0,1 ml over in een buis m et 15 m l van het onder
2.1.3.2. genoem de m edium . Bebroed deze 3 nieuwe buizen 24 uur bij 
30 ±  1° C. S trijk daarna u it elk ervan af op het onder 2.1.4 genoem de m edi
um.

2.1.4. Isolatie

2.1.4.1. m edium  (zie 7.4) 

pepton
gistextractpoeder 
glucose
na trium ch lo ride  p.a. 
galzouten 
neutraalrood 
kris ta lv io le t 
agar 
water

7 g
3 g

10 g
5 9
1,5 9

30 mg
2 mg

15 mg
1000 ml
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Los de overige ingrediënten onder verw arm ing  to t 100°C in het w ater op. 
Koel zodra alles vo lledig is opgelost af to t ca. 50°C en g iet u it in petrischalen 
van 12 o f 15 cm diam eter. Een verdere ve rh itting  is niet nodig en bovendien 
ongewenst. Droog de platen 20 min. bij 55°C of 45 min. bij 37°C, in ieder ge
val to t zij goed droog zijn.

2.1.4.2. werkwijze
Strijk u it elke onder 2.1.3.3 genoem de buis m et ophop ingsm edium  af op 

een plaat van het onder 2.1.4.1 genoem de m edium , en wel op dusdanige 
wijze dat aan het eind van de bebroedingsperiode losliggende kolonies zijn 
te verw achten. Bebroed 18-24 uur bij 30 ± 1°C. Onderzoek, indien groei op
treedt, enkele losliggende kolonies op de onder 2.1.5 genoem de eigen
schappen, w aarbij de oxydasereactie (2.1.5.2) d ient te w orden uitgevoerd 
m et m ateriaal, gegroeid in buizen volgens 2.1.5.1.

2.1.5. Bevestiging

2.1.5.1. omzetting van glucose

2.1.5.1.1. medium
trypsine-hydrolysaat van caseine 2 g
gl ucose 10 g
natriumchloride 5 g
dikaliumwaterstoffosfaat (K 2HP04) p.a. 0,3 g
broom thymolblauw 80 mg
agar 15 9
water 1000 ml

Los de overige ingrediënten onder verw arm ing  in het w ater op. Breng de 
pH op 7,1 ± 0,1. Vul af in cu ltuurhuizen in porties van 4 a 5 ml. Steriliseer 20 
min. bij 120°C. Plaats de buizen rechtop en laat het m edium  stollen (zie 7.5.).

vleesextractpoeder 1 9
gistextractpoeder 2 9
pepton 5 9
natriumchloride 5 9
agar 15 9
water 1000 ml

Los de overige ingrediënten onder verw arm ing  in het w ater op. Breng de 
pH op 7,4 ± 0,1. Vul af in kolven en steriliseer gedurende 20 min. bij 120°C 
(zie 7.6).

P ipetteer onder aseptische voorzorgen in elke vo lgens A bereide buis 4 a 5 
ml m edium  B bovenop het gestolde m edium  A. Laat stollen als onder A ver
meld. De buizen dienen bij 4°C te w orden bewaard en zijn dan m axim aal 4 
dagen houdbaar zonder hun diagnostische effect te verliezen.

2.1.5.1.2. uitvoering
Beënt volgens 2.1.5.1.1 verkregen buizen met het vo lgens 2.1.4.2 verkre

gen m ateriaal door m iddel van een diepe rechte streek.
Bebroed bij 30 ± 1°C. C ontro leer na 1 en 2 dagen bebroeden.
De reactie is positie f (ferm entatieve om zetting van glucose), indien door 

de gehele buis heen geelkleuring doo r zuurvorm ing  optreedt.

2.1.5.2. reactie op oxydase

2.1.5.2.1. reagens
Bereid onm idde llijk  voor het gebru ik een oplossing van de vo lgende sa

m enstelling:

N,N,IM',N'-tetramethylparafenyleendiamine 2 HCI 1 g
water 100 ml
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De in de handel verkrijgbare kant-en-klare papiertjes zijn eveneens b ru ik
baar. Deze zijn geïm pregneerd m et 2 andere reagentia dan het bovenge
noemde.

2.1.5.2.2. uitvoering
Breng in een petrischaal een ve lle tje  filtree rpap ie r van 5 cm d iam eter of 

van 5 x 5  cm. Breng in het m idden daarvan 3 druppels van het onder
2.1.5.2.1 genoem de reagens. Maak vervo lgens m eteen w ein ig  van het bac- 
teriem ateriaal, afkom stig van het oppervlak van  een vo lgens 2.1.5.1.2 beënte 
en bebroede buis, op het bevochtigde papier een streep van ten hoogste 5 
mm lengte. De reactie w o rd t als positie f beschouwd, indien binnen 5 sec. op 
de plaats van deze streep een sterke d iepblauw e to t purperen kleur ontstaat. 
Bij te hard w rijven  m et de naald over het papier kunnen vals positieve reac
ties ontstaan. Bij gebruik van de kant-en-klare papiertjes d ient het vo o r
schrift bij de verpakking te w orden opgevolgd. Het risico van vals positieve 
reacties is bij gebruik van deze papiertjes m inder groot.

Voer als contro le  de proef ook u it m et een Aerom onas- of Pseudomonas- 
stam. Deze geven een positieve reactie.

2.1.6. In terpretatie
Enterobacteriaceae vertonen het volgende reactiepatroon:

glucose-omzetting + (fermentatief)
oxydase 0

Beschouw, indien -  u itgaande van elke volgens 2.1.3.3 ingezette buis -  
één of meer van de onderzochte kolonies d it reactiepatroon vertonen, het re
sultaat van het onderzoek als positief.

2.2. Telling van Enterobacteriaceae

2.2.1. Defin itie
Onder het aantal Enterobacteriaceae w o rd t verstaan het aantal kolonies 

dat zich bij 30 ± 1°C per g van de onderzochte waar on tw ikke lt in het onder
2.2.3.1 beschreven m edium , voorzover deze kolonies tevens het onder 2.1.6 
aangegeven reactiepatroon vertonen.

2.2.2. Verdunning
H iervoor zij verwezen naar 1.2.

2.2.3. Telling

2.2.3.1. m edium
H iervoor zij verwezen naar 2.1.4.1. Giet echter niet u it in petrischalen, doch 

bewaar het op 100°C verh itte  m edium  op circa 47°C to t aan het gebruik.

2.2.3.2. werkwijze
Gebruik in ieder geval een volgens 2.2.2 bereide verdunning 1 :10 en daar

naast zonodig verdere decim ale verdunningen, indien verw acht w o rd t dat 
alleen in dat geval platen zullen w orden verkregen m et een aantal specifieke 
kolonies, gelegen tussen 30 en 300. Gebruik voo r elke te onderzoeken ver
dunning 2 petrischalen van circa 9 cm doorsnede.

Pipetteer in elk van deze schalen 1 ml van de betrokken verdunn ing . Voeg 
per petrischaal toe circa 15 m l van het onder 2.2.3.1 genoem de m edium , 
meng en laat stollen. Bedek daarna de agar-laag m et een ongeveer even 
grote hoeveelheid van hetzelfde m edium  en laat ook d it laagje stollen.

Bebroed de platen gedurende 18-24 uur bij 30 ±  1°C. Tel na afloop van de
ze periode het aantal kolonies dat niet om geven is door een bleekgele ach
te rgrond, ind ien deze aanwezig zijn in die platen w aarin hun aantal is gele
gen tussen 30 en 300. Stel d it aantal ge lijk  aan K.
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2.2.4. Bevestiging
Ga voor de selectie van de te onderzoeken specifieke kolonies te w erk als 

aangegeven onder 1.4.2, eerste alinea. Verricht van de geselecteerde ko lo
nies dezelfde reacties als aangegeven onder 2.1.5. V oor de in terpretatie  zij 
verwezen naar 2.1.6.

2.2.5. Berekening en opgave
Het aantal Enterobacteriaceae per elke onder 2.2.3.2 genoem de plaat (K') 

vo lg t u it de fo rm u le :

q
K' = —  K, waarin 

P

K =  het totaal aantal getelde kolonies
p = het aantal volgens 2.2.4 onderzochte kolonies
q =  het aantal daarvan, dat het onder 2.1.6 beschreven reactiepatroon ver

toont.
Neem het gem iddelde van de beide duplo-w aarden en ga ook overigens te 

w erk als aangegeven onder 1.5.

3. GRENSREACTIE OP SALMONELLA

3.1. Definitie

Als Salm onella w orden beschouwd bacteriën die zich verm eerderd heb
ben in één der hierna te beschrijven vloeibare media en zich na overenting 
op het b riljantgroen feno lrood agar m edium  ontw ikkelen to t specifieke kolo
nies die het onder 3.5.7 verm elde reactiepatroon vertonen.

3.2. Media voor de ophoping

3.2.1. niet-selectie f m edium  
H iervoor zij verwezen naar 2.1.3.1.

3.2.2. selectie f m edium
Tetra th ionaat-bouillon  volgens M ulle r Kauffm ann (zie 7.7)

3.2.2.1. basism edium

pepton 4,5 9

gistextractpoeder 1,8 g

vleesextractpoeder 0,9 g

natriumchloride p.a. 4,5 g

calciumcarbonaat (CaCO,) 25 g

natrium thiosulfaat (Na2 S2 0 3.5H2 O) p.a. 40,7 g

water 1000 ml

Vermeng de ingrediënten onder verw arm ing  m et het water, w aarb ij u ite r
aard door de aanwezigheid van het calcium carbonaat geen heldere op los
sing ontstaat. Breng de pH op 7,0 ±0 ,1  en ve rh it to t koken. Koel daarna af 
to t 45 °C en vu l, na het calcium carbonaat regelm atig doo r de v loe is to f te 
hebben verdeeld, af in kolven in porties van 100 ml.

3.2.2.2. jod ium op loss ing

jodium  p.a. 
kaliumjodide (K il p.a 
water

20 g 
25 g 

100 ml

Staatsblad 1979 563 11



 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los het kalium jodide op ca. 50 ml w ater. Voeg daarna het jod ium  toe en 
los op. Vul aan met w ater to t 100 ml.

3.2.2.3. gal
Bereid een oplossing van de navolgende sam enstelling:

gedroogde rundergal 10 g
water

Steriliseer gedurende 20 m in. bij 115°C.

3.2.2.4. briljan tgroenop lossing
Bereid een oplossing van de volgende sam enste lling :

100 ml

briljantg roen (B D H ) 100 mg
water 100 ml

Verhit de oplossing gedurende een half uur in een bad met 
en gebruik hem dezelfde dag als w aarop hij is bereid.

kokend w ater

3.2.2.5. bereid ing
Bereid kort voor het gebruik op aseptische w ijze een mengsel van de bo

vengenoem de com ponenten in de h ieronder aangegeven verhoud ing :

basismedium (3.2.2.1) 100 ml
jodium oplossing (3 .2.2.2) 2 ml
gal (3 .2.2.3) 5 ml
briljantgroenoplossing (3 .2 .2 .4 I 1 ml

latiemedium (zie 7.8)

vleesextractpoeder 5 g
gistextractpoeder 3 g
pepton 10 g
lactose 10 g
saccharose 10 g
d ina triu m w a te rs to ffo s fa a t (N a; H P 0 4 ) p.a. 1 g
na trium d iw a te rs to ffos faa t (N aH ; P 0 4 ) p.a . 0,6 a
feno lrood 0,09

3
g

briljantg roen (B D H ) 4,7 mg
agar (gezuiverd en snel oplosbaar) 12 g
water 1000 ml

Los de overige ingrediënten onder verw arm ing  in het w ater op. Breng de 
oplossing aan de kook en laat ten hoogste 1 min. doorkoken. Koel d irect af 
to t 50 C en g iet u it in petrischalen van 15 cm doorsnede bij een zodanige 
tem pera tuur dat de agar snel in de schalen stolt. Droog de voedingsbodem s 
vóó r het gebruik goed (45 m in. 37°C).

De pH d ient 6,9 ± 0,1 te bedragen.

3.4. Werkwijze

Breng 25 g van het m onster over in ca. 225 m l van het niet-selectieve v loe i
bare m edium  (3.2.1). Bebroed deze v loe is to f 16-20 uur bij 37°C en breng 
daarna 10 ml over in ca. 100 ml te tra th ionaa tbou illon  (3.2.2).

Bebroed de v loe is to f gedurende 48 uur bij 42,5 ± 0,5°C. Strijk na 18-20 uur 
en na 48 uur de te tra th ionaatbou illon  m et behulp van een entoog (2,3-3 
m m ) u it op briljantgroen feno lrood  agar-platen (3.3). Bebroed de platen ge
durende 18-24 uur bij 37°C en beoordeel ze op het voorkom en van specifiek 
rode kolonies. Onderzoek enkele van deze kolonies op de onder 3.5 genoem 
de identificatiereacties. (Indien gew enst, kan naast de briljantgroen fe n o l
rood agar ook een ander iso la tiem edium  w orden gebruikt).
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33..55..  IdeIdentintificficatatieie

3 .5 .1 .  t e  v e r r i c h t e n  r e a c t ie s

S t r i j k  z o  n o d ig  d e  t e  o n d e r z o e k e n  k o lo n ie s  v a n  d e  o n d e r  3 .4  g e n o e m d e  s e 

le c t ie v e  p la t e n  n o g  e e n  k e e r  u i t  o p  n ie t - s e le c t i e v e  s e le c t ie v e  v a s t e  m e d ia  e n  

b e b r o e d  w e e r  1 8 - 2 4  u u r  b i j  3 7 ° C . V o e r  d a a r n a  p e r  o o r s p r o n k e l i j k e  k o lo n ie ,  

u i t g a a n d e  v a n  é é n  lo s l i g g e n d e  n ie u w e  k o lo n ie ,  d e  v o lg e n d e  r e a c t ie s  u i t .  

T . S . I . - a g a r  r e a c t ie s  (z ie  3 .5 .2 )  

l y s in e d e c a r b o x y l a t i e  ( z ie  3 .5 .3 )  

u r e u m s p l i t s i n g  (z ie  3 .5 .4 )  

r e a c t ie  o p  j3 - g a la c t o s id a s e  ( z ie  3 .5 .5 )  

a g g l u t i n a t i e  ( z ie  3 .5 .6 )

3 .5 .2 .  T .S . I . - a g a r

3 .5 .2 .1 .  s a m e n s t e l l i n g  e n  b e r e i d i n g  ( z ie  7 .9 )

p e p to n 2 0 g
g is te x t r a c tp o e d e r 3 g
v le e s e x tra c tp o e d e r 3 g
g lu c o s e 1 g
la c to s e 1 0 g
s a c c h a ro s e 10 g
n a t r iu m c h lo r id e  p .a . 5 g
n a t r iu m th io s u l fa a t  (N a 2 S ;  0 } .5 H 2 0 )  p .a . 0 ,3 g
i jz e r d I D c i t r a a t  (F e C 6 H 5 0 7 ,3 H 2 g )  p .a . 0 ,3 g
fe n o l  r o o d 5 0 m g

agar 1 2 g
w a te r 1 0 0 0 m l

L o s  d e  o v e r i g e  in g r e d ië n t e n  o n d e r  v e r w a r m i n g  in  h e t  w a t e r  o p .  B r e n g  d e  

p H  o p  7 ,4  ±  0 ,1 .  V u l  a f  in  c u l t u u r h u i z e n  v a n  1 6 0  x  1 6  m m  in  p o r t ie s  v a n  7  m l .  

S t e r i l i s e e r  2 0  m in .  b i j  1 2 0 °C .

L a a t  d e  b u iz e n  in  s c h u in e  s t a n d  s t o l l e n ,  d o c h  o p  d u s d a n ig e  w i j z e  d a t  d e z e ,  

g e r e k e n d  v a n a f  d e  o n d e r k a n t ,  o v e r  e e n  le n g t e  v a n  c a .  2 ,5  c m  n o g  g e h e e l  m e t  

a g a r  z i jn  g e v u ld .

T u s s e n  b e r e i d in g  e n  g e b r u i k  m o g e n  d e z e  b u iz e n  n ie t  la n g e r  d a n  1 w e e k  

w o r d e n  b e w a a r d .  W i l  m e n  z e  o p  e e n  la t e r  t i j d s t i p  g e b r u i k e n ,  d a n  d ie n e n  z e  

o p n ie u w  t e  w o r d e n  o p g e s m o l t e n  e n  t e n m in s t e  2 0  m in .  in  e e n  b a d  m e t  k o 

k e n d  w a t e r  t e  w o r d e n  v e r h i t .  L a a t  z e  d a a r n a  s t o l le n  o p  d e  e e r d e r  a a n g e g e 

v e n  w i j z e .

3 .5 .2 .2 .  w e r k w i jz e

B e ë n t  d e  v o lg e n s  3 .5 .2 .1  v e r k r e g e n  b u iz e n  m e t  h e t  t e  o n d e r z o e k e n  b a c te -  

r i e m a t e r ia a l  d o o r  a f s t r i j k e n  o p  h e t  o p p e r v la k  e n  s te k e n  in  h e t  o n d e r s t e  g e 

d e e l t e  ( « v o e t » )  v a n  d e  b u is .  B e b r o e d  1 - 2  d a g e n  b i j  3 7  ±  1 °C . D e  w a a r g e n o 

m e n  v e r s c h i jn s e l e n  z i jn  a ls  v o l g t  t e  in t e r p r e t e r e n :

« v o e t » :

geel

r o o d  o f  o n v e ra n d e r d  

z w a r t

b e lle n  o f  s c h e u re n

o p p e r v l a k :

geel

r o o d  o f  o n v e ra n d e rd  

3 .5 .3 .  l y s in e d e c a r b o x y la t i e

g lu c o s e  o m g e z e t 

g lu c o s e  n ie t  o m g e z e t 

v o r m in g  va n  z w a v e lw a te r s to f  

g a s v o rm in g  u i t  g lu c o s e

la c to s e  e n / o f  s a c c h a ro s e  o m g e z e t 

n o c h  la c to s e  n o c h  s a c c h a ro s e  o m g e z e t t

S t a a t s b la d  1 9 7 9  5 6 3 13



 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.3.1. m edium

l-lysine, HCI 5 g
gis tex trac t in  poedervorm 3 9
glucose 1 g
broom kreso lpurpe r 15 mg
water 1000 ml

i overige ingrediënten in het w ater op en breng de pH op 7 ,2  ± 0 , 1
Vul af in de buizen in porties van ca. 5 ml en steriliseer gedurende 20 m in. bij 
120°C.

3.5.3.2. werkwijze
Beënt het onder 3.5.3.1 genoem de m edium  m et het te onderzoeken bacte- 

riem ateriaal en bebroed gedurende 24 uur bij 37 ± 1°C.
Een positieve reactie b lijk t u it een paarse kleur van het m edium , een nega

tieve u it een gele kleur.

3.5.4. ureum splits ing

3.5.4.1. m edium

3.5.4.1.1. oplossing van ureum , voedingsstoffen en ind ica tor 
Bereid een oplossing van de volgende sam enste lling:

pepton 1 g
glucose 1 g
na trium ch lo ride 5 g
ka lium d iw a te rs to ffos faa t (K H ; P 0 4 ) p.a. 2 g
ureum p.a. 20 9
fenolrood 12 mg
water 1000 ml

Los hiertoe eerst onder ve rw arm ing  het feno lrood in het w ater op. Koel 
daarna af en los de overige ingrediënten op. Breng de pH op 6,8 ±  0,1 en ste
riliseer door m iddel van filtra tie .

3.5.4.1.2. agar

agar 15 g
water 900 ml

Los de agar onder verw arm ing in het w ater op en steriliseer 20 m in. bij 
120°C.

3.5.4.1.3. bereid ing
Meng onder aseptische om standigheden de onder 3.5.4.1.1 genoem de ge

filtreerde oplossing met de onder 3.5.4.1.2 genoem de to t ca. 50°C afgekoel
de agar. Vul eveneens onder aseptische om standigheden af in buizen in por
ties van ca. 7 ml per buis. Leg de buizen in schuine stand en laat de inhoud 
stollen.

3.5.4.2. werkwijze
Beënt het oppervlak van het vo lgens 3.5.4.1.3 bereide m edium  m et het te 

onderzoeken bacteriem ateriaal door m iddel van een rechte streep. Bebroed 
gedurende 1 o f 2 dagen bij 37 ±  1°C.

Splits ing van het ureum  geeft am m oniakontw ikke ling , w aardoor de kleur 
van de ind icator feno lrood  naar rosé en, bij verdergaande reactie, naar rood 
omslaat.

3.5.5. reactie op /i -galactosidase

3.5.5.1. reagens
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3.5.5.1.1. O.N.P.G.-oplossing

o r th o n it r o fe n y l- jS -d -g a la c to p y ra n o s id e  (O N P G ) 

d in a t r iu m w a te r s to f fo s fa a t  ( N a ; H P 0 4 .2 H 2 0 )  p .a . 

w a te r

6 g
2 g

1 0 0 0  m l

Los in het w ater de overige ingrediënten op, breng de pH op 7,5 ± 0 ,1  en 
steriliseer de oplossing door m iddel van filtra tie . Bewaar de oplossing bij 
4°C en onder a fs lu iting  van licht.

3.5.5.1.2. peptonw ater

Los in het w ater de overige ingrediënten op, breng de pH op 7,5 ± 0 ,1  en 
steriliseer gedurende 15 min. b ij 120°C.

3.5.5.1.3. bereid ing
Voeg onder aseptische om standigheden bij elkaar:

Meng en vul op aseptische w ijze af in buizen in porties van 2,5 ml per buis. 
Het mengsel is 1 maand houdbaar bij 4°C.

3.5.5.2. werkwijze
Beënt een volgens 3.5.5.1.3 verkregen buis m et het te onderzoeken bacte- 

riem ateriaal en bebroed 24 uur bij 37 ± 1°C. De reactie is positief, indien een 
gele kleur ontstaat doordat j3-galactosidase u it het O.N.P.G. het geel ge
kleurde orthon itro feno l vrijm aakt. Bij een contro leproef met een O.N.P.G.- 
negatieve bacteriesoort (b ijvoorbeeld Salm onella of Proteus hauseri) m oet 
het reactiem engsel kleurloos b lijven.

3.5.6. serologische reacties (zie 7.10)

3.5.6.1. agg lu tinatie
Culturen welke voldoen aan de biochem ische specificaties voo r Salm onel

la (3.5.7) m oeten verder onderzocht w orden op de aanwezigheid van Salm o
nella O- en /o f H-antigenen. H iertoe w o rd t een voorw erpg las-agg lu tina tie  u it
gevoerd m et behulp van Salm onella O- en/o f H -agglutinerende antisera.

3.5.6.2. Salm onella O-antigenen

3.5.6.2.1. u itvoering  van de reactie
Breng op een zorgvuld ig gere in igd voorw erpglas een druppel van een 

agglutinerende Salm onella O -antiserum  en een druppel fysio log ische zout
oplossing, w r ijf  in deze druppel een w ein ig van de te onderzoeken bacterie- 
cultuur, a fkom stig van de T .S .I.-agarto t een hom ogene, m atig troebele sus
pensie ontstaat. Doe hetzelfde in de druppel fys io log ische zoutoplossing.

Maak m et het voorw erpg las schom m elende bewegingen gedurende 
30-60 sec. en lees dan de reacties af tegen een donkere achtergrond, bij 
voorkeur onder gebruikm aking van een loep.

Hebben de bacteriën zich aaneengesloten to t grotere eenheden, dan 
w ord t gezegd dat agglutinatie  heeft plaatsgevonden. Ingeval van een posi
tieve agg lu tinatie  d ient de druppel antiserum  positie f en de druppel fys io lo 
gische zoutoplossing negatief te zijn. V indt agg lu tinatie  ook in de druppel fy 
siologische zoutoplossing plaats, dan heeft men m et een auto-agglutinabele 
stam te maken. In d it geval kan de stam niet serologish gedeterm ineerd w o r
den.

p e p to n

n a t r iu m c h lo r id e  (N a C I)  p .a . 

w a te r

1 0  g 

5  g

1 0 0 0  m l

O .N .P .G .-o p lo s s in g  (3 .5 .5 .1 .1 )  

p e p to n w a te r  (3 .5 .5 .1 .2 )

2 5  m l’

7 5  m l
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3.5.6 ..2.2. om schrijv ing  van de te gebruiken O-sera
In de handel zijn verschillende Salm onella O-sera te verkrijgen en wel het 

zogenaamde korte polyvalente serum (om vattende bijvoorbeeld  de O-groe- 
pen A t/m  E) en het zogenaam de lange om niva lente  O-serum (om vattende 
alle to t nu toe bekende O-groepen). Daarnaast zijn groeps- o f factorensera B, 
C, D, E, G, L en het anti-V i-serum  in de handel.

3.5.6 .2.3. in terpreta tie
Indien een negatief resultaat met het om niva lente  serum w o rd t verkregen, 

is het vrijw e l zeker dat men niet m et een Salm onellastam  heeft te maken.
De enige uitzondering bestaat hierin, dat men eventueel met een nieuwe 
nog niet ontdekte O-groep o f m et een der T-antigenen heeft te maken.

Indien de cu ltuu r negatief reageert m et het korte polyvalente serum , kan 
geagglutineerd w orden m et een lang om niva len t serum . Indien deze laatste 
reactie ook negatief is, heeft men verm oedelijk  geen Salm onella geïsoleerd 
(zie boven). Indien deze laatste reactie positie f is, heeft men verm oedelijk  
een Salm onella geïsoleerd die een O-antigeen heeft dat niet in het korte po
lyvalente is vertegenw oord igd.

Is de agglutinatie  m et een der polyvalente sera positief, dan is d it slechts 
een aanwijzing dat de te onderzoeken cu ltuur to t het genus Salm onella zou 
kunnen behoren, een en ander in verband m et de ta lrijke  O-antigeen-ver- 
wantschappen tussen de genera der fam ilie  Enterobacteriaceae. Een nader 
onderzoek m et factoren sera en eventueel met een polyva lent H-serum zal 
dienen te geschieden. Indien de cu ltuur reageert m et een van de factorense
ra B, C, D, E, G, L o f het Anti-V i-serum  lu id t de uitslag: Salm onella, behoren
de to t de B-groep, de C-groep, enz. geïsoleerd. In alle gevallen, ook bij tw ij
fe l, d ient de stam ter determ inatie  en eventuele serologische typering  naar 
het R ijksinstituut voor de Volksgezondheid te B ilthoven te w orden gezon
den.

3.5.6.3. Salm onella H-antigenen

3.5.6.3.1. uitvoering  van de reactie
Zie 3.5.6.2.1, met d it verschil dat de agglutinerende H-sera (zie 3.5.6.3.2) 

gebru ikt w orden en dat de bacteriecultuur u it het vocht onder in de T.S.I.- 
buis w o rd t genom en.

3.5.6 .3.2. om schrijv ing  van de te gebruiken Salm onella H-sera
In de handel zijn verschillende Salm onella H -agglutinerende antisera ver

krijgbaar en w el polyvalente sera, om vattende de meest voorkom ende spe
cifieke H-antisera en de specifieke H-antisera afzonderlijk.

3.5.6.3.3. in terpreta tie
Indien een negatief resultaat m et een polyva lent serum w o rd t verkregen, 

is de kans g roo t dat men niet m et een Salm onellastam  te maken heeft. De 
enige uitzondering bestaat hierin, dat men met een eventueel n ieuw  H-anti- 
geen te maken heeft, w aarvan het antiserum  niet in het polyvalente serum 
voorkom t o f dat men m et een te w ein ig  bew eeglijke c u ltu u rte  maken heeft. 
Indien een positie f resultaat w o rd t verkregen met po lyva lent serum  o f met 
een specifiek serum , kan de cu ltuu r Salm onella-positie f genoem d w orden 
en d ient deze te r nadere typering  naar het R ijksinstituut voor de Volksge
zondheid te Bilthoven te w orden gezonden.

3.5.7. in terpreta tie
Salm onellae vertonen het vo lgende reactiepatroon:
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T.S.I.-glucose (zuurvorm ing) + 100%
glucose (gasvorming) + 92%
lactose 0 99%
saccharose 0 99%
zw avelw aterstof + 92%

lysine-decarboxylatie + 95%
ureum splitsing 0 100%
jTgalactosidase reactie 0 98%
agglutinatie  (zie 3.5 .6 .2 .3  en 3.5 -6.3 .3)

+ = positie f 
0 = negatief.

De cijfers in de rechter kolom  geven het percentage aan dat bij een be
paald onderzoek van een g roo t aantal stam m en (W. H. Ewing and M. M. Ball, 
The b iochem ical reactions of num bers of the genus Salm onella (1966)) het 
resultaat ga f als in de m iddelste kolom  (+ o f 0) aangegeven (b ijvoorbeeld ly- 
sinedecarboxylatie : 95% van de stam m en +, derhalve 5% 0).

4. GRENSREACTIE OP EN TELLING VAN STAPHYLOCOCCUS AUREUS

4.1. Grensreactie (voor het aantonen in een voorgeschreven hoeveelheid)

H iervoor is nog een m ethode in bewerking.

4.2. Telling van Staphylococcus aureus

4.2.1. Defin itie
Onder het aantal bacteriën van de soort Staphylococcus aureus w o rd t ver

staan het aantal specifieke kolonies dat zich bij 37 ± 1°C per g van de onder
zochte w aar on tw ikke lt op het onder 4.2.3.1 genoem de m edium , voorzover 
deze kolonies tevens de onder 4.2.4 aangegeven reactie vertonen.

4.2.2. Verdunning
H iervoor zij verwezen naar 1.2.

4.2.3. Telling

4.2.3.1. m edium

4.2.3.1.1. basism edium  (zie 7.11)

tryps ine-hydro lysaa t van casei'ne 10 9
vl eesextractpoeder 5 g
gistextractpoeder 1 g
na trium p yruvaa t 10 g
glycine 12 g
lith iu m c h lo rid e  (liC I) p.a. 5 g
agar 20 g
w ater 1000 ml

Los de overige ingrediënten onder verw arm ing  in het w ater op. Breng de 
pH op 6,8 ± 0,1. S teriliseer gedurende 15 m in. bij 120°C en koel af to t ca. 
50°C.

4.2.3.1.2. te llu rie top lossing

ka liu m te llu rie t (K 2 T e 0 3 ) p.a. 1 g
water 100 ml

Bereid een oplossing van de bovenaangegeven sam enste lling en s te rili
seer deze door m iddel van filtra tie . G ebruik de oplossing onm idde llijk  of ten 
hoogste 1 week na de bereiding en bewaar hem in het laatste geval bij 4°C.
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4 .2 .3 .1 .3 .  e id o o ie r e m u ls ie
G e b r u ik  h ie r v o o r  b i j  v o o r k e u r  e e n  in  d e  h a n d e l  in  s t e r ie l e  v o r m  v e r k r i j g 

b a a r  g e s t a n d a a r d is e e r d  p r e p a r a a t  m e t  c a .  2 0 %  d o o ie r .

4 .2 .3 .1 .4 .  b e r e id in g

V o e g  p e r  1 0 0  m l  v a n  h e t  o n d e r  4 .2 .3 .1 .1  g e n o e m d e  t o t  c a .  5 0 °C  a f g e k o e ld e  

b a s is m e d iu m  t o e :

1 m l  v a n  d e  o n d e r  4 .2 . 3 .1 . 2  g e n o e m d e  t e l l u r i e t o p l o s s i n g ;

5  m l  v a n  d e  o n d e r  4 .2 . 3 .1 . 3  g e n o e m d e  e id o o i e r e m u l s ie .

M e n g  d o o r  z w e n k e n  d e  t o e v o e g i n g e n  d o o r  h e t  b a s i s m e d iu m  h e e n  e n  g ie t  

o n m i d d e l l i j k  d a a r n a  u i t  in  p e t r i s c h a le n  v a n  1 2  o f  1 5  c m  d ia m e t e r ,  in  p o r t ie s  

v a n  r e s p .  2 5  e n  4 0  m l .  L a a t  s t o l le n .  D r o o g  d e  p la t e n  v ó ó r  h e t  g e b r u i k  t e n m i n 

s te  2 0  m in .  b i j  5 5 °C  o f  4 5  m in .  b i j  3 7 ° C , in  e lk  g e v a l  t o t  z e  g o e d  d r o o g  z i jn .

G e b r u ik  d e  g e g o t e n  p la t e n  o n m i d d e l l i j k  o f  t e n  h o o g s t e  2 4  u u r  n a  d e  b e r e i 

d in g .

4 .2 .3 .2 .  w e r k w i jz e

G e b r u ik  in  ie d e r  g e v a l  e e n  v o lg e n s  1 .2  b e r e id e  v e r d u n n i n g  1 : 1 0  e n  d a a r 

n a a s t  z o n o d ig  v e r d e r e  d e c im a le  v e r d u n n i n g e n ,  in d ie n  v e r w a c h t  w o r d t  d a t  

a l le e n  in  d a t  g e v a l  p la t e n  z u l l e n  w o r d e n  v e r k r e g e n  m e t  e e n  a a n t a l  s p e c i f ie k e  

k o lo n ie s  g e le g e n  t u s s e n  3 0  e n  3 0 0 .  G e b r u ik  v o o r  e lk e  te  o n d e r z o e k e n  v e r 

d u n n in g  2  v a n  d e  v o lg e n s  4 .2 . 3 .1 . 4  b e r e id e  p la t e n .

P ip e t t e e r  o p  e lk  v a n  d e z e  p la t e n  0 ,1  m l  v a n  d e  b e t r o k k e n  v e r d u n n i n g  e n  

v e r d e e l  d e  s u s p e n s ie  m e t  e e n  s t e r ie le  D r ig a l s k is p a t e l  g e l i j k m a t i g  o v e r  d e  

a g a r .

B e b r o e d  d e  p la t e n  g e d u r e n d e  3 0 - 4 0  u u r  b i j  3 7  ±  1 °C  e n  t e l  n a  a f l o o p  v a n  

d e z e  p e r io d e  h e t  a a n t a l  s p e c i f ie k e  k o lo n ie s ,  in d ie n  d e z e  a a n w e z ig  z i jn  o p  d ie  

p la t e n  w a a r o p  h u n  a a n t a l  g e le g e n  is  t u s s e n  3 0  e n  3 0 0 .  S te l  d i t  a a n t a l  g e l i j k  

a a n  K .

S p e c i f ie k e  k o lo n ie s  k u n n e n  h e t  v o lg e n d e  u i t e r l i j k  h e b b e n :

a . g i t z w a r t ,  g la n z e n d  e n  b o l ,  m e t  v e e la l  r o n d o m  z ic h  e e n  h e ld e r e  h o f  

w a a r b in n e n  z ic h  e e n  d o f f e  h o f  k a n  b e v in d e n ;

b . g r i j s z w a r t ,  g la n z e n d  e n  b o l .  In  d a t  g e v a l  is  d e  o n d e r  a  g e n o e m d e  h e ld e 

r e  h o f  s te e d s  a a n w e z ig .

4 .2 .4 .  B e v e s t ig in g

4 .2 .4 .1 .  k w e k e n  v a n  h e t  m a te r ia a l

4 .2 . 4 .1 . 1 .  m e d iu m  ( z ie  7 .1 2 )

a f t re k s e l v a n  k a lfs h e rs e n e n  in  d ro g e  v o r m 1 2 ,5 g
a f t re k s e l v a n  r u n d e r h a r t  in  d ro g e  v o r m 5 9
e n z y m a t is c h  v e r te e r d  v e rs  v le e s 10 g
g lu c o s e 2 g
n a t r iu m c h lo r id e  p .a . 5 g
d in a t r iu m w a te r s to f fo s fa a t  (N a 2 H P 0 4 .2 H 2 O )  p .a . 2 ,5 g
w a te r 1000 m l

L o s  d e  o v e r i g e  i n g r e d ië n t e n  in  h e t  w a t e r  o p  e n  b r e n g  d e  p H  o p  7 ,4  ±  0 ,1 .  

V u l  a f  in  c u l t u u r h u i z e n  in  p o r t ie s  v a n  5  m l  e n  s t e r i l i s e e r  g e d u r e n d e  2 0  m in .  

b i j  1 2 0 °C .

4 .2 . 4 .1 . 2 .  u i t v o e r in g
G a  v o o r  d e  s e le c t ie  v a n  d e  t e  o n d e r z o e k e n  s p e c i f ie k e  k o lo n ie s  t e  w e r k  a ls  

a a n g e g e v e n  o n d e r  1 .4 .2 ,  e e r s t e  a l in e a .  E n t  e lk e  g e s e le c t e e r d e  k o lo n i e  o v e r  

in  e e n  b u is  m e t  h e t  o n d e r  4 .2 .4 .1 .1  a a n g e g e v e n  m e d i u m  .

B e b r o e d  g e d u r e n d e  1 8 - 2 4  u u r  b i j  3 7  ±  1 °C  e n  v e r r i c h t  d a a r n a  d e  o n d e r  

4 .2 .4 .2  a a n g e g e v e n  r e a c t ie .

4 .2 .4 .2 .  c o a g u ia s e r e a c t ie

S t a a t s b la d  1 9 7 9  5 6 3 1 8



 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.4.2.1. oplossen van het plasm a
Pipetteer 3 ml steriel gedestilleerd w ater in een flesje lyofie l gedroogd 

coagulaseplasm a (niet met citraat gestabiliseerd). Los op door schudden. Dit 
gereconstitueerde plasma is niet houdbaar en d ient dezelfde dag te w orden 
gebruikt.

4.2.4.2.2. u itvoering
Pipetteer porties van 0,5 m l van de volgens 4.2.4.2.1 verkregen oplossing 

in steriele agglutinatiebuisjes.
Breng van elke volgens 4.2.4.1.2 verkregen goed gegroeide cu ltuur 0,1 ml 

in een buisje als in de vorige zinsnede genoem d. Plaats de buisjes bij 37 ±  1°C.
C ontroleer na 1 uur, na 3 uur en m axim aal na 6 uur. Bij een positieve reactie 
is het plasma geheel gesto ld; bij een negatieve reactie v ind t geen of slechts 
gedeeltelijke s to lling  plaats.

4.2.5. Berekening en opgave
H iervoor zij verwezen naar 1.5. Evenwel d ient de verkregen w aarde van K' 

met een extra factor van 10 te w orden verm enigvu ld igd , daar per plaat 
slechts 0,1 ml verdunning werd gebruikt.

5. BEPALING VAN HET AANTAL KWEEKBARE SCHIMMELS EN GISTEN

5.1. Definitie

Onder het aantal kweekbare schim m els en gisten w o rd t verstaan het aan
tal specifieke kolonies dat zich bij 24 ± 1°C per g van de onderzochte waar 
ontw ikke lt in het onder 5.3.1 beschreven medium .

5.2. Verdunning

Hiervoor zij verwezen naar 1.2.

5.3. Telling

5.3.1. m edium

5.3.1.1. basism edium

gistextractpoeder 5 9
glucose 20 9
agar 20 9
water 1000 ml

Los de overige ingrediënten onder verw arm ing  in het w ater op, breng de 
pH op 6,5 ± 0,1 en steriliseer gedurende 20 min. bij 120°C.

5.3.1.2. oxytetracycline-op lossing

oxytetracycline HCI 50 mg
water 50 ml

Los de oxytetracycline HCI op doo r het w ater gele idelijk  in kleine porties 
en onder voortdurend schudden en roeren aan het poeder toe te voegen. 
Druk grote delen, die zich niet snel genoeg in het w ater verdelen, fijn  m et 
een glazen staaf. Laat niet-opgeloste deeltjes gedurende korte tijd  bezinken 
en steriliseer vervolgens de bovenstaande v loe is to f door m iddel van filtra 
tie.

Het antib io ticum  is tevens in steriele toestand in oplossing in am pullen 
verkrijgbaar. Open, bij gebruik daarvan, deze am pullen op aseptische wijze 
en verdun m et steriel w ater to t de bovenaangegeven concentratie.

De aldus verkregen oplossing d ien t in de koelkast bewaard te w orden en is 
dan enige weken houdbaar. Een lichte verkleuring du id t niet op w ijz ig ing 
van de activite it.
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5.3.1.3. bereid ing
Voeg onder aseptische voorzorgen onm idde llijk  vóór het gebruik per 100 

ml van het opgesm olten en to t ca. 50°C afgekoelde basism edium  (5.3.1.1) 
toe 10 m l van de onder 5.3.1.2 genoem de oxyte tracycline-op lossing en 
meng.

5.3.2. werkwijze
Gebruik in ieder geval een volgens 5.2 bereide verdunn ing  1 : 10 en daar

naast zo nodig verdere decim ale verdunningen, indien verw acht w o rd t dat 
alleen in dat geval platen zullen w orden verkregen m et een aantal specifieke 
kolonies gelegen tussen 10 en 100. P ipetteer 1 ml van elke te onderzoeken 
verdunn ing  in elk van 2 petrischalen (diam eter tenm inste  12 cm), voeg toe 
15-25 ml van het to t ca. 45°C afgekoelde vo lgens 5.3.1.3 bereide m edium  
(hoeveelheid afhankelijk van de gebruikte petrischaal), meng en laat stollen.

Bebroed de platen bij 24 ± 1°C. Tel na 2, 3, en 5 dagen en noteer voor elke 
plaat het hoogste van de aldus verkregen resultaten.

Houd er rekening mee, dat sporen, afkom stig van eerder gegroeide schim - 
m elkolonies, die zich over de platen hebben verspreid, na 5 dagen to t groei 
van secundaire kolonies kunnen leiden. De laatste dienen uiteraard n iet te 
w orden meegeteld.

Ga bij tw ijfe l h ie rom trent m icroscopisch na o f op g istkolonies gelijkende 
kolonies ook inderdaad uit gisten bestaan.

5.4. Berekening en opgave

Neem het gem iddelde van de beide volgens 5.3.2 gevonden duplo-w aar- 
den en rond d it getal af als onder 1.5 aangegeven. Ga ook voo r de verdere 
berekening en opgave te w erk als aldaar verm eld.

6. MICROBIOLOGISCHE ORIËNTATIE OMTRENT CONSERVEERMIDDELEN

6.1. Definitie

Conserveerm iddel w o rd t voo rlop ig  geacht aanwezig te zijn, indien rond
om een m et extract van de te onderzoeken w aar geïm pregneerd schijfje  pa
pier bij bebroeding op een met Bacillus subtilis  beënte agarplaat gedurende 
18-20 uur bij 30°C, als beschreven in 6.4.3, een heldere zone ontstaat te rw ijl 
de rest van de plaat troebel w ord t.

6.2. Media en verdere benodigdheden

6.2.1 .kweekm edium  voor Bacillus subtilis  ATCC 6633

vleesextract 3 g
pepton 5 g
agar 15 g
water 1000 ml

Maak een oplossing van de bovenaangegeven sam enstelling, breng de pH 
op 6,8 ± 0,1 en steriliseer gedurende 20 min. bij 120°C.

6.2.2. suspensievloe isto f voo r Bacillus subtilis  
Hiervoor zij verwezen naar 1.2.

6.2.3. extractiev loe is to f voo r de conserveerm iddelen

6.2.3.1. citroenzuurop lossing

citroenzuur (C6 H8 O, ,H2 O) 
water

21 g 
1000 ml
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6.2.3.2. fosfaatoplossing

dinatrium waterstoffosfaat (N a2 H P 0 4 ,2H2 O ) 17,8 g
water 1000 ml

6.2.3.3. bere id ing
Voeg de beide bovengenoem de oplossingen in dusdanige hoeveelheid bij 

elkaar, dat een pH-waarde van 5,0 ± 0,1 w o rd t verkregen.

6.2.4. m edium  voor het aantonen
H iervoor zij verwezen naar 1.3.1. Vul af in buizen a 5 ml per buis.

6.2.5. sch ijfjes filtree rpapie r
Pons u it vellen dik filtree rpap ie r schijfjes m eteen d iam eter van 12,7 mm . 

De schijfjes zijn ook als zodanig in de handel verkrijgbaar.

6.3. Voorbereiding

6.3.1. het aanhouden van de bacteriecu ltuur
Ent de stam  van Bacillus subtilis  ATCC 6633 regelm atig over op het onder 

6.2.1 genoem de schuingestolde m edium . Kweek aanvankelijk bij 37 ±  1°C 
en bewaar de cu ltuu r daarna bij 4°C.

6.3.2. het bereiden van de sporesuspensie
Maak een zichtbaar troebele suspensie van het volgens 6.3.1 verkregen 

materiaal in de onder 6.2.2 genoem de v loe is to f en beënt hierm ede door 
overgieten een aantal platen m et het onder 6.2.1 genoem de m edium . Be
broed deze platen 7 dagen bij 37 ± 1°C.

Breng vervo lgens op elke plaat 5 ml van de onder 6.2.2 genoem de v loe i
s to f en suspendeer daarin m et behulp van een sterie le entnaald het gegroe i
de bacteriem ateriaal. Verzamel d it materiaal to t één hoeveelheid in een met 
steriele glaskralen voorziene steriele fles m et schroefdop, schud gedurende 
5 min. op een schudapparaat en ve rh it gedurende 10 min. bij 80 ± 1°C. Tel 
het aantal sporen op de w ijze als aangegeven onder 1, daarbij echter ge
bruikm akend van het onder 6.2.1 genoem de m edium . Breng de suspensie 
over in een steriel stopflesje.

W il men de sporen langdurig bewaren zonder dat noem ensw aardig ver
lies optreedt, dan dient men in plaats van de onder 6.2.2 genoem de v loe isto f 
voo r het suspenderen 1/4 R inger-vloeistof te gebruiken. Bewaar steeds bij ca. 
5°C.

6.4. Werkwijze

6.4.1. het vervaardigen van de platen
Verdun de volgens 6.3.2 bereide sporesuspensie to t een concentratie  van 

ca. 105 sporen per ml. Breng vo o r elke te gieten plaat 0,5 ml van deze sus
pensie in 5 ml van het onder 6.2.4 genoem de opgesm olten en to t ca. 50°C af
gekoelde m edium , meng, g iet u it in verw arm de petrischalen m et een d iam e
ter van 9 cm en laat stollen.

Desgewenst kunnen ook petrischalen m et een andere d iam eter w orden 
gebruikt, m its hiermee bij de hoeveelheid rekening w o rd t gehouden, zodat 
dezelfde laagdikte w ord t verkregen.

6.4.2. het extraheren van de conserveerm iddelen
Meng in een m ixer het te onderzoeken m onster m et zo w ein ig  m ogelijk 

van de onder 6.2.3 genoem de extractievloe isto f. H iertoe is m axim aal nodig 
een hoeveelheid ge lijk  aan 2 maal de afgew ogen hoeveelheid m onster, doch 
meestal veel m inder.

Breng de pH van het mengsel op pH =  5,0 ± 0,1 en centrifugeer b ij 100 g. 
Indien reeds bij de extractie vo ldoende v rij vocht w o rd t verkregen, kan het 
centrifugeren achterwege w orden gelaten.
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6.4.3. 
Houd een schijfje van het onder 6.2.5 genoem de papier m et behulp van 

een met 70% zuivere ethanol gerein igd pincet met de rand ju is t in de te on
derzoeken vloe isto f, zodat het schijfje zich snel daarm ee vo lzuigt. Breng het 
schijfje over op een volgens 6.4.1 vervaardigde plaat en druk het zachtjes 
aan.

V erricht te r contro le hetzelfde m et een schijfje  dat m et de volgens 6.2.3 be
reide extractievloe isto f w o rd t geïm pregneerd.

Op één plaat kunnen op deze w ijze ten hoogste 4 schijfjes w orden aange
bracht, w aarvan één geïm pregneerd met alleen de extractievloe isto f. Be
broed de platen gedurende 18-20 uur bij 30 ±  1°C.

C onserveerm iddelen w orden voorlop ig  geacht aanwezig te zijn, indien 
zich na afloop rondom  het betreffende schijfje een v rijw e l concentrische hel
dere zone van tenm inste  1 m m  heeft gevorm d, te rw ijl de rest van de plaat 
troebel is. Rond de contro lesch ijfjes mag geen zone te zien zijn. Dit laatste is 
een gevolg van eventueel rem m ende stoffen in het papier, die ook aanlei
ding kunnen geven to t heldere lobben die n iet het gehele papier om geven.

7. OPMERKINGEN

7.1. W aar in deze M ethoden van Onderzoek sprake is van w ater kan gebru ikt 
w orden hetzij gedem ineraliseerd w ater, hetzij u it glas gedestilleerd w ater.

7.2. Het eerste ingred iënt is in de handel verkrijgbaar, b ijvoorbeeld  onder de 
namen «trypton» of «trypticase». Het gehele m edium  is in gedroogde vorm , 
m et m ogelijk  een iets andere hoeveelheid agar, in de handel ve rkrijgbaar on
der de naam «plate count agar».

7.3. Dit m edium  is in gedroogde vorm  in de handel verkrijgbaar onder de 
naam «E.E.-broth».

7.4. Het in gedroogde vorm  m et m ogelijk  een iets andere hoeveelheid agar 
in de handel verkrijgbare «violet red bile dextrose agar», dat naast de ge
noem de ingrediënten 10 g lactose per I bevat, kan h ie rvoor w orden ge
bruikt. In de handel is tevens onder de naam «violet red bile agar» een 
m edium  verkrijgbaar, dat een analoge sam enstelling vertoont. Het bevat 
echter alleen lactose. Dit m edium  kan ook w orden gebruikt, m its per lite r 10 
g glucose w ord t toegevoegd.

7.5. Soortgelijke media, m aarzonder glucose en m et m inder agar zijn in ge
droogde vo rm  in de handel verkrijgbaar onder namen als «OF basal 
m edium ». Deze zijn te gebruiken, m its de ontbrekende ingrediënten w orden 
toegevoegd resp. aangevuld.

7.6. Dit m edium  is in gedroogde vorm  in de handel ve rkrijgbaar onder de 
naam «nutriënt agar».

7.7. Dit m edium  is in gedroogde vorm  in de handel ve rkrijgbaar onder de 
naam «tetrathionate broth base».

7.8. Dit m edium  is in gedroogde vorm  in de handel ve rkrijgbaar onder de 
naam «brillan t green agar (m odified)».

7.9. Media van deze en analoge evenzeer bruikbare sam enste lling zijn in ge
droogde vorm  in de handel verkrijgbaar onder de naam «triple sugar iron 
agar». Desgewenst kan ook de in de handel verkrijgbare «K lig ler agar» w o r
den gebruikt. Deze versch ilt in sam enstelling met tr ip le  sugar iron agar in d it 
opzicht, dat ze geen saccharose bevat. Dit d ient dus afzonderlijk te w orden 
toegevoegd.
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7.10. De betreffende sera zijn verkrijgbaar bij het RIV in Bilthoven.

7.11. Dit m edium  is in gedroogde vorm  in de handel verkrijgbaar onder de 
naam «Baird-Parker-m edium».

7.12. Dit m edium  is in gedroogde vorm  in de handel verkrijgbaar onder de 
naam «brain heart infusion». Enzymatisch verteerd vers vlees is verkrijgbaar 
onder de naam «proteose peptone».

Ons bekend,

De M inister van Volksgezondheid en M ilieuhygiëne, 
L. Ginjaar

De M inister van Landbouw  en Visserij,
Van der Stee

De Staatssecretaris van Economische Zaken,
Th. M. Hazekamp
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N O T A  V A N  T O E L IC H T IN G

B i jg a a n d  o n t w e r p - K o k s w a r e n b e s lu i t  ( W a r e n w e t )  h e e f t  t e n  d o e l ,  in  h e t  b e 

la n g  v a n  d e  v o l k s g e z o n d h e i d  v o o r s c h r i f t e n  te  g e v e n  m e t  b e t r e k k in g  t o t  d e  

m i c r o b i o l o g i s c h e  g e s t e l d h e id  v a n  b e p a a ld e  c a t e g o r ie ë n  e e t w a r e n ,  d ie  b e ïn 

v lo e d  k a n  w o r d e n  d o o r  d e  w i j z e  v a n  b e r e id in g  e n  b e w a r in g .

D e  v o o r s c h r i f t e n  z u l l e n  e r t o e  m o e t e n  b i j d r a g e n  d a t  in  b e d r i j v e n ,  d ie  z ic h  

m e t  d e  b e r e id in g  v a n  e n  d e  h a n d e l  in  b e d o e ld e  w a r e n  b e z ig h o u d e n ,  b e p a a l 

d e  e s s e n t ië le  n o r m e n  v a n  e e n  h y g ië n is c h e  b e d r i j f s v o e r in g  in  a c h t  w o r d e n  

g e n o m e n .

A r t ik e l  7 g e e f t  e e n  a a n t a l  o m s c h r i j v i n g e n  v a n  b e g r i p p e n ,  d ie  in  h e t  b e s lu i t  

w o r d e n  g e h a n t e e r d .

A r t i k e l 2 g e e f t  e e n  a a n t a l  a lg e m e n e  e is e n ,  w a a r a a n  d e  in  h e t  b e s lu i t  b e 

d o e ld e  w a r e n  m o e t e n  v o ld o e n .

D e  e is e n ,  b e d o e ld  in  h e t  e e r s t e  e n  t w e e d e  l id ,  h e b b e n  b e t r e k k in g  o p  d e  

o m s t a n d ig h e d e n  w a a r o n d e r  d e  in  h e t  b e s lu i t  b e d o e ld e  e e t w a r e n  m e t  h e t  

o o g  o p  h u n  m i c r o b i o l o g i s c h e  g e s t e ld h e id  d ie n e n  te  w o r d e n  b e w a a r d  o f  v e r 

v o e r d .  In  h e t  d e r d e  l i d  w o r d e n  d e  u i t z o n d e r i n g e n  v e r m e ld  o p  h e t  a lg e m e e n  

v o o r  b e d o e ld e  e e t w a r e n  g e ld e n d e  v e r b o d  v a n  d e  t o e p a s s in g  v a n  c o n s e r 

v e e r m id d e le n .

D i t  v e r b o d  b e r u s t  o p  h e t  s t a n d p u n t  d a t  d e  g o e d e  m i c r o b i o l o g i s c h e  h o e d a 

n ig h e i d  w a a r in  k o k s w a r e n  b e h o r e n  t e  v e r k e r e n ,  in  p r i n c ip e  v e r z e k e r d  d ie n t  

t e  w o r d e n  d o o r  in  h y g ië n is c h  o p z ic h t  z o r g v u l d ig e  b e r e i d in g ,  b e w a r in g ,  b e 

h a n d e l i n g  e n  v e r v o e r  e n  n ie t  d o o r  t o e p a s s in g  v a n  c o n s e r v e e r m id d e l e n .

In  d e  a r t ik e le n  3  tot e n  m e t  8  w o r d e n  d e  v e r s c h i l l e n d e  t y p e n  e e t w a r e n  v e r 

m e ld ,  w a a r o p  h e t  b e s lu i t  b e t r e k k in g  h e e f t .  W a t  a r t i k e l  8  b e t r e f t ,  z i j  e r o p  g e 

w e z e n  d a t  in  d i t  a r t i k e l  n ie t  d ie  w a r e n  w o r d e n  b e g r e p e n ,  w e lk e  g e r a n g s c h i k t  

w o r d e n  o n d e r  h e t  M e l k b e s lu i t  ( W a r e n w e t ) ,  z o a ls  v la ,  h e t  C o n s u m p t i e - i j s b e -  

s l u i t  ( W a r e n w e t ) ,  z o a ls  r o o m i j s  e n  h e t  K a a s b e s lu i t  ( W a r e n w e t ) ,  z o a ls  k w a r k  

m e t  v r u c h t e n .  A a n g e z ie n  h e t  n ie t  m o g e l i j k  is  o m  d e  z e e r  u i t e e n lo p e n d e  s a 

m e n s t e l l i n g  v a n  d e  d e s b e t r e f f e n d e  w a r e n  a a n  t e  g e v e n ,  w o r d e n  d e  w a r e n  

v e r m e ld  o n d e r  d e  b e n a m in g e n  d ie  in  d e  h a n d e l  g e b r u i k e l i j k  z i jn ,  w a a r b i j  d e  

s o o r t g e l i j k e  o f  d a a r m e e  o v e r e e n k o m e n d e  e e t w a r e n ,  v o o r  w a t  h u n  a a r d  o f  

s a m e n s t e l l i n g  b e t r e f t ,  t o t  d e  d e s b e t r e f f e n d e  t y p e n  w o r d e n  g e r e k e n d .  V o o r  

d e  v e r s c h i l l e n d e  t y p e n  e e t w a r e n  g e ld e n  v e r s c h i l l e n d e  m i c r o b i o l o g i s c h e  e i 

s e n ,  d ie  a f g e s t e m d  z i jn  o p  d e  a a r d ,  s a m e n s t e l l in g  e n  d e  o m s t a n d ig h e d e n  

w a a r o n d e r  z i j  a a n  d e  c o n s u m e n t  w o r d e n  a f g e le v e r d .

D e  in  a rt ike l 10, t w e e d e  lid, b e d o e ld e  d a t u m  v a n  in w e r k i n g t r e d i n g ,  n a m e 

l i j k  é é n  ja a r  n a  d e  d a t u m  v a n  u i t g i f t e  v a n  h e t  b e t r e f f e n d e  S t a a t s b la d ,  is  v o o r 

n a m e l i j k  g e k o z e n  o m  d e  e ig e n a r e n  v a n  k o e lm e u b e ls ,  w e lk e  o n v o ld o e n d e  

k o e lc a p a c i t e i t  b e z i t t e n  o m  d e  in  d i t  b e s lu i t  b e d o e ld e  w a r e n  o p  d e  v o o r g e 

s c h r e v e n  t e m p e r a t u u r  t e  h o u d e n ,  e e n  b e h o o r l i j k e  t i j d s l i m i e t  t e  g e v e n  v o o r  

h e t  v e r n i e u w e n  o f  a a n p a s s e n  v a n  d e  k o s t b a r e  a p p a r a t u u r .

D e  M i n i s t e r  v a n  V o lk s g e z o n d h e id  e n  M i l i e u h y g ië n e ,  

L . G in ja a r

D e  M i n i s t e r  v a n  L a n d b o u w  e n  V is s e r i j ,

V a n  d e r  S te e

D e  S t a a t s s e c r e t a r is  v a n  E c o n o m is c h e  Z a k e n ,

T h .  M .  H a z e k a m p

S t a a t s b la d  1 9 7 9  5 6 3 2 4
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