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Afdeling Microbiologie 1983-11-02 

RAPPORT 83.83 Pr.nr. 505.0610 

Projekt: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van anti

biotica op microbiologische wijze. 

Onderwerp: Sulfaresiduen in boerderijmelk. 

Bijlagen: 2. 

Doel : 

Ontwikkeling van een microbiologische bepalingsmethode om sulfaresi

duen in boerderijmelk aan te tonen. 

Samenvatting: Een tussenverslag van de onderzoekresultaten tot nu toe 

om te komen tot de gewenste onderzoekmethode. 

Uitgevoerd werden een drietal ringonderzoeken met de Melkcontrole

stations en een Keuringsdienst van Waren en een vervolgonderzoek met 

een Melkcontrolestation en een Keuringsdienst van Waren. 

Conclusie: 

Als de oorzaak van de zogenaamde vals-positieve eindresultaten \vordt 

verholpen is met de uitgeteste methode 2 ~g/ml sulfamethazine aantoon-

baar. 

Verantwoordelijk: N. Broex 

Medewet·kers/Samenstellers: E. van Neer-Streutjens~ ·N . Broei) 

Projektleider: N. Broex 
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1. Inleiding 

Ten behoeve van het onderzoek naar een methode om sulfaresiduen in 

rauwe melk aan te tonen zijn een drietal ringonderzoeken gehouden , met 

de Melkcontrolestations en een Keuringsdienst van Waren, om de voorge

stelde methode uit te testen. 

De resultaten van deze ringonderzoeken \<laren niet zodanig dat de 

methode met voldoende zekerheid toepasbaar is op de lofelkcontrole

stations. Problemen zijn er nog met het verzuren van de melkmonsters 

waardoor mogelijk het verschil in afleestijd en daardoor een ver

schillend eindresultaat. In de werkgroep van het GOM "Antibiotica/

Chemotherapeutica" is daarom besloten om in een kleinere werkgroep het 

probleem van de zogenaamde vals- positieve sulfa bevattende melk nader 

te onderzoeken. 

2. Proefopzet 

Om de methode uit te testen w·erd besloten tot enkele ringonderzoeken. 

Door het RIKILT \o~erden melkmonsters gemaakt met verschillende bac

teriegroeiremmende stoffen en verzonden naar de lofelkcontrolestations 

en de Keuringsdienst van Waren. 

!ingonderz~e~ .!_ 

Melkpoeder werd gereconstitueerd tot melk en in deze melk werd sulfa

nilamidum, sulfamethazine, penicilline en oxytetracycline opgelost, 

gemengd en verdund tot diverse eindconcentraties. Tevens \olerden zoge

naamde blanco monsters meegestuurd. Aan de lofelkcontrolestations werd 

gevraagd welke monsters bevatten sulfa, penicilline of andere antibio

tica na 3 uur en na 4 uur incuberen. 

!ingonde.E_z~e~ l 
Als ringonderzoek 1 maar nu alleen met sulfamethazine , minder 

concentraties penicilline en één concentratie oxytetracycline- HCl. 

Welke monsters bevatten sulfa, penicilline of andere antibiotica? 

!ingonderz~e~ ,l 
Aantal concentraties sulfamethazine beperkt tot 4 t.w. 1 ~g/ml, 2 

~g/ml , 3 ~g/ml en 5 ~g/ml. 
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Voor het bepalen van het juiste omslagpunt werd een bekende standaard 

van 5 ~g/ml sulfamethazine meegestuurd. 

Welke monsters bevatten sulfa , penicilline of andere antibiotica? 

.Y_ e.E_vol~ond~r~oek 

Naar aanleiding van de resultaten van de drie ringonderzoeken Nerd 

overgegaan op boerderijmelk of koemelk in plaats van gereconstitueerde 

melk. Met name aandacht voor afleestijd. 

Wordt de afleestijd heinvloed door: 

- de P(ara) A(mino) B(enzoezuur)? 

- invloed van de melk op de toegevoegde standaarden? 

- hoeveelheid sporen per rul voedingsbodem? 

Deelne~e.!_s_r.:!:_ngonder~oeken 

Stichting Melkcontrolestation "Drenthe-Groningen", Nelkcontrolestation 

"Oost-Nederland", Stichting Melkcontrolestation "Gorinchem" , Helkcon

trolestation "Heat-Nederland", Stichting Helkcontrolestation 

"Friesland", Stichting Gezondheidsdienst voor Dieren Boxtel , 

Keuringsdienst van Waren Utrecht en RIKILT (2x). 

De!_lne~e.!.s _ v~r~o..!_gon!!_e.!.z~e~ 

Melkcontrolestation "Oost-Nederland", Keuringsdienst van \~aren Utrecht 

en RIKILT. 

3. Monstermateriaal 

Voor de ringonderzoeken ,.,erd steeds magere melkpoeder gereconstitueerd 

tot melk . De preparaten sulfamethazine, penicilline en oxytetracy

cline-HCl werden opgelost en deze oplossingen Nerden gemengd en ver

dund tot geNenste eindconcentraties en in buisjes verdeeld in porties 

van ca. 15 ml voor verzending naar de deelnemers. 

Voor het vervolgonderzoek werden koemelkmonsters van de proefaccomo

datie "De Ossekampen" betrokken. Daartoe werden steeds twee dagen 

achter elkaar 10 koeien bemonsterd. 

Het eerste onderzoek werd uitgevoerd zo spoedig mogelijk na het 

monsternemen (in de regel de morgen na het avondmelken). Het tweede 

onderzoek werd steeds een dag later uitgevoerd. 
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Tussen het eerste onderzoek en de herhaling \verden de monsters bij 0°C 

be\vaard . De koemelkmonsters \o~erden voor het eigenlijke onderzoek 

gedurende 5 min bij 80°C gepasteuriseerd. De onderzoekmethode werd 

gevolgd als omschreven in "Aantonen van sulfaresiduen en andere bac

teriegroeiremmende stoffen in monsters rauwe melk" van maart 1983 (zie 

bijlage 2), met uitzondering van 3.2 waarvoor de in de handel 

verkrijgbare suspensie van Bacillus stearothermophilus (Merck 11499) 

\verd gebruikt. 

De koemelkmonsters \verden steeds op sulfaresiduen onderzocht en met 

dezelfde melkmonsters werden standaardreeksen gemaakt van 1 t/m 5 

~g/ml sulfamethazine. 

4. Methoden van onderzoek 

Voor de ringonderzoeken zie bijlage 2. 

Voor het vervolgonderzoek zie proefplan bijlage 1. 

5. Resultaten 

ringonderzoek 1 tabel 1 t / m 6 

ringonderzoek 2 tabel 7 t/m 9 

ringonderzoek 3 tabel 10 t/m 12 

Vervolgonderzoek tabel 13 t/m 22. 

6. Conclusies 

6.1 Uit de resultaten van de ringonderzoeken blijkt dat de Melk

controlestations ca. 2 ~g/ml sulfamethazine kunnen aantonen. 

6.2 Een aantal gereconstitueerde melkmonsters en een aantal koemelk

monsters een vals-positief resultaat geven. Dit resultaat wordt echter 

niet bevestigd door de dag ervoor of de dag erna uitgevoerde duplo

bepaling . 

6.3 Van de 144 bepalingen geven 10 monsters sulfa-positief als eind

resultaat. 

6.4 Monstername 7 (zie tabel 21) werd ook onderzocht met de door het 

Melkcontrolestation Oost-Nederland voorgestelde methode, nl. na 2 uur 

voordiffusie bij 20°C, de op het med ium gebrachte melk afgieten en 

daarna incuberen. Deze extra handeling gaf niet het ge\vens te betere 

resultaat. 
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6.5 Om de afleestijd op 3 1/2 uur te standaardiseren is het nodig dat 

het voedingsmedium 106 sporen per ml bevat. 

7. Opmerkingen 

Opmerkingen naar aanleiding van 

7.1.1 Door bijna alle deelnemers werd > 5 }lg/ml sulfamethazine aange

toond. Voor sulfanilamidum was dit > 25 }lg/ml terwijl 2 deelnemers 

deze concentratie geheel niet aantoonden. 

7.1.2 Het andere antibioticum (oxytetracycline- IICl) werd door nagenoeg 

alle deelnemers als zodanig aangegeven. Deelnemer nummer 8 interpre

teerde echter enkele malen sulfa-positief in plaats van ander anti

bioticum. 

7.1.3 De bebroedingstijd van 3 uur is te kort. 

7.1.4 De Keuringsdienst van Waren nam aan deze rondzending niet deel. 

7.2.1 Laboratorium 5: 

- Onderzoek uitgevoerd met plate count agar van Oxoid i.p.v. Difco . 

- In loleek 12 lolerd na 3 uur 30 min bebroeden het lolaterbad uitgezet en 

de volgende dag werden de buizen beoordeeld. 

- Voerde het onderzoek in week 12 de volgende dag nogmaals uit en had 

na 4 uur bebroeden nagenoeg gelijke resultaten als het eerste onder

zoek voor wat betreft de sulfapreparaten. De aamolezigheid van een 

ander antibioticum en penicilline werd echter niet meer aangetoond. 

- Vindt de buismethode moeilijk afleesbaar. 

- Delvates t uitgevoerd in loleek 12 . 

Alle concentraties sulfamethazine werden aangetoond m.u.v. 1 maal 

1 }lg/ml. 
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- Delvatest uitgevoerd in week 13. 

Alle concentraties sulfamethazine werden aangetoond m.u.v. de con

centratie 1 ~g/ml. 

- NieroUterplaatjes week 12. 

Alle concentraties sulfamethazine werden aangetoond m.u.v. de con

centratie 1 ~g/ml. Penicilline werd niet gevonden. 

- Hicroti terplaatjes l'leek 13. 

Van de concentraties sulfamethazine werd 1 ~g/ml niet aangetoond en 

1 maal 2 ~g/ml niet aangetoond. De hoogste concentratie penicilline 

en het andere antibioticum werden aangetoond. 

7.2.2 Laboratorium 3 

- In week 12 l'lerd iets meer B. calidolac tis geënt. 

- Onderzocht de monsters in loleek 12 eveneens met de disc methode vol-

gens Kund rad. Alle concentraties sulfamethazine lo~erden aangetoond. 

De laagste concentratie penicilline (0,01 IE/ml) werd niet aange

toond. 

- Heek 13 volgens Kundrad. 

Alle concentraties sulfamethazine lolerden aangetoond met de opmerking 

"enige twijfel" bij de laagste concentraties. 

7.2.3 Algemene opmerking 

Van de oorspronkelijke concentratie 0,1 IE pen/ml wordt in l~t alge

meen zeer lo~einig penicilline teruggevonden. Hogelijk dat de bewaarom

standigheden van de gereconstitueerde melk hiervan de oorzaak zijn. 

7. 3.1 Laboratorium 1: heeft beide loleken 1, 5% geënt in plaats van 3%. 

Heeft in 1o1eek 20 de monsters ook onderzocht met een sporesuspensie uit 

Boxtel en hiervan 1% geënt. Er lo~erden toen 2 sulfa's minder aange

toond. 

7 .3.2 Laboratorium 2: heeft in week 21 2% spore geënt in plaats van 3%. 

7.3.3 Laboratorium 3: Onderzocht de monsters eveneens met de disc me

thode volgens Kundrad. In week 20 werden alle concentraties sulfa

methazine aangetoond. 
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De laagste concentratie penicilline (0 , 01 IE) werd niet aangetoond. 

In week 21 werden alle concentraties sulfamethazine teruggevonden. De 

laagste concentratie penicilline werd nu ook aangetoond. 

7 .3.4 Laboratorium 4: In \veek 20 zijn de resultaten verwerkt van het 

heronderzoek van 19/5 omdat bij onderzoek op 18/5 na 3 uur bebroeden 

alle monsters, met uitzondering van 4 andere dan sulfa, negatief 

waren. 

7.3 .5 Laboratorium 5: Delvatest in \o~eek 20: Alle concentraties sulfa

methazine werden aangetoond met uitzondering van 1 maal 1 ~g/ml. 

De laagste concentratie penicilline lo~erd niet aangetoond. 

In lveek 21 werden alle concentraties van de sulfamethazine en 

penicilline aangetoond. 

Nicrotiterplaatjes week 20: Er lvordt slechts 1 x 5 ~g/ml sulfa aange

toond. Bij 4 monsters \vord t penicilline en sulfa gevonden, de beide 

andere antibiotica lvorden \vel aangetoond en men vindt 14x blanco. 

Hicrotiterplaatjes week 21: 1 ~g sulfa/ml wordt l maal niet en 1 maal 

samen met penicilline teruggevonden. De 2 ~g/ml 2 maal wel en 2 maal 

samen met penicilline. De andere sulfamonsters zijn \vel aangetoond 

evenals de 3 penicillinemonsters en beide andere antibiotica. 

7 .3.6 Laboratorium 8 : Geeft in lveek 20 bij twee monsters een uitslag 

van+,- (dus sulfa) en vermeldt hierachter ook een uitslag van peni

cilline met concentratie en remzone. 

7.4.1 Voor het verschil in afleestijd is geen verklaring te geven. 

Nadat een verschil geconstateerd was is het koloniegetal van de . 

gekochte suspensie bepaald. Resultaat 1,4 x 107/ml in plaats van 

108/ml. Hogelijk dat hier toch de oorzaak zit. 

7.4.2 Het kiezen van het afleesmoment is nog een punt van onderzoek. 

Aflezen op het moment dat een van de buizen met PAB geel is en de buis 

zonder PAB nog blauw of aflezen als de bekende standaardbuis (b.v. 5 

~g/ml) geel en blauw is. 
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7 . 4.3 Navraag bij de bedrijfsleiding van de proefaccomodatie "de 

Osse-kampen" waarvan de koemelkmonsters k\o~amen garandeerde ons dat de 

koeien \olaarbij sulfa lo~erd aangetoond met de gebruikte methode in de 

proefperiode nie t met enig sulfapre paraat behandeld \olaren. De oorzaak 

van deze vals-positi eve eindresulta t e n moeten toc h in de methode 

gezocht worden en verder onderzoek is dus nog nodig. 
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Tabel 1 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

Labora- 1 2 3 4 
t orium 
Sulfa- week week week week lveek week week week 
methazine 4 5 4 5 4 5 4 5 

1 ).lg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg . neg. neg. 

1 pg/ ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

2 ).lg/ml neg. neg. sulfa neg. neg. neg . neg. neg. 

2 ).l g/ml neg. neg. su l fa neg. neg. neg. neg. neg. 

3 ).lg/ml neg. sulfa s ulfa sulfa sulfa neg. neg. neg. 

3 ).lg/ml neg. neg. sulfa neg. sulfa neg. neg. neg . 

5 ).lg/ml s ulfa sulfa sulfa sulfa sul fa s ulfa neg. neg . 

5 ).lg/ml sulfa sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa neg. neg. 

10 ).lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa s ul fa neg. s ulfa 

10 ).lg/ml s ulfa sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa 

* Bi j buismethode beide buizen+, met disc geen renwing. 
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Tabel 1 (Vervol g ) 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

Labora- 5 6 7 8 
toriurn 
Sulfa- week week week week ,.;reek week week week 
methazine 4 5 4 5 4 5 4 5 

1 1-~g /ml neg. neg. neg. neg. neg. neg . neg. sulfa 

1 1-~ g/ml neg . neg. neg. neg . neg. neg . neg . sulfa 

2 pg/ ml neg . sulfa neg. neg . neg. neg. sulfa sulfa 

2 1-~ g/ml neg . neg. neg. neg . neg. neg. neg . neg. "" 

3 1-~ g/ml neg . sulfa neg . neg. sulfa neg. sulfa sulfa 

3 1-~g/ml neg. sul fa neg . neg . sulfa neg . s ulfa sulfa 

5 1-~ g /ml s ulfa sulfa neg . neg. sulfa s ulfa sulfa sulfa 

5 1-~ g/ml s ulfa sulfa neg. neg. sulfa s ulfa sul fa sulfa 

10 1-~g /ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa s ul fa sulfa s ulfa 

10 1-~g/ml sulfa sulfa s ul f a sulfa sul fa sulfa sulfa sulfa 

* Bij buismethode beide buizen+ , met di sc geen remming . 
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Tabel 2 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

Labora- 1 2 3 4 
toriurn 
Sulfa- week toleek week toleek week tolee k \oleek toleek 
nilamidum 4 5 4 5 4 5 4 5 

3 l-lg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

3 l-lg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

5 l-tg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

5 l-tg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

10 l-tg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

10 l-tg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

25 l-tg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. neg. 

25 l-tg/ml neg. sul fa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. neg. 

blanco neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

blanco neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
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Tabel 2 (V ervolg ) 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

Labora- 5 6 7 8 
toriurn 
Sulfa- week week week week ~veek ~veek week week 
nilamid um 4 5 4 5 4 5 4 5 

3 llg/ml neg. neg. neg. neg. neg. neg . neg. sulfa">~ 

3 llg/ ml neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. s ulfa 

5 llg/ml neg . neg. neg. neg . neg. neg. neg. sulfall 

5 lJg/ml neg . neg. neg. neg . neg. neg . neg . neg. 

10 l-!g/ml neg . neg. neg. neg. neg. neg . neg. sulfa 

10 l-!g/ml neg. neg . neg. neg. neg. neg. neg. sulfa 

25 l-!g/ml sulfa sulfa neg. neg. s ulfa sulfa sulfa sulfa 

25 llg/ml neg . sulfa neg. neg. sulfa sulfa sulfa neg. 

blanco neg. neg . neg. neg . neg. neg. neg. neg. 

blanco neg. neg. neg. neg . neg . neg. neg. neg. 

(+PAB ) 
* Bij buismethode 1 buis + , 1 buis ± , met disc geen remming. 
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Tabel 3 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

La bora-
tor ium 

\oTeek 
Penicilline * 
0, 005 IE /ml 0,041 

pen. 

O, 005 IE/ml 0 , 0042 
pen . 

0 , 01 IE/ml 0 , 01 
pen. 

o, 01 IE/ml 0, 009 
pen. 

0, 1 IE/ml 0, 13 
pen. 

0 , 1 IE /ml o, 11 
pen. 

Labora-
toriurn 

week 
Penicilline * 

0, 005 IE/ml 0, 005 
pen . 

0,005 IE/ml 0, 004 
pen. 

0 , 01 IE / ml 0,010 
pen . 

0 , 01 IE/ml 0 , 008 
pen . 

o, 1 IE/ml 0, 070 
pen. 

0 , 1 IE/ml 0 , 060 
pen. 

* groeiremmi ng 
over eenkomend 
met IE pen/ml 

** diameter r emzone 
i n mm 

8383.12 

1 

4 \oTee k 
** * 

15 , 2 0 ,004 
pen. 

15 , 3 0 , 003 
pen. 

18 , 0 0 ,007 
pen . 

17 , 6 0 ,007 
pen . 

25 , 7 0 , 09 
pen . 

25 ,1 0,09 
pen. 

3 

4 \oTeek 
** * 

14 , 0 0 ,003 
pen. 

15 , 0 0,002 
pen. 

19 ,0 0,008 
pen. 

18 , 5 0 , 017 
pen . 

29 , 0 0 , 065 
pen . 

28,5 0 , 080 
pen. 

2 

5 week 4 week 5 
** * ** * ** 

14, 2 0,005 16 , 5 0 , 005 16, 5 
pen. pen. 

13 , 9 0, 004 15 0 , 004 16 
pen. pen . 

16, 4 0 , 010 20 0 , 010 19 
pen. pen . 

16,6 0 , 010 20 0 , 010 19 
pen. pen. 

22,4 o, 100 30 0 ,100 30 
pen . pen. 

22 , 4 0,100 30 0 ,100 29 , 5 
pen. pen. 

4 

5 \veek 4 \veek 5 
** * ** * ** 

15 , 0 0 , 003 15 , 5 0 , 005 15 , 0 
pen. pen . 

14 , 0 0 ,006 16 , 5 0 , 005 16, 0 
pen . pen. 

20 , 0 0 ,015 19 , 0 0, 010 20, 0 
pen . pen. 

19 , 0 0 , 010 18 , 0 0 , 015 20 , 5 
pen. pen . 

29 , 0 o, 100 25 , 0 0 , 100 30 , 0 
pen. pen . 

30 , 0 0,090 24 , 0 0 , 100 30,0 
pen . pen . 



Tabel 3 (Ver volg) 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

Labora-
toriurn 

week 
Penicilline * 

O, 005 IE/ml 
sulfa 

O, 005 IE/ml 0,004 
pen. 

0,01 IE/ml 0,010 
pen. 

0,01 IE/ml 0,007 
pen. 

o, 1 IE/rol 0,070 
pen. 

0' 1 IE/ml 0,070 
pen. 

Labora-
toriurn 

week 
Penicilline * 

0,005 IE/ml 0,005 
pen. 

0,005 IE / ml <o,oor.: 
pen. 

0, 01 IE/ml 0,008C 
pen. 

0,01 IE /ml 0,012~ 

pen . 

0,1 IE/ml o, 110 
pen. 

0,1 IE/ml 0, 105 
pen. 

* groeiremming 
overeenkomend 
met IE pen/ml 

** dia meter remzone 
in mm 

8383.13 

5 

4 wee k 
** * 

0,008 
a a 

14,5 0,004 
pen. 

19,0 0,004 
a a 

17,8 0,004 
pen. 

24,5 0,050 
pen+ a.:: 

24,5 0,060 
pen. 

7 

4 '"eek 
** * 

14,9 0,003S 
pen. 

14, 2 0,004 
pen. 

18 ,0 0,011 
pen. 

19,6 0,010 
pen. 

30 , 3 >0 , lOC 
pen. 

30 ,0 >O , lOC 
pen. 

6 

5 week 4 week 5 
** * ** * ** 

18,0 -
neg . sulfa 

14,5 - - 0,003 14,1 
neg. pen . 

15,0 0,005 17,1 0,008 18,9 
pen. pen . 

14,5 0,004 16,2 0,006 17,5 
pen. pen. 

23,5 0,052 27,2 0,060 28,5 
p.l6,C pen . pen. 

24,2 0,049 26,9 0,066 29 ,0 
pen. pen. 

8 

5 week 4 '"eek 5 
** * ** * ** 

15 ,2 0,005 15,8 
sulfa pen. 

15,4 0,006 16,5 0,005 16 , 2 
pen. pen. 

21 0,010 18,4 0,010 19,0 
pen. pen. 

19,7 0,010 18,5 0,011 19,4 
pen. pen. 

31,4 o, 103 30,3 0,100 30,3 
pen. pen. 

31,3 0,102 30,0 0,100 30 , 2 
pen. pen. 



Tabel 4 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

Labora-
toriurn 

week 
OTC-HCl * 

1,0 }.l g/ml 0,021 
a a 

1,0 }.lg/ml 0,031 
a a 

1,6 }.lg/ml 0,028 
a a 

1,6 }.lg/ml 0,035 
a a 

2 ,4 }.lg/ml 0,05 
a a 

2 ,4 }.lg/ml 0,039 
a a 

Labora-
toriunt 

\<Teek 
OTC-HCl * 
1,0 }.lg/ml 0,013 

a a 

1,0 }.lg/ml 0,009 
a a 

1, 6 }.lg/ml 0,013 
a a 

1, 6 }.lg/ml 0,015 
a a 

2,4 }.lg/ml 0,016 
a a 

2 ,4 }.lg/ml 0,018 
a a 

* groeiremming 
overeenkomend 
met IE pen/ml 

** diameter remzone 
in mm 
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1 

4 \.;reek 
** * 

20 ,1 o, 011 
a a 

21 , 3 0,013 
a a 

21 ,0 0,015 
a a 

21 ,7 0,016 
a a 

22 ,7 0,030 
a a 

21 ,9 0,032 
a a 

3 

4 ,.;reek 
** * 

21 ,0 0,018 
a a 

19,0 0,015 
a a 

21,0 0,025 
a a 

22 ,0 0,022 
a a 

22 ,0 0,025 
a a 

23 , 5 0, 030 
a a 

2 

5 week 4 week 5 
** * ** * ** 

18,0 o, 020 22,5 0,015 21 
a a a a 

18,4 0,020 22,5 0,015 21 
a a a a 

18 , 9 0,030 23 , 5 o, 035 24,5 
a a a a 

18 ,9 0,040 24 o, 035 24 
a a a a 

20 ,4 O, Ol10 24 , 5 o, 035 24 , 5 
a a a a 

20,6 0, 040 24 , 5 0,040 25 
a a a a 

4 

5 '"eek 4 week 5 
** * ** * ** 

19,0 o, 030 20 ,0 0,030 24 ,5 
a a a a 

18,0 0,040 21 '0 0,030 24 ,0 
a a a a 

21,0 0,040 22 ,0 0,045 26 , 0 
a a a a 

21 , 5 0 ,050 21 ,0 o, 045 26 ,0 
a a a a 

21,0 0,045 22,0 0,050 27 ,0 
a a a a 

22 , 5 0,060 23 ,0 0,060 28 ,0 
a a a a 



Tabel 4 (Vervolg) 

Resultaten na 4 uur bebroeden 

Labora-
torium 

wee k 
OTC-HCl * 
1,0 )lg/ml 0,009 

a a 

·1,0 )lg/ml 0,006 
a a 

1,6 )l g/ml 0,010 
a a 

1,6 )lg/ml 0,015 
a a 

2 , 4 )lg/ml 0,007 
a a 

2,4 )lg/ml 0,020 
a a 

Labora-
toriurn 

week 
OTC-HCl * 

1,0 )lg/ml 0,013 
a a 

1,0 )lg/ml 0,012 
a a 

1,6 )lg/ml 0,022 
a a 

1,6 )lg/ml 0,015 
a a 

2 , 4 )lg/ml 0 ,022 
a a 

2 , 4 )lg/ml 0,020 
a a 

* groeiremming 
over eenkomend 
met IE pen/ml 

** diameter remzone 
in mm 

5 

4 week 

** * 
18,5 0,007 

a a 

17,0 0,007 

19,2 0,004 
a a 

20 ,5 -*** 

17,8 0,007 
a a 

22 ,0 0,012 
a a 

7 

4 week 
** * 

19,8 0,018 
a a 

19, 6 0,015 
a a 

22 , 4 0,026 
a a 

20,5 0,027 
a a 

22 , 5 0,031 
a a 

22 ,0 0,030 
a a 

6 

5 '"'eek 4 week 
** * ** * 

17,5 0,011 20, 1 0,008 
a a a a 

17,5 0,006 18 , 1 0,009 
a a a a 

15,0 o, 020 23 , 0 0 ,012 
a a a a 

- 0,009 19 , 4 0,010 
a a a a 

17,0 0,016 21 , 2 0,013 
a a pen. 

19, 5 0,014 21 , 5 0 , 016 
a a a a 

8 

5 ,.;reek 4 week 
** * ** * 

22 , 3 0,011 20 , 7 0,010 
a a a a 

21 , 6 - - o, 013 
a a 

24 , 1 0, 013 22 ,7 
a a s ulfa 

24 , 2 
sul fa sul fa 

24 ,9 0,013 22,8 0,018 
a a a a 

24 ,7 0,023 
sulfa a a 

*** Bij bui smethod e beide bui zen + , met disc geen remming . 

8383.15 

5 
** 

18, 6 

19,5 

20,5 

20 , 0 

20 , 9 

21 , 9 

5 
** 

19 , 1 

20 , 3 

21 ,9 

23 , 0 



Tabel 5 

Resultaten na 3 uur bebroeden 

Labo ra- 1 2 3 4 
torium 
Sulfa- week week week week week week ~.,eek week 
methazine 4 5 4 5* 4 5 4 5 

1 lJg/ml neg. s ul fa 

1 llg/ml neg. sulfa 

2 llg/ml sulfa sulfa 

2 llg/ml neg. sulfa 

3 llg/ml sulfa sulfa 

3 11g/ml sulfa sulfa 

5 llg/ml sulfa sulfa 

5 llg/ml sulfa sulfa 

10 llg/ml sulfa sulfa 

10 llg/ml sulfa sulfa 

* Resultaat na 31/2 uur bebroeden. 

8383.16 



Tabel 5 (Vervolg) 

Resultaten na 3 uur bebroeden 

Labora- 5 6 7 8 
toriurn 
Sulfa- week week loTeek week week week week week 
methazine 4 5 4 5 4 5 4 5 

1 )lg/ml neg. sulfa 

1 )lg/ml neg. sulfa 

2 ]lg/ml sulfa sulfa 

2 )lg/ml neg. sulfa 

3 ]lg/ml sulfa sulfa 

3 ]lg/ml s ulfa sulfa 

5 )lg/ml sulfa sulfa 

5 ]lg/ml sulfa sulfa 

10 )lg/ml sulfa sulfa 

10 )lg/ml sulfa s ulfa 

In week 4 kon van de laboratoria 1, 2 , 3, 4, 6, 7 en 8 na 3 uur 
bebroeden geen uitslag worden gegeven. 
In lilee k 5 kon van de laboratoria 1, 3 , 6, 7 en 8 na 3 uur 
bebroeden geen uitslag worden gegeven. 

8383.17 



Tabel 6 

Resultaten na 3 uur bebroeden 

Labora- 1 2 3 4 
torium 
Sulfa- week week week ~.,eek week ~<leek ~"'eek week 
nilamidum 4 5 4 5* 4 5 4 5 

3 llg/ml neg. neg. 

3 llg/ml neg. neg. 

5 llg/ml neg. t. ~ .... 

5 J.lg/ml neg. sulfa 

10 llg/ml neg. sulfa 

10 llg/ml neg. sulfa 

25 llg/ml sulfa sulfa 

25 llg/ml sulfa sulfa 

blanco neg. neg. 

blanco neg. sulfa 

* Resultaat na 31/2 uur bebroeden. 

8383.18 



Tabel 6 (Vervolg) 

Resultaten na 3 uur bebroeden 

Labo ra- 5 6 7 8 
torium 
Sulfa- ,.;reek '"eek week ,.;reek week wee k ,.;ree k ,.;ree k 
nilamidum 4 5 4 5 4 5 4 5 

3 J,Jg/ml neg. sulfa 

3 J,Jg/ml neg. sulfa 

5 J,Jg/ml neg. s ulfa 

5 J,Jg/ml neg. sulfa 

10 J,Jg/ml s ulfa sulfa 

10 ).Jg/ml sulfa sulfa 

25 ).J g/ml sulfa sul fa 

25 J,J g/ml sulfa sulfa 

blanco neg. sulfa 

blanco neg. neg. 

In week 4 kon van de laboratoria 1, 2 , 3 , 4, 6, 7 en 8 na 3 uur 
bebroeden geen uitslag worden gegeven. 
In wee k 5 kon van de laboratoria 1, 3 , 6, 7 en 8 na 3 uur 
bebroeden geen uitslag worden gegeven . 

8383.19 



Tabel 7 

Labora- 1 2 3 4 
torium 
Sulfa- week week week ,.,eek ,.,reek week wee k ,.,eek 
methazine 12 13 12 13 12 13 12 13 

tijd 4 uur 3 uur 3 uur 3 uur 2 uur 3 uur 4 uur ? 
30 mir: 15 mir 45 mir 30 min 45 min 

1 ]..lg/ml neg. sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa neg. neg. 

1 ]..lg/ml neg. sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. nee . 

2 ]..lg/ ml neg . sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. 

2 ]..lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg . neg. 

3 ]..lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg . 

3 ]..lg/ml s ul fa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa neg. 

4 ]..lg/ml sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

4 ]..lg/ml sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa neg. sulfa 

5 ]..lg/ml s ul fa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

5 ]..lg/ml sulfa sulfa sulfa s ulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa 

5 ]..lg/ml sulfa sul fa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 
bekende 
hoeveelh. 

6 ]..lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

6 ]..lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

8 ]..lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa sulfa 

8 J..lg/ml sulfa sulfa neg.* sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

10 ]..lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

10 11g/ml sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

* Bij bui smethode beide buizen + (of -:!:) , met disc geen remming. 

8383.20 

5 

week 
12 

3 uur 
30 min 

neg. 

neg. 

sulfa 

s ulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

s ulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

wee k 
13 

4 uur 
20 mir 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

s ul fa 

s ul fa 

s ulfa 

s ul fa 

s ulfa 

sulfa 

sulfa 

sulfa 

I 

. I 



Tabel 8 

Labo ra- 6 7 8 9 
toriunt 
Sulfa- week week week week week \-leek \-leek \-leek 
methazine 12 13 12 13 12 13 12 13 

tijd 4 uur 4 uur ? ? 4 uur 3 uur 4 uur -4 uur 
15 mir 10 min 30 min 

l ]lg/ml neg. neg . neg. neg. sulfa sulfa neg. neg. 

1 ]lg/ml neg. nee. neg. neg. sulfa sulfa neg. neg . 

2 ]lg/ml neg. neg. sulfa neg . sulfa sulfa sulfa neg . 

2 ]lg/ml neg. sulfa neg. neg. sulfa sulfa neg . neg. 

3 ]lg/ml neg. sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

3 ]lg/ml neg. sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

4 ]lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

4 ]lg/ml neg. sulfa neg. sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

5 ]lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

5 ]lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

5 ]lg/ml sulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 
bekende 
hoeveelh. 

6 ]lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

6 ]lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

8 ]lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

8 ]lg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

10 ]lg/ml s ulfa s ul fa sulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

10 ]lg/ml sul fa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa 

8383 . 21 



Tabel 9 

Labora- 1 
toriUil 

~k 12 week 13 '~>.'eek 12 

* . *'< * 'kk * ** 
o,o1 m neg . neg. sulfa 
pen/ml 

0,1 IE 0,032 24,5 0,040 26 0,020 21, 2 
pen/ml pen. pen. pen. 

1 ~g/ml 0,015 21,0 0,015 22 0,008 17,1 
are aa aa aa 

Blanco neg . neg. neg. 

Labora- 4 
toriun 

\~ek 12 '~>.'eek 13 '~>.'eek 12 

* ** * ** * ** 
o,o1 m neg. neg . neg. 
pen/ml 

0,1 IE 0,025 23,0 0,030 22 ,0 0,005 -
pen/ml pen. pen . pen. 

1 ~g/ml 0,030 23,5 0,013 17,0 
are aa aa aa 

Blanco neg . neg. neg . 

Labo ra- 7 
toriun 

~ek 12 ~k 13 \..eek 12 

* ** * ** * ** 
0,01 IE neg. neg . *** 
pen/ml 

0, 1 m 0,035 25,1 pen. o,an 21 ,8 
pen/ml pen. pen. 

1 ~g/m,l 0,016 21 ,5 aa 0,018 20,0 
are aa aa 

Blanco neg . neg . neg . 

* groeirarm.ing overeenkonend met IE pen/ml 
** diameter remzone in rnm 

2 

'~>.'eek 13 

* ** 
*** 

0,022 21 ,4 
pen. 

0,009 17,4 
aa 

neg . 

5 

'..eek 13 

* ** 
neg . 

0,008 18 
pen. 

0,007 17 
aa 

neg. 

8 

~k13 

* ** 
neg . 

0,048 21,9 
pen. 

0,022 19,9 
aa 

neg. 

*** bij butsmethode beide buizen+ (of -i:), met disc geen ren:ning 

8383.22 

3 

~ek 12 \..eek 13 

* *'< * *'< 

*** *** 

0,014 18,5 0,017 21 ,3 
pen. pen. 

0,006 14,8 0,007 18,1 
aa aa 

sulfa sulfa 

6 

\..eek 12 \..eek 13 

* ** * ** 
neg . neg. 

0,02 25 0,030 25 ,0 
pen . pen. 

0,02 25 0,025 24,5 
aa aa 

neg . neg . 

9 

'~ek 12 ~k 13 

* ** * ** 
neg . neg. 

0,018 20,5 0,015 20,0 
pen. pen. 

0,005 16,5 0,005 16,5 
aa aa 

neg . neg . 



Tabel 10 

Labora- 1 2 3 4 5 
torium 
Sulfa- week week week week week week week week week lo/eek 
methazine 20 21 20 21 20 21 20 21 20 21 

tijd 3 uur 3 uur 2 uur 2 uur 2 uur 2 uur 2 uur 2 uur 4 uur 3 uur 
30 mir 30 min 30 mir 45 mir 40 min 15 min 30 mir 30 min 15 mir 

1 llg/ml sulfa neg . sulfa sulfa s ul fa sulfa sulfa neg. sulfa neg. 

1 llg/ml sulfa neg. sulfa sulfa neg. neg. sulfa neg. sulfa neg. 

2 llg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. sulfa s ulfa sulfa neg. 

2 llg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. 

2 llg/ml sulfa sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa sulfa neg. 

2 llg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa neg. 

3 llg/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa sul fa sulfa neg. 

3 llg/ml s ul fa sulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa neg. 

3 llg/ml sulfa sulfa s ulfa sulfa s ulfa sulfa s ulfa s ulfa sulfa neg. 

5 llg/ml sul fa sulfa s ulfa sulfa sulfa s ulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa 

5 llg/ml s ulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa s ulfa 

5 llg/ml s ulfa s ulfa s ulfa sulfa sulfa sulfa s ul fa sulfa sulfa sulfa 
bekende 
hoeveelh . 

Blanco neg. neg . neg. neg. neg . neg. neg. neg. neg . neg. 

Blanco neg. neg. neg. neg. neg. sulfa neg. neg . neg. neg. 

Blanco neg. neg. sulfa neg. neg. neg. neg. neg. neg . neg. 

Blanco neg . neg. neg. neg . neg. neg. neg . neg . neg . neg. 

8383.23 
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Tabel 11 

Labora- 6 7 8 9 
toriurn 
Sulfa- week loleek week week week loleek week week 
methazine 20 21 20 21 20 21 20 21 

tijd 2 uur 2 uur ? ? 2 uur 2 uur 3 uur 3 uur 
30 mir 30 mir 45 mir 45-60 30 mi_! 

1 l-! g/ml sulfa neg. sulfa neg. sulfa sulfa neg . neg . 

1 l-!g/ml sulfa sulfa sulfa neg. s ul fa neg. neg. neg. 

2 l-!g/ml neg . neg . sulfa neg . s ulfa sulfa neg. neg. 

2 l-lg/ml s ulfa neg. sulfa sulfa sulfa sulfa neg. neg. 

2 l-! g/ml neg. neg. sulfa neg. s ulfa s ul fa neg. neg. 

2 l-! g/ml neg . neg. sulfa neg. s ulfa neg. neg. neg. 

3 l-!g/ml neg. sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa neg. neg. 

3 l-!g/ml neg. sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. neg. 

3 l-lg/ml neg. sulfa sulfa s ulfa sulfa sulfa neg . neg. 

5 l-!g/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa neg. neg. 

5 l-!g/ml sulfa sulfa sulfa sulfa sulfa sul fa neg. neg. 

5 l-!g/ml sulfa sul fa sulfa sulfa sulfa s ul fa neg. neg. 
bekende 
hoeveelh. 

Blanco neg. neg . neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

Blanco neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 

Blanco neg. neg . neg. neg . sulfa neg. neg. neg. 

Blanco neg . neg. neg. neg. sulfa neg . neg. neg. 

8383.24 

l 



Tabel 12 

Labora- 1 
torit.nl 

\\eek 20 \\eek 21 ,.;eek 20 

* ** * ** * ** 
U,Ul IE reg. 0,01 20,5 reg . 
pen/m.l. pen. 
0,1 IE 0,01 20 0,1 28,5 1) 
pen/m.l. pen. pen. 
0,1 IE 0,01 20,5 0,1 28,5 1) 
pen/m.l. pen. pen. 
l J.lg/Dll. 0,01 20 0,01 20,5 0,017 20,5 
aiC-HC1 aa aa aa 
1 ).lg/ml 0,01 20 0,01 21 0,018 20,6 
aiC-HC.l aa aa aa 

Labora- 4 
torit.nl 

l\eek 20 l..eek 21 l\eek 20 

* ** * ** * ** u,o1 IE reg. 0,010 19,0 neg. 
pen/ml pen. 
0,1 IE neg.2 0,100 29,0 1) 
pen/m1 pen. 
o, 1 IE reg.2 0,100 29,0 1) 
pen/m.l. pen. 
1 ).lg/ml o,mo 23,0 0,(120 21,0 0,004 19 
aiC-HCL aa aa aa 
1 ).lg/ml 0,020 23,0 0,020 21 ,0 0,004 19 
aiC-HC.l aa aa aa 

Labora- 7 
tOriUil 

l\eek 20 t..eek 21 l.;eek 20 

* ** * ** * ** 
0,01 IE reg. 0,006 18,0 sulfa 
pen/m.l. pen 

0,1 IE 0,004 15,0 0,1 29,0 0,01 17,1 
pen/m.l. pen. pen sulfa1 

pen 
0,1 IE 1) 0,1 29,0 0,075 16,3 
pen/m.l. pen sulfat 

pen. 
1 ).lg/ml 0,028 23 ,9 o, (126 20,0 
OTC-HC1 aa aa aa 
1 ).lg/ml 0,(122 22 ,8 0,(126 20,0 
aiC-HC.l aa aa aa 

* groeira:mrlng overeenkanmd met m pen/tnl 
** diameter remzone in mn 

2 

,.;eek 21 

* *k 
0,010 16,8 
pen. 
0, 100 28,2 
pen. 
0,095 27 ,8 
pen. 
o,m7 21 ,6 
aa 
0,(127 21,5 
aa 

5 

l.;eek 21 

* ** 
0,003 16 
pen. 
0,03 27 
pen. 
0,03 26 
pen. 
0,003 17 
aa 
0,003 17 
aa 

8 

t..eek 21 

* ** 
0,015 17,8 
pen. 

0,13 24,2 
pen 

o, 13 24 ,2 
pen. 

o,m7 19,5 
aa 
0,027 19,5 
aa 

1) bij buismethode beide buizen +, met disc geen remning 
2) op 18/5 t-rcrren de 1JX)I1Sters (+,+) op 19/5 (-, - ) 

8383.25 

3 

\\eek 20 l.:eek 21 

* ** * ** 
neg . 0,007 1\:J,ó 

pen. 
1) 0,076 29,3 

pen. 
1) 0,077 29 ,4 

pen. 
0,006 22 0,013 22 ,0 
aa aa 
0,006 23 0,014 22 ,3 
aa aa 

6 

l.;eek 20 l..eek 21 

* ** * ** 
neg . 0,01 20,0 

pen. 
2) 0,07 27,5 

pen. 
2) 0,08 28,5 

pen. 
0,05 24,0 0,03 23 ,5 
aa aa 
0,05 24,0 0,03 23 ,5 
aa aa 

9 

\\eek 20 t..eek 21 

* ** * ** 
neg . 0,008 17,5 

rent"aéi 14,5+ 
rase 

0,007 17 ,o 0,045 23 ,0 
pen pen 

0,003 15,0 O,<X>O 24 ,0 
pen. pen. 

0,01 19,0 0,004 16,0 
aa aa 
0,007 17 ,o 0,004 16,0 
aa aa 



Tabel 13 

Monstername 1 dd.: 1983 -09-05 
1e Onderzoek op 1983-09-06 
2e Onderzoek op 1983-09- 07 
Afleestijd 0 le onderzoek 3 uur, 15 minuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 3 uur, 30 minuten 

1e onderzoek 2e onderzoek 
Koe nr. -PAB. +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

140 1 0 negatief 2 2 negatief 

7 0 0 negatief 0 0 negatief 

1015 0 0 negatief 2 2 negatief 

1076 2 2 negatief 2 2 negatief 

1118 0 0 negatief 0 0 negatief 

1081 0 0 negatief 1 0 negatief 

2012 0 0 negatief 0 0 negatief 

1122 0 0 negatief 0 0 negatief 

2223 0 0 negatief 0 0 negatief 

247 1 1 negatief 0 1 ? 

koe conc. 1e onderzoek 2e onderzoek 
nr. lJg/ml -PAB +PAB resultaat - PAB +PAB resultaat 

140 1 2 0 sulfa 2 1 negatief 

140 2 3 0 sulfa 2 0 sulfa 

140 5 7 0 sulfa 6 1 sulfa 

1076 1 2 0 sulfa 2 1 negatief 

1076 2 3 0 sulfa 3 0 sulfa 

1076 5 7 0 sulfa 6 0 sulfa 

1122 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

1122 2 2 0 sulfa 2 0 sulfa 

1122 5 4 0 sulfa 6 0 sulfa 

8383.26 



Tabel 14 

Monstername 2 dd.: 1983-09-06 
1e Onderzoek op 1983-09-07 
2e Onderzoek op 1983-09-08 
Afleestijd 0 1e onderzoek 3 uur, 30 minuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 3 uur, 30 minuten 

1e onderzoek 2e onderzoek 
Koe nr. -PAB +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

140 - - - - - -

7 0 0 negatief 0 0 negatief 

1015 1 1 negatief 0 0 negatief 

1076 1 1 negatief 1 1 negatief 

1118 1 1 negatief 0 0 negatief 

1081 0 0 negatief 0 0 negatief 

2012 1 1 negatief 0 0 negatief 

1122 1 1 negatief 0 0 negatief 

2223 1 1 negatief 0 0 negatief 

247 1 1 negatief 0 0 negatief 

koe conc. 1e onderzoek 2e onder zoek 
nr. 11g/ml -PAB +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

7 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

7 2 1 0 negatief 1 0 negatief 

7 5 6 0 sulfa 4 0 sulfa 

1076 1 3 1 sulfa 1 0 negatief 

1076 2 2 1 negatief 2 0 sulfa 

1076 5 6 1 sulfa 5 0 sulfa 

1122 1 2 1 negatief 1 0 negatief 

1122 2 2 1 negatief 1 0 negatief 

1122 5 6 0 sulfa 5 0 sulfa 

8383.27 



Tabel 15 

Hanstername 3 dd.: 1983 -09-19 
1e Onderzoek op 1983-09-20 
2e Onderzoek op 1983- 09-21 
Afleestijd 0 1e onderzoek 3 uur, 30 minuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 3 uur, 30 minuten 

1e onderzoek 2e onderzoek 
Koe nr. -PAB +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

140 0 0 negatief 1 0 negatief 

7 - - - - - -

1015 0 0 negatief 1 0 negatief 

1076 0 0 negatief 1 0 negatief 

1118 0 0 negatief 1 0 negatief 

1081 0 0 negatief 1 0 negatief 

2012 0 0 negatief 1 0 negatief 

1122 0 0 negatief 1 0 negatief 

2223 - - - - - -

247 0 0 negatief 1 0 negatief 

koe conc . 1e onderzoek 2e onderzoek 
nr . )Jg/ml -PAB +PAB resultaat - PAB +PAB resultaat 

140 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

140 2 1 0 negatief 2 0 sulfa 

140 5 5 0 sulfa 4 0 sulfa 

1076 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

1076 2 2 0 sulfa 2 0 sulfa 

1076 5 5 1 s ulfa 4 0 sulfa 

1122 1 0 0 negatief 1 0 negatief 

1122 2 1 0 negatief 2 0 sulfa 

1122 5 5 1 sulfa 4 0 sulfa 

8383.28 



Tabel 16 

Nonstername 4 dd.: 1983- 09- 20 
1e Onderzoek op 1983-09-21 
2e Onderzoek op 1983-09-22 
Afleestijd 0 1e onderzoek 3 uur, 30 minuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 3 uur, 30 minuten 

1e onder zoek 2e onderzoek 
Koe nr. -PAn +PAB resultaat - PAn +PAn r esultaat 

140 1 0 negatief 0 0 negatief 

7 1 0 negatief 0 0 negatie f 

1015 1 0 negatief 0 0 negatief 

1076 1 0 negatief 0 0 negatief 

1118 1 0 negatief 0 0 negatie f 

1081 1 0 negatief 0 0 negatief 

2012 1 0 negatief 0 0 negatief 

1122 1 0 negatief 0 0 negatief 

2223 1 0 negatief 0 0 negatief 

247 1 0 negatief 0 0 negatief 

koe conc. 1e onderzoek 2e onderzoek 
nr. )lg/ml -PAn +PAn resultaat -PAB +PAB resultaa t 

140 1 1 0 negatief 0 0 negatief 

140 2 3 0 s ulfa 1 0 negatief 

140 5 5 0 sulfa 5 0 sulfa 

1076 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

1076 2 3 0 sulfa 3 0 sulfa 

1076 5 5 0 s ulfa 5 0 s ulfa 

1122 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

1122 2 3 0 sulfa 3 0 sulfa 

1122 5 5 0 sulfa 5 0 sulfa 

8383.29 



Tabel 17 

Hanstername 5 dd.: 1983- 10-03 
1e Onderzoek op 1983-10-04 
2e Onderzoek op 1983-10-05 
Afleestijd 0 1e onderzoek 4 uur, 15 mi.nuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 4 uur, 15 minuten 

1e onderzoek 2e onderzoek 
Koe nr. -PAB +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

140 - - - - - -
7 1 0 negatief 1 0 negatief 

1015 1 0 negatief 1 0 negatief 

1076 1 0 negatief 2 0 sulfa 

1ll8 1 0 negatief 2 0 s ulfa 

1081 1 0 negatief 1 0 negatief 

2012 - - - - - -
1122 1 1 negatief 1 0 negatief 

2223 1 0 negatief 1 0 negatief 

247 1 1 negatief 2 0 sulfa 

koe conc . 1e onderzoek 2e onderzoek 
nr. }lg/ml -PAB +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

7 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

7 2 2 0 sulfa 3 0 sulfa 

7 5 > 3 0 sulfa 6 0 sulfa 

1076 1 1 0 negatief 1 0 negatief 

1076 2 1 0 negatief 2 0 sulfa 

1076 5 > 3 0 sul fa 3 0 sulfa 

1122 1 1 0 negatief 3 0 sulfa 

1122 2 3 0 s ulfa 3 0 sulfa 

1122 5 > 3 0 sulfa 6 0 sulfa 

5 > 3 0 s ulfa 6 0 sulfa 

5 > 3 0 sulfa 6 0 s ulfa 

8383.30 



Tabel 18 

Hanstername 6 dd . : 1983-10-04 
1e Onderzoek op 1983-10-05 
2e Onderzoek op 1983-10-06 
Afleestijd 0 1e onderzoek 4 uur , 15 minuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 4 uur, 30 minuten 

1e onderzoek 2e onderzoek 
Koe nr . -PAB +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

140 - - - - - -
7 2 0 sulfa 1 0 negatief 

1015 2 0 sulfa 1 0 negatief 

1076 2 0 sulfa 1 0 negatief 

111.8 2 0 s ulfa 1 0 negatief 

1081 1 0 negatief 1 0 negatief 

2012 1 0 negatief 1 0 negatief 

1122 1 0 neg a tief 1 0 negatie f 

2223 1 0 negatief 1 0 negatie f 

247 1 0 negatief 1 0 negatie f 

koe conc. 1e onderzoek 2e onderzoek 
nr. ~g/ml -PAB +PAB resultaat -PAB +PAB resultaat 

7 1 2 0 sulfa 2 0 sulfa 

7 2 3 0 sulfa 4 0 sulfa 

7 5 6 0 s ulfa > 4 0 sulfa 

1076 1 2 0 sulfa 2 0 sulfa 

1076 2 3 0 sulfa 4 0 sulfa 

1076 5 6 0 sulfa > 4 0 sulfa 

1122 1 3 0 sulfa 2 0 sulfa 

1122 2 3 0 sulfa 4 0 sulfa 

1122 5 6 0 sulfa > 4 0 sulfa 

5 6 0 sulfa > 4 0 sulfa 

5 8 0 sulfa > 4 0 sulfa 

8383.31 



Tabel 19 

Monstername 7 dd.: 1983-10-10 
1e Onderzoek op 1983 - 10-11 
2e Onderzoek op 1983-10-12 
Afleestijd 0 1e onderzoek 4 uur, 30 minuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 4 uur, 30 minuten 

1e onderzoek 2e 
Koe nr. -PAB +PAB resultaat -PAB 

140 - - - -
7 0 0 negatief 0 

1015 0 0 negatief ?- 2 

1076 2 1 negatief ~ 2 

1118 0 0 negatief 0 

1081 2 1 negatief ~ 2 

2012 2 2 negatief 0 

1122 1 0 negatief 0 

2223 1 0 negatief 0 

247 1 0 negatief 0 

koe conc. 1e onderzoek 
nr. ~g/ml -PAB +PAB resultaat 

7 1 3 1 sulfa 

7 2 3 1 sulfa 

7 5 > 6 1 sulfa 

1076 1 3 1 sulfa 

1076 2 4 1 sulfa 

1076 5 > 6 1 s ulfa 

1122 1 0 0 negatief 

1122 2 3 0 sul fa 

1122 5 > 6 0 sulfa 

5 > 6 0 sulfa 

5 - - -

8383 . 32 

onderzoek 
+PAB resultaat 

- -

0 negatief 

0 sulfa 

>, 2 aa of neg. 

0 negatief 

0 sulfa 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

2e onderzoek 
-PAB +PAB resul taat 

~ 2 0 sulfa 

~ 2 0 sulfa 

~ 2 0 sulfa 

> 2 0 sulfa 

> 2 0 sulfa 

~ 2 0 sul fa 

) , 2 0 sulfa 

> 2 0 sulfa 

~ 2 0 s ulfa 

> 2 0 sulfa 

~ 2 0 s ulfa 



Tabel 20 

Monstername 8 dd.: 1983-10-11 
1e Onderzoek op 1983-10-12 
2e Onderzoek op 1983-10-13 
Afleestijd 0 1e onderzoek 4 uur, 30 minuten 
Afleestijd 0 2e onderzoek 4 uur , 30 minuten 

1e onderzoek 2e 
Koe nr. -PAB +PAB resultaat -PAB 

140 - - - -
7 0 0 negatief 1 

1015 0 0 negatief 1 

1076 2 0 sulfa 1 

1118 0 0 negatief 1 

1081 2 2 negatief 1 

2012 2 2 negatief 1 

1122 0 0 negatief 1 

2223 0 0 negatief 1 

247 0 0 negatief 1 

koe conc. 1e onderzoek 
nr. }.lg/ml -PAll +PAB resultaat 

7 1 ~ 2 0 sulfa 

7 2 ~ 2 0 sulfa 

7 5 ~ 2 0 sulfa 

1076 1 ~ 2 0 sulfa 

1076 2 ~ 2 0 sulfa 

1076 5 ~ 2 0 sulfa 

1122 1 ~ 2 0 s ulfa 

1122 2 ~ 2 0 sulfa 

1122 5 ~ 2 0 sulfa 

5 ~ 2 0 sulfa 

5 ~ 2 0 sulfa 

8383.33 

onderzoek 
+PAB resultaat 

- -
0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

0 negatief 

2e onderzoek 
-PAB +PAB resultaat 

1 0 negatief 

2 0 sulfa 

~ 5 0 sulfa 

2 0 sulfa 

3 0 sulfa 

>" 5 0 sulfa 

1 0 negatief 

2 0 sulfa 

~ 5 0 sulfa 

~ 5 0 sulfa 

~ 5 0 sulfa 



Tabel 21 

Monstername 7 dd.: 1983 - 10-10 
1e Onderzoek op : 1983-10-11 
Afleestijd 0 1e onderzoek 4 uur, 15 minuten 
Monsters na 2 uur voordiffussie en afgieten van de melk onderzocht. 

1e onderzoek 
Koe nr. -PAB +PAB resultaat 

140 - - -

7 0 0 negatief 

1015 0 0 negatief 

1076 2 3 ? 

1118 0 0 negatief 

1081 1 1 negatief 

2012 1 3 ? 

1122 1 1 negatief 

2223 1 1 negatief 

247 0 1 ? 

koe conc . 1e onderzoek 
nr . Jlg/ml -PAB +PAB resultaat 

7 1 1 0 negatief 

7 2 1 0 negat1ef 

7 5 3 0 sulfa 

1076 1 2 0 sulfa 

1076 2 2 0 sulfa 

1076 5 > 3 0 sulfa 

1122 1 0 0 negatief 

1122 2 3 0 s ulfa 

1122 5 > 3 0 sulfa 

5 3 0 sulfa 

5 - - -

8383 . 34 



Tabel 22 

Overzicht van de eindresultaten van de onderzochte koemelkmonsters . 

koe- aantal I II lil IV V VI VII VIII totaal totaa l 
nr. bemon- s ulfa -t 

sterd A B A B A B A B A B A B A B A B A B 

140 3 - - * * - - - - * * * * * * * * 0 0 0 

7 7 - - - - * * - - - - + - - - - - 1 0 1 

1015 8 - - - - - - - - - - + - - + - - 1 1 2 

1076 8 - - - - - - - - - + + - - - + - 2 1 3 
a~ 

1118 8 - - - - - - - - - + + - - - - - 1 1 2 

1081 8 - - - - - - - - - - - - - + - - 0 1 1 

2012 7 - - - - - - - - * * - - - - - - 0 0 0 

1122 8 - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0 0 

2223 7 - - - - * * - - - - - - - - - - 0 0 0 

247 8 - - - - - - - - - + - - - - - - 0 1 1 

- Totaal 144 bepalingen lolaarvan 10 sulfa "positief" als ei ndresultaat . 
- All e mons t ers zijn 5 minuten 80° gepasteuriseerd. 
- Bepaling A ui tgevoerd op dag van monster ontvangst . 

Bepaling B ui tgevoe rd na 1 nacht bewar en bij 0°C. 

* geen monstermateriaal beschikbaar . 

8383.35 



Proefpla n te n ba te van het vooronderzoek naar een me t hode om s ulfa-

residuen in rauwe melk aan te tonen 

Opges te ld door Dr.Ir. T.E. Gale s loot 

De oms ta ndigheden zijn 

- Verschillende monsters melk verzuren niet even snel. Verschillen 

tot 1 5 minuten zijn vastgesteld. 

Als verzurin g begint i s in de regel de zaak na een kwartier voor 

e lkaar. 

- Va s te afleestijd v oor de proef is moeilijk te realiseren, zowel 

do or varia t ies v an sporensuspensies, als door die van de melk . 

- Ondank s de to e v oeging van tr imethoprim is he t effect van de s ulfa

resid uen n iet groot. Bij lage concentraties zijn slechts ve rtra

ging en in het verzuren van 1 5 tot 30 minu t en te verwachten. 

- Toe voe g ing van PAB geeft buizen die s neller verkleuren en d aardo or 

kans op vals p ositieve resultaten . Dit kan komen d oor de pH v a 11 

de PAB oplossing (en dan is het effect te verhelpen)of door groe i

beï nv loeding . 

Proe fpl an 

f\leem x monsters boerderijmelk . 

N e e m x b u i z e n met g e ë n te a ga r ( me t TM P e n B • ca lid o la c-t i s , IJ u j z en 

nr . 4 . 5 .2. v olgens voorschri f t v an maart 1903) 

De buizen zij n zo geënt met (sporen van) B. calidolactis da t na 

3 tot 3+ uur bij 64 ° C de indicator gee l is geworden. 

Neem x buizen met geënte agar wa araan naast TMP en B. cal i dolact is 

ook PAB is toegevoegd. (Buizen 4 . 5. 3. volgens voorschr ift van maart 

1 9 8 3) 

Voeg van elke melk 0 , 3 ml . toe aan buis 4 . 5 . 2. en 0 , 3 ml. aan buis 

4 . 5 . 3 . en plaats d e ze buizen in het waterbad . 

Bu izen goed in de gaten houden om te zien wanneer verkleuring 

(=geel geworden zijn) opt reedt in de serie buizen v olgens 4. S . 3 . 

(dus met PAB erbij). 

. I . 



Deel B 

Deel C 

- 2 -

Als een of meer buizen in deze reeks geel lS geworden start de af

leesprocedure. Dit is dan tijd = 0. 

Na elk kwartier nagaan welke buizen geel zijn geworden. 

Verkleuringatijd noteren in eenheden van 15 minuten. Doorgaan tot 

alles geel is of tot 1f uur na tijd = 0. 

Wanneer buizen volgens 4.5.2. meer dan 15 minuten achterlopen op 

de buis volgens 4.5.3. (en dat gerekend afzonderlijk per monster) 

zijn sulfa-residuen aanwezig (voorlopige conclusie) 

Neem een paar monsters boerderijmelk (aantal y). 

Geef deze sulfa-residuen van 1,2 en 5 }-Jg sulfamethazine (ml) , 

Voer proef onder deel A uit met deze monsters melk. Aantal 3 y. 

Notering uitkomsten. 

Deze zouden bi jvoorbeeld als volgt kunnen worden genoteerd. 

Verkle~ingstijd. Tijd tot geel geworden zijn, te rekenen vanaf 

tijd = 0 ln eenheden van 1 5 minuten. 

Tijd = 0 tijdstip waarop ln de reeks met PAB een of meer buizen 

gee l zijn g eltJord en . 

Nr . melk Verkleuringsti jd 
Melk (buizen 4.5.2.) Melk + PAB (buizen 

1 0 0 

2 1 1 

3 1 0 

4 2 -x- 0 

5 2 1 

6 1 0 

7 3 * 1 

8 0 0 

9 2 -x- 0 

1 0 1 0 

*) sulfa-residuen (voor lopige co nclusie ) 

4.5.3 l 



1./d\J ~11. !-: !\ \'Al\ qTLf ARESJ OUD\ El\ AIW[RE BACTDt J i::GP.OElR EJ·lJ·: EKl>E STOf FEl\ 11\ 

l·: Ol.'STE. l<S RAt.J1,'[ l-lELK (t.b.v . h e t vóóronden~oek eern t egre e rde no f"l hode 

ó nljb:ioti ca / c h e rno th era p e utic<shcpa Jing CON) 

l. _Doe l _e n t oe pass ing~l..ehi ed . 

Dez e. DJ e thocl e dient <Jls ~creeningsmethod e v oor h et a<Jn l onen van s ulfare

s i du e n (tot ~ 2 mg/kg) e n a ncl e r e hRc l e ri egroe iremmende stoffen i n 

1 Atl-...'C me ll: m. b.v . B- c<JJidoJ élrtis . 

2 . _!:' rinci pe . 

He l 1~o nste r \,•ordt in bu izen , gevuld me t 1 ml me dium , gepipe tt eerd en 

!_:("cl u l c nde e nkele uren b e broed in een \.'aterbéld . Het al of niet omslaa n 

V in ri~ , in het medi um aa nwe zige , ind i cator wi j s t op sulfaresiduen of 

é 11r·. ·r '" bncl eriegroeiremme nd e stoffen in de me )k. Ter b e vestiging \•a n 

s • -~jduen "'ordt de proe f no g;naa ls uitgevoé rd Jr.élar d a n na toe voe g en 

3 . ) ~ : cl l OllJ<or llluphilu s Var . r·éJjóoli" l ! j~ . 

... ') 
_) . - ~·!hrres u spen s ie ( b i j gevoe gd cod e Ri - 1) . 

!, . 

L . ! ~·; <:- m l P J J 2_n l. 

·; r : , on 5 ,0 g 

(.. j ~. i c. ... ra c t 2,5 g 

GJ u cc: se 1 ) 0 g 

ÎlfiH 15 ,0 g 

\~a t e r 1000 ml. 

*In de h a nd e l v e rk r ijg h ;-:ar ond e r tl e n ;o·,rr J 1.> t c· CC'üïat / \ f iH · 

Ge bruik voor het i n 'h et COM sch r ijv e n cld . ) c,t. :? - 12 ·-2 8 hc·doe ]d Ottde rzoe l; 

u it s ]u j t e nd Plate Co u nt Agar v a n Difco. 

Su l fa . l - 2 -



/ 

\. ( 

( 

5 ,0 rog 

JOO ml 

(bijgevoegd code Ri-2). 

R roorul: n·sol purper 250 mg 

100 rnl 

Pa! ó- <:mino-benzoëzuur 

\~a Ler 

( hijLevoegd c ode Ri-4) 

J 000 mg 

200 ml 

de pb zoó&nig in ciat rieze 1 ,0 + 0,2 h~~raagl bij 25"C . 

4.5 . 2 Voeg pe r 100 ml voe à i ngsborlC'ro (4 . 5. 1 ) 0,5 rel broon,J~ reso]pu 1 pE:-r 

(L . 3) toE:- en sterilisPe r 15 mi n. bi j 121 °C. 

fnr~ na ste rili sa tie asep t i sc h toe (bij ! 55°C) 0 ,2 ml TMP (4.2) e n 2 

a J 1:- . ·· aL .;olr.ctis s r•oresuspensie (3 . 2) . VHl af in steriele huize n 

( ~ . 2 ) ~ 1 ml pe r buis e n l aa t s t ol l e n. Be r e id de buizen s t eeds vers . 

l" ,r.. . ~ Voq: <JP.D 100 ml voedinr;sbodem (4.5 . 2) , voor l1et a fvullen in hui 

d 'r, ,;.> ro l P .A.B. ( 4.4) a s ept isch toe . 

\'ul a f in ste riele hu izen (5 . 2) à 1 ml pe r huis e n Jaat stollen . 

h t n- id de huizen st eeds \• ers . 

5.1 Circulerend "'aterba d van (>4 ° C + 1 ., . 

5. 2 Steriel e bui zen 16 x 80 mm . 

5.3 Laborat oriumglaswe rk , indi e n nodig steriel. 

- 3 -



6 . \..' t- t 1: "' j i 2 e . 
---~--

\' ocg van e lk t e 011der z oE:-ken melkmonster 0,3 r: l t oe aan buis 4.5.2 en 

buis 4 . 5.3 e n bebroed gedurende 3,5 uur in een circ t1 lerend ~aterbad van 

7 . Bt-oord~ ing_ en resu ] taa t 

B~oordeel de buize n zodra d e kl e u r va n d E:- voedi ng s bod e m, in d e bui s 

lhe t P . A. B., v a n het monster met 5 ug/ml sulf a=c th az ine, gee l i s . Is de 

1· }.=- ur van het medj ·,lm (4.5.2) oru,eeslagen van J'~T jJer r.aa r geel , da n is 

in he t monste r ee n voor deze bac t e riestam ~roE iremme nde stof afwezig. 

Is de kle ur va n het medium ( 4.5.2) onvera nderd , purper, dan is in he t 

Joonste r een voo r deze bacteriestam groeireffimende slof aanwezig. Indie n 

d e n· e r éenkoms tige bui zen me t he t medium en P . A. B . (4 . 5.3) na hebroed e n 

e r e ] zi jn is dit een beves ti g ing dat de ba cter iegroei remme nd e werk ing 

;.., ; ,,~ ~tig is va n ee n ~u lfapr ep;naat . Ind ie n de overee:: nkomsUge hui zen 

i l r -F t ; :of•o 'illln e n P.J. .. B. (4.5 . 3) na bPbrot- à E: ;o purpe r z ijn is dit t"P D 

~ • • _( 1 • :;_~~~ -e..:!_nd res~~~at . 

( ,f·pf 11er oncle r z och t Joonster in bijgevoegde u : ·t.: l op 

h lr kl e u r van de indicator pu rper blijft 

- als kleur va n de indicator gee l is geword en 

+ a ls de kl e u r va n de indicator nie t gee l i s caar ook ni e t dui d e lijk 

pu r per mt-e r js . 

l 11àién de r emmf'nde stof niet gei'nac tiveerd word t door para-amino-

}>ron 2o~z uur ntoc~t rekening gehouden word e n met de aam,>eziglJe id van een 

~ltcltr e bac t e rj egrocirPmme nde stof. Bepaa l dan op d e wijze zoa l s ge

J, r ui Le l ijl: bij de ruc:anilel i jksE.- peni ei l ] i ne- roPèzending rue t hoe vc>e l IE 

P e- ni ci lline h e t groeir erume nd verwogen ,·an di::. ëntibjoL :ic um ovE.-rc-e n-

s t tJmt e n geef d e di a ntPt e r va n de r,~u;ming a1s zod.3 ni g op. Gre f op de 

hij l age e veneens aan of hel peuicilline of c t:-~. ;;ndc~ r hnlildc.> 1 i c urt he.-

treft . 

s ulfa .3 Fr 


