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Verdunningsoplossing voor droge, direct~klaar bacteriéle
cultuurmediumfilms en combinaties van één en ander.

Recent is de ontwikkeling van droge cul-

tuurmediumplaten waarvan er bijvoorbeeld één door de

34 Company (Medical Products Division, St. Paul, Minnesota
55144) onder het merk Petrifilm in de handel wordt gebracht.
Dergelijke produkten bestaan ﬁit een droog, transportabel,
direct-klaar bacterieéi cultuurmedium dat is aangebracht

op een dragerfilm en bedekt met bijvoorbeeld een poly-
ethyleenfilm. Op de dragerfilm zijn standaardmethodevoe-

dingsstoffen en een in koud water oplosbaar gelerings-—

- middel aangebracht. De toplaag is eveneens bekleed met het

geleringsmiddel en verder met 2,3,5-trifenyltetrazolium-
chloride als indicatorkleurstof om het tellen te verge-

makkelijken. Om het tellenrnog meer te vergemakkelijken

is>op de dragerfilm een rooster met hokjes van 1xlcm

afgeﬁekend. Het totale oppervlak van zo'n Petrifilmplaat
bedraagt 20 cm®.

Dergelijke droge cultuurmediumplaten heb-
ben dikwijls voordelen boven de meer gebruikelijke Petri-—
schalen en agarplaten zoals gewoonlijk gebruikt voér enten
en bacteriéle groei. Zo zijn de oudere, meer gebruikelijke
Petrischalen en veoedingsagarmedia zeer volumineus, hebben
zij een hoog gewicht en nemen zij veel ruimte in beslag.
Dit bemoeilijkt het transport van monsters organismen van
het veld naar het laboratorium. De droge cultuurmedium-
films daarentegen onderhouden de bacteriéle groei door
eenvoudig een waterig monster toe te voegen waardoor levens-
vatbare bacteridn efficidnter kunnen worden geteld.

Fen bezwaar van de tot nog toe bekende droge
cultuurmediumfilms is dat deze alleen een standaardmethode-
cultuurmedium aangebracht op de dragerfilm, bevatten. Om-
dat zij daarmee geschikt zijn voor het kweken van alle

socorten organismen,zijn zij niet geschikt voor selectief
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kweken van een bepaald microdrganisme. Derhalve was men voor
het selectief kweken van een bepaald microdrganisme gedwon-
gen om de praktische cultuurmediumfilms te verlaten en
zijn toevlucht te nemen tot de gebruikelijke maar omslach-
tige agarplaten van toegesneden cultuurmedia voor het
kweken van het betreffende microbdrganisme onder gelijktij-
dige remming van de groei van ongewenste microdrganismen.
De droge standaardmethode cultuurmediumfilms zijn dan ook
meestal niet geschikt voor bacteriologen en microbiologen
die een bepaald organisme hebben geiscleerd en dit verder
willen onderzoeken door selectief kweken.

De uitvinding beocogt om met een droge,
transporteerbare, direct-klaar cultuurmediumfilm voor het
selectief kweken van bepaalde microdrganismen, in het bij-

zonder melkzuurbacterién (Lactobacillaceae) onder anaercbe

omstandigheden, aan de boven geschetste behoeften te gemoet
te komen.

Daartoe wordt volgens de uitvinding een ver-
dunningsoplossing verschaft voor toepassing bij het pre-
pareren van monsters voor enten op droge, transporteerbare,
direct-klaar cultuurmediumfilms waardoor deze specifiek wor-
den voor melkzuurbacterién,en de groei van ongewenste bac-
terién, gisten en schimmels tegelijkertijd wordt geremd.

Volgens de uitvinding worden normaal droge,
transporteerbare, direct-klaar bacteriéle cultuurmedium-
films voor selectieve groei van melkzuurbacterién onder
anaerobe omstandigheden geschikt gemaakt met een op water
gebaseerd verdunningsmiddel of gebaseerde verdunningsoplos-
sing die een Gramnegétieve inhibitor bevat, in combinatie
met een wateroplosbaar antifungisch middel en een water-
oplosbaar nitrietzout. Het nitrietzout is bij voorkeur na-
triumnitriet. De pH van de oplossing bedraagt ongeveer
6,5-7,5 en is bij vcorkeur neutraal. Wanneer de oplossing
als verdunningsmiddel of drager voor bacterieel enten wordt
toegevoegd aan het standaardmethodecultuurmedium waarmee de

dragerfilm is bekleed, wordt dit specifiek wvoor
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Lactobaéillaceae.

De achtergrond'van de volgens de uitvinding
ontwikkelde verdunningsoplossing is de volgende. Droge cul-
tuurmediumfilms met een standaardmethodecultuurmedium op
de dragerfilm onderhouden de bacteriéle groei wanneer een
waterig monster is toegevoegd.'Volgens de uitvinding is |
gevonden dat wanneer voor het enten van het waterig monster
op de cultuurmediumfilm gebruik wordt gemaakt van een
speciale oplossing zoals hieronder nader omschreven, dan
en alleen dan de cultuurmediumfilm specifiek wordt voor

Lactobacillaceae. Daarmee kan een normaal droge, standaard—

methodecultuurmedlumfllm toch worden gebruikt voor monster-

name bulten, transport en onderzoek van Lactobacillaceae

mlcroorganlsmen .

Voorbeelden van melkzuurbacteri&n die op de

met de verdunningsoplossing volgens de uitvinding selec-
tief gemaakte standaardmethodecul tuurmediumfilms gekweekt

kunnen worden, zijn Streptococci, Pediococci, Lactobacilli

en Leuconostocs.

Het verdunningsmiddel volgens de uitvinding
is een driecomponenten systeem dat op water'is gebéseerd.
De oplossing bevat in combinatie een Gramnegatieve inhibi—
tor, een antifungisch middel of fungicide, en eenrwater-
oplosbaar nitrietzout. De pH van de oplosSing bedraagt
ongeveer 6,5~7,5 en is bij voorkeur neutraal. Wanneer aan
deze voorwaarden is voldaan wordt bij opbrengen van de
verdunnlng50910551ng op een standaardmethode aaltuurmedium-

film deze specifiek voor Lactobac1llaceae.

De Gramnegatieve inhibitor kan een Poly-
mixine antibioticum zijn. De concentratie in de verdun-
ningsoplossing bedraagt 24-40 U/ml. Een voorkeursinhibi-
tor is Polymixine B sulfaat dat in een concentratie van
24 U/ml kan worden toegepast.

De concentratie wateroplosbaar fungista-
tisch middel in de verdunningsoplbssing bedraagt ongeveer

10-250 en bij wvoorkeur ongeveer 10—20/Pg/ml. Een voorkeurs-
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fungicide is cycloheximide. Andere geschikte fungiciden
zijn kaliumsorbaat, gebutyleerd hydroxyanisool (BHA) en
gebutyleerd hydroxytolueen (BHT).

De concentratie wateroplosbaar nitrietzout
in de verdunningsoplossing of drageroplossing bedraagt on-
geveer 600—1800/pg/ml. De aard van het wateroplosbare ni-
trietzout is niet kritisch maar de voorkeur gaat uit naar
een nitrietzout van een metaal uit de groep I in het '
Periodiek Systeem, in het'bijzonder natrium en kalium. Ka-
liumnitraat heeft de meeste voorkeur. Gebleken is dat wan-
neer het nitrietzout binnen de boven aangegeven concentra-
tiegrenzen wordt toegepast, de groei van andere microdrga-
nismen dan melkzuurbacterién wordt geremd.

De pH van de drageroplossing of verdunnings-
oplossing moet ongeveer 6,5-7,5 bedragen, en bedraagt bij
voorkeur ongeveer 6,5-7,0. Een neutrale verdunningsoplos-
sing verdient bijzondere voorkeur. Gebleken is dat de pH
van de verdunningsoplossing kritisch is om aan de cﬁltuur-

mediumfilm specificiteit voor Lactobacillaceae te ver-

lenen en dat dit wordt bereikt met een pH van ongeveer 6,5-
7,5, dus ongeveer neutraal. Dit hangt hiermee samen dat in
de handel verkrijgbare films zoals de door de 3M Company

in de handel gebrachte Petrifilm, een tetrazoliumkleurstof
bevatten waardoor de gekweekte bacterién rood worden zodat
zlj makkelijker kunnen worden geteld. De tetrazolium-
kleurstof wordt echter bij meer zure pH, bijvoorbeeld onge-
veer 5,5, toxisch voor alle microdrganismen. Vandaar dat

de pH van de drageroplossing of verdunningsoplossing vol-
gens de uitvinding ongeveer 6,5-7,5 moet bedragen.

Om de groei van alle andere microdrganismen
dan melkzuurbacterién zo veel mogelijk te remmen, is het
van belang dat de geénte cultuurmediumfilm onder anaerobe
omstandigheden wordt geincubeerd. De verdunningsoplossing
is dus alleen onder anaerobe omstandigheden specifiek voor

Lactobacillaceae. Anaerobe omstandigheden kunnen op gebrui-

kelijke wijzen worden ingesteld, bijvoorbeeld met Gas Pack
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anaercbe generatoren van BBL Microbiology Systems of

Cokeysville, Maryland.
Het voorgaande heeft betrekking op de tce-

passing van Polymixine antibiotica als Gramnegatieve inhi-
bitors.

Gevonden is dat 2-fenylethanol eveneens een
geschikte Gramnegatieve inhibitor is waarmee in bepaalde
gevallen zelfs betere resultaten worden bereikt.

" De concentratie 2-fenylethanol in de ver-
dunningsoplossing volgens de uitvinding bedraagt'ongeveer
1-4 mg/ml. De concentratie fungicide bedraagt ongeveer
10~250/pg/ml en de concentratie wateroplosbaar nitriet-
zout ongeveer GOO—SOOIFg/ml. De pH bedraagt ongeveer 6,5-

7,5 en bij voorkeur ongeveer 6,5-7,0.

De toepassing van de drageroplossing of ver-

dunningsoplossing op droge cultuurmediumfilms vereist geen
speciale techniek. De film wordt op een plat oppexvlak ge-
legd en de transparante toplaag wordt opgelicht om een
1 ml monster verdunningsoplossing van microdrganisme op de
dragerfilm te kunnen opbrengen. Hierna wordt de toplaaq

weer voorzichtig op de dragerfilm gelegd. Op de toplaag

wordt dan een lichte druk uitgeoefend, bijvoorbeeld met een

drukorgaan uit kunststof, om de oplossing over het medium

op de dragerfilm uit te spreiden. Hierna wordt de £ilm onge-

veer 1 minuut met rust gelaten om te kunnen geleren.
Vervolgens wordt de £ilm horizontaal en met
de heldere toplaag naar boven tot ongeveer 48 uren geincu-
beerd bij 32°C. De tetrazoliumindicatorkleurstdf op de
dragerfilm wordt door de microdrganismen gereduceerd waar-
door de kolonies als rode puntjes op de f£ilm verschijnen

zodat zij gemakkelijk kunnen worden geteld.

Voorbeelden
De in allervoorbeelden gebruikte droge
cultuurmediumfilm was de Petrifilm van de 3M Company. Deze

bestaat uit een direct-klaar bacterieel cultuurmedium aan-

[}
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gebracht op een dragerfilm en bedekt met een polyethyleen-

film. Het cultuurmedium bestaat uit standaardmethodevoedings-

‘stoffen en bevat verder een in koud water oplosbaar gele-

ringsmiddel. De eveneens met een geleringsmiddel beklede
toplaag bevat verder 2,3,5-trifenyltetrazoliumchloride-
indicatorkleurstof om het tellen van de kolonies te ver-
gemakkelijken. Op de dragerfilm is een rocster met hok-
jes van 1 x 1 cm afgetekend om het tellen nog meer te
vergemakkelijken. Het totale oppervlak van de Petrifilm
bedraagt 20 cm®.

De gevolgde procedure bestond uit het
bereiden van voorraadoplossingen-verdunningsmiddel,
enten van de Petrifilms, 48 uren incuberen bij 32°C onder
anaerobe omstandigheden, en tellen van de opgekomen
kolonies (aantal per ml). Als testcultuur werd een
grondmonster uit een kas gebruikt en ter vergelijking

een met S/80 aangeduid monster van een Lactobacillus

cultuur. Het grondmonster bevatte behalve Lactobacillus

een groot aantal andere microdrganismen.

Verschillende voorraadverdunningsoplos-—
singen werden bereid met de volgende concentraties na-
triumnitriet: 1, 6, 12 en 18 gew./vol.%, en met de
volgende concentraties cycloheximide: 0,1, 0,5, 1 en
2,5 gew./vol.%. De Gramnegatieve inhibitor was
Polymixine B dat in de eerste Zeven voorbeelden steeds
in een concentratie van 0,03 gew./vol.% werd gebruikt
om de invloed van de variaties in concentratie natrium-
nitriet en cycloheximide te onderzoeken.

De voorraadoplossingen werden door f£il-
treren gesteriliseerd en de uiteindelijke wverdunnings-
cplossing werd bereid door aan 97 ml gesteriliseerd
gedestilleerd water 1 ml per 100 ml water van elk van
de drie componenten in de aangegeven concentraties toe

te voegen. Tenslotte werden de steriele mengsels overge-

" bracht in testbuizen in een hoeveelheid van 9 ml/buis.




De samenstelling van de mengsels was als volgt:

Mengsel Sémenstelling
verqélijking Butterfield's* buffer met
) 0,1 % Tween 80
mengsel 1 1001pg/ml nitriet
Iolpg/ml cycloheximide
, 24 'U/ml Polymixine B
mengsel 2 GOOIFg/ml nitriet
: 10 )1g/ml cycloheximide
24 ‘U/ml Polymixine B
mengsel 3 1200 fg/ml nitriet '
10/pg/ml cycloheximide
24 'U/ml Polymixine B
mengsel 4 1800/pg/ml nitriet
10 }.xg/ml cycloheximide
24 ‘u/ml Polymixine B
mengsel 5 ' 600}xy%ﬂ. " nitriet
50 )1g/ml cycloheximide
24 ‘g/ml - Polymixine B
mengsel 6 GOO,Fg/ml nitriet
100 }1g/ml cycloheximide
24 ‘U/ml Polymixine B
mengsel 7 ' 6001pg/ml nitriet
ZSO}x;hml cycloheximide
24 ‘g/ml Polymixine B

* Butterfield's buffer is een gebruikelijke kaliumfosfaat-

buffer in de voedingsmicrobiologie.

~ Van de S/SO vergelijkingscultuur, die een

nacht was gekweekt, werd 1 ml volgens de reeks—methode ver-

dund met de testoplossing en van de verdunningen werd

1 ml op de Petrifilm opgebracht. Het grondmonster werd in

een hoeveelheid van 11 g eerst verdund in 100 ml

Butterfield's-buffer en daarna volgens de reeksmethode

verdund met de testoplossing.
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van de vergelijkingscultuur $/80 werden

1,0 ml 10—6, 10_7 en 10-8 verdunningen op de Petrifilm

opgebracht; en van het grondmonster 1,0 ml 10-4, 10_5 en

10"6 verdunningen. De geénte Petrifilms werden 48 uren
geincubeerd bij 32°C onder anaerobe omstandigheden in
flessen met Gas Pack ontwikkelaars (BBL). Na afloop wexd
het aantal opgekomen kolonies geteld. De resultaten zijn

in onderstaande tabel A vermeld.

Tabel A
Mengsel Aantal kolonies/ml
grond- vergelijking 5x 107'
monster 1 ' 3,3 x 106
2 2,3 x 107
3 5 x 10°
4 0 x 104
5 7,0 x 10°
6 7,1 x 107
7 4,0 % 107
s/80 . vergelijking 2,4 x 109
1 7,5 x 108
2 1,3 x 10°
3 1,3 x 109
4 1,3 x 109
5 9,6 x lO8
6 1,2 x 10°
7 1,0 2 109

Uit de resultaten blijkt dat de remmende
invloed van het verdunningsmiddel op grondmicrodrganis-
men aanmerkelijk toeneemt bij stijgende nitrietconcentra-
ties van 600 tot 12001Fg/ml. Op 5/80 had de variatie in
nitrietconcentratie tussen 100 en 18001Pg/ml noch de
variatie in cycloheximideconcentratie tussen 10 en 250

/pg/ml praktisch geen invloed. Verder blijkt dat door be-
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handelen met de verdunningsoplbssing de cultuurmedium—

film specifiek voor de groei van Lactobacillus is geworden.

Uit soortgelijke proeven met verschillende
concentraties Polymixine B bleek dat de S/80 cultuur niet
werd beinvloed bij concéntraties van 24-40 U/ml. Voor de
grondcultuur nam de remmende invloed van Polymixine B af

bij concentraties lager dan 24 U/ml.
Voorbeelden met 2-fenylethanol als Gram-

negatieve 1nh1bltor.

Verdunnings&plossiﬁgen werden bereid met
vloceibaar 2-fenylethanol van Sigma Scientific (1 ml = 1,02
g) in de in onderstaande tabel B aangegeven concentratles.,
Daartoe werd 2-fenylethanol aan een bepaald,volumergedes-
tilleerd water toegevoegd en geautoclaveerd.

Een door filtreren gesteriliseerde 6 gew./
vol.%-ige natriumnitrietoplossing en 0,1 gew /vol %-ige

cyclohex1m1de-0910551ng werden toegevoegd- in een hoeveel-

heid van 1 ml per 100 ml bereide verdunning.

v Tabel B
Mengsel ' Samenstelling
Hengsel
) 8 600)xy%d nitriet
10 ‘ng/ml cycloheximide
0,05 gew/vol.s 2-fenylethanol
9 600 }Jg/ml nitriet
g/mL cycloheximide
O 10 gew/vol.s 2-fenylethanol
10 : 600 }1g/ml nitriet
g/ml cycloheximide
O 20 gew/vol.% 2-fenylethanol
11 600 }1g/ml : nitriet

10 ‘ng/ml cycloheximide
0/4 gew/vol.% 2-fenylethanol

Een 's-nachts gekweekte S/80 cultuur werd

volgens de reeksmethode met de verschlllende mengsels ver-

dund en 1,0 ml 10 =7 en 1 ml 10 verdunningen werden op de
Petrifilm opgebracht. Het grondmonster werd eerst 1:10

verdund in 99 ml gemodificeerde Butterfield's buffer en
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daarna volgens de reeksmethode verdund. 1 ml 10-4,

1ml 10_5 en 1 ml ].O_6 verdunningen werden op de Petri-
film opgebracht. De films werden 48 uren bij 32°C ge-
incubeerd onder anaerobe omstandigheden in flessen met
BBL Gas Pack. Na afloop werd het aantal opgekomen kolonies

geteld. De resultaten zijn vermeld in onderstaande tabel C.

Tabel C
Mengsel- Aantal kolonies/ml
samenstelling
grond- 8 6,2 x 105
monster 9 5 % 103
10 0 x 103
11 0 x 10°
5/80 11 9,4 x 108

Uit de resultaten in tabel C blijkt dat
fenylethanol de groei van bodemmicrodrganismen doeltreffend
remt.

Om de Qroeiremmende werking van fenyl-
ethanol in verschillende concentraties te onderzoeken wer-

den de in onderstaande tabel D aangegeven mengsels bereid.

Tabel D
Samenstelling
Mengsel natrium- cycloheximide 2-fenylethanol,
nitriet, concentratie, concentratie
concentratie, lpq/ml
)Jg/ml)
Vergelijking (Butterfield's gew./vol.%
buffer)
12 800 10 0,1
13 800 10 0,2
14 600 10 0,1
15 600 10 0,2
le* 800 10 0,1
17* 600 10 0,1

* bevat Polymixine B in een concentratie van 24 U/ml.
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Van de S/80 cultuur werden 1 ml 10-7 en
1 ml 10_8 verdunningen op de Petrifilm opgebracht. De grond-
cultuur werd eerst 1:10 verdund in 99 ml gemodificeerde
Butterfield's buffer waarna 1 ml 10—3 en 1 ml 10-6 ver—
dunningen werden opgebracht. De Petrifilms werden 48 uren
bij 32°C gelncubeerd onder anaercbe omstandigheden in -
flessen met BBL Gas Pack. Na afloop werd het aantal opge-

komen kolonies geteld.'De resultaten zijn in onderstaande

tabel E vermeld. )
Tabel E

Mengsel = Aantal kolonies/ml
Vergelijking 9,8 x 10°
5/80 12 8,7 x 10°
13 8,5 x 10°
14 8,7 x 10°
15 1,0 x 10°
16 7,4 x 10°
17 1,1 x 10°
Vergelijking 2,7 % 107
Grondmonster 12 1,8 x 104
13 : 3,0 x 10°
14 3,4 x 10°
15 3,3 x 104
16 4,2 x 10
17 9,0 x 10°

Uit de resultaten in tabel E blijkt dat de
oplossing van mengsel 13 de groei van ongewenste micro-
organismen in het grondmonster'het meest remt zonder die
van de S$/80 cultuur ongunstig te beinvloeden. |

Met de bovenstaande voorbeelden is aange-
toond dat door behandelen met de verdunningsoplossingen vol-
gens de uitvinding droge standaardmethodecultuurmediumfilms

selectief voor de groei van melkzuurbacterién kunnen wor-

den gemaakt.
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Conclusies

1. Verdunningsoplossing om aan droge,
transporteerbare, direct-klaar bacteriéle cultuurmedium—
films selectiviteit voor de groei van melkzuurbacterién

onder anaerobe omstandighedén te verlenen,. met het kenmerk,

dat de verdunningsoplossing ongeveer 1,0-4,0 mg/ml
2-fenylethanol, ongeveer 10—259/pg/ml wateroplosbaar anti-~
fungisch middel, en ongeveer 600-800/pg/ml wateroplosbaar
nitrietzout bevat, en een pH van ongeveer 6,5-7,5 bezit.

2. Verdunningsoplossing volgens conclusie 1,

met het kenmerk, dat het antifungisch middel cycloheximide,

kaliumsorbaat, gebutyleerd hydroxytolueen of gebutyleerd
hydroxyanisool is.
3. Verdunningsoplossing volgens conclusie 2,

met het kenmerk, dat het antifungisch middel cycloheximide

is.
4, Verdunningsoplossing volgens conclusie 1,

met het kenmerk, dat de pH van de oplossing ongeveer 6,5~

7,0 bedraagt.

5. Verdunningsoplossing volgens conclusie 1,

met het kenmerk, dat het nitriet een nitriet van een metaal

uit de groep 1 uit het Periodiek Systeem is.
6. Verdunningsoplossing volgens conclusie 5,

met het kenmerk, dat het nitriet natriumnitriet is.

7. Droge, transporteerbare, direct-klaar

bacteriéle cultuurmediumfilm, met het kenmerk, dat de film

is gecombineerd met een verdunningsoplossing om daaraan
selectiviteit voor de groei van melkzuurbacteri&n onder
anaerobe omstandigheden te verlenen.

) 8. Combinatie volgens conclusie 7 waarin de
droge, transporteerbare, direct-klaar bacteriéle cultuur-
mediumfilm bestaat uit een bacterieel cultuurmedium aan-~
gebracht op een dragerfilm en bedekt met een transparante
film, welke dragerfilm staﬁdaardmethodevoedingsstoffen en

een in koud water oplosbaar geleringsmiddel draagt, en
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welke deklaag is bekleed met een geleringsmiddel en een
2,3,5-trifenyltetrazoliumchloride-kleurstofindicator om
het telleﬂ van opgekomen kolonies fe vergemakkelijken.

9. Combinatie volgens conclusie 7, met het
kenmerk, dat de vérdunningsoplossing een waterige oplos-—
sing is van ongeveer 24-40 U/ml Polymixine antibioticum,
ongeveer 10;250}x;hml wateroplosbaar antifungisch middel,
en ongeveer 600—;800/nnﬁd nitrietzout, en een pH van on-

geveer 6,5-7,0 bezit.

10. Combinatie volgens conclusie 7, met het

kenmerk, dat de verdunningsoplossing een oplossing is van

ongeveer 1,0-4,0 mg/ml 2-fenylethanol, ongeveer 10—250)mg/ml
cycloheximide en ongeveer 600—800/pg/ml natriumnitriet.

11. Werkwijze voor het anaeroqb kweken van
melkzuurbacterién op een droge, transporteerbare, direct-

klaar bacteriéle cultuurmediumfilm, met het kenmerk, dat

op de f£ilm een monster van het microdrganisme wordt opge-
bracht samen met een doeltreffende hoeveelheid van een wa-
terige verdunningsoplossing van ongeveer 24-40 U/ml
Gramnegatieve inhibitor, ongeveer 10-250}x;hml wateroplos—
baar antifungisch middel en ongeveer 600—1800‘Fg/ml water-
oplosbaar nitrietzout, en met een pH van ongeveer 6,5-7,5,
waarna de film onder anaercbe omstandigheden wordt geincu-
beerd.
12. Oplossingen, mengsels; preparaten en

werkwijzen zoals beschreven in de beschrijving en voorbeel--

den.
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