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1. WSTEP

Przedmiotem normy s3 mikrobiologiczne metody ba-
dan poétproduktéw, gotowych wyrobéw ciastkarskich
1 piekarskich.

2. SPOSOB POBIERANIA PROBEK

2.1. Pobieranie prébek wyrobéw gotowych i p6éiproduk-
tow ciastkarskich do posiewéw mikrobiologicznych

2.1.1. Sposéb pobierania, wielko$¢ i opakowanie préb-
ki. Probki wyrobéw i pétproduktéw ciastkarskich nale-
zy pobiera¢ losowo, metoda na $lepo, postugujac sig
wyjalowionym sprzetem (zatacznik 2 p. l.). Sposéb
pobierania probki, jej wielko$¢ i opakowanie powinny
by¢ zgodne z warunkami przedstawionymi w tabl. 1.
Prébki wyrobow lub pétproduktéw nalezy pakowad
bezposrednio po pobraniu.

Opakowanie prébki oraz protokét jej pobrania po-
winny by¢ zgodne z PN-78/A-74250.

Tablica 1
Wielko$¢ Sposéb pobierania Spos6b opakowania
Lp. Produkt bad ) .
P rodu acany probki prébki
| Wyroby na wag¢ o masie jednostkowej do 30 g 300 g
2 Wyroby o masie jednostkowej 30--100 g 7 sztuk (probka | z réznych miejsc partii
ogdlna) lecz nie
mniej niz 300 g
3 Wyroby i pétprodukty wypiekane o masie jed- 300 g
nostkowej powyzej 100 g
— torty 300 g z jednej przez wykrojenie od §rodka cz¢sci bezpos$rednio w ja-
sztuki wyrobu o ksztalcie klina towy papier perga-
. . o . i lub foli
— placki, strucle, mazurki, keksy, serniki 300 g z 3 sztuk | przez wykrojenie kawatkow wzdtuz mmo'wy 4 Ol¢
) . aluminiowg, a na-
osi poprzecznej z poszczegdlnych .
stepnie czysty po-
sztuk wyrobu . .
jemnik np. z two-
— kapsle, spody, ranty itp. péitprodukty wy- 300 g z 3 sztuk | przez wykrojenie kawatkow rzywa syntetycznego
pieczone o ksztalcie zaleznym od formy
produktu z poszczegblnych sztuk
4 Polprodukty na wage
— kremy, masy, ciasta surowe, pomady, glazury,| 300 g z réznych miejsc partii z uwzgled- jalowe stoiki szczel-
kruszonki nieniem warstwy zewng¢trznej nie zamykane (ze
1 wewngtrznej szlifem lub inne)
— syropy, konfitury, przeciery owocowe 300 g z r6znych miejsce partii po
uprzednim wymieszaniu
— polewy, galaretki 300 g przez wykrojenie kawatkow
z réznych miejsc
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2.1.2. Przechowywanie prébek. Probki potproduktow
1 wyrobéw ciastkarskich powinny by¢ przekazane na-
tychmiast po pobraniu do badant mikrobiologicznych.
Probki, ktére ze wzgledu na transport nie moga by¢
przekazane do badan w ciggu | h, powinny by¢ umiesz-
czone w temperaturze 0--4°C i dostarczone do badania
w czasie nie dluzszym niz 4 h.

2.2. Pobieranie prébki bulki tartej do posiewéw mikro-
biologicznych. Butka tarta do posiew6w mikrobiologicz-
nych powinna by¢ pobierana zgodnie z PN-72/A-74001.
Opakowanie prébki powinno speinia¢ warunek jato-
wosci (zatacznik 2 p. 1).

3. METODY BADAN

3.1. Przygotowanie pr6bki do badan

3.1.1. Rozdrobnienie prébki. Probke polproduktow
lub wyrobdw nalezy z zachowaniem warunkéw jato-
woscl przenies¢ do wyjatowionego (zalacznik 2 p.2) po-
jemnika miynka huraganowego (rozdrabniacz GM-2)
1 rozdrobni¢ w ciagu 3-+5 s w zaleznosci od rodzaju
materiatu lub do woreczka Stomachera i rozdrabniad
zgodnie z instrukcja.

W przypadku braku rozdrabniacza probk¢ ogolng
rozetrze¢ doktadnie w jatlowym mozdzierzu porcelano-
wym do uzyskania jednorodnej masy.

3.1.2. Homogenizacja préobki. Z rozdrobnionej probki
odwazy¢ 20 g 1 przenie$¢ z zachowaniem warunkoéw
jatowosci do jatowego naczynia homogenizatora (za-
tacznik 2 p. 2) lub woreczka Stomachera. Nastepnie
dodaé¢ 9-krotng ilo$¢ tj. 180 cm® ptynu Ringera (zalacz-
nik 4 p. 2.1) lub plynu do rozcienczen (zatgcznik 4

liczbe obrotéw 15 000 <+ 20 000, lub w aparacie Stoma-
chera (wg instrukcji).

Otrzymany w ten sposOb homogenizat stanowi pod-
stawowe 10-krotne rozcienczenie produktu, z ktérego
w zaleznosci od potrzeb sporzadza si¢ dalsze rozcien-
czenia lub bezposrednio wysiewa na odpowiednie pod-
toza.

Przed przystgpieniem do sporzadzania dalszych roz-
cieficzen lub posiewow nalezy odczeka¢ 10 min, aby
nastgpilo oddzielenie warstwy ptynnej od statej. Do dal-
szych rozcienczen lub posiewéw pobiera si¢ ptyn znad
osadu.

3.1.3. Przygotowanie rozcienczen. Z przygotowanego
wg 3.1.2 homogenizatu pobra¢ jalowa pipeta 1 cm?® ma-
terialu i przenie$¢ do probdwki zawierajace] 9 cm’ ply-
nu Ringera (zatacznik 4 p. 2.1) lub ptynu do rozcien-
czeh (zatacznik 4 p. 2.2) uwazajac, aby nie zanurzy¢
pipety. Po jej samoczynnym opr6znieniu pipet¢ nalezy
odlozy¢é. Zawartosé probowki doktadnie wymieszaé za
pomoca okreznych ruchéw dionia, albo przy uzyciu
rriikrowytrzasarki (np. Micro-Shaker typ 302 m prod.
,Premed“), a nastgpnie przenies¢ 1 cm’® do kolejnej
probéwki z 9 cm? ptynu Ringera lub ptynu do rozcien-
czeh i1 postgpowal analogicznie jak poprzednio. W ten
sposOb mozna dowolnie zwigkszyé rozciefnczenie pro-
duktu, uzyskujac w kazdej nastepnej probédwee rozcien-
czenie 10-krotnie wigksze od poprzedniego. Rownole-
gle z przygotowywaniem nast¢pnego rozcienczenia nale-
zy wykona¢é posiewy, postugujgc si¢ ta samg pipeta (naj-
pierw nalezy przenies¢ 1 cm?® uzyskanego rozciencze-
nia do kolejnej probéwki z ptynem Ringera lub pty-
nem do rozcieAczen, a nastepnie po 1 cm’® do piytek
lub probowek).

p. 2.2) i homogenizowa¢ za pomocg homogenizatora ' 3.2. Rodzaje ozmaczan i warunki posiewéw — wg
obrotowego przez 2-3 min, tak aby uzyskaé ogdlng tabl. 2.
Tablica 2
Wosiows Warunki inkubacji
Lp. Rodzaj oznaczania Sy Rodzaj podioza
rozcienczenta temperatura czas
C h
1 2 3 4 5 6
1 Ogolna liczba drobnoustrojow tlenowych (1:10)YH) agar z ekstraktem droz- 30 72
mezofilnych w 1 g produktu 1:100, 1:1000, 1:10000, dzowym
(1:100000)?%)
2 Miano coli 1:10, 1:100, 1:1000, podtoze z zbkcig i ziele- 37 48
(1:10000)?) nig brylantowag
3 Liczba przetrwalnikow Bacillus cereus w 1 g 1:10, 1:100 agar z czerwienia feno- 30 72
produktu lowa, z 26itkiem jaja '
i polimyksyna
4 Liczba przetrwalnikéw tlenowych bakterii 1:10, 1:100, (1:1000)%) agar ze skrobig wg 37 48
amylolitycznych 1 g produktu Waksmana
S Wykrywanie obecnosci gronkowcodw koagu- 1:10 .
lazododatnich w 0,1 g produktu zgadmie: z PN-75/A-04024
6 Wykrywanie obecnosci pateczek Salmonella | rozdrobniona prébka — woda peptonowa lub 37 24
w 25 g produktu (25 g) — podtoze SF i podioze 37 24
Z czterotionianem
sodu
7 Miano beztlenowych laseczek (dla produktéow | 1:10, 1:100 podtoze Wrzoska 37 24--48
w hermetycznych opakowaniach)
8 Liczba plesni 1 drozdzy w 1 g produktu 1:10, 1:100, 1:1000 podtoze Sabouraud 30 4872
') Wysiewa¢ w przypadku produktéw o niskim stopniu zakazenia.
) Wysiewa¢ w przypadku produktéw podejrzanych o wysoki stopiefi zakazenia.
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3.3. Oznaczanie ogoélnej liczby drobnoustrojéow tleno-
wych, mezofilnych

3.3.1. Wykonanie posiewu. Przed przystgpieniem do
wlasciwych posiewdw nalezy dermatografem zaznaczy¢
na kazdej plytce: numer proby, rozcienczenie, date wy-
siewu 1 rodzaj podtoza.

Z 3 kolejnych rozcienczen 1:100, 1:1000, 1:10000,
przygotowanych zgodnie z 3.1.3 przenie$¢ pipeta po
1 cm? materialu réwnolegle na 2 plytki Petriego.

Badany material zalaé¢ (najpdzniej po 20 min) roz-
puszczonym 1 ostudzonym do temperatury 45-50°C
agarem z ekstraktem drozdzowym (zatgcznik 4 p. 3.3)
w ilosci okoto 15 cm?. Pozywke¢ wymiesza¢ dokladnie
z materialem badanym, poruszajgc ostroznie zamknigta
pltytka w kierunkach wzajemnie prostopadtych.

Po zestaleniu agaru ptytki odwrécone dnem do gory
wstawi¢ do cieplarki o temperaturze 30°C na 72 h.

3.3.2. Odczytanie wyniku. Po okresie inkubacji ptytki
nalezy obejrze¢, a do liczenia przeznaczy¢ te, na kto-
rych liczba kolonii waha si¢ w granicach 30--300. Przy
liczeniu kolonii nalezy zaznacza¢ je dermatografem, aby
unikngé¢ pomytek. W celu utatwienia liczenia kolonii
ptytke umiesci¢ w specjalnym aparacie do liczenia lub
potozyé na ciemnym tle. Przy liczeniu bardzo drobnych
kolonii uzyé lupy.

3.3.3. Obliczanie i podawanie wynikéw

a) Jezeli jedna lub obie plytki z tego samego roz-
cienczenia zawierajg liczb¢ kolonii zawartg w granicach
30300 obliczy¢ $rednig arytmetyczng kolonit z obu
plytek. Otrzymane liczby zaokragli¢ w nast¢pujacy spo-
sob:

— Jjezeli otrzymana liczba jest mniejsza niz 100, zao-
kragli¢ do najblizszej wielokrotnosci 5:
np. 83 — 85,

82 — 80,

— jezeli otrzymana liczba jest wigksza niz 100 1 kon-
czy sie na 5, zaokragli¢ do najblizszej wielokrotnosci 20:
np. 115 — 120,

145 — 140,

— jezeli otrzymana liczba jest wigksza niz 100 1 nie
konczy si¢ na 5, zaokragli¢ do najblizsze; wielokrot-
nosci 10:
np. 113 — 110,

117 — 120.

Mnozac liczb¢ obliczong w powyzszy sposdb przez
odwrotnos$¢ rozcienczenia otrzymuje si¢ liczbe drobno-
ustrojow w 1 g produktu. Wynik podawa¢ w postaci
potegl dla liczb zawartych migdzy 1,0 a 9,9 pomnozo-
nych przez 10%, gdzie x stanowi wykladnik potegi. Np.
w posiewach z rozcienczenia 1:1000 stwierdzono 240
kolonii co si¢ rowna 240000; wynik zaleca si¢ podawac
jako 2,4 - 10°.

b) Jezeli na ptytkach z dwéch kolejnych rozcienczen
liczba kolonii miesci si¢ w granicach 30300, obliczy¢
liczb¢ z kazdego rozcienczenia wg poz. a). Wynik po-
da¢ jako $rednig arytmetyczng kolonii z dwoch uzyska-
nych liczb z kazdego rozcienczenia. W przypadku gdy
stosunek wzajemny liczb z kazdego rozcienczenia jest
wigkszy niz 2, nalezy uwzgledni¢ warto$¢ nizszg. Np.
Srednia arytmetyczna liczby kolonii z rozcienczenia

1:10=260, $rednia arytmetyczna liczby kolonii z roz-
cienczenia 1:100=780, 780:260=3, nalezy wigc uwzgled-
ni¢ $rednig arytmetyczng liczby kolonii z rozcienczenia
1:10, czyli wynik podaé jako 2,6-10°.

c) Jezeli stwierdza si¢ mniej niz 30 kolonii na ptyt-
kach z najmniejszego rozcienczenia dziesigtnego — wy-
nik poda¢ jako:

— mniej niz 30 drobnoustrojéow X n/g, gdzie n stanowi
wskaznik rozcienczenia.

d) Jezeli nie stwierdza si¢ wzrostu kolonii na ptyt-
kach z najmniejszego rozcienczenia dziesi¢tnego wynik
podaé jako:

— mniej niz 1 drobnoustrdj X n/g, gdzie n stanowi
wskaznik rozcienczenia.

e) Jezeli stwierdza si¢ wigcej niz 300 kolonii na ptyt-
kach z najwyzszego rozcienczenia dziesigtnego wynik
podaé jako wiecej niz 300 drobnoustrojow X n/g, gdzie
n stanowi wskaznik rozcienczenia.

3.4. Oznaczanie miana coli

3.4.1. Wykonanie posiewu. Z 3 kolejnych rozcienczen
1:10, 1:100, 1:1000 przygotowanych zgodnie z 3.1.2
i 3.1.3 przenie$¢ po 1 cm?® badanego materiatu do pro-
béwek z podtozem z zolcig 1 zielenig brylantowg (za-
tacznik 4 p.3.4).

Probowki z posiewami umiesci¢ w cieplarce o tem-
peraturze 37°C na 48 h.

3.4.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Wzrost na
pozywce oraz wystgpowanie gazu w rurce Durhama
wskazuje na obecnos$¢ bakterii z grupy coli.

Dla potwierdzenia wyniku z 2 ostatnich probowek,
w ktérych stwierdzono gaz, pobra¢ ezg nieco materiatu
i przenie$¢ na powierzchni¢ dobrze obsuszonego podto-
za Endo (zatgcznik 4 p. 3.5).

Wykonaé posiew redukcyjny, aby otrzymac pojedyn-
cze kolonie.

Pateczki z grupy coli rosng na podtozu Endo w po-
staci kolonii r6zowych lub czerwonych z metalicznym
potyskiem.

Z charakterystycznych kolonii nalezy sporzadzi¢ pre-
parat mikroskopowy barwiony metoda Grama (zatacz-
nik 3). Pateczki z grupy coli nalezg do drobnoustrojow
Gram-ujemnych. Jako miano coli podaé ostatnie roz-

* cienczenie, w ktorym przy posiewie na pozywke z zotcig
‘1 zielenig brylantowa, stwierdzono obecno$é pateczek

z grupy coli, potwierdzong przez wzrost na podiozu
Endo 1 barwienie metoda Grama (zalgcznik 3).
Przy braku wzrostu w rozcienczeniu 1:10 nalezy po-
da¢, ze bakterii z grupy coli nie stwierdzono w 0,1 g.
W przypadku dalszych badan w celu okreslenia miana
Escherichia coli, nalezy ze wszystkich posiewoéw dodat-
nich, na podlozu z zéicig 1 zielenig brylantowg, prze-
sia¢ hodowlg do probéwek z nowym podlozem z z6icig
1 zielenig brylantowa oraz do probdéwek z woda pep-
tonowa (zatacznik 4. p. 3.6). Posiewy inkubowac w taz-
ni wodnej o temperaturze 44 10,5°C w ciggu 48 h.
Po okresie inkubacji do probéwek z woda peptonowg
doda¢ ostroznie, nawarstwiajac po $ciance, par¢ kropli
odczynnika Kovacsa (zalacznik 4 p. 2.7). Powstanie
ré6zowego pierscienia Swiadczy o obecnosci indolu (wy-
nik dodatni). Wytwarzanie gazu na podiozu z z6lcig
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i zielenig brylantowa w temperaturze 44°C oraz dodat-
nia proba na indol swiadcza o obecnosci Escherichia
coli. Jako miano Escherichia coli podaé ostatnie roz-
cieiczenie, w ktérym stwierdzono obecno$¢ tych pate-
czek przy posiewie na podiozu z zdbkcig 1 zielenig bry-
lantowa potwierdzong probg na indol.

3.5. Oznaczanie liczby przetrwalnikow Bacillus cereus

3.5.1. Metoda posiewu na podloze agarowe z czerwie-
nia fenolowa zottkiem jaja i polimyksyna wg Mossela

3.5.1.1. Wykonanie posiewu. Z rozcienczenia 1:10
przygotowanego zgodnie z 3.1.2 przela¢ jalowo okoto
100 cm® homogenizatu do stoika pojemnosci 200 cm?
z doszlifowanym korkiem 1 doktadnie wymieszac. Stoik
umiesci¢c w tazni wodnej w temperaturze 80°C 1 stale
mieszajgac ogrzewac przez 20 min. Po ogrzaniu miesza-
ning ostudzi¢, wykona¢ dodatkowe rozcienczenie (1:100)
zgodnie z 3.1.3 1 przenie$¢ po 0,1 cm? z rozcienczenia
1:10 1 1:100 na powierzchni¢ dobrze obsuszonego pod-
loza przygotowanego zgodnie z zalacznikiem 4 p. 2.7.
Dodatkowo z rozcienczenia 1:10 posiaé¢ po 0,5 cm® na
dwie ptytki, aby obliczy¢ liczbg¢ kolonii w przypadku
matego zakazenia produktu przez Bacillus cereus. Na-
tychmiast rozprowadzi¢ material na calej powierzchni
ptytki za pomoca glaszczki wysterylizowanej przez za-
nurzenie w alkoholu 1 opalenie. Inkubacj¢ prowadzié
w temperaturze 30°C 1 ogladaé¢ po 24 1 48 h.

3.5.1.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Na poda-
nym podlozu bakterie Bacillus cereus rosng w postaci
ptaskich, lekko ré6zowych kolonii, wokét ktorych po-
wstaje zo6tfta strefa wytrgconych kwaséw thuszczowych
i takie kolonie nalezy policzy¢, a wynik przedstawié
zgodnie z p. 3.3.3 (uwzglgdniajgc mniejszg ilos¢ ma-
teriatu wysiewanego na plytk¢ w tym oznaczeniu).

Dla potwierdzenia wynikéw dodatnich z typowych
kolonii, woko6t ktérych powstata wyrazna strefa zmet-
nienia, wykonac eza posiew redukcyjny na powierzchni
agaru bulionowego z krwig przygotowanego wg zatacz-
nika 4 p. 3.8 oraz iglg bakteriologiczng wktu¢ do shup-
ka z zelatynag przygotowanego wg zalgcznika 4 p. 3.9.
Posiewy inkubowac przez 24 -+ 48 h w temperaturze
30 £1°C, stupki z zelatyng przed odczytaniem wyniku
umiesci¢ na 1 = 2 h w lodéwce w temperaturze okoto
4°C. Kolonie Bacillus cereus powoduja wyrazng hemoli-
z¢ krwi 1 rozplynniajg zelatyng.

3.5.2. Metoda posiewu na podloze zastgpcze (podtoze
agarowe z zdéttkiem jaja)

3.5.2.1. Wykonanie posiewu. Posiewy na podtoze aga-
rowe z zoOltkiem jaja, przygotowane wg zalacznika 4
p. 3.10, wykona¢ jak w 3.5.1. Posiewy inkubowac
w temperaturze 30 £1°C 1 oglada¢ po 24 i 48 h.

3.5.2.2. Odczytanie wyniku. Na podanym podtozu
bakterie Bacillus cereus rosng w postaci ptaskich, bia-
tych kolonii, woko6t ktérych powstaje strefa zmetnienia.
Wyroste kolonie liczy¢ 1 sprawdzac¢ jak w 3.5.1.2.

3.6. Oznaczanie liczby przetrwalnikow bakterii tleno-
wych amylolitycznych

3.6.1. Wykonanie posiewu. Z rozcienczenia 1:10 pa-
steryzowanego 1 ostudzonego zgodnie z 3.5.1.1 wykona¢
dodatkowe rozcienczenie (1:100) zgodnie z 3.1.3, prze-
nies¢ po | cm?® z rozcienczen 1:10, 1:100 na 2 row-

nolegte plytki Petriego i zala¢ agarem ze skrobig wg
Waksmana (zatacznik 4 p. 3.11).
Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 48 h.

3.6.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Na podanym
podtozu bakterie amylolityczne rozkladaja skrobig i po
zalaniu ptynem Lugola (zalacznik 4 p. 2.5) wokot ich
kolonii pozostaje niezabarwiona, jasna strefa. Takie ko-
lonie nalezy policzy¢, a wynik przedstawi¢ zgodnie
z 3.3.3.

3.7. Wykrywanie obecnosci gronkowcow koagulazodo-
datnich w 0,1 g produktu — wg PN-75/A-04024.

3.8. Wykrywanie obecnosci pateczek z grupy Salmo-
nella w 25 g produktu

3.8.1. Przednamnazanie stosowac tylko przy badaniu
wyrobow o niskiej wilgotno$ci. Z probki rozdrobnione;)
zgodnie z 3.1.1 odwazy¢, postugujac si¢ jalowym skal-
pelem, 25 g produktu do jatowego naczynia homoge-
nizatora lub woreczka Stomachera, doda¢ okolo
250 c¢cm® zbuforowanej wody peptonowej (zalgcznik 4
p. 3.12) i homogenizowac¢ zgodnie z 3.1.2. Nastgpnie
zhomogenizowana zawiesing przenies¢ z zachowaniem
warunkow jatowosci do jatowej kolby pojemnosci
500 cm?. Posiewy inkubowaé w temperaturze 37 £1°C
nie krécej niz 16 h i nie dluzej niz 20 h.

3.8.2. Namnazanie selektywne

a) W przypadku stosowania przednamnazania
po okresie inkubacji pobraé w sposéb jatowy dwukrotnie
po okoto 10 cm?® hodowli i przenie$é do 2 kolb, z kto-
rych jedna zawiera 100 cm?® podloza z czterotionianem
sodowym (zaigcznik 4 p. 3.13), a druga 100 cm? podto-
za SF (zatacznik 4 p. 3.14). Posiane podtoza inkubowa¢
w temperaturze 37°C przez 24 h do 48 h.

b) W przypadku pominigcia przednamnazania z prob-
ki rozdrobnionej zgodnie z 3.1.1 odwazy¢, postugujgc si¢
jatowym skalpelem, dwukrotnie po 25 g produktu do
jatowego naczynia homogenizatora lub woreczka Sto-
machera i dodaé do jednej préobki 100 cm?® podtoza
z czterotionianem sodowym (zalgcznik 4 p. 3.13), a do
drugiej — 100 cm® poditoza SF (zatacznik 4 p. 3.14)
1 homogenizowa¢ zgodnie z 3.1.2. Nastepnie zhomoge-
nizowang zawiesin¢ przenie$¢ z zachowaniem warun-
kéw jalowosci do jalowej kolby pojemnosci 200 cm?.
Posiane podloza inkubowaé w temperaturze 37°C przez
24 h do 48 h.

3.8.3. Przesiew na podloia state, odczytanie wynikow.
Po 24 h, a nastgpnie po 48 h inkubacji z obu podlozy
plynnych wykonac ezg posiew redukcyjny na powierzch-
ni dwoch ptytek Petriego: jednej z podtozem agarowym
z zielenig brylantowa i czerwienig fenolowg (zatacznik 4
p. 3.15), drugiej z podtozem SS (zalacznik 4 p. 3.16),
lub Mac Conkey’a (zatacznik 4 p. 3.17).

Posiewy na podlozach stalych inkubowaé¢ w tempera-
turze 37+1°C przez 20 — 24 h.

Jezeli wzrost wysianych drobnoustrojéw jest staby
1 nie stwierdza si¢ obecnosci typowych dla pateczek
Salmonella kolonii, posiane plytki nalezy reinkubowacd
przez dalsze 20 =~ 24 h w temperaturze 37 £1°C.

Na podiozu z zielenig brylantowag 1 czerwienig fe-
nolowa pateczki Salmonella tworza kolonie drobne,
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wypukte, nieprzezroczyste, rozowobiate, otoczone czer-
wono potlyskujacym podiozem.

Na podtozu SS paleczki Salmonella tworzg kolonie
drobne, wypukte, przejrzyste, bezbarwne lub lekko ré-
zowe. Szczepy wytwarzajace siarkowodor tworzg kolo-
nie z czarnym S$rodkiem.

Na podtozu Mac Conkey’a pateczki Salmonella rosng
w postaci przejrzystych kolonii.

3.8.4. Potwierdzenie wyniku. Podejrzane o przyna-
lezno$¢ do grupy Salmonella kolonie nalezy identyfiko-
wac zgodnie z PN-64/A-04023.

W  przypadku niestwierdzenia obecnosci bakterii
z grupy Salmonella w posiewach na podtozach statych
nalezy poda¢, ze bakterii z grupy Salmonella nie stwier-
dzono w 25 g produktu.

W przypadku stwierdzenia obecnosci bakterii w po-
siewach na jednym lub na obu podiozach nalezy podaé,
ze bakterie z grupy Salmonella stwierdzono w 25 g pro-
duktu.

3.9. Oznaczanie miana beztlenowych laseczek prze-
trwalnikujacych

3.9.1. Wykonanie posiewu. Z rozcienczen 1:10 1 1:100
przygotowanych zgodnie z 3.1.2 i z 3.1.3 przenie$é¢ po
1 cm® badanego materiatu do 2 probéwek z podtozem
Wrzoska (zatacznik 4 p. 3.18). Przed wysiewem podtoze
regenerowac¢ w temperaturze 100°C przez 10 min i na-
tychmiast schtodzi¢ w zimnej wodzie. Posiew wykonaé
zanurzajgc pipet¢ pod warstwe parafiny w taki sposob,
aby nie wprowadzi¢ powietrza do podtoza. Po posiewie
jedna z probowek z kazdego rozcienczenia ogrzewacd
w temperaturze 80°C przez 10 min w celu zabicia
wegetatywnych form bakterii beztlenowych.

Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez
48 =+ 72 h.

3.9.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. W przypadku
wykrycia gazu pod parafing wykona¢ preparat barwio-
ny metodag Grama (zalacznik 3). W przypadku stwier-

dzenia laseczek Gram-dodatnich wykonac dalsze bada-
nia. Pipetg pasterowskg pobra¢ z dna probowki nieco
materialu 1 przenie$¢ na plytke Petriego, ktorg zalewa
si¢ ostudzonym do temperatury 45°C podiozem Wilson-
-Blaira (zalacznik 4 p. 3.18).

Po zastygni¢ciu podioza Wilson-Blaira ptytke zalac
grubg (okoto 2 cm) warstwg agaru wodnego (zalgcz-
nik 4 p. 3.20) lub hodowa¢ w anaerostacie w celu
stworzenia warunkow beztlenowych. Posiewy inkubo-
waé¢ w temperaturze 37°C przez 48 h. Zaczernienie
calego podtoza lub wokét kolonii $wiadczy o obecnosci
beztlenowcow redukujacych siarczyny.

Jako miano laseczek beztlenowych przetrwalnikuja-
cych poda¢ ostatnie rozcienczenie, w ktorym stwierdzo-
no gaz na podtozu Wrzoska 1 zmetnienie (potwierdzo-
ne przez dalsze badania) w szeregu probowek ogrza-
nych po posiewie.

3.10. Oznaczania liczby plesni i drozdzy

3.10.1. Wykonanie posiewu. Z 3 kolejnych rozcien-
czen: 1:10, 1:100, 1:1000, przygotowanych zgodnie
z 3.1.2 i 3.1.3, przenie$¢ po 1 cm’ badanego materiatu
réwnolegle na 3 ptytki Petriego 1 zala¢ rozpuszczonym
podtozem agarowym z ekstraktem drozdzowym, gluko-
zg 1 chloramphenicolem (zatagcznik 4 p. 3.21). W przy-
padku kilopotéw z uzyskaniem antybiotyku dopuszcza
si¢ stosowanie podtoza Sabouraud (zatacznik 4 p. 3.22).

Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 30°C przez 72 h,
a w przypadku braku wzrostu do 5 dni.

3.10.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Obserwacje
wzrostu kolonii przeprowadzi€ po raz pierwszy po 48 h,
a nast¢pnie w odstepach 24 h w celu uchwycenia wiasci-
wego momentu ich rozwoju, umozliwiajgcego doktad-
ne policzenie; oddzielnie liczyé kolonie drozdzy i ple$ni.
Jezeli plesnie wyrosty tylko na jednej z posianych ply-
tek nalezy ja pomingé¢, wynik przedstawi¢ zgodnie
z 3.3.3.

KONIEZC

Zataczniki 4
Informacje dodatkowe

ZALACZNIK 1

APARATURA, SPRZET 1 MATERIALY POMOCNICZE

1. Pobieranie probek

Noze, topatki, tyzki, szczypce.

Stoiki zamykane na szIif lub inne szczelnie zamykane
pojemnosci 500 =+ 1000 cm?

Pojemniki plastikowe z pokrywa o wymiarach okoto
30X20X15 cm.

Papier pergaminowy lub folia aluminiowa.

2. Przygotowanie probki do badan

Mtynek huraganowy (rozdrabniacz GM-2).

Homogenizator Unipan typ 302 lub inny np. Stoma-
cher.

Mozdzierz porcelanowy o $rednicy 20 cm z tlucz-
kiem.

3. Wykonywanie posiew6w mikrobiologicznych i badan
mikroskopowych.

Mikrowytrzgsarka np. Miero-shaker typ 302 m pro-
dukcji ,,Premed".

Cieplarka z termoregulacjg o temperaturze 30 £1°C.

Cieplarka z termoregulacjg o temperaturze 37 £1°C.

Anaerostat.

f aznia wodna o temperaturze 80°C.

Lupa o 8-krotnym powig¢kszeniu.

Mikroskop biologiczny z obiektywem imersyjnym.

Probowki bakteriologiczne o wymiarach 1,6X18 cm.

Pipety 10 cm’.

Pipety serologiczne 1 cm’.

Ptytki Petriego o S$rednicy 10 cm.
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Stoiki z doszlifowanym korkiem 200 cm?®.

Rurki Durhama.

Szkietka przedmiotowe.

Szkietka przykrywkowe.

Skalpel.

Pipety pasterowskie wykonane z rurek szklanych ze
szkta naturalnego, dlugosci 15 c¢cm i $rednicy 0,6 cm,
zamknigtych z obu stron koreczkami z waty. Z kazdej
rurki uzyskuje si¢ 2 pipety pasterowskie przez silne
ogrzanie rurki palnikiem w Srodku je; dlugosci 1 wy-
ciggnigcia w kapilarg.

Glaszczki szklane wykonane z pregcikéw szklanych
o srednicy 0,35 cm 1 dlugosci 20 cm poprzez zgigcie
pod katem prostym 3 cm odcinka koncowego. Konce
precikOw szklanych powinny byé zaokraglone.

Eza (oczko platynowe) wykonane z drucika platy-
nowego (lub cz¢sciej tantalowego) umieszczonego w ob-

sadce. Wolny koniec zawija si¢ w ksztalcie kotka
o $rednicy 2 +— 5 mm.

4. Przygotowywanie podlozy

Wiréwka 3000 obr/min.

Pehametr.

Lodowka.

Waga techniczna.

Waga analityczna.

§. Sterylizacja podiéz i szkia

Autoklaw.

Aparat Kocha.

Suszarka z termoregulacjg o temperaturze 160 -
+ 180°C.

Filtr bakteriologiczny: aparat z saczkami EK lub
aparat do sgczko6w membranowych z sgczkami coli
5 lub $wieca Berkefelda lub $wieca Chamberlanda.

ZALACZNIK 2

PRZYGOTOWANIE APARATURY, SPRZETU I SZKLA LABORATORYJNEGO DO BADAN
MIKROBIOLOGICZNYCH

1. PRZYGOTOWANIE SPRZETU I MATERIALOW
DO POBIERANIA I OPAKOWANIA PROBEK

Drobny sprzet do pobierania prébek (tyzki, noze,
szczypce itp.) nalezy wyjalowié, po uprzednim szczel-
nym zapakowaniu w papier, w suszarce (w ciggu 1 h
w temperaturze 170°C) lub autoklawie (w ciggu 20 min
w temperaturze 121°C). Mozna réwniez jatowié przez
zanurzenie w skazonym alkoholu 1 ostrozne opalanie
bezposrednio przed uzyciem.

Stoiki jatowi¢ zgodnie z warunkami mycia i wyjato-
wienia szkta laboratoryjnego wg p. 3. Papier lub foli¢
nalezy jatowi¢ po ztozeniu w niewielkie pakiety w su-
szarce w ciggu 2 h w temperaturze 130°C. Pojemniki
plastykowe jako opakowania posrednie powinny by¢
doktadnie wymyte i osuszone.

2. PRZYGOTOWANIE ROZDRABNIACZA
I HOMOGENIZATORA DO BADAN

Przed uzyciem ww. aparatow ich czg¢éci stykajace si¢
-bezposrednio z badang probg nalezy doktadnie wymy¢
i osuszy¢. Czgdci aparatow nie osadzone na stale, jak
pojemniki, nozyki tngce, nalezy wyjatowié w suszarce
(w ciggu 1 h w temperaturze 170°C) lub autoklawie
(w ciggu 20 min w temperaturze 121°C).

Przedmioty te nalezy sterylizowa¢ dokladnie opako-
wane w papier. Cz¢Sci urzadzen osadzone na stale,
a stykajgce si¢ rowniez z badang prébg, po wymyciu
| osuszeniu, bezposrednio przed uzyciem nalezy prze-
my¢ skazonym alkoholem i ostroznie opalié.

3. PRZYGOTOWANIE SZKLA
LABORATORYJNEGO DO BADAN

3.1. Mycie szkia nowego. Nowe szklo nieuzywane,
w celu usunigcia niepozadanych substancji alkalicznych,

nalezy umiesci¢ na kilka godzin w l-procentowym roz-
tworze kwasu solnego lub wygotowa¢ w nim w ciggu
15 <+ 20 min. Nast¢gpnie nalezy szklo wyplukaé¢ w wo-
dzie wodociggowej, a pozniej kilkakrotnie w destylowa-
nej.

3.2. Mycie szkla uzywanego. Po usuni¢ciu zawartosci
szkto nalezy wymy¢ za pomocg szczotki w cieplej wo-
dzie 7z dodatkiem detergentu syntetycznego (Ludwik,
Kokosal, FF itp.), nastgepnie doktadnie wyptukac w cie-
ptej wodzie biezacej 1 kilkakrotnie w wodzie destylo-
wanej.

Pipety silnie zanieczyszczone substancjami organicz-
nymi lub inne rodzaje szkla z zanieczyszczeniami nie
dajacymi si¢ usungé w powyzszy sposOb nalezy po
usuni¢ciu zawartosci 1 wymyciu zanurzy¢ co najmniej
na 24 h w mieszaninie chromowej, po czym nalezy
doktadnie wyptuka¢ w wodzie biezacej, a nast¢pnie
kilkakrotnie w wodzie destylowanej.

Szkietka przedmiotowe i przykrywkowe uzywane na-
lezy gotowa¢ w wodzie z dodatkiem detergentéw przez
30 min, a nast¢pnie umy¢é w wodzie biezacej, osuszy¢
1 przechowywa¢ w naczyniu z mieszaning alkoholu
etylowego 1 eteru etylowego w stosunku 1:1.

Szklo zawierajagce hodowle drobnoustrojéw nalezy
przed przystgpieniem do mycia odkazal przez:

a) gotowanie przez 30 min w aparacie Kocha,

b) umieszczenie w plynie odkazajacym (2-procento-
wym lizolu lub S5-procentowym sterinolu) na 12 h.

Szczegdlnie ostroznie nalezy obchodzi¢ si¢ ze szklem
(np. ptytkami, probéwkami), ktére bezposrednio konta-
ktowato si¢ z drobnoustrojami chorobotwdrczymi.
Szkio zawierajagce drobnoustroje chorobotworcze
umieszcza si¢ w pojemniku z pokrywa specjalnie do
tego celu przeznaczonym 1 wyjalawia w autoklawie
w temperaturze 121°C nie krécej niz 30 min.
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3.3. Odttuszczanie szkta. Szkietka podstawowe stuza-
ce do sporzadzania preparatow mikroskopowych nalezy
doktadnie odtlusci¢ w alkoholu, a jezeli to nie daje
zadowalajgcego efektu, to poprzez parokrotne przeptu-
kanie mieszaning odtluszczajaca (zalagcznik 4 p. 2.3),
a nast¢pnie wytrze¢ do sucha.

3.4. Wyjalawianie szkla. Szklo przeznaczone do wy-
jatawiania powinno by¢ dokladnie wymyte 1 wysuszone.

Szklto do wyjalawiania nalezy przygotowaé w sposéb
nast¢pujacy: plytki Petriego zawija si¢ w papier (po-
~ jedynczo lub po kilka) albo umieszcza w metalowych
tubusach. Probéwki korkuje si¢ korkami z waty 1 zawi-
ja dokladnie papierem w paczki zawierajgce po 10 +
<+ 20 sztuk. Kolby ptaskodenne i kolby stozkowe kor-
kuje si¢ podobnie jak probéwki i naklada na korek
kapturek z papieru. Pipety po umieszczeniu w ich gor-
nym otworze wacika pakuje si¢ w papier pojedynczo
lub po kilka, obwigzujac sznurkiem, lub umieszcza
w specjalnych tubusach. Rurki szklane na pipety pa-
sterowskie pocigete na odcinki o dtugosci okoto 15 cm
1 zatkane z obydwu koncéw wata pakuje si¢ w papier
po 20 =+ 30 sztuk. Naczynia z korkiem doszlifowanym
wyjalawia si¢ nastgpujaco: otwor zawija si¢ papierem
1 obwigzuje sznurkiem, oddzielnie zawija si¢ w papier
korek 1 przywigzuje do szyjki naczynia. Szkto wyjatawia
si¢ suchym powietrzem w suszarce w ciggu 1 h w tem-

peraturze 170°C (liczgc od czasu osiggnigcia tej tempe-
ratury). Stosowanie wyzszych temperatur moze spowo-
dowaé zweglenie korkéw i opakowan papierowych. Po
ukonczeniu sterylizacji szkto wyja¢ z suszarki po spad-
ku temperatury ponizej 50°C.

3.5. Przechowywanie jalowego szkla. Szkilo wyjato-
wione przechowywaé w czystych 1 szczelnie zamknig-
tych szafach laboratoryjnych.

4. PRZYGOTOWANIE FILTROW
BAKTERIOLOGICZNYCH DO STERYLIZACJI
ROZTWOROW

Saczki Seitza nalezy zaktadac¢ do aparatu, nie dokrg-
cajac catkowicie nasadki i wyjalawia¢ wraz z aparatem
w autoklawie po owinigciu gornej cz¢scl aparatu w pa-
pier. Przed uzyciem filtru nasadk¢ nalezy dokrgcic.
Saczki Coli 5 wyjatowié¢ przez gotowanie w ciggu 30 min
w wodzie destylowanej 1 naktada¢ z zachowaniem wa-
runkow jatowosci do aparatu uprzednio wyjatowionego.
Swiece Chamberlanda po wymyciu i wysuszeniu wyza-
rzy¢ w piecu muflowym w temperaturze 500°C, prze-
my¢ woda destylowana i wyjatawia¢ wraz z korkiem
gumowym dopasowanym do kolby ssawkowej po owi-
nieciu calo$ci w papier. Kolbe ssawkowg owinigta w pa-

.pier wyjatawi¢ oddzielnie w suszarce.

ZALACZNIK 3

BARWIENIE PREPARATOW METODA GRAMA

1. Przygotowanie preparatu do barwienia. Na doktad-
nic odtluszczone (zatacznik 2 p. 3.3) szkietko podsta-
wowe nanies¢ kropl¢ wody 1 material pobrany za po-
mocg ezy. Wykona¢ rOwnomierny cienki rozmaz o po-
wierzchni okoto 2 cm? Preparat wysuszy¢ w tempera-
turze pokojowej. Po wysuszeniu preparat utrwalié
przeprowadzajac szkietko trzykrotnie przez ptomien na
granicy $wiecgcej 1 nie$wiecgcej czg¢sci ptomienia.

2. Wykonanie barwienia. Szkietko z utrwalonym roz-
mazem umies$ci¢ na podstawce do barwienia 1 zalaé
fioletem krystalicznym (zatgcznik 4 p. 2.4), tak aby

pokry¢é caly preparat. Po uptywie 2 + 3 min preparat
opluka¢ wodg i zala¢ plynem Lugola (zalacznik 4
p. 2.5) na 1+2 min. Plyn Lugola zla¢, a preparat prze-
mywaé 96-procentowym alkoholem etylowym tak diu-
go, az sptywajacy ze szkietka (trzymanego skosmie) al-
kohol przestanie si¢ zabarwia¢. Nastgpnie przemyc¢ wo-
da i nanie$¢ roztwor fuksyny (zalacznik 4 p. 2.6). Po
uptywie 1520 s preparat wyptukaé¢ woda, wysuszyc
1 oglagda¢ pod immersj3.

3. Interpretacja wyniku. Bakterie zachowujgce fiole-
towe zabarwienie s3 Gram-dodatnie, natomiast bakterie
zabarwione na czerwono sg Gram-ujemne.

ZALACZNIK 4

ROZTWORY I PODLOZA

1. POSTANOWIENIA OGOLNE
Do regulowania pH roztwor6ow i1 podtéz uzywac 10-
-procentowego wodorotlenku sodowego 1 10-procento-
wego kwasu solnego.
Do przygotowania roztworow i podtéz mikrobiolo-
gicznych stosowaé odczynniki odpowiadajace czystosci
cz.d.a.

2. ROZTWORY PODSTAWOWE I BARWNIKI
2.1. Piyn Ringera

Woda destylowana 1000,0 cm?’.
Chlorek sodowy 9,0 g.
Chlorek potasowy 0,42 g.
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Chlorek wapniowy bezwodny 0,24 g
lub _

Chlorek wapniowy sze$ciowodny 0,48 g.

Weglan sodowy jednozasadowy 0,20 g.

Skiadniki rozpusci¢ w wodzie przez ogrzewanie w pa-
rze biezacej przez 15 min. Nast¢pnie rozcienczyé cztero-
krotnie: 1 cz¢$¢ uzyskanego roztworu zmieszaé z 3 czes-
ciami wody destylowanej i wyjatawia¢ w temperaturze
121°C przez 20 min.

2.2. Ptyn do rozciedczen

Chlorek sodowy 8,5 g.

Pepton 1,0 g.

Woda destylowana do 1000,0 cm?.

Skiadniki rozpusci¢ w wodzie, pH doprowadzié¢ do
7,3 10,1, zagotowad, przesgczyé. Rozlaé do kolb i ste-
rylizowaé¢ w temperaturze 121°C przez 20 min.

2.3. Mieszanina odtluszczajgca. Zmieszaé rowne obje-
tosci chloroformu i eteru. Przechowywaé w butelce
z ciemnego szkla.

2.4. Fiolet krystaliczny
Roztwér A

Fiolet krystaliczny 0,4 g.

Alkohol etylowy 96-procentowy 10,0 cm’.
Roztwér B

Fenol, roztw6ér wodny 1-procentowy 100,0 cm?,

Zmieszaé roztwory A i B.

2.5. Plyn Lugola

Woda destylowana 300,0 cm’.

Jod 10 g.

Jodek potasowy 20 g.

Jodek potasowy rozpusci¢ w kilku cm? wody, dodaé
jod i po jego catkowitym rozpuszczeniu uzupetnié po-
zostala woda. Do identyfikacji drobnoustrojéw rozkta-
dajacych skrobi¢ stosowaé ptyn Lugola rozcieficzony
w stosunku 1:1.

2.6. Fuksyna fenolowa
Roztwoér A

Fuksyna zasadowa 0,3 g.

Alkohol etylowy 96-procentowy 10,0 cm?.
Roztwér B

Fenol, roztwér wodny S-procentowy 100,0 cm’.

Zmiesza¢ roztwory A i B. Do barwienia uzywaé
roztwor fuksyny rozcienczony woda destylowang 10 =+
=+ 20-krotnie.

2.7. Odczynnik Kovidcsa (do wykrywania indolu)

p-Dwumetyloaminobenzaldehyd 5,0 g.

Alkohol amylowy 96-procentowy 75,0 cm?.

Kwas solny stezony 25,0 cm?.

Aldehyd rozpusci¢ w alkoholu, ogrzewajac w tempe-
raturze 55°C. Ozigbié i dodaé kwas. Przechowywaé
w ciemnej butelce w temperaturze okoto 4°C.

2.8. Emulsja i6ttka jaja. Jajko starannie wymy¢,
optukac kilkakrotnie pod biezgcg woda, wytrzeé do su-
cha czystg Sciereczka lub kawatkiem ligniny, nastepnie
powierzchni¢ jaja, pod ktéra znajduje si¢ komora po-
wietrza, przetrze¢ kawatkiem waty lub ligniny zwilzonej
skazonym alkoholem i opali¢. Przy uzyciu jalowego
'ségalpela nadtiuc skorupk¢ znajdujgcg si¢ nad komora
powietrza i jatowa pipeta pojemnosci 10 cm?® usunaé
z jajka biatko. Powigkszyé otwor w skorupce, odtamu-

jac czes$¢ skorupki jatowa pincetg i wpusci¢ z6ttko do
jatowego cylindra pomiarowego pojemnosci 100 cm?.
Dodac¢ ilo$¢ ptynu fizjologicznego, w przyblizeniu row-
na objetosci zo6ttka. Za pomoca jalowego precika szkla-
nego rozbié starannie z6ttko i dobrze wymieszad z fizjo-
logicznym roztworem soli, a nast¢pnie przela¢ do jato-
wej kolbki. Wszystkie czynnosci wykonywacé z zacho-
waniem warunkow jatlowosci. Uzyskang emulsj¢ z6ttka
jaja sprawdzi¢ na jalowos¢, posiewajac 1 cm® na agar
bulionowy przygotowany wg p. 3.2. Wysiew inkubowa¢é
w temperaturze 20°C przez 72 h. Do kazdego oznacza-
nia nalezy przygotowaé $wieza emulsj¢ zo6ttka jaja.

2.9. Roztwér siarczanu polimyksyny B.

Do fiolki z polimyksyng (fiolka zawiera 500000 ).
polimyksyny co odpowiada 50 mg) wla¢ 5 cm?® jatlowej
destylowanej wody 1 dobrze wymieszaé. Wszystkie
czynnoséci wykonywaé z zachowaniem warunkow jato-
woScCl.

2.10. Roztwér zieleni brylantowej 0,1, 0,5 i 0,05-pro-
centowy. 0,1 0,5 lub 0,05 g zieleni brylantowej wsypac
do kolby pomiarowej pojemnosci 100 cm?®. Rozpuscié
w okoto 50 cm?® wody destylowanej, dobrze wymieszaé
i dopelni¢ woda destylowang do kreski. Przesaczy¢
przez saczek z bibuly do butelki z ciemnego szkla.

2.11. Fuksyna zasadowa, roztwdr alkoholowy 3-pro-
centowy.

3 g fuksyny krystalicznej zasadowej wsypa¢ do kolby
pomiarowej pojemno$ci 100 cm’, rozpusci¢ w okoto
50 cm® alkoholu etylowego 96-procentowego i dopetnié
alkoholem etylowym do kreski. Otrzymany 3-procento-
wy roztwdr alkoholowy fuksyny zasadowej przetrzymac
przez 24 h w cieplarce w temperaturze 30°C, nast¢pnie
przesaczy¢ przez saczek z bibuly do butelki z ciemnego
szkia. | ;
2.12. Siarczyn sodowy, roztwor 10- i 20-procentowy.

10 lub 20 g siarczynu sodowego bezwodnego wsypaé
do jatowej kolby lub butelki i wlaé 80 cm® jatowej
wody destylowanej, dobrze wymiesza¢, nastgpnie go-
towa¢ 10-+15 min na tazni wodnej. Przechowywacd
w temperaturze 4 +8°C nie dluzej niz tydzien.

3. PODLOZA BAKTERIOLOGICZNE

3.1. Bulion zwykly. Przygotowac z ,,Suchego bulionu
mi¢snego“ produkowanego przez Wytwérni¢ Surowic
i Szczepionek w Warszawie BIOMED zgodnie ze sposo-
bem zamieszczonym na opakowaniu.

W przypadku braku podioza w stanie suchym nalezy
przygotowac je wg nastgpujacego przepisu:

Wyciag mig¢sny 1000,0 cm’.

Pepton 10,0 g.

Chlorek sodowy 5,0 g.

Przygotowanie wyciggu migsnego: migso wolowe
w ilosci 1000 g bez kosci, oczyszczone z ttuszczu i $cig-
gien, zemle¢ w maszynce i zala¢ 2000 cm? wody wodo-
clggowe].

Odstawi¢ na noc do chtodni (okoto +4°C). Nastgpne-
go dnia gotowac przez 30 min, przesaczy¢ przez piétno,
dopetni¢ woda destylowang do 2000 cm’® i rozla¢ do
kolb. Sterylizowa¢ w temperaturze 121°C przez 20 min.
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Przed uzyciem przesaczyé zimny wycigg przez bibute.

Przygotowanie podtoza: rozpusci¢ w wyciggu migs-
nym pepton 1 chlorek sodowy. Doprowadzi¢ pH do
7,8 10,1, gotowa¢ kilkanascie minut, przesgczyé przez
bibut¢ 1 rozla¢ do kolb. Sterylizowa¢ w temperaturze
121°C przez 20 min. Kofncowe pH powinno wynosi¢
1.3 40.1.

3.2. Agar bulionowy zwyktly

Bulion zwykly (p. 3.1) 1000,0 cm?.

Agar 15,0 g.

Do 1000 cm® bulionu zwyktego dodaé agar i ogrze-
waé w parze biezgce] az do rozpuszczenia agaru. Na-
stgpnie przesaczy¢ na gorgco przez saczek z waty, ro-
zla¢ miarowo do kolb i1 wyjalawia¢ w temperaturze
121°C przez 20 min. Koncowe pH poditoza powinno
wynosi¢ 7,6 £0,1.

3.3. Agar z ekstraktem drozdzowym

Woda destylowana 1000,0 cm?®.

Ekstrakt drozdzowy 2,5 g.

Pepton 5,0 g.

Agar 15,0 g.

Sktadniki rozpusci¢ w wodzie na gorgco, doprowa-
dzi¢ pH do 7,5 #0,1 1 rozla¢ do kolb. Sterylizowac
w temperaturze 121°C przez 20 min. Koncowe pH po-
winno wynosi¢ 7,1 0,1.

3.4. Podloie z 7bicig i zielenig brylantowsg

Woda destylowana do 1000,0 cm?.

Ekstrakt zotci wotowej w proszku 20,0 g.

Zielen brylantowa, roztwor wodny 0,l-procentowy
(p. 2.10) 13,3 cm’.

Pepton i laktoze rozpusci¢ w okoto 750 cm?® wody
destylowanej, dodac ekstrakt zotci. Ustali¢c pH pozywki
do wartosci 7,3 10,1, zagotowac, przesaczyC przez bi-
bulg.

Doda¢ roztwor zieleni brylantowe), uzupetni¢ woda
destylowang do 1000 cm’. Rozla¢ po 10 cm® do jato-
wych probowek z rurkami fermentacyjnymi Durhama
1 wyjatawia¢ w temperaturze 117°C przez 20 min. Kon-
cowe pH pozywki powinno wynosi¢ 7,2 10,1.

3.5. Podioze Endo (modyfikacja PZH)

Wycigg migsny (p. 3.1) 1000,0 cm’.

Pepton 10,0 g.

Chlorek sodowy 5,0 g.

Agar 20,0 g.

Laktoza 10,0 g.

Fuksyna zasadowa, roztwoér alkoholowy 3-procento-
wy (p. 2.11) 10,0 cm’.

Siarczyn sodowy bezwodny, roztwor 10-procentowy
(2.12) okoto 20,0 cm’.

Do 1000 cm?® wody destylowanej doda¢ pepton i chlo-
rek sodowy, a nastgpnie 500 cm? bulionu zwyklego
(p 3.1). Pepton i chlorek sodowy rozpusci¢ uprzednio
na gorgco w niewielkiej ilosci wody. Dodaé agar
i ogrzewaé do roztopienia agaru w parze biezace].

Do uzyskanego w ten sposob agaru bulionowego

doda¢ laktoze rozpuszczong w niewielkiej iloSci wody |

destylowanej, dobrze wymiesza¢ i rozla¢ miarowo do
butelek lub kolb. Wyjalawia¢ w temperaturze 117°C
przez 20 min. Koncowe pH podloza powinno wynosi¢
7,4 30,1. Przed rozlaniem na plytki do agaru buliono-

wego z laktozg na kazde 100 cm® podtoza dodac, za-
chowujac warunki jatowosci, 1 cm? alkoholowego roz-
tworu fuksyny zasadowej. Podloze dobrze wymieszac
i nastepnie doda¢ ostroznie, ciagle mieszajac, po 1 cm’
roztworu siarczynu sodowego, az do odbarwienia fuk-
syny do koloru bladorézowego.

Do odbarwienia fuksyny dodanej do 100 cm?® podtoza
powinno wystarczy¢ okoto 2 + 4 cm® 10-procentowego
roztworu siarczynu sodowego. Podloze rozlaé, zacho-
wujac warunki jatowosci do jatowych ptytek. Plytki
z podtozem przechowywaé w lodéwce nie diuzej niz
2 dni.

3.6. Woda peptonowa (do préby na indol)

Woda destylowana 1000,0 cm?.

Pepton 10,0 g.

Rozpusci¢ w wodzie pepton przez gotowanie. Dopro-
wadzi¢ pH do 7,2, zagotowaé, przesaczy¢ przez bibulg,
rozla¢ do matych probdéwek i sterylizowa¢ w tempera-
turze 121°C przez 20 min. Po przygotowaniu sprawdza
si¢ za pomoca odczynnika Kovacsa, czy samo podioze
nie daje reakcji na indol.

3.7. Podloie agarowe z czerwienig fenolowg, 26itkiem
jaja i polimyksyng wg Mossela

Ekstrakt migsny 1,0 g.

Pepton 10,0 g.

D-mannitol 10,0 g.

Chlorek sodowy 10,0 g.

Czerwien fenolowa 0,025 g.

Agar 15,0 g.

Woda destylowana 900,0 cm?®.

50-procentowa emulsja zo6ttka jaja (p. 2.8).

Polimyksyna B (polimyxin B-sulphat) (p. 2.9).

Rozpusci¢ wszystkie sktadniki w 900 cm’ wody de-
stylowanej. Rozla¢ miarowo do butelek po 500 cm’
i wyjatawia¢ w 121°C przez 15 min. Koncowe pH pod-
toza powinno wynosi¢ 7,2 30,1. Przed uzyciem do
500 cm? roztopionego podtoza i ochtodzonego do tem-
peratury 45°C dodaé¢ 55 cm® 50-procentowej emulsji
z6ttka w plynie fizjologicznym ogrzanej do 50°C
i 0,5 cm® roztworu siarczanu polimyksyny B.

Dobrze wymiesza¢ i1 rozla¢ do jatowych ptytek po
okoto 12 + 15 cm?® do kazdej. Po skrzepnigciu podtoza,
ptytki wstawi¢ na 1 h do cieplarki o temperaturze
37 £1°C dla podsuszenia podtoza.

3.8. Agar z krwig

Bulion zwykty (p 3.1) 1000,0 cm’.

Agar 15,0 g.

Krew barania jalowa, odwidkniona 100,0 cm’.

W bulionie rozpusci¢ agar, doprowadzi¢ pH do
7,6 0,1.

Sterylizowa¢ w temperaturze 121°C przez 20 min.
Rozpuszczony i ostudzony do temperatury 50°C agar
zmiesza¢ z krwig baranig i rozla¢ na plytki. Przecho-
wywaé¢ w lodowce.

3.9. Bulion z zelatyng — stupki

Bulion zwykly 500,0 cm’.

Zelatyna (do celéw bakteriologicznych) 75,0 g.

Do bulionu dodaé zelatyn¢. Roztopi¢ na ftazni wodne;j
czesto mieszajgc. Doprowadzié pH do 7,5 30,1. Rozla¢
po okoto 10 cm?® probéwki. Wyjatawia¢ w temperaturze
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117°C w ciagu 20 min. Po wyjeciu z autoklawu po- -

zostawi¢ probowki w pozycji pionowej do czasu skrzep-
ni¢cia zelatyny. Przechowywaé¢ w lodowce.
3.10. Agar bulionowy z zéttkiem jaja (podloze za-

stepcze)
Bulion zwykty (p 3.1) 90,0 cm’.
Agar 1,5 g.

Chlorek sodowy 0,5 g.

50-procentowa emulsja zo6ttka jaja (p. 2.8) 10,0 cm’,

Do 90 c¢cm’ bulionu doda¢ chlorek sodowy i agar.
Ogrzewa¢ w parze biezgcej, az do roztopienia agaru,
Wartos¢ pH podtoza powinna wynosi¢ 7,2 +0. Wyja-
tawia¢ w temperaturze 117°C przez 20 min. Po ostu-
dzeniu do temperatury okolo 50°C, dodaé, zachowujac
warunki jatlowosci, 10 cm?® emulsji z6ttka jaja. Dobrze
wymieszac¢ i rozla¢ do jalowych ptytek po okoto 12 +

+ 15 cm’ do kazdej. Po skrzepnigciu podloza ptytki

wstawi¢ na 1 h do cieplarki o temperaturze 37 +1°C
w celu podsuszenia podioza.

3.11. Agar ze skrobig wg Waksmana

Woda destylowana 500,0 cm’.

Fosforan dwupotasowy (K:HPO4) 1,0 g.

Chlorek sodowy 1,0 g.

Siarczan amonu (NH,),SO4 2,0 g.

Weglan wapniowy 5,0 g.

Agar 20,0 g.

Skrobia ziemniaczana, roztwor wodny 2-procentowy
500,0 cm’.

10 g skrobi ziemniaczanej zawiesi¢ w 800 cm® wody
destylowanej 1 ogrzewaé na tazni wodnej przy cigglym
mieszaniu. Odparowa¢ wod¢ do objetosci 500 cm’.
W wodzie destylowanej rozpusci¢ sole, z wyjatkiem
weglanu wapniowego, doprowadzi¢ pH do 6,2, po czym
doda¢ weglan wapniowy zawieszony w 10 cm® wody
1 roztwor skrobi. Podloze dobrze wymieszaé i rozlaé
do mniejszych naczyn. Sterylizowa¢ w temperaturze
117°C przez 30 min.

3.12. Zbuforowana woda peptonowa

Woda destylowana 1000,0 cm?.

Pepton 10,0 g.

Chlorek sodowy 5,0 g.

Fosforan sodu dwuzasadowy 9,0 g.

Fosforan sodu jednozasadowy 1,5 g.

Rozpusci¢ sktadniki w wodzie przez gotowanie. Do-
prowadzi¢ pH do 7.2. Sterylizowaé¢ w temperaturze
121°C przez 20 min.

3.13. Podloze z czterotionianem sodowym

Bulion zwykty (p. 3.1) 900,0 cm’.

Weglan wapniowy 45,0 g.

Jod w roztworze wodnym
20,0 cm?,

Tiosiarczan sodowy (Na:S:03-5H,0), roztwér wodny
50-procentowy 100,0 cm?.

Ekstrakt z6fci wolowej (roztwér) 50,0 cm’.

Zielen brylantowa, roztwér wodny 0,1-procentowy
(p. 2.10). 10,0 cm’.

Przygotowanie sktadhikow:

a) weglan wapniowy wyjatawia¢, w kolbie pojem-
nosci 21, w suszarce o temperaturze 160°C przez
60 min.

jodku potasowego

b) jod w jodku potasowym — 25 g jodku potasowe-
go rozpusci¢ w 20 cm® wody destylowanej i dodac
20 g jodu: po rozpuszczeniu jodu dopetni¢ woda desty-
lowanag do 100 cm?,

¢) tiosiarczan sodowy — 50 g tiosiarczanu sodowego
rozpuéci¢ w 100 cm?® wody destylowanej i wyjatowic
w autoklawie w temperaturze 121°C przez 20 min,

d) z6t¢ wolowa — 10 g ekstraktu 2zotci wotowe;j
rozpusci¢ w 100 cm® wody destylowanej i wyjatawiaé
w temperaturze 121°C przez 20 min.

Przygotowanie podloza: do kolby z we¢glanem wap-
niowym doda¢ w sposob jatowy bulion, roztwoér jodu,
tiosiarczan sodowy, z61¢ i zielen brylantowa, dokladnie
wymiesza¢ i rozlaé do kolb po okoto 50 cm?®. Wyja-
towi¢ dwukrotnie w parze biezacej przez 20 min.

3.14. Podloze SF

Woda destylowana 1000,0 cm’.

Kwasny selenin sodowy 4,0 g.

Pepton 5,0 g.

Fosforan jednosodowy (NaH:PO.) 3,0 g.

Fosforan dwusodowy (Na,HPO412 H;O) 16,0 g.

Laktoza 4,0 g.

Skiadniki rozpusci¢ na goraco, doprowadzi¢ pH
7,0 + 7,1, zagotowac, przesgczyC przez bibulg i1 rozlaé
do jatowych kolb po okoto 50 cm?. Gotowaé w parze
biezacej przez 20 min. Nie wyjatawia¢ pod cisnieniem
i nie gotowac dhluzej, gdyz powstaje czerwony osad,
ktory wplywa ujemnie na jakos$¢ podloza.

3.15. Podloze agarowe z zielenia brylantowg i czer-
wienig fenolowg (Edel i Kampelmacher)

Podloze podstawowe 900,0 cm’.

Roztwor cukrowy czerwieni fenolowej 100,0 c¢cm’.

Zielen brylantowa, roztwor 0,5-procentowy (p. 2.10)
1,0 cm’.

Przygotowanie skladnikow:

a) Podtoze podstawowe

Woda destylowana 900,0 c¢cm?,

Ekstrakt migsny 4,0 g.

Pepton 10,0 g.

Chlorek sodowy 3,0 g.

Ortofosforan dwusodowy (Na,HPO4) 0.8 g.

Ortofosforan jednosodowy (NaH:POs) 0,6 g.

Agar 12,0 g.

Skladniki rozpusci¢ przez ogrzewanie, doprowadzi¢
pH do 7,0 1 sterylizowa¢ w temperaturze 121°C przez
15 min.

b) Roztwoér cukrowy czerwieni fenolowe;

Laktoza 10,0 g.

Sacharoza 10,0 g.

Czerwien fenolowa 0,09 g.

Woda destylowana do 100,0 cm?®.

Skfadniki rozpusci¢ w wodzie w tazni o temperaturze
70°C przez 20 min. Ochtodzi¢ do temperatury 55°C
1 natychmiast uzywac.

Przygotowanie podtoza:

Doda¢ w sposéb jatowy roztwor zieleni brylantowej
0,5-procentowy w ilosci 1 ¢cm?® do 100 cm3 roztworu
cukrowego czerwieni fenolowej, schtodzonego do tem-
peratury 55°C, zmiesza¢ i cato$¢ doda¢ do 900 cm? pod-
toza podstawowego o temperaturze 55°C. Wymieszaé
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doktadnie i rozla¢ do jalowych ptytek. Przed uzyciem
ptytek z podlozem do posiewéw nalezy podioze osu-
szy¢, wstawiajac ptytki, otwarte dnem do goéry, do
cieplarki o temperaturze 50 = 55°C na 30 min. Przy-
gotowane ptytki niepodsuszone nie moga by¢ prze-
trzymywane dluzej niz 4 h w temperaturze pokojowe;]
lub jeden dzien w temperaturze 4°C.

3.16. Podloze SS. Podloze przygotowaé z ,Suchego
podloza agarowego SS“ produkowanego przez Wytwor-
ni¢ Surowic 1 Szczepionek w Warszawie BIOMED
zgodnie ze sposobem podanym na opakowaniu.

W przypadku braku podioza w stanie suchym nalezy
przygotowacé je wg nastgpujacego przepisu:

Bulion zwykty (p. 3.1) 1000,0 cm’.

Tiosiarczan sodowy (Na:S;03;:5H,0) 8,5 g.

Cytrynian sodowy (Na:CsHsO7:2H,0) 8,5 g.

Dezoksycholan sodowy 8,5 g.

Agar 20,0 g.

Cytrynian zelazowy (FeCsHsO7) 1,0 g.

Laktoza 10,0 g.

Czerwien oboje¢tna, roztwor l-procentowy 2,6 cm?.

Zielen brylantowa, roztwér 0,05-procentowy 0,66 cm?.
W goragcym bulionie rozpuscié¢ tiosiarczan sodowy, cy-
trynian sodowy, dezoksycholan sodowy i agar. Dopro-
wadzi¢ pH do 7,6, przesaczy¢, dodac laktoz¢ 1 cytry-
nian zelazowy, zagotowaé, ponownie doprowadzi¢ pH
do 7,6. Rozla¢ miarowo do kolb i sterylizowa¢ w tem-
peraturze 117°C przez 20 min. Po wyjgciu z autoklawu
doda¢ barwniki, dokladnie wymieszacé 1 rozla¢ na ptyt-
ki. Koncowe pH powinno wynosi¢ 7,2.

3.17. Podloze Mac Conkey’a. Podloze przygotowacd
z ,Suchego podioza Mac Conkey'a“ produkowanego
przez Wytwornig Surowic 1 Szczepionek w Warszawie
BIOMED zgodnie ze sposobem podanym na opako-
waniu.

W przypadku braku podloza w stanie suchym na-
lezy przygotowad je wg nast¢pujacego przepisu:

Woda destylowana 1000,0 cm’.

Pepton 20,0 g.

Laktoza 10,0 g.

Chlorek sodowy 5,0 g.

Dezoksycholan sodowy 1,5 g.

Agar 17,0 g.

Czerwien obojetna, roztwdr l-procentowy 3 cm’.

Fiolet krystaliczny, roztwér 0,l1-procentowy 1 cm’.

Wszystkie sktadniki, oprocz czerwieni obojgtnej, fio-
letu krystalicznego i laktozy, rozpusci¢ w wodzie gora-
cej doprowadzi¢ pH do 7,3 zagotowacd, przesaczyC przez
wat¢, dodac¢ barwniki i laktozg, wyjalawia¢ w tempera-
turze 117°C przez 20 min. Rozlaé na plytki, pH kon-
cowe powinno wynosi¢ 7,1.

3.18. Podioze Wrzoska

Wycigg z watroby 1000,0 cm?.

Pepton 10,0 g.

Chlorek sodowy 5,0 g.

Glukoza 5,0 g.

Kostki watroby okoto 0,5 cm’.

Przygotowanie wyciggu z watroby: watrobg¢ pokraja-
na w duze kawatki gotowac przez po6t godziny z woda

destylowang w stosunku 1 kg watroby na 2200 cm® wo-
dy, wyciag przesaczy¢ przez ptotno i wyjatawia¢ w tem-
peraturze 121°C przez 20 min, wycigg z watroby mozna
zastapi¢ wyciagiem mig¢snym.

Przygotowanie watroby w kostkach: watrobg ugoto-
wang w podany sposob pokraja¢ w kostke, zala¢ 0,85-
-procentowym roztworem chlorku sodowego 1 wyjato-
wi¢ w temperaturze 121°C przez 20 min. Przed sporzg-
dzeniem podioza Wrzoska nalezy kostki watroby sptu-
ka¢ na sicie wodg biezacg.

Przygotowanie wlasciwego podtoza: rozpusci¢ pepton
i chlorek sodowy w wyciagu, doprowadzi¢ pH do 8,2,
zagotowad, sprawdzi¢ pH i przesaczy¢ przez bibulg.
Doda¢ glukozg, rozla¢ do probowek, do ktdrych uprze-
dnio wlozono pokrajang w kostk¢ wyjatowiong watrobg
(po 2 kostki na proboéwkg), pokry¢ ptynng jatowa pa-
rafing. Wyjatawia¢ w temperaturze 117°C przez 30 min
lub trzykrotnie w aparacie Kocha, pH koncowe po-
winno wynosi¢ 7,5 £0,1.

3.19. Podloze Wilson-Blaira (dla beztlenowcéw)

Agar cukrowy (agar bulionowy zwyktly (3.2)+1-pro-
cent glukozy) 1000,0 cm?.

Chlorek zelazowy, roztwér 8-procentowy 10,0 cm’.

Wodorotlenek sodowy, roztwdr 10-procentowy
6,0 cm?.

Siarczyn sodowy, roztwér 20-procentowy (p. 2.12)
100,0 cm?.

Agar na bulionie z glukoza rozla¢ do kolb po 100 cm?
i wyjatawia¢ w temperaturze 117°C przez 30 min.

Oddzielnie przygotowac i1 wyjalowi¢ w temperaturze
117°C przez 30 min roztwory chlorku zelazowego, wo-
dorotlenku sodowego 1 siarczynu sodowego.

Przed uzyciem agar rozpusci¢ i ostudzi¢ do tempera-
tury 50°C, dodaé przygotowane odczynniki w odpo-
wiednich ilo$ciach i1 doktadnie wymiesza¢, rozla¢ na
plytki.

3.20. Agar wodny

Woda destylowana 1000,0 cm?.

Agar 20,0 g.

Agar rozpusci¢ w wodzie. Wyjalowi¢ w temperaturze
121°C przez 20 min.

3.21. Podloze agarowe z ekstraktem drozdzowym, glu-
kozg i chloramphenicolem

Ekstrakt drozdzowy 5,0 g.

Glukoza 20,0 g.

Agar 15,0 g.

Woda destylowana 1000,0 cm?.

Chloramphenicol 100,0 mg.

Wszystkie sktadniki rozpusci¢ w wodzie destylowane;.
Sterylizowa¢ w temperaturze 121°C przez 15 min, pH
po sterylizacji powinno wynosi¢ 6,6 10,1.

3.22. Podloze Sabourand z glukozg. Przygotowac
z suchego ,Podtoza Sabouraud” produkowanego przez
Wytwoérnie Surowic 1 Szczepionek w Warszawie
BIOMED zgodnie ze sposobem zamieszczonym na opa-
kowaniu.

W przypadku braku podioza w stanie suchym przy-
gotowacé je w nastepujacy sposob:
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Woda destylowana 1000,0 cm?.
Pepton 10,0 g.

Glukoza 40,0 g.

Agar 15,0 g.

Rozpusci¢ sktadniki w wodzie destylowanej, dopro-
wadzi¢ pH do 5,9 30,1. Rozla¢ do kolb.

Sterylizowa¢ w temperaturze 117°C przez 20 min.

Koncowe pH podtoza powinno wynosi¢ 5,6.

INFORMACIJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujaca norm¢ — SPOLEM CZSS Zakiad Ba-
dawczy Przemystu Piekarskiego, Warszawa.

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-76/8070-06

a) wyeliminowano probe termostatowg w odniesieniu do wy-
robow ciastkarskich nietrwatych w opakowaniach jednostkowych,

b) ujednolicono rodzaj rozcieficzalnika do przygotowywania roz-
cieficzenia wyjsciowego (1:10) i do dalszych rozcienczen dziesigtnych,

¢) zmodyfikowano spos6b mieszania materialu przy sporzadza-
niu rozcienczen dziesi¢tnych;
wprowadzono ujednolicony spos6b obliczania (zaokraglania) 1 po-
dawania wynikow;

d) wprowadzono nowe podioze dla oznaczania liczby przetrwal-
nikoéw Bacillus cereus,

e) zmieniono wielko$é probki (z 5 na 25 g) 1 zmodyfikowano me-

todyk¢ oznaczania pateczek z grupy Salmonella,

f) wprowadzono nowe podtoze dla oznaczania drozdzy i plesni.
3. Normy zwigzane

PN-64/A-04023 Artykuly zywnosciowe. Wykrywanie drobnoustro-
jow z rodziny Enterobacteriaceae.

PN-75/A-04024 Produkty zywnosciowe. Wykrywanie 1 iloSciowe
oznaczanie gronkowcow chorobotwérezych (koagulazo-dodat-
nich).

PN-72/A-74001 Przetwory zbozowe. Pobieranie probek

PN-70/A-74104 Pieczywo. Pobieranie probek

PN-78/A-74250 Wyroby i pétprodukty ciastkarskie. Pobieranie pré-
bek i kontrola jakosci.

4. Autorzy projektu mormy — mgr Mieczystawa Janik, dr inz.

Elzbieta Staszewska — SPOLEM CZSS Zaktad Badawczy Prze-

mystu Piekarskiego, Warszawa.



