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wymagania mikrobiologiczne dotyczgce konserw
warzywno-miesnych i miesno-warzywnych ste-
rylizowanych. 7 | Obecnosc grcznkowcbw .
chorobotwérczych niedopuszczalna
1.2. Zakres stosowania normy. Norme nalezy .
5 o v s 2 s 8 | Obecnos$¢ paleczek Gram-
stosowa¢ przy ocenie jakoSci i trwatosci konserw nfeanyeh fermentujaeych
warzywno-miesnych i miesno-warzywnych w pro- laktoze niedopuszczalna
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1.3. Normy zwigzane 2.2. Wymagania organoleptyczne — zgodnie

N-75/A-04024 Produkty zywnosciowe. Wykrywanie
gronkowcow  chorobotworezych  (koagulazododat-
nich)

PN-80/A-75052 Przetwory owocowe, warzywne i wa-
rzywno-migsne. Badania mikrobiologiczne

PN-72/A-82052 Przetwory migsne. Konserwy. Pobiera-
nie probek

PN-83/A-82054 Mieso i przetwory migsne. Badania
bakteriologiczne

2. WYMAGANIA

2.1. Wymagania mikrobiologiczne

Lp. Cechy Wymagania
1 | Szczelno$é opakowan szczelne
2 | Trwaloéé¢ oznaczona metodg | bez zmian opako-
proby termostatowe] wan i cech organo-
leptycznych pro-
duktu
3 | Liczba bakterii mezofilnych
w 1 g prébki, nie wiece]j
niz 50
4 | Liczba bakterii kwaszgcych
typu mlekowego niedopuszczalna
5 | Liczba bakterii termofilnych
w 1 g probki, nie wiecej
niz 10
6 | Obecnoéé¢ bakterii
beztlenowych i ich
przetrwalnikow niedopuszczalna

z odpowiednimi normami przedmiotowymi.

3. BADANIA

3.1. Program badan

3.1.1. Badania pelne

a) sprawdzanie szczelno$ci opakowan,

b) oznaczanie trwalosci konserw,

¢) oznaczanie ogélnej liczby bakterii mezofil-
nych,

d) oznaczanie liczby bakterii kwaszgcych typu
mlekowego,

e) oznaczanie liczby bakterii termofilnych,

f) oznaczanie obecnosci bakterii beztlenowych
i ich przetrwalnikow,

g) oznaczanie obecnosci gronkowcow chorobo-
twoérczych,

h) oznaczanie obecnosci paleczek Gramujem-
nych fermentujacych laktoze,

i) oznaczanie cech organoleptycznych: barwy,
smaku, zapachu i konsystencji.

Badania pelne nalezy wykonywa¢ w przypad-
kach:

— produkeji nowego asorlymentu,

— zmiany technologii produkecji,

— zaklocen procesu technologicznego,

— na zadanie odbiorcow i organow kontroli.

Oznaczanie wymienione w pbz. e) wykonywac¢
nalezy tylko w przypadku eksportu do krajow
tropikalnych.

Badania mikrobiologiczne nalezy przeprowadzaé -
w probkach trwatych niezmienionych po probie
termostatowej.
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3.1.2. Badania niepelne

a) sprawdzanie szczelnosci opakowan,
b) oznaczanie trwalosci konserw,

c) oznaczanie cech organoleptycznych.

Badania niepelne nalezy wykona¢ dla kazde]
partii w produkcji.

3.2. Pobieranie probek — wg PN-72/A-82052.
3.3. Opis badan

3.3.1. Sprawdzanie szczelno$ci opakowan nalezy
wykonywac¢ wg PN-83/A-82054 zalgcznik 5.

Szczelno$¢ sloi z zamknigciem typu Feniks
- stwierdza sie na podstawie zassania wieczka po
zdjeciu obraczki zaciskajacej.

3.3.2. Oznaczanie trwaloéci konserw ‘ metoda
préby termostatowej wykonaé¢ wg PN-80/A-75052.

3.3.3. Otwieranie opakdwafl. Do badan mikro-
biologicznych przeznacza sie opakowania szczelne
nie wykazujgce zadnych zmian po probie termo-
statowe] wykonanej wg 3.3.2. Opakowania zawie-
rajagce konserwy polpltynne w celu dokladnego
wymieszania tresci nalezy odwroci¢ 10-krotnie
wieczkiem i denkiem do gory. Powierzchnie, ktora
ma by¢ otwierana, wyjalowi¢ wycierajgc watg
zwilzong 70-procentowym alkoholem etylowym
i opali¢ w plomieniu.

a) Otwieranie puszek. Na wyjalowione wieczko
puszki polozyé¢ tampon z waty nasycony 70-pro-
centowym alkoholem etylowym, zapali¢ i przez
plomien wbi¢ wyjalowiony metalowy bolec. Na-
stepnie wyjalowionymi w plomieniu nozyczkami
do ciecia blachy powiekszy¢ otwor i zakryc¢ go
jalowa plytka Petriego.

b) Otwieranie sloi z zamknigciem typu Feniks.
Zdjac obrgczke zaciskajacg, wytrze¢ wieczko tam-
ponem z waty nasyconym T70-procentowym alko-
holem etylowym, opali¢ plomieniem, po czym
podwazyé wyjalowionym w plomieniu skalpelem.
Po zdjeciu wieczka tres¢ konserwy zabezpieczyc
przed zakazeniem jalowg plytkg Petriego.

c) Otwieranie sloi z zamknieciem typu Twist
off. Wieczko wytrze¢ 70-procentowym alkoholem
etylowym, odkreci¢ je, a tres¢ zabezpieczy¢ jalowg
pilytka Petriego.

3.3.4. Pobieranie Sredniej probki do badan. Wy-
jalowiong metalowg lyzka apteczng pobra¢ z roz-
nych miejsc opakowania reprezentatywng probke
w stosunku do produktu i przenies¢ do wyjalo-
wionego i wytarowanego pojemnika homogeniza-
tora (np. Universal laboratory Aid typ 309 pro-
dukeji Mechaniki Precyzyjnej na licencji Unipan).
Nastepnie pojemnik ponownie zwazy¢, obliczy¢
mase probki i rozcienczy¢ 4-krotng iloscig plynu
do rozcienczen (zatgcznik p. 1.1).

3.3.5. Przygotowanie rozcienczen proébki. Ho-
mogenizator wyjatowi¢ wg PN-75/A-04024 p. 2.1.

Probke homogenizowaé w ciggu 3 min przy
5000 = 10 000 obrotéw na 1 min (osiggajac w su-
mie 15000 = 20 000 obrotéw mieszadla). W ten
sposob otrzymuje sie rozcienczenie 1:5.

Jezeli konieczne jest przygotowanie wiekszych
rozcienczen, nalezy najpierw przygotowaé roz-
cienczenie 1:10.

Pobraé¢ pipetg 5 cm? probki z rozeienczenia pod-
stawowego 1:5 i przenie$¢ do probowki zawiera-
jacej 5 cm? ptynu do rozcienczania.

Dalsze 10-krotne rozcienczenia wykona¢ wg
PN-80/A-75052.

3.3.6. Oznaczanie liczby drobnoustrojow metoda
plytkowa

3.3.6.1. Oznaczanie ogoélnej liczby bakterii me-
zofilnych

3.3.6.1.1. Wykonanie oznaczania. Z podstawo-
wego rozcienczenia przygotowanego wg 3.3.5
wysia¢ po 1 em? 'na 2 réwnolegle plytki Petriego.
Wysiewy zala¢ okolo 10 cm?® rozpuszczonego
i ostudzonego do 45°C agaru odzywczego z 0,1%0
glukozy przygotowanego wg zalgcznika p. 2.2
lub suchym podlozem agarowym z glukoza (za-
Igcznik p. 2.3). W celu roéwnomiernego wymie-
szania badanego materialu z podlozem plytki
porusza¢ ruchem kolistym. Po zastygnieciu agaru
plytki odwroéci¢ dnem do gory i wstawi¢ do ter-
mostatu o temperaturze 30°C na 48 h.

3.3.6.1.2. Odczytanie i interpretacja wynikow
badania. Po 48 h inkubacji odczytaé wyniki
badania:

a) w przypadku gdy na obu plytkach nie
stwierdza sie obecnosci kolonii, podaje sie wynik
proby jako ujemny, tzn. 0 bakterii .mezofilnych
w 1 g probki; '

b) w przypadku gdy na obu plytkach wyrosta
policzalna liczba kolonii, za liczbe bakterii mezo-
filnych obecnych w 1 g produktu nalezy przyjac
liczbe kolonii z obu plytek pomnozong przez roz-
cienczenie i podzielong przez 2; kolonie rosnace
w postaci smug, w ktorych nie mozna wyrodznic
poszczegdlnych kolonii, nalezy liczy¢ jako poje-
dyncze;

¢) w przypadku gdy kolonie rozlane pokrywaja
cze$¢ lub calg powierzchnie obu plytek, badania
nalezy powtorzyé biorae do analizy inna probke
konserwy.

3.3.6.2. Oznaczanie liczby bakterii kwaszacych
typu mlekowego

3.3.6.2.1. Wykonanie oznaczania. Z podstawo-
wego rozcienczenia przygotowanego wg 3.3.5
wysia¢ po 1' cm® na 2 réwnolegle plytki Petriego.
Wysiewy zala¢ okolo 10 em?® podloza Blickfeldta
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(przygotowanego wg zalgcznika p. 2.4) rozpusz-
czonego i ostudzonego do 45°C. Posiewy inkubo-
waé w temperaturze 30°C w ciggu 48 h, a poz-
niej w temperaturze pokojowej okolo 20°C przez
24 h.

3.3.6.2.2. Odczytanie i interpretacja wynikow
badania. Po inkubacji obliczy¢ na plytkach ko-
lonie otoczone jasng strefa, powstals na skutek
rozlozenia weglanu wapniowego. '

W celu okreslenia liczby bakterii kwaszgcych
typu mlekowego, z obliczonych kolonii nalezy
wykona¢ test stwierdzajgcy brak zdolnosci wy-
twarzania katalazy. Na szkielko przedmiotowe
da¢ krople $wiezo przygotowanego 3-procentowe-
go roztworu perhydrolu i rozprowadzi¢ w niej po-
brang eza kolonie. Niewytwarzanie pecherzykow
gazu wskazuje, ze badane bakterie nie wytwarzaja
katalazy 1 nalezg do grupy bakterii kwaszg-
cych typu mlekowego. Bakterie wytwarzajace
pecherzyki gazu nalezg najczesciej do rodzaju
Micrococcus. W podany sposéb nalezy sprawdzic
wszystkie wyroste kolonie bakterii kwaszgcych.
Jako liczbe bakterii kwaszacych typu mlekowego
nalezy przyja¢ srednig arytmetyczng z liczby ko-
lonii nie wytwarzajacych katalazy wyroslych na
obu plytkach, pomnozonej przez rozcienczenie
i podzielonej przez 2.

3.3.6.3. Oznaczanie liczby bakterii termofilnych

3.3.6.3.1. Wykonanie oznaczania, Oznaczanie
nalezy wykona¢ tylko w przypadku wysytki
konserw do krajow tropikalnych.

Z podstawowego rozcienczenia przygotowanego
wg 3.35 wysia¢ po 1 cm3? na 2 rownolegle
plytki Petriego. Wysiewy zala¢ podiozem Smith-
-Lorenza (zalgcznik p. 2.5) i inkubowaé¢ w tem-
peraturze 55°C przez 48 h. W celu zabezpie-
czenia wlasciwej wilgotnosci nalezy wstawi¢ do
termostatu zlewke z wods.

3.3.6.3.2. Odczytanie i interpretacja wynikow.
Po inkutacji odeczytuje sie wyniki badania; liczbe
bakterii termofilnych obecnych w 1 g produktu
nalezy obliczyé wg 3.3.6.1.2 a), b) lub ¢).

3.3.7. Badania stwierdzajace obecnos¢ bakterii
metoda namnazania

3.3.7.1. Oznaczanie obecnosci bakterii beztleno-
wych i ich przetrwalnikéw. Po 1 cm? podstawo-
wego rozcienczenia $redniej prébki wysia¢ do
dwoch réwnoleglych probowek ze zregenerowang
w 100°C pozywkg Wrzoska (przygotowang jak
w zalgczniku p. 2.7). Posiewy nalezy wykonaé
tak, zeby nie wprowadzi¢ powietrza do podioza.

W celu zabicia form wegetatywnych bakterii
beztlenowych jedng z probéwek ogrza¢ na lazni
wodnej o temperaturze 80°C przez 10 min, po

czym szybko schlodzi¢ w wodzie. Posiewy wsta-
wi¢ do termostatu o temperaturze 37°C.

Odczytanie 1 interpretacja wynikéw badania.
Po 24 godz sprawdzi¢ po raz pierwszy posiewy.
Jezeli po tym czasie nie stwierdza sie zmian
w pozywce, hodowle nalezy prowadzi¢ dalej do
72 h. Zmetnienie i powstanie gazu w pozyw-
ce lub na powierzchni oleju parafinowego dowodzi
wzrostu bakterii wzglednie lub bezwzglednie bez-
tlenowych. W przypadku tych zmian nalezy wy-
kona¢ preparat mikroskcpowy nastepujaco: z dna
probowki z podlozem Wrzoska pobra¢ pipetg
pasterowska troche materialu i rozprowadzi¢ na
powierzchni szkielka przedmiotowego uwazajac,
zeby nie przenie$¢ kropli oleju parafinowego wraz
z hodowlg. Preparat po utrwaleniu nalezy za-
barwi¢ metodg Grama.

Jezeli w preparacie stwierdza sie obecnosé pa-
teczek lub laseczek Gramdodatnich z przetrwal-
nikami umieszczonymi centralnie, subterminalnie
lub terminalnie, to w celu potwierdzenia przyna-
leznosci do grupy Scistych beztlenowcow, prze-
siewa si¢ na nastepujace podloza:

a) podloze Wilson-Blaira (zalgcznik p. 2.8),

b) agar odzywczy z glukoza w wysokim stupku
(zalgeznik p. 2.2),

c) podioza McClunga i
p. 2.9).

Badania stwierdzajace obecnosé¢ bezwzglednych
beztlenowcow. Na podioze Wilson-Blaira posiewa
sie nastgpujgco: 1 —2 krople hodowli pobranej
pipetg pasterowska przenies¢ jalowo do plytki
Petriego i zala¢ podiozem Wilson-Blaira. Po za-
stygnigciu podloza dla stworzenia warunkow bez-
tlenowych zalewa sie je ponownie 2-procentowym
agarem na wodzie destylowanej. Inkubacje pro-
wadzi si¢ w temperaturze 37°C przez 18+ 24
h. Czarne kolonie lub zczernienie calego pod-
foza swiadczy o obecnosci bakterii beztlenowych
proteolitycznych.

Agar odzywczy z glukozg w wysokim stupku
przed posiewem regeneruje sie ogrzewajac
w 100°C przez 10 min, po czym schladza sie
do 45°C. Do dna ostudzonego podloza wprowadza
sie pipeta pasterowska kilka kropel hodowli (okoto
0,5 cm3), pobranej z dna pozywki Wrzoska. Po
zaszczepieniu agar oziebia sie¢ w zimnej wodzie
w celu szybkiego zestalenia. Hodowle prowadzi
sie w temperaturze 37°C w ciggu 2448 h.
Rozerwanie stupka z wytworzeniem gazu dowodzi
obecnosci bakterii beztlenowych sacharolitycz-
nych.

Posiew na podloze McClunga i McCoya wyko-
nuje sig: 1 em3 hodowli pobranej z dna pozywki
Wrzoska wprowadza sie do dna probéwki z pod-
tozem. Hodowle prowadzi sie w temperaturze
28 < 30°C przez 72 =~ 168 h. Przejasnienie po-

McCoya (zalycznik
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zywki z gazowaniem lub bez, lecz bez wytworze-
nia kozuszka, dowodzi obecnosci bakterii beztle-
nowych sacharolitycznych, fermentacji acetono-
-butanolowej lub mastowej.

Bakterie te wytwarzajg granuloze, ktérej obec-
no$¢ sprawdza sie w preparacie mikroskopowym
przezyciowym, zmieszanym z kropla plynu Lu-
gola. Przy wykonywaniu preparatu nalezy spusci¢
z pipety pasterowskiej kilka pierwszych kropli
w celu usuniecia ewentualnej skrobi z pozywki.
Granatowe zabarwienie ziarnistosci w komoérkach
, bakteryjnych potwierdza obecnosé¢ bakterii z gru-
py kwasu maslowego lub fermentacji acetono-
-butanolowej.

Wynik dodatni na ktérymkolwiek podlozu
Swiadczy o obecnosci Scistych beztlenowcow.

Dalszg identyfikacje bakterii beztlenowych
prowadzg Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne wg
PN-83/A-82054.

3.3.7.2. Oznaczanie obecnosci gronkowcow cho-
robotworczych wg PN-75/A-04024. Z podstawo-
wego rozcienczenia probki nalezy przygotowac
rozcienczenie 1:10 zgodnie z 3.3.5. Posia¢ po 1 cm?
do 3 réwnoleglych probowek z podlozem Giolitti-
-Cantoni (czalgcznik p. 2.10).

Po posiewie zala¢ estroznie po $ciance warstwg
wodnego agaru — na wysokosé 1,5-2 cm.

Posiane probowki inkubowa¢ w temperaturze

wierzchni zestalonego podloza Baird-Parkera (za-
lgcznik p. 2.11) tak, aby otrzymaé¢ pojedyncze
kolonie. W przypadku wzrostu czarnych okra--
glych kolonii, najczesciej z waskim jasniejszym
obrzezeniem, sprawdzi¢ przynaleznos¢ wyrostych
bakterii do grupy gronkowcéw chorobotworczych
wg PN-75/A-04024 p. 2.3.3.

3.3.7.3. Oznaczanie obecnosci paleczek Gram-
ujemnych fermentujacych laktoze. Z podstawo-
wego rozcienczenia probki przygotowanego jak
w 3.3.5 wysia¢ 1 cm? do probowki z podlozem,
z zOlcig i zielenig brylantowa. Inkubacje prowa-
dzi¢ w temperaturze 37°C przez 24--48 h.
Zmetnienie podloza i powstanie w rurce Durha-
ma gazu $wiadczy o obecnosci paleczek fermen-
tujacych laktoze.

W przypadkach watpliwych, np. przy powsta-
waniu gazu w ilosci mniejszej niz 1/10 wysokosci
rurki Durhama, nalezy przesia¢ na podloze Endo
wg PN-80/A-75052.

3.3.8. Oznaczanie barwy, smaku, zapachu i kon-
systencji — wykona¢ organoleptycznie.

3.4. Ocena partii konserw. Partie konserw na-
lezy ocenié¢ na podstawie wynikow badania probek
trwalych nie wykazujacych zmian po probie ter-
mostatowej.

Partie konserw nalezy uzna¢ za zgodna z wy-

37° przez 24 =— 48 h. W przypadku zczernienia maganiami normy woéwezas, gdy uzyskane
podloza lub powstania czarnego osadu pobra¢ wyniki odpowiadajg wymaganiom zawartym
material pipeta pasterowsksg i rozsia¢é na po- w rozdz. 2.
KONIEC
Zatacznik

do BN-73/8135-03

ROZTWORY PODSTAWOWE I PODLOZA

1. Roztwory podstawowe

1.1. Plyn do rozcienczen
Woda destylowana — 1000 cm3,

NaCL — 85 g,
Pepton — 1,0 g.

Po rozpuszczeniu w wodzie skladnikow przez
gotowanie doprowadzi¢ pH do 7,2, przesgczyc
przez saczek z bibuly i rozlaé¢ do probowek lub
kolb. Sterylizowa¢ w temperaturze 121°C w ciagu
20 min. Po sterylizacji pH powinno wynosi¢ 7,0.

1.2. Roztwoér 3-procentowego nadtlenku wodoru
(wody utlenionej). Do kolby pomiarowej o pojem-
nosci 100 cm3® wla¢ 10 cm?® perhydrolu (okolo
30-procentowy roztwér nadtlenku wodoru) i do-
pelié wodg destylowang do kreski.

1.3. Fizjologiczny roztwor chlorku sodowego
(zbuforowany)
Woda destylowana — 1000 em?,
NaCL — 8,5 g,

Na,HPO, 1/15 M roztwor (7,33 g/l) — 6 cm3,
NaH,PO, 1/15 M roztwor (5,86 g/l) — 4 cm?.

Sterylizowaé w temperaturze 121°C w ciagu
20 min.

Koncowe pH powinno wynosi¢ 7,0 +0,1.

2. Podloza

2.1. Wyciag miesny
Mieso wolowe lub konskie — 1000 g,
Woda wodociggowa — 2200 cm3.
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Mieso oczyszczone z kosci, tluszczu i sciegien,
zemle¢ w maszynce do miegsa i zala¢ woda desty-
lowang. Odstawi¢ na noc do chlodni.

Nastepnego dnia gotowaé je na wolnym ogniu
przez 30 min, przesgczy¢ przez plotno i dopeinic
wodg destylowang do poprzedniej objetosci, a na-
stepnie rozla¢ do kolb. Sterylizowaé w tempera-
turze 121°C w ciggu 30 min.

Przed uzyciem wyciggu jako skladnika podloza
przesgczy¢ go na zimno przez wate lub bibutle.
Powyzszy wyciag miesny mozna zastgpi¢ prepara-
tami handlowymi.

2.2, Agar odzywczy z glukoza

Wycigg miesny — 1000 cm3,
Ekstrakt drozdzowy — 2,5 g,
Pepton — 5,0 g,

Chlorek sodowy — 5,0 g,
Glukoza — 1,0 g,
Agar — 15 g.

W wyciagu miesnym rozpusci¢ pepton, ekstrakt
drozdzowy, chlorek sodowy, doprowadzi¢c pH do
7,8 = 8,0 (stosujgc 10-procentowy NaOH), zagoto-
wac, przesgczy¢ przez bibule, a nastepnie dodac
agar 1 glukoze. Wstawi¢ do aparatu Kocha na
30 min az do rozpuszczenia agaru, rozla¢ do
mniejszych kolb i sterylizowa¢ w autoklawie
przez 20 min w temperaturze 117°C.

Podloze to stosuje sie takze do potwierdzenia
obecnosci bakterii beztlenowych. W tym przy-
padku rozlewa sie je do 2%/3 wysokosci probowek.

2.3. Suche podloze agarowe !) z glukozs.
Wycigg z serc wolowych,

Hydrolizat drozdzowy,
Enzymatyczny hydrolizat kazeinowy,
Pepton,

Chlorek sodowy,

Agar.

Odwazy¢ 55 g suchego podloza agarowego i za-
la¢ 1000 cm?® wody desylowanej, odstawi¢ na
1+ 1,5 godz, a nastepnie doda¢ 1,0 g glukozy.
Sterylizowaé w temperaturze 117°C przez 20 min.

2.4. Zmodyfikowane podloze Blickfeldta

Woda drozdzowa — 200 cm3,
Pepton Bacto (Difco) — 10 g,
Laktoza — 10 g,

Glukoza — 10 g,

Agar — 20 g,

Weglan wapnia (CaCO3) — 5 g,
Woda destylowana — 800 cm?.

Zmiesza¢ wode drozdzows z wodg destylowana,
rozpusci¢ pepton, nastawi¢ pH na 6,6 — 6,8, do-
" 1) Suche podioze agarowe nabyé moina w Zjednocze-
niu Wytwérni Surowic i Szczepionek ,Biomed”, War-
szawa.

da¢ agar i wstawi¢ do aparatu Kocha do rozpusz-
czenia sie agaru. Dodac¢ glukoze, laktoze oraz
weglan wapniowy 1 po dokiadnym zmieszaniu
rozla¢ do mniejszych kolbek.

Sterylizowa¢ w temperaturze 117°C przez
20 min. Zamiast wody drozdzowej mozna uzy¢
3 g ekstraktu drozdzowego na 1000 cm?® wody
destylowanej.

Przygotowanie wody drozdiowe]
Drozdze piekarskie — 100 g,
Woda wodociggowa — 1000 ¢m?.

Drozdze rozetrze¢ z niewielkg iloscig wody
wodociagowej, nastepnie doda¢ porcjami wode do
objetosci 1 1, przelaé catosé do kolby z dnem plas-
kim i gotowa¢ w ciggu 30 min, nastepnie pozosta-
wi¢ w chlodni na 24 h. Po tym czasie odwirowac
lub zla¢ plyn znad osadu. Doprowadzi¢ do pH
6,8, sterylizowaé w temperaturze 121°C przez
20 min. Przed uzyciem przesgczy¢ przez wate.

2.5. Podloze Smith-Lorenza

Woda wodociggowa — 1000 cm3,

Pepton Tryptone lub Tryptose?) — 10 g,

Skrobia rozpuszczalna — 5 g,

Agar — 20 g.

Purpura bromokrezolowa, 0,4-procentowy roztwor
wodny — 10 cm3,

Glukoza — 5 g.

W wodzie rozpusci¢ pepton, doda¢ agar i wsta-
wi¢ do pary biezgcej do rozpuszczania. pH dopro-
wadzi¢ do 7,2 -+ 7,4. Do goracego agaru wlac przy
cigglym mieszaniu skrobie zawieszong w 50 cm?
wody, po czym doda¢ glukoze i purpure bromo-
krezolows. Sterylizowa¢ w 117°C przez 20 min.

Roztwor 0,4-procentowy purpury bromokrezo-
lowej. 0,4 g purpury bromokrezolowej wsypac do
kolby pomiarowej o pojemnosci 100 ecm?. Rozpusci¢
w okolo 50 cm?® wody destylowanej, dobrze wy-
mieszaé¢ i dopelni¢ woda do kreski.

2.6. Wyciag watrobowy
Watroba wolowa — 1000 g,

Woda wodociggowa — 2000 cm?.

Watrobe wolowsg pokroi¢ w kawalki 6X10 cm,
zala¢ wodg wodociggowg 1 gotowa¢ w ciggu
30 min. Wyciagg przesgczy¢ przez p.otno i rozlac
do kolbek. Sterylizowa¢ w temperaturze 121°C
w ciggu 30 min.

Z watroby przygotowuje sie kostki do podioza
Wrzoska. Watrobe pokroi¢ w kostki okolo 0,5 cm,
zala¢ fizjologicznym roztworem soli kuchennej
(0,85-procentowy NaCl). Sterylizowa¢ w tempera-
turze 121 'C w ciagu 20 min. Zaréwno wyciag
jak i watrobe mozna przechowywa¢ w chlodni

?) Pepton Tryptone lub Tryptose mozna zastapi¢ pep-
tonem krajowym Proteobak.
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przez kilka tygodni. Przed sporzadzeniem podloza
Wrzoska nalezy kostki watroby opluka¢ na sicie
wodg biezgcg i umiesci¢ po 2 kostki w probow-
kach.

Po czynno$ciach przygotowawczych przystepuje
sie do sporzadzenia podioza Wrzoska.

2.7. Podloze Wrzoska
Wycigg watrobowy — 1000 em?,
Pepton Bacto (Difco)!) — 10 g,
NaCl — 5 g,
Glukoza — 5 g.
Watroba wolowa pokrojona w kostki.

Rozpuscic w wyciagu watrobowym pepton
i chlorek sodowy, doprowadzi¢ pH do 8,2, zago-
towaé¢, przesaczy¢ przez bibule, doda¢ glukoze
i rozla¢ do 2/3 wysokosci probowek z uprzednio do-
dang watroba. Sterylizowa¢ w temperaturze 117°C
w ciggu 20 min. Bezposrednio po wyjeciu z auto-
klawu do kazdej probdéwki nalezy nalaé¢ po 1 cm?®
oleju parafinowego wysterylizowanego przez
30 min w temperaturze 121°C. Przed uzyciem
podloze gotowa¢ w lazni wodnej w ciggu 10 min
i schlodzi¢ w zimnej wodzie.

2.8. Podloze Wilson-Blaira
Agar odzywczy z 1 procentem glukozy — 100 cm?,
8-procentowy roztwér wodny chlorku zelazowego

FeCl, — 1 em?,
10-procentowy roztwor wodny lugu sodowego

NaOH — 0,6 cm?,
20-procentowy roztwor wodny siarczynu sodo-
wego NapSO; — 10 cm?.

Agar odzywcezy z glukoza przygotowac wg 2.2
dajac 10 g glukozy na 100 em?® i rozla¢ miaro-
wo po 100 em? do kolbek. Sterylizowa¢ w tempe-
raturze 117°C w ciggu 20 min. Oddzielnie przy-
gotowac na jalowej wodzie destylowanej roztwory
chlorku zelazowego, wodorotlenku sodowego
i siarczynu sodowego i wysterylizowac¢ j.w.

Po wyjeciu z autoklawu agar i roztwory ostu-
dzi¢ do 50°C, razem zmieszaé i zalaé¢ posiewy na
plytkach. Roztwor siarczynu sodowego musi byt
zawsze Swiezo przygotowany. W celu stworzenia
warunkéw mikrotlenowych po zestaleniu podloza
pokrywa sie jego powierzchnie warstwg agaru
2-procentowego przygotowanego na wodzie desty-
lowanej.

a) Roztwor 10-procentowy wodorotlenku sodo-
wego. 1 g wodorotlenku sodowego rozpuscié
w 10 cm?® jalowej wody destylowanej.

b) Roztwor 20-procentowy siarczynu sodowego.
20 g siarczynu sodowego rozpuscic w 80 cm?
jalowej wody destylowanej.

1) Pepton Bacte (Difco) mozna zastgpic

krajowym Aminobak.

peptonem

¢) Roztwor 8-procentowy chlorku zelazowego.
0,8 g chlorku zelazowego rozpusci¢ w 10 cm?
jalowej wody destylowanej i dobrze wymieszac.

d) Przygotowanie 2-procentowego agaru na
wodzie destylowanej. Do 1000 cm?® wody destylo-
wanej doda¢ 20 g agaru i ogrzewa¢ w tempera-
turze 121°C przez 20 min. Doprowadzi¢ pH do
7,4 1 rozla¢ miarowo do kolbek. Sterylizowat
w temperaturze 121°C przez 20 min.

2.9. Podloze McClunga i McCoya
Watroba wotowa sproszkowana — 20 g,

Maka pszenna typ 580 lub luksusowa — 50 g,
Woda wodociggowa — 1000 cm?.

Swiezg watrobe zemleé¢ na maszynce i wysuszy¢
w termostacie w temperaturze 55 = 60°C, a na-
stepnie dobrze rozetrze¢ w mozdzierzu. Pozostala
czes¢ watroby nalezy przechowywaé¢ w szczelnie
zamknietym sloiku szklanym.

W celu przygotowania podinza nalezy doda¢ do
wody make i watrobe, calos¢ dobrze wymieszac,
zeby nie bylo grudek i ogrzewa¢ w parze bie-
zacej w 100°C przez 1 godz czesto mieszajac.
Rozla¢ do probowek i sterylizowa¢ w tempera-
turze 121°C przez 2 h.

Podloze po ostygnieciu powinno by¢ kleiste.

2.10. Podloze Giolitti-Cantoni

Woda destylowana — 1000 ¢m?,

Enzymatyczny hydrolizat kazeiny?) — 10 g,

Ekstrakt miesny (Beef Extract Difco lub Lab.
Lemco Oxoid) — 5 g,

Ekstrakt drozdzowy (Yeast Extract Difco) — 5 g,

Chlorek litowy — 5 g,

NaCl — 5 g,

Mannitol — 20 g,

Glikokol — glicyna — 1,2 g,

Pirogronian sodowy — 3 g,

Telluryn  potasowy, 1-procentowy
wodny — 5,5 cm¥.

roztwor

Skladniki, oprocz tellurynu potasowego rozpuscié¢
w wodzie, nastawi¢ pH na 6.9, przesgczy¢, rozlac
miarowo po 19 cm?® do duzych probowek o wy-
miarach 20200 mm,

Sterylizowa¢ w- temperaturze 117°C w ciggu
30 min. Bezposrednio przed posiewem podloza
gotowa¢ w lazni wodnej przez 10 min. Ostudzi¢
do temperatury okolo 45°C i do kazdej probowki
doda¢ 0,1 em? l-procentowego roztworu tellurynu
potasowego przygotowanego wg 2.10.1.

Po wykonaniu posiewu podloze zala¢ warstwa
2-procentowego agaru wodnego przygotowanego
wg 2.8.4. Warstwa agaru powinna mieé¢ wysokosé
1,6 — 2 cm.

?) Preparat jest produkowany przez Biomed, mozna
takze stosowaé preparat Casitone Difco lub Tripticase
BBL.



BN-73/8135-03 7

Przygotowanie roztworu tellurynu potasowego.
1 g tellurynu potasowego rozpusci¢ w kolbie po-
miarowej w 100 cm3 wody destylowanej i steryli-
zowa¢ przez przesgczenie przez filtr Seitza lub
podobny. Przechowywaé¢ w temperaturze okoto
4°C.

2.11. Podloze Baird-Parkera
Woda destylowana') — 1000 cm?,
Ekstrakt miesny?)

(Beef Extract Difco) — 5 g,

Ekstrakt drozdzowy?)

(Yeast Extract Oxoid lub Difco) — 1 g,

Pepton tryptone (Difco) — 10 g,

Chlorek litowy — 5 g,

Agar — 20 g,

Pirogronian sodowy,
wodny — 50 cm3,

Glikokol 20-procentowy roztwér wodny — 60 cm?,

Telluryn  potasowy, l-procentowy  roztwor
wodny — 10 cm?,

Zottko jaja zawieszone w 100 ¢m? roztworu fizjo-
logicznego soli — 100 cm?.

Rozpuscic w wodzie ekstrakt miesny, ekstrakt
drozdzowy, pepton i chlorek litowy, nastawi¢ pH
na 7,2 + 7,4, doda¢ agar i wstawi¢ do pary bie-
zacej do rozpuszczenia. Rozla¢ miarowo do kolb
po 100 cm3. Sterylizowa¢ w temperaturze 121°C
w ciggu 20 min.

Przed uzyciem na kazde 100 ¢cm? podioza (roz-
puszczonego i ostudzonego do okolo 50°C) dodaje
sie uprzednio wyjalowione przez przesgaczenie przez
filtr Seitza:

6 cm? 20-procentowego wodnego roztworu gliko-
kolu,

5 cm? 20-procentowego wodnego roztworu piro-
gronianu sodowego,

! em3 l-procentowego wodnego roztworu tellury-
nu potasowego,

10 ecm® zawiesiny zoltka jaja w fizjologicznym

roztworze soli przygotowanym jak w 1.3.

Dla zwiekszenia wybiorczo$ci mozna doda¢ na
100 cm?® podloza 2,5 cm?® 0,2-procentowego roz-
tworu wodnego sulfametazyny. Nastepnie rozlac

20-procentowy  roztwor

podioze do plytek Petriego po okolo 20 cm? Pod-

loze podstawowe moze by¢ przechowywane
w lodowce w temperaturze okolo 4°C przez prze-
cigg 4 tygodni.

Gotowe plytki powinny by¢ uzyte w ciggu ty-
godnia.

Jesli chce sie je przetrzymac dluzej, nalezy
przed rozlaniem plytek doda¢ do podloza pod-
stawowego wszystkie skladniki précz pirogronia-
nu sodowego. Bezposrednio przed uzyciem na
kazdej plytce rozprowadza sie jalowym precikiem

1) Mozna zastgpi¢ wyciggiem migsnym.
?) Ekstrakt drozdzowy mozna zastapi¢ autolizatem
drozdzowym, 100 cm3 odpowiada — 3 g ekstraktu.

~ destylowanej.

szklanym 0,5 cm® 20-procentowego roztworu piro-
gronianu i plytki podsusza sig w temperaiurze
50°6;

a) Przygotowanie 20-procentowego wodnego
roztworu pirogronianu sodowego. 20 g pirogro-
nianu sodowego rozpusci¢ w kolbie pomiarowej
w 100 ¢m® wody destylowanej. Sterylizowaé¢ przez
przesgczenie przez filtr bakteriologiczny. Prze-
chowywaé w temperaturze okolo 4°C.

b) Przygotowanie 20-procentowego wodnego
roztworu glicyny (glikokolu). 20 g glicyny roz-
pusci¢ w kolbie pomiarowej w 100 cm?® wody
Sterylizowa¢ przez przesgczenie
przez filtr bakteriologiczny.

¢) Przygotowanie zawiesiny zoltka jaja. Swie-
ze jajko umyé dokladnie woda 1 mydiem.
Zanurzy¢ w alkoholu skazonym i po wyjeciu
opali¢. Rozbi¢ jalowo skorupke i oddzieli¢ zéitko
od bialka, z6ltko przeniesé do jalowej kolby i do-
da¢ 100 cm?® jalowego roztworu f{fizjologicznego
chlorku sodowego przygotowanego wg 1.3. Prze-
chowywa¢ w chlodni do 2 tygodni.

d) Przygotowanie 0,2-procentowego wodnego
roztworu sulfametazyny. Ampulke zawierajgcg
9 cm? 20—procef1towego roztworu sulfametazyny
przelaé do kolby pomiarowej pojemnosci 500 cm?
i dopelni¢ do kreski jalowg wodg destylowanas.
Przechowywaé¢ w chlodni.

2.12. Podloze z zélcia i zielenig brylantowsg
Pepton — 10 g.

Zoté wolowa — 200 cm?.

Laktoza — 10 g.

Zielen brylantowa, 0,1-procentowy roztwér wod-
ny — 13,3 cm?

Woda destylowana — do 1000 cm?.

W 500 cm?® wody destylowanej rozpusci¢ pep-
ton, dodaé zolé i uzupelni¢ woda do 1000 cm?,
doprowadzi¢ pH do 7,4, zagotowac, przesgczyc
przez bibule, doda¢ laktoze i zielen brylantowa.
Rozla¢ do probowek z rurkami Durhama. Wy-
jalawia¢ w temperaturze 117°C przez 20 min.
Koncowe pH powinno wynosi¢ 7,1 = 7,2.

2.13. Agar Endo
Wycigg miesny — 1000 cm?,

Pepton — 10 g.

Chlorek sodowy — 5 g.

Laktoza — 10 g.

Agar — 20 g.

Fuksyna zasadowa, 3-procentowy roztwor wod-
ny — +20 cm?

W wyciagu wodnym rozpusci¢ pepton, chlorek
i rozlaé miarowo po 100 cm? do butelek. Steryli-
zowaé w temperaturze 117°C przez 20 min. Przed
uzyciem do rozpuszczonego podloza dodac fuksy-
ne, a nastepnie roztwor siarczynu sodowego w ta-
kiej ilosci, aby podloze odbarwilo sig, rozla¢ na
plytki. Podloze powinno mie¢ barwe bladorézows.
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