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1, WSTEP

1,1, Przedmiot normy, Przedmiotem normy jest mikro-

biologiczna ocena skutecznosci dezynfekcji pomieszczeh

chtodniczych, -

1,2, _Zakres stosowania normy, Postanowienia normy na-

le2y stosowaé przy mikrobiologiczne] ocenie skutecznoé-
ci dezynfekcji zamrazalni, komér sktadowych, przedsionkéw
oraz chtodnic powietrza i innych pomieszczerh w chiodniach

sktadowych,

2, MIKROBIOLOGICZNA OCENA CZYSTOéCI POWIETRZA

W POMIESZCZENIACH CHLODNICZYCH

2,1, Przygotowanie pomieszczer chiodniczych do prze-

prowadzenia oznaczania, Przed przystapieniem do wykona-

nia oznaczania wymieszac powietrze w pomieszczeniu przy
pomocy wentg\/lator‘a chtodnicy lub wentylatora przenoéne-
go, Czas mieszania powietrza - okoto 30 min, Do wykdna_
nia oznaczania przystapic¢ po uptywie 10 min od momentu wy

taczenia wentylatora,

2.2, Wvkonanie oznaczania

2.2, 1, Przygotowanie ptytek Petriego, Do szeregu pty-

3
tek Petriego érednicy 10 cm rozlaé okoto 20 cm agaru bu-

1.3

lionowego przygotowanego wg zatacznika 5 p, 1,3, Ptytki

te stuza do oznaczania ogéinej liczby drobnoustrojéw,

Do drugiego szeregu pivtek rozlaé po okoto 20 cm3 agaru
brzeczkowego, przygotowanego wg zatacznika 5 p, 1.4 Pityt-
ki te stuza do oznaczania ogdlnej liczby drozdzy i pleéni,
Po zastygnieciu podfoza ptytki wstawi¢ na okoto 1 h do

. . o N
cieplarki o temperaturze 30 C, w celu podsuszenia,

2,2, 2, Wykonanie pomiaru, W pomieszczeniu o powierz-

2 .
chni 40 m |lub powyzZej rozstawi¢ 10 ptytek z agarem od-

zywczym i 10 ptytek z agarem brzeczkowym, W pomiesz-
czeniach o powierzchni mniejszej niz 40 m2 rozstawié 5 pty-
tek z agarem bulionowym i 5 ptytek z agarem brzeczkowym,

Ptlytki rozstawié na powierzchniach poziomych w réznych

punktach pomieszczenia, zdja¢ przykrywki, ktadac je w

takiej pozycji, w jakiej zamyka sie ptytke,
Otwarte piytki pozostawi¢ na okoto 10 min, nastepnie je

zamknaé, przenieéé do cieplarki o temperaturze 22°C na

72 h i ustawié w pozycji odwréconej,

2,2, 3 Obliczanie wynikéw, Po okresie inkubacji wyjaé

ptytki z cieplarki i policzyé kolonie wyroste na ptytkach,
Na ptytkach z agarem bulionowym liczy¢ tylko kolonie bak-

terii, Na ptytkach z agarem brzeczkowym liczy¢ oddzieinie

kolonie drozdiy i oddzielnie kolonie pleéni, W razie watp-

liwoéci nalezy wykonaé preparaty mikroskopowe przygoto-

wane wg zatacznika 4,
Za wynik (X) przyjaé¢ érednia arytmetyczna liczby kolo-
nii bakterii, drozdzy i plesni z 10 lub 5 ptytek, po przeli-

czeniu na 100 cm2 powier zchni piytki wg wzoru

w ktérym:
n - érednia arytmetyczna liczby drobnoustrojéw z 10

lub 5 ptytek,

r2 - powierzchnia ptytki,

2.2 4, Interpretacja wynikdw - wg tabl, 1,

Tablica 1
# - 2 - i
Ogdina liczba na 100 cm powierzchni
ptytki Wynik
dezynfekcji
bakterii drozdzy plesni
0+ 10 010 0:5 dobry
11 + 25 11 + 25 6+ 12 dostateczny
powyzej 25 powyzej 25 powyzej 12 | niedostateczny

Wynik dpbr‘y lub dostateczny kwalifikuje pomieszczenie
do eksploatacji, Wynik niedostateczny kwalifikuje pomiesz-
czenie do powtérnego przeprowadzenia dezynfekcji, Wy~
stepowanie jednego rodzaju zakazenia - pleéni, bakterii lub
drozdzy - w granicach wyniku niedostatecznego decyduje o

koniecznoéci przeprowadzenia powtérne] dezynfekcji,

Zjednoczenie Chltodni Skladowych
Ustanowiona przez Dyrekiora Zjednoczenia Chiodni Sktadowych dnia 20 pazdziernika 1966 r.
jako norma obowigzujaca w zakresie metod badan od dnia 1 lipca 1967 r.

(Mon. Pol. nr 36/1967 poz. 175)
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MIKROBIOL OGICZNA OCENA STOPNIA CZYSTOE;CI
POWIERZCHNI METODA TAMPONOWA

3

=

DZIESIECIOELEMENTOWA

3,1, Miejsce pobierania prébek, Prébki nalezy pobierad

B i

po 24 h po zakohczeniu dezynfekcji, losowo, z dziesie-

ciu réznych miejsc powierzchni podtogi, écian, parownikéw

w chtodniacach i z powierzchni wewnetrznej kanatu ssaw-
nego,
3,2, Sposéb pobierania probek, Ta?npon pr zygotowany

wg zatacznika 2 p, 2,5 wyjacé jatowa pinceta ze zlewki, za-

nurzy¢é w jatowym roztworze fizjologicznym z peptonem pra~

gotowanym wg zatacznika 3 p, 2 i nadmiar ptynu usunad
przez przyciskanie do écian kolby,
Do wybranej powier zchni przytozydé uchws/cony pincets

szablon wykonany z blachy nierdzewne] o wymiarach 5x5cm,
uprzednio wytarty wata nasycona spirytusem i opalony nad
ptomieniem palnika, Nastepnie zetrze doktadnie tamponem
powierzchnig ograniczonga ramka szablonu, pocierajac naj-
pierw réwnolegle do jednego z bokéw ramki, a nastepnie
w kierunku prostopadiym do poprzedniego, Czyhnosé te wy-
kona¢ szybko w celu uniknigcia przymarzania tamponu i

przeniesé¢ go szybko do wyjatowionej kolby Erlenmayera,

3,3, Wykonanie posiewu, Do kazde] kolby Erlenmayera

z obrang préba dolaé 10 cm3 roztworu soli fizjologicznej z
peptonem, Tampon wyptukac przez energiczne wytrzasanie
kolba Erlenmayera w ciggu 1 min, Do dwéch jatowych pty-
tek Petriego przeniesé po 1 <:rr13 poptuczyn,

Jedna ptytke zalac roztopionym i ostudzonym do 45°C, 8-
garem bulionowym przygotowanym wg zatacznika 5 p, 1,3,
druga agarem brzeczkowym przygotowanym wg zatacznika
5 p. 1.4, Doktadnie wymieszadé przez poruszanie ptytek ru-
chem kotowym po powierzchni stotu i pozostawié je do za-
stygnigcia podtoza, a nastepnie inkubowaé¢ w temperaturze

ZZOC przez 72 h w pozycji odwrdconej,

3. 4 Odczytanie wynikdw, Po okresie inkubacji ptytki

wyjac i policzy¢ wyroste kolonie. Jako wynik podaé éred-

nig arytmetyczna liczby kolonii z 10 ptytek, przeliczona na

-,

2 \ . ;
1 cm badanej powierzchni wg wzoru

w ktérym;
&
in"i - érednia arytmetyczna liczby kolonii z 10 piytek,
gdzie
x - liczba kolonii drobnoustrojow wyrosiych ha
ptytce,

n - liczba ptytek (10),
25 - powierzchnia ograniczona ramka szablonu,

10 - iloéé ptynu, w ktérym wyptukiwano tampon,

3,5, Obliczanie wspdtczynnika zmiennoéci, Wspdiczyn-

nik zmiennoéci {V) obliczyé wg wzoru

o P B
-7
. T (x,-7)° :
w ktérym s = 1 ) - - standardowe odchylenie,
n-1
gdzie T= _ZT - £rednie arytmetyczne liczby kolonii z 10
ptytek;

(x, - T) oblicza sig nastgpujaco
& TN, U I, PR, TR S ¢
gdzie:
x,- liczba kolonii na ptytce 1,
x,~ liczba kolonii na ptytce 2,
x4~ liczba kolonii na ptytce 3,

rm, - liczba kolonii na ptytce m,

3,6, Interpretacja wynikéw, Jezeli wspbtczynnik  zmien-

nosci bedzie wiekszy niz 0,35, wynik dezynfekcji ocenia sie
jako niedostateczny i dezynfekcje nalezy powtérzyé,

Jezeli wspéfczynn-ik zmiennosci bedzie mniejszy niz 0,35,
oceng wyniku dezynfekcji nalezy przeprowadzié ngdnie z
tabl, 2,

Tablica 2

Liczba drobnoustrojéw Wynik dezynfekcji

2
na | cm powierzchni

1 dobry
1+5 dostateczny
ponad 5 niedostateczny

Wynik dobry lub dostateczny kwalifikuje pomieszczenie

do eksploatacji, natomiast w przypadku wyniku hiedostate-

2x ,
a T . cznego nale:y w pomieszczeniu ponownie przeprowadzié de-
25 zynfekcje,
KONIEC

Zatacznikdw 5
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ZALACZNIK 1

SPRZET | MATERIALY POMOCNICZE

a) Cieplarka z termoregulacja,

b) Suszarka z termoregulacja,

c) Autoklaw laboratorvjny.

d) Aparat Kocha,

e) Mikroskop,

f) Palniki spirytusowe,

g) Szablony metalowe z uchwytem {otwér 5 x 5 cm),
h) Oczko platynowe (eza),

i) Pincety,

j) Kolby pomiarowe pojemnosci 100 i 1000 cm3,
k) Kolby Erlenmayera pojemnoéci 100 cm3 z szerokimi
szyjkami lub duze szerokie prébdéwki,

|) Kolba z dnem ptaskim pojemnoéci 500, 1000 i 2000 cm3,

#) Piytki Petriego $rednicy 10 cm,
m) Pipety bakteriologiczne pojemnoéci 1 i 10 cm3,
n) Zlewki pojemnoéci 150 i 250 cm3,
o) Szkietka przedmiotowe,

p) Wata,

r) Gaza,

s) Nici,

t) Papier pakowy,

u) Papier pergaminowy,

w) Waga péitechniczna,

x) Waga analityczna,

y) Cukromierz Blg,

z) Bibuta do saczenia,

ZALACZNIK 2

SZKLO LABORATORYJNE

1, PRZYGOTOWANIE SZKLA

1,1, Szkio nieuzywane, W celu zobojetnienia substancji

alkalicznych pozostatych na éciankach szkfa - probdwki,
kolby, piytki Petriego przed ich u¢yciem nalezy gotowad
przez 30 min w 1-procentowym roztworze kwasu solnego,

Nastepnie sptukaé w biezacej wodzie i przeniesé do naczy-
nia z l-procentowym roztworem weglanu sodowego i yoto-
waé réwniez przez 30 min, po czym wymy¢ szktd szczotka
w biezacej wodzié, sptukaé woda destylowana i wysuszyé,

zawartosci wymyé

1,2, Szkto uzywane, Po usunieciu

szczotka w 2-procentowym roztworze mydta o temperaturze
okoto SOOC, ptukaé w biezacej wodzie wodociagowej w tem-
peraturze okoto SOOC, a nastepnie w zimnej wodzie desty-
lowanej, Pipety my¢ jak wyzej, jednak w przypadkachwigk-
szego zabrudzenia zaleca sig moczenie przez kilka godzin
w okoto 2-procentowym roztwor ze fosforanu sodowegotrdj-
zasadowego, ogrzanego do temperatury 60 s 80°C_ Nastep-
nie ptukaé w cieptej wodzie, a potem w zimnej destylowane]
Szkietka przedmiotowe umyé w goracym roztworze mydta,
wyptukaé w wodzie biezacej i destylowanej oraz zanurzyé w
mieszaninie réwnych objetoéci alkoholu i eteru,

1.3. Przedmioty metalowe, Pincety, szablony oczyscié

wata zwilzona w alkoholu,

2, PRZYGOTOWANIE SPRZETU DO WYJALOWIENIA

2,1, Zasada ogdlna, Sprzet do wyjatowienia powinien byé

suchy,

2,2, Pipety, Gérne otwory, ktére bierze sie do ust, zat-

kaé wata, zawinaé po jednej lub po kilka sztuk w papier
pakowy albo wiozyé do specjalnych puszek metalowych prze-
znaczonych do wyjatawiania pipet, Na dno puszki wtozyé

wate, aby nie potamac korica pipet,

-

2. 3. Ptytki Petriego, Do ptytek Petriego dopasowaé wie-

czka i zawingé w papier pojedynczo lub po kilka, albo u-
mieécié w pudetku metalowym przeznaczonym do wyjatawia-

nia ptytek,
2, 4, Kolby, Otwér kolby zamknaé korkiem z waty,

2.5, Ppzygotowanie tgr_nponéw, Odwazyé wacik o masie

okoto 150 mg, zawinaé w gaze i owinac nitka, Tak przygo-
towane tampony w liczbie okoto 30 umieécié w zlewce, O-
twér zlewki przykryé papierem do pakowania i ewinaé cien-

kim sznurkiem,

3, WYJALAWIANIE SPRZETU

Szkto laboratory jne przygotowane wg rozdz, 2 owingaé w
. . o
papier pakowy, wyjatawiaé w suszarce w temperaturze 160C
przez 2 godz lub w autoklawie, owinigte w papier pergami-
o :
nowy, w temperaturze 121 C przez 30 min,
Pincety i szablony przetrzeé wata zwilzona w atkoholu

etylowym skazonym i opalié¢ nad ptomieniem palnika,

4 PRZECHOWYWANIE SPRZETU WY JAL. OWIONEGO

Szkio i sprzet czysty, suchy i wyjatowiony nalezy prze-
chowywaé w miejscu suchym i zabezpieczajgcym przed ku-

rzem,
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ZALACZNIK 3

ODCZYNNIKI | BARWNIKI

1, Roztwér weglanu sodowego okoto 1-procentowy. Do

3
1000 cm wody wodociggowe| dodaé 10 g weglanu sodowego,

2, Roztwér soli fizjologicznej z peptonem, Do 1000 cm3

wody destylowanej dodaé 2 g chlorku sodowego i 3 g pepto-
nu uprzednio rozpuszczonego na ciepto w niewielkiej ilog-
ci wody, Rozlaé do kolb i wyjatowié w temperaturze 120°C

przez 20 min,

3, Roztwdr wodorotienku sodowego, Do kolby pomiarowej

" . 3
pojemnoséci 100 cm wsypaé 10 g wodorotlenku sodowego,roz-
5 3
puéci¢ w okoto 70 cm  wody destylowanej, dobrze wymie-

szad i uzupetnié woda destylowana do kreski,

4, Roztwdér wodorotlenku postasowegg Do kolby pomiarowe]

3
pojemnoséci 1000 cm wsypaé 100 mg wodorotlenku potaso-

wego, rozpuscié i uzupetnié woda destylowana do kreski,

5, Btekit metylenowy wedtug Loeffiera, Odwazyé 0,3 g

btekitu metylenowego o zawartosci 90% barwnika i rozpué-
cié¢ w 30 cm3 950 alkoholu etylowego, Po catkowitym roz-
puszczeniu barwnika w alkoholu do roztworu dodaé 100 cm

0, O1-procentowego roztworu wodorotlenku potasowego i ca-

to$é doktadnie wymieszaéd,

ZALACZNIK 4

BARWIENIE F-‘R_E_EARATCSW SZKIELt KOWYCH METODA LOEFFLERA

1, Przygotowanie preparatéw do badar mikroskopowych,

Na szkietkach przedmiotowych umieécié krople sterylne] wo-

dy wodociggowej i rozetrzeé nieco materiatu pobranego

oczkiem,z hodowli agarowej, Preparat wysuszyé w tempe-
raturze pokojowej, Po wysuszeniu utrwalié za pomoca 3~
~-krotnego przeprowadzania szkietka przez ptomierdt palnika

i nastgpnie barwié€,

2, Barwienie, Na utrwalony nad ptomieniem preparat na-

la¢ btgkitu metylenowego Loefflera, przygotowanego wg za-

tacznika 3 p, 5 i pozostawié na preparacie przez 1 ; 2 min,

Nastepnie zlaé barwnik, sptukacé woda destylowana Ilub
zwykta i osuszy¢ bibuta,Na osuszony preparat potozyé krop-

le olejku cedrowego i ogladaé pod obiektywem immersy jnym,

ZAL ACZNIK 5

POZYWKI

1, PRZYGOTOWANIE POZYWEK

1.1, Wyclag migsny, Migso wotowe oczyszczone z kosci,

§ciegien i ttuszczu przepusécié przez maszynke do migsa do
naczynia emaliowanego, zalaé woda w stosunku 1 kg miesa
na 2200 crn3 wody i odstawi¢ na noc do chtodni, Nastepnego
dnia gotowaé przez 30 min (Iiczgc od czasu zagotowania), po
przesaczeniu przez ptétno rozlaé do kolb i wyjatowié w tem-

o]
peraturze 121 C przez 20 min,

1,2, Bulion zwykty

Wyciag migsny - 1000 cm3.

Pepton - 10 g,

Chlorek sodowy -~ 5 g,

Sktadniki zmieszaé w naczyniu emaliowanym, podgrzaé i
rozpuécié na goraco, doprowadzié odczyn do pH = 7,8 przy
uzyciu 10-procentowego roztworu wodorotlenku sodowego,
gotowaé'przez 30 min, przesaczyé na goraco przez bibute,
121°c

rozlaé do kolb i wyjatowié w temperaturze przez

30 min, Warto$é pH wyjatowionego bulionu powinna wyno-

si€ 7,4 37,6,

\ 3
1,3, Agar bulionowy 1, 5-procentowy, Na 1000 cm bu-

lionu pr'_zygotowanego jak w 1,2 dodaé¢ 15 g agaru i ogrze-
waé w parze biezacej az do roztopienia agaru’ Pr‘zeséczyé
na goraco przez saczek z waty, rozlaé do kolb i wyjata-
wiaé w temper atur ze 121°C przez 2_0 min, Wartoéé pH, pod-

toza powinna wynosié 7,4 + 7,6,

1,4, Agar brzeczkowy

1,4, 1, Przygotowanie brzeczki, Jeczmief zwilzyé zimna

woda wodociagowa i roztozyé na wilgotnym materiale w
o

ciemnym pomieszczeniu w temperaturze 35 £1 C, a gdy

kretki beda dwa razy diuzsze od ziarna, jeczmied wysuszyé

cieptym powietrzem w temperaturze nie przekraczajace]

50°C, 400 g jeczmienia otrzymanego w powyZszy sposéb ze-
mleé na maszynce, wsypaé do garnka i zalaé¢ 1600 cm3 WO-
dy destylowanej, podgrzanej do 48 iIOC, Zaznaczyé po-
ziom otrzymanego zacieru w garnku i utrzymaé temperature
na poziomie 45°C przez 30 min, nastepnie, podnoszac po-
woli temperature do 70°C, sprawdzi¢ scukrzenie skrobi do

maltozy w nastepujacy sposéb: krople zacieru rozcieficzone-
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go pigciokrotnie woda destylowéng, przenieé¢ na plytke por-

celanowa lub szklang, umieszczong na biatym papierze i do-
daé krople ptynu Lugola, Przy catkowitym scukrzeniu skro-
bi wystepuje zabarwienie 16tte,

Po uzyskaniu dodatniego wyniku préby na scukrzenie za-
cieru 6;tudzié do temperatury 30°C, dopetnié woda desty-
lowang do poprzedniego poziomu i gdy sig ostudzi, przece-
dzié ostroinie znad osadu przezroczysta Brzeczkg przez
ptécienny worek, Mozna réwniez stosowaé brzeczke browa-

rowa,

1,42, Przygotowanie agaru brzeczkowego 1000 cm3

brzeczki stodowe]j rozcieficzyé woda destylowana do uzys-

kania stezenia 7 :IOBIg_ llo$¢ wody, jaka nalezy uzyé do

rozcieAczenia brzeczki, obliczyé w nastepujacy sposéb: po
okresleniu stezenia brzeczki wyjéciowej w stopniach  Big

wykonaé obliczenie na podstawie wzoru

X =18,5.a-100
w ktérym:

X - iloéé wody potrzebnej do dodania do 100 cm3 brzecz-

ki wyjSciowej,

a - stezenie brzeczki wyjéciowe]j,

Do 1000 cm3 rozcieficzonej brzeczki stodowej dodaé 20 g
agaru i ogrzewaé w parze biezacej az do roztopienia aga-
ru, Nastegpnie przesgaczy¢ na goraco przez saczek z waty,
tempe-

rozla¢ do jatowych kolb i wyjatawiaé ogrzewajac w

o
raturze 117 C przez 20 min,



