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PRZECHOWYWANIE 
Pomieszczenia chłodnicze W CHŁODNIACH 

Ocena skuteczności dezynfekcji 

l, WST~P 

l, l, Przedmiot normy, Przedmiotem normy jest mikro_ 

biologiczna ocena skuteczności dezynfekcji pomieszczeń 

chłodniczych, . 

l. 2, Zakres stosowania normy. Postanowienia normy na-

leży stosować przy mikrobiologicznej ocenie skutecznoś-

ci dezynfekcji zamrażal~i, komór składowych, przedsionków 

oraz chłodnic powietrza innych pomieszczeń w chłodniach 

składowych, 

, 
2, MIKROBIOLOGICZNA OCENA CZYSTOSCI POWIETRZA 

W POMIESZCZENIACH CHLODNICZYCH 

2, l. Przygotowanie pomieszcze;', chłodniczych do prze

prowadzenia oznaczania, Przed przyst~pleniem do wykona_ 

nia oznaczania wymieszać powietrze w pomieszczeniu przy 
I . 

pomocy wentylatora chłodnicy lub wentylatora przenośne_ 

go, Cza,s mieszania powietrza - okc;>ło 30 min, 00 wykona_ 

nia ·oznaczania przyst~p i ć po upły,wie lO min od momentu wy.. 

ł~czenia wentylatora, 

2,2, Wykonanie oznaczania 

2,2, l, Przygotowanie płytek P~triego, 00 szeregu pły 
I 3 

tek Petriego średnicy lO cm rozlać około 20 cm agaru bu-

Ilonowego przygotowanego wg zał~cznika 5 p, 1,3, Pły\ki 
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punktach pomieszczenia, zdjęć przykrywki, kładęc je 

takiej pozycji, w jakiej zamyka się płytkę. 

w 

Otwarte płytki pozostawić na około lO min, następnie je 

zainknęć, przenieść do cieplarki o temperaturze 22
0

C na 

72 h i ustawić w pozycji odwróconej, 

2,2,3, Obliczanie wyników. Po okresie inkubacji wyj~ć 

płytki z cieplarki i policzyć kolonie wyrosłe na płytkach. 

Na płytkach z agarem bulionowym liczyć tylko kolonie bak_ 

ter ii. Na płytkach z agarem brzeczkowym liczyć· oddzielnie 

kolonie drożdży i oddzielnie kolonie pleśni. W razie wętp

liwości należy wykonać preparaty mikroskopowe przygoto

wane wg załęcznika 4. 

Za wynik (X) przyjęć średni~ arytmetycznę liczby kolo-

nii bakterii, drożdży i pleśni z 10 lub 5 płytek, po przeli-

2 
czenlu na 190 cm powierzchni płytki wg wzoru 

X = 
n 

2 .. 
T 

100 

w którym: 

n _ średnia arytmetyczna liczby drobnoustrojów z .10 

lub 5 płytek, 

r 2 _ powierzchnia płytki. 

2.2.4. Interpretacja wyników - wg tabl. I. 

Tablica 1 

Ogólna liczba na 100 cm 
2 

powierzchni 
... te służę do oznaczania ogólnej liczby drobnoustrojów. 

\ 
płytki Wynik 

3 
00 drugiego szeregu płytek rozlać po około 20 cm agaru 

brzeczkowego, przygotowanego wg załęcznika 5 P. 1.4.Płyt

ki te służ~ do oznaczania ogólnej liczby drożdży i pleśni. 

Po zastygnięciu podłoża płytki wstawić na około 

o 
cieplarki o temperaturze 30 C, w celu podsuszenia. 

h do 

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

chn·i 40 m
2 

lub powyżej rozstawić lO płytek z agarem od-

żywczym i lO płytek z agarem brzeczkowym. W pomiesz_ 

dezynfekcj i 
bakteri i drożdży pleśni 

-

O oT lO O .;. 10 O.;. 5 dobry 

1 1 ;. 25 1 1 .;. 25 6 .;. 12 dostat,eczny 

powyżej 25 powyżej 25 powyżej 12 niedostateczny 

Wynik dobry lub dostateczny kwal ifikuje pomieszczenie 

do eksploatacji. Wynik niedostąteczny kwalifikuje pomiesz_ 

czenie do powtórnego przeprowadzenia dezynfekcji. Wy_ 

,....., czeniach o powierzchni mniejszej niż 40 m
2 rozstawić 5 pły.- stępowanie jednego rodzaju zakażenia _ pleśni, bakterii lub 

drożdży - w granicach wyniku niedostatecznego decyduje o 

konieczności przeprowadzenia powtórnej dezynfekcji. 

tek z agarem bulionow);'m i 5 płytek z agarem brzeczkowym. 

" :>. Płytki rozstawić na powierzchniach poziomych w różnych 
~ 

:>. 
c 
o 
l: 
o 
~ 
l: 

" m -.li! 
m 
Z 

Zjednoczenie Chłodni Składowych 

Ustanowiona przez Dyrektora Zjednoczenia Chłodni Składowych dnia 20 pa:l:dziernika 1966 r. 

jako norma obowiązująca VI zakresie metod badań od dnia 1 lipca 1967 r. 

(Mon. Pol. nr 36/1967 poz. 175) 

WYDAWNICTWA NORMALIZACYJNE . Wpływ do. WN 6.6.77. OddQn~ do .kładu 12.8.77. Drulr. ukończono we wrnłni", 77. 
Obj. 0,70 a. w. Naklad 500 -t- 23 .0', Zam. 2124/17 

Cena zł 3,60 
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, 
3, MIKROBIOLOGICZNA OCENA STOPNIA CZYSTOSCI 

POWIERZCł-iN1 METODĄ TAMPONOWĄ 

OZ IES I§C IOELEMENTOWĄ 

3, l , Miejsce pobierania próbek, Próbki należy pobierać 

po 24· h po zakończeniu dezynfekcji, losowo, z dziesię

ciu różnych miejsc powierzchni podłogi, ścian, parowników 

w chłodniacach i z pow ierzchni wewnętrznej kanału ssaw-

nego, 

3,2, Sposób pobierania próbek, • Tampon przygotowany 

wg załęcznika 2 p, 2,5 wy jęć jałowę pincetę ze zlewki, za_ 

nurzyć w jałowym roztworze fizjologicznym z peptonem pr~ 

gotowanym wg załęcznika 3 p, 2 i nadmiar płynu lJsunęć 

przez przyciskanie do ścian kolby, 

Do w ybranej pow ierzchni przyłożyć uchwycony pincetę 

szablon w y konany z blachy nierdzewnej o w ymiarach 5x5cm, 

uprzedn i o wytarty' watę nasyconę spirytusem i opalony nad 

płomieniem palnika, Następnie zetrzeć dokładnie tamponem 

powier zchnię ograniczonę ramkę szablonu, pocierajęc naj-

pierw równolegle do jednego z boków ramki, a następnie 

w ki erunku prostopadłym . do 'poprzedniego, Czyńność tę wy-

konać s zybko w celu uniknięcia przymarzania tamponu 

przen i eść go szybko do wyjałowionej kolby Erlenmayera, 

3,3, Wykonani e posiewu, Do każdej kolby Er lenmayera 

, ć 3 l' z ob~ anę probę dola 10 cm roztworu so I fi zjologi c znej 'z 

peptonem, Tampon wypłukać przez energ iczne wytrzęsanie 

kolbę Er lenmay era w cięgu 1 min, 00 dwóch jałowych pły-

3 
tek P etriego pr zen ieść po 1 cm popłuczyn , 

o 
Jednę Ply tkę zalać roztopiony m i os t udzonym do 45 C . a_ 

garem bu lionowym przygotowanym w g załęcznika 5 p, 1,3, 

drugę ag~rem br z eczkowym przygotowanym wg załęcznika 

5 p, 1,4, Dokładnie wymieszać przez poruszanie płytek ru_ 

c hem kołowym po powierzc hni stołu i pozostawić 'j e do za

stygnięc i a podłoża, a następn i e inkubować w temperatu r ze 

2Z
o

C przez 72 h w pozycji odwróconej, 

3,4, Odc zytanie wyników" Po okresie inkub ac ji pły t ki 

wy ję ć i policzyć wyrosłe kolonie,' Jako wyni k podać śred

nię aryt metycznę liczby kolonii z 10 płytek, przeliczonę na 

1 cm
2 

badanej powierzchni wg wzoru 

a 10 
25 

w którym: 

I ,T _ śr'ednia ary tmetyc zna liczby kolonii z 10 płytek, 
n 

gdzie 

x - l i c zba koloni i drobnoustrojów wyrosłych ha 

płytce, 

n _ liczba płytek (10), 

25 - powierzchnia ograniczona ramkę szablonu , 

10 - ilość płynu , w któr y m wypłukiwano tampon, 

3, S, Obliczanie współczynnika zmienności, 

nik zmienności (V) obliczyć wg wzoru 

Współczyn_ 

V = 

"\ I 2' 

s 
' 7 

w, którym S = V~I (x,-x) • _ standardowe odchylen i e, 
n-l 

gdzie x= I: x _ średnie arytmetyczne liczby kolonii 
li 

płytek; 

( x , _ x) obli c za się następujęco 

( x ",_ x ) 

gdzie: 

x,- liczba kolonii na płytce 1, 

x 2 - liczba kolonii na płytce 2, 

x 3 - liczba kolonii na płytce 3 , 

Xn~ - liczba kolonii na płytce m, 

z , 10 

3,6, Interpretacja wyników, Jeżel i współc~ynnik ' zmien_ 

ności będzie Większy niż 0,35, wynik dezynfekcji ocenia się 

jako niedostateczny i dezy nfekCję n'ależy powtórzyć, 

Jeżeli współczynnik zmienności będzie mniejszy niż 0,35, 

ocenę wyniku dezynfekcji Qależy przeprowadzić zgodnie z 

tabl, 2, 

Tablica 2 

, \ 
Liczba drobnoustrojów 

Wynik dezynfekcji 
2 

na 1 cm powierzchni 

1 dobry 

1 .;. 5 dostateczny 

ponad 5 niedostateczny 

Wynik dobry lub dostateczny kwal ifikuje pomi.eszczenie 

do eksploatacji natomiast w przypadku wyni ku hiedostate-, . 

cznego należy w pomieszczeniu ponownie przeprowadzić de_ 

zynfekcję, 

KON I EC 

Załęczn i ków 5 
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ZALĄCZNIK 1 

SPRZĘT 1 MATERIALY POMOCNICZE 

a) Cieplarka z termoregulację. 

b) Suszarka z termoregulacji'. 

c) Autoklaw laboratory jny, 

d) Aparat Kocha. 

e) Mikroskop. 

f) Palniki spirytusowe. 

g) Szablony metalowe z uchwytem (otwór 5 x 5 cm). 

h) Oczko platynowe ('eza). 

i) Pincety. 

j) Kolby pomiarowe pojemności 100 i 1000 cm
3

. 

k) Kolby Erlenmayera pojemności 100 cm
3 

z szerokimi 

szyjkami lub duże szerokie próbówk i . 

. 3 
I) Kolba z dnem płaskim pojemności 500, 1000 I 2000 cm. 

ł) Płytki Petrlego średnicy lO cm. 

m) Pipety bakteriologiczne pojemności 
3 

n) Zlewki pojemności ISO I 250 cm • 

o) Szkiełka przedmiotowe. 

p) Wata. 

r) Gaza,/ 

s) Nici. 

t) Papier pakowy. 

u) Papier pergaminowy. 

w) Waga półtechniczna. 

x) Waga analityczna. 

y) Cukromierz B19. 

z) Bibuła do sęczenia. 

3 
10 cm • 

ZALĄCZNIK 2 

SŻKLO LABORATORY.NE 

I. PRZYGOTOWAN IE SZKLA 

l. I. Szkło nieużywane. W celu zobojętnienia substancji 

alkalicznych pozostałych na ściankach szkła probówki, 

kolby, płytki Petriego przed ich utyciem nale!y gotować 

przez 30 min w l-procentowym roztworze kwasu solnego • . 
Następnie spłukać w bieżi'cej wodzie i przenieść do naczy-

nia z 'I-procentowym roztworem węglanu sodowego i 9010-

• wać równie! przez 30 min, po czy m wymyć szkłO szczotkę 

w bieżęcej wodzie, spłukać wodę ::testy lowanę I wysuszyć. 

1.2. Szkło używane. Po usunięciu z;;lwarlości wymyć 

szczotkę w 2-procentowym roztworze mydła o temperaturze 
o 

około 50 C, płukać w bieżęcej wodzie wodocięgowej w tern-
o 

per.aturze około 50 C, a następnie w zimnej wodzie desty-

lowanej, Pipety myć jak wyżej, jednak w przypadkachwięk-

szego zabrudzenia zaleca się moczenie przez kilka godzin 

wokoło 2-procentowym roztwor ze fosforanu sodowego trój_ 
. o 

zasadowego, ogrzanego do temperatury 60 :,. ao C. Następ-

nie płukać w ciepłej wodzie, a potem w zimnej destylowanej. 

Szkiełka przedmiotowe umyć w gori'cym roztworze mydła, 

wypłukać VJ wodzie bie!ł\cej i destylowanej oraz zanurzyć w 

mieszaninie równych objętości alkoholu i eteru. 

'1.3. Przedmioty metalowe. Pincety, szablony oczyścić 

wat i' zwi lżonę w alkoholu. 

2. PRZYGOTOWANIE SPRZE;TU DO WY.JALOWIENIA 

2. I. Zasada ogÓlna. Sprzęt do wyjałowienia powinien być 

suchy. 

2.2. Pipety. Górne otwory, które bierze się do ust, zal-

kać watę, zawinęć po jednej lub po kilka sztuk . w papier 

pakowy albo 'włożyć do specjalnych puszek metalowych prze.. 

znaczonych do wyjaławiania pipet. Na dno puszki 

watę. aby nie połamać końca pipet. 

włożyĆ 

2.3. Płytki Petrlego. Do płytek Petriego dopasować wie~ 

czka. i zawlnęć w papier pojedynczo lub po kilka, . albo u

mieścić w pudełku metalowym przeznaczonym do wyjaławla-

nia płytek. 

2.4. Kolby. Otwór kolby zamknęć kork i em z waty. 

2.5. Pr>zygotowanie tamponów. Odważyć wacik o masie 

około ISO mg, zawlnęć w gazę I owinęć nitkę. Tak przygo_ 

towane tampony w liczbie około 30 umieścić w zlewce. 0_ 

twór zlewki przykryć papierem do pakowania I owlni'ć cien_ 

kim sznurkiem. 

3. WYJALAWIANIE SPRZE;TU 

Szkło laboratoryjne przygotowane wg rozdz •. 2 owlni:\ć w 
o 

papier pakowy, wyjaławiać w suszarce w temperaturze 160 C 

przez 2 gOdz lub w autoklawie, owinięte w papier pergami

nowy, w temperaturze 121
0

C przez 30 min. 

Pincety i szablony przetrzeć watę zwil!onę w alkoholu 

etylowym skażonym i opalić nad płomieniem palnika. 

4. PRZECHOWYWANIE SPR1ZE;TU WYJALOWIONEGO 

Szkło i spr.zęt czysty, suchy i wyjałowiony nale!y prze_ 

chowywać w miejscu suchym i zabezpleczaji:\cy", przed ku-

rzem. 
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ZALĄCZNIK 3 

ODCZYNNIKi I BARWNIKI 

l. Roztw6r weglanu sodowego około l-procentowy, Do 
3 

1000 cm wody wodocl(lgowej dodać lOg węglanu sodowego, 

3 
2, Roztw6r soli fizjologicznej z peptonem, Do 1000 cm 

wody destylowanej dodać 2 g chlorku sodowego j 3 g pepto_ 

nu uprzednio rozpuszczonego na ciepło w niewielkiej iloś

ci wody, Rozlać do kolI? i wyjałowić w temperaturze 1200 C 

przez 20 min, 

3, Roztw6r wodorotlenku sodowego, Do kolby pomiarowej 

pojemności 100 cm 
3 wsypać lOg wodorot lenku sodowego,ro:r

puścić wokoło 70 cm
3 

wody destylowanej, dobrze wymie_ 

szać i uzupełnić wod(! destylowanę do kreski, 

, 

4, Roztwór wodorotlenku pos tasowegs Do kolby pomiarowej 
3 

pojemności 1000 cm wsypać 100 mg wodorotlenku potaso-

wego, rozpuścić i yzupełnić wodę destylowanę do kreski, 

S, Błekit metylenowy według Loefflera, Odwa!yć 0,3 g 

błękitu met y lenowego o zawartości 90% barwnika i rozpuś_ 
, 3 o , 

CIĆ w 30cm 95 alkoholu etylowego, Po całkOWitym roz_ 

puszczeniu barwnika w alkoholu do roztworu dodać 100 cm
3 

O, O l-procentowego roztworu wodorot lenku potasowego i ca

łość dokładnie wymieszać, 

ZALĄCZNIK 4 

BARWIENIE PREPARATOW SZKIELKOWYCH METODĄ LOEFFL.ERA 

l. Przygotowanie preparat6w do badl!ń mikroskopowych, 

Na szkiełkach przedmiotowych umieścić kroplę sterylnej wC>-

dy wodoci{lgowej i rozetrzeć nip.co materiału pobranego 

oczklem ,. z !,>odowli agarowej, Preparat wysuszyć w temp e_ 

raturze pokojowej, Po' wysuszeniu utrwalić za pomocę 3_ 

_ krotnego przeprowadzani a szkiełka przez płomień palnika , 
l następnie barwić, 

2, Barwienie, Na utrwalony nad płomienit;m preparat na

lać błękitu metylenowego Loefflera, przygotowanego wg za

łęcznika 3 p, S i pozostawić na pr~paracie przez 1 .;. 2 min, 

Następnie zlać barwnik, spłukać wod(l desty lowanę lub 

zwykłę i osuszyć bibułę,Na osuszony preparat poło!yć krop _ 

Ię olejku cedrowego i oględać pod obiektywem immersyjnym, 

ZALĄCZNIK S 

POŻYWKI 

l, PRZYGOTOWANIE POŻYWEK 

I. 1. Wycia g mi'esny, Mięso wołowe oczyszczone z kości, 

ścięgi en i tłuszczu przepuścić przez maszynkę do mięsa do 

naczynia emaliowanego, zalać wodę w stosunku 1 kg mięsa 

3 
na 2200 cm wody i odstawić na noc do chłodni, Następnego 

dnia gotować przez 30 min ( IicZ(lc od czasu zagotowani", po 

przes(lczeniu przez pł6tno rozlać do kolb i wyjałowić w tem

peraturze 121°C przez 20 min, 

l. 2, Bulion zwykły 
3 

Wycl(lg mięsny - 1000 cm , 

Pepton - lOg" 

Chlorek sodowy - S g, 

Składniki zmieszać w naczyniu emaliowanym, podgrzać I 

rozpuŚciĆ na gor(lco, doprowadzić odczyn do pH - 7,8 przy 

u!yciu lO_procentowego roztworu wodorot lenku sodowego, 
, 

gotować przez 30 min, przes(lczyć na gor(lco przez 

rozlać do kolb I wyjałowić w tem~eraturze 121
0

C 

30 min, Wartość pH wyjałowionego bu.fionu powinna 

slć 7,4 T 7,6. 

bib':lłę, 

przez 

wyno-

3 
1,3, Agar bu I ionowy 1, S_procentowy, Na 1000 cm bu-

lionu przygotowanego jak w 1,2 dodać 15 g agaru i ogrze

wać w parze bie!ęcej aż do roztopienia agaru ~ Przesęczyć 

na goręco przez sęczek z waty, rozlać do kolb wyjała-

wiać w temperaturze 121
0

C przez 20 min, Wartość pH, pod

ło!a powinna wynosić 7,4 T 7 , 6, 

1,4, Agar brzeczkowy 

l. 4, l. Przygotowanie brzeczki, Jęczmień zwil!yć zimnę 

wod(! wodocięgowę i rozło!yć na wilgotnym materiale w 
o 

ciemnym pomieszczeniu w temperaturze 35 ±1 C, a gdy 

krętki będę dwa razy dłu!sze od ziarna, jęczmień wysuszyć 

ciepłym powietrzem w temperaturze n i e przekraczajęcej 

sOoC, 400 g jęczmienia otrzymanego w powy!szy,?pos6b ze_ 
, 3 

mleć na maszyl')ce, wsypać do garnka I zalać 1600 cm wo-
o 

dy destylowanej , podgrzanej do 48 ±1 C • . Zaznaczyć po-

ziom otrzymanego zacieru w garnku i utrzymać temperaturę 

na poziomie 4S
0

C przez '30 mln, następnie ; podnosZ(lc po

woli temperaturę do 70
0
C, sprawdziĆ scukrzenie skrobi do 

maltozy w następujęcy spos6b: kroplę zacieru rozcieńczono> 
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go pl,clokrotnle wocjf destylowarlf, przenieść na płytkt por- rotcieńczenia brzeczki, obliczyć w nast,puj{lcy sposób: po 

celanow{l lub 5zklarlf, umieszczonę na białym papierze i do_ 

dać kropl, płynu Lugola, Przy całkowitym scukrzeniu skl"O

bl wyst,puje zabarwienie tÓłłe, 

Po uzyskaniu dodatniego wyniku próby na scukrzenie za_ 
, : o 

cieru ostudzić do temperatury 30 C, dopełnić wad{l desty_ 

IO\!llarlf do poprzedniego poziomu i gdy si, ostudzi, przece_ 

dzić Ilstr01nie znad osadu przezroczyst{l brzeczk, przez 

płócienny worek, Motna równiet stosować brzeczk, bl"Owa_ 

row{l, 

l 4 2, Przy90towanie agaru brzeczkowe90, 1000 
3 

cm 

brzeczki słodowej rozcieńczyć wod{l destyiowan{l do uzys_ 
, o ' 
kania st,tenia 7 ±1 819. Ilość Wody, jakt nalety utyć do 

określeniu st,tenia brzec;zJ<i wyjściowej w stopniach 

wykonać obliczenie na podstawie wzoru 

x - 18. 5 ' CI - 100 

w którym: 

81g 

3 X - ilość wody potrzebnej do dodania do 100 cm bl;'zecz-

ki wyjściowej, 

Q- st,tenie brzeczki wyjściowej, 

Do 1000 cm
3 rozcieńczonej brzeczki słodowej dodać 20 g 

" 

agaru i ogrzewać w parze biet{lcej at do roztopienia aga

ru, Nast\,pnie przeS{lczyć na gor{lco przez s{lczek z waty. 

rozlać do jałowych kolb I wyjaławiać ogrzewaj{lc w tempe

raturze l 17
0

C przez 20 min. 


