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i. WSTEP

Przedmiotem normy sa metody badann mikrobiolo-
gicznych margaryny oraz interpretacja wynikow.

2. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO BADAN

2.1. Przygotowanie prébek do analizy. Probki tluszczu
powinny by¢ po pobraniu bezzwlocznie skierowane do
analizy mikrobiologicznej lub przechowywane nie dtu-
zej niz 24 h w temperaturze 1—2°C,

2.2. Przygotowanie probek do posiewu. Z probki mar-
garyny przeznaczonej do analizy mikrobiologicznej po-
bra¢ z zachowaniem jalowos$ci okoto 50 g do jatowe)
kolby stozkowej pojemnosci 250 c¢m?® zamykanej kor-
kiem. Kolb¢ z probka wstawi¢ do cieplarki lub tazni
wodnej o temperaturze 45°C. Kolb¢ wyjaé natychmiast
po calkowitym roztopieniu probki. Zawarto$¢ kolby
doktadnie wymieszac, a nast¢pnie bezzwlocznie przystg-
pi¢ do sporzadzania szeregu rozcienczen.

2.3. Przygotowanie rozcienczen. Przygotowal pro-
boéwki zawierajace po 9 cm?® plynu do rozcienczen wg
zalacznika 3 w liczbie odpowiadajacej ilo$ci rozcienczen.

Do sporzadzania rozcienczen uzywac pipet oraz ply-
nOw ogrzanych do temperatury 45°C w cieplarce z za-
chowaniem warunkéw jatlowosci. W przypadku braku
cieplarki, dopuszcza si¢ lekkie ogrzewanie pipet nad
ptomieniem palnika. Do pierwszej proboéwki wprowa-
dzi¢ pipeta 1 cm’® roztopionej margaryny. Zawartos¢
proboOwki wymiesza¢ inng pipeta, uzywana nast¢pnie
do przenoszenia 1 c¢cm? tak otrzymanej mieszaniny do
kolejnej probéwki o wyzszym rozcienczeniu. Do mie-
szania plynu w probowce dopuszcza si¢ uzycie mikro-
wstrzgsarki.

Pipet¢ wprowadzi¢ do probowki nie zanurzajgc
w plynie. Pierwsze rozcienczenie bedzie wynosi¢ 1077,
nastepne 1072 itd. Bezposrednio po sporzadzeniu roz-
cienczen przystapi¢ do wykonywania oznaczan.

3. METODY BADAN

3.1. Rodzaje i warunki badan — wg tablicy.

Rodzaj badania Metodyka Podtoze ROZC]?H— _Temper?tura Okrcs“mku—
czenie inkubacji, °C bacji, h
Ogdlna liczba drobnoustrojow tleno- posiew powierzch- agar odzywczy 107
wych, mezofilnych niowy 107 30 48 + 72
107°
Liczba drobnoustrojéw kwaszacych posiew metodg za- podioze Blickfeldta 107 30 48
lewowa 1074
1075 20 24
Miano coli posiew do probdéwek | pozywka z zdlcig brak rozcien-
1 zielenig brylan- czenia
towa 10" 30 48
1072
107
Liczba drozdzy i1 plesni posiew powierzch- podtoze z chloramfe- | brak rozcien-
niowy nikolem czenia . ’5 24, 48. 72
10
1072
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cd. tablicy
Rodzaj badania Metodyka Podioze Rbzcien; ceIGperatig. || Cikres: jnkys

czenie inkubacji, °C bacji, h

Oznaczenie obecnosci 1 liczby gron- posiew powierzch- poditoze Baird- 107!

kowcodw koagulazo-dodatnich nowy -Parkera 107 37 24 =+ 48
107

Liczba drobnoustrojow proteolitycz- posiew metoda zale- | agar mleczny 107

nych wow3 107 30 48
107*

Liczba drobnoustrojow lipolitycznych posiew powierzch- agar z tluszczem 107" 30 7

niowy margaryny pe - 72

3.2. Oznaczanie ogolnej liczby drobnoustrojéw tleno-
wych, mezofilnych

3.2.1. Wykonanie posiewu. Z odpowiednich rozcien-
czen probki — wg tablicy, przygotowanych wg 2.3
wysia¢ powierzchniowo po 0,1 c¢cm’ mieszaniny na 2
ptytki z agarem odzywczym uprzednio wysuszonym
(suszenie odwréconych dnem do gory plytek w tempe-
raturze 37°C). Posiany material rozprowadzi¢ roOwno-
miernie na catej powierzchni ptytek za pomoca jalowe-
go precika szklanego. Plytki pozostawi¢ do wsigknigcia
posianego materiatu w podloze. Inkubowac¢ w tempera-
turze 30°C w ciggu 48 =+ 72 h — wg tablicy.

3.2.2. Odczytanie i interpretacja wynikow. Kolonie,
ktore wyrosty na powierzchni podtoza nalezy policzy¢
na dwoch rownolegltych plytkach posianych z tego sa-
mego rozcienczenia dobierajgc do liczenia te plytki,
na ktorych wyrosto od 30 do 300 kolonii.

Jesli na polowie lub wigcej niz polowie powierzchni
stwierdza si¢ wzrost zalewowy — wynik oznaczania jest
niewazny. Jesli wzrost zalewowy zajmuje mniej niz
polowe¢ powierzchni ptytki — liczy si¢ kolonie na po-
zostale] czgs$ci 1 przelicza na calkowita powierzchnig.
Oblicza si¢ $rednia arytmetyczng obu ptytek. Otrzyma-
ny wynik mnozy si¢ przez stopien rozcienczenia i przez
10. Wynik podaje si¢ w postaci potggowej (np. 15 000
— podac¢ 1,5 - 10%). Wyraza on liczbe drobnoustro-
jOw w 1 g probki.

3.3. Oznaczanie liczby drobnoustrojow kwaszacych

3.3.1. Wykonanie posiewun. Z odpowiednich rozcien-
czen probki wg tablicy wysia¢ po 1 ecm® na dwie rowno-
leglte plytki. Wysiewy zala¢ rozpuszczonym i ostudzo-
nym do temperatury 45°C podlozem Blickfeldta,
uprzednio intensywnie mieszanym do uzyskania jedno-
rodnej zawiesiny. Plytki pozostawi¢ do zestalenia. Inku-
bowa¢ w 30°C przez 48 h, a nast¢gpnie w 20°C przez
24 h — wg tablicy.

3.3.2. Odczytanie liczby drebnoustrojow kwaszacych.
Po uplywie czasu inkubacji, obliczy¢ na dwoch rowno-
legtych ptytkach liczbg¢ kolonii rozjasniajacych podioze.

Do liczenia wybieraé ptytki, w ktorych liczba kolonii
zawiera si¢ migdzy 15 a 150. Liczb¢ drobnoustrojéw
kwaszacych w 1 g produktu oblicza si¢ mnozgc Srednig
arytmetyczng liczby kolonii dwdch plytek rozjasniajg-
cych podloze, z tego samego rozcienczena, przez sto-
pien rozcienczenia. Wynik podaje si¢ w postaci potg-
gowe], jak w 3.2.2.

3.4. Oznaczanie miana pateczek z grupy coli

3.4.1. Wykonanie posiewu. Z kazdego rozcienczenia
— wg tablicy przenie$¢ po 1 cm?® do dwdch probowek
z pozywka z z0kcia i zielenig brylantowa. Posiew mozna
wykona¢ jedng pipetg zaczynajac od najwyzszego roz-
cienczenia. Podloza z posiewami inkubowa¢ w tempe-
raturze 30°C przez 48 h (wg tablicy).

3.4.2. Odczytanie wynikéw. Zmg¢tnienie pozywki z zOt-
cig i zielenig brylantowa oraz obecno$¢ gazu w co naj-
mniej okoto /5 rurki Durhama traktuje si¢ jako stwier-
dzenie wzrostu pafeczek z grupy coli. Wynik nalezy wy-
razi¢ mianem coli. Jesli, przyktadowo, stwierdza si¢
wzrost pateczek z grupy coli w rozcienczeniu 1072 w co
najmniej jednej proboOwce, wynik nalezy poda¢ w nastg-
pujacy sposob: stwierdzono wzrost w 0,01 g.

3.5. Oznaczanie liczby drozdzy i plesni

3.5.1. Wykonanie posiewu. Nalezy wykonac posiew
powierzchniowy na podtoze z chloramfenikolem — po
0,1 ¢cm’ z odpowiednich rozcienczen na dwie ptytki
wg tablicy. Posiany material rozprowadzi¢ jatowym
precikiem szklanym na powierzchni podtoza, po jego
wsigknigciu plytki inkubowaé w temperaturze 25°C
przez 24, 48 1 72 h — wg tablicy. Plytki do posiewow
probki nie rozcieniczonej powinny by¢ ogrzane w ciep-
larce do temperatury 45°C.

3.5.2. Odczytanie wynikéw. Nalezy oddzielnie poli-
czy¢ kolonie drozdzy i ple$ni. Do obliczen wybierac
ptytki posiane z dwoch kolejnych rozcienczen, w kto-
rych liczba wyrostych kolonii zawarta jest migdzy 10
a 150. W przypadkach trudnosci odréznienia kolonii
drozdzy od ple$ni nalezy postuzy¢ si¢ mikroskopem
binokularnym o powig¢kszeniu okoto 10X. Kolonie na-
lezy oglada¢ w $wietle padajacym, zwracajac uwagg na
wystepowanie strzepek badZz pojedynczych komorek.

Liczbe drozdzy i plesni w | g obliczy¢ wg wzoru

c
X:
(mi+ 0,1 “ny) - f

w ktoérym:
¢ — suma odczytow z plytek z dwdch kolejnych
rozcienczen,
ni — liczba ptytek wybranych do liczenia z nizszego
rozcienczenia,
n: — liczba ptytek wybranych do liczenia z wyzszego
rozcienczenia,

f — wspOtczynnik nizszego rozcienczenia.
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Przyktad

128 1 130 kolonii
20 1 18 koloniu

‘ N 128 + 130+ 20 + 18
Liczba drobnoustrojow w I g = 2+ 012 102 =

10

Rozcienczenie 107
Rozcienczenie 1072

296

0,022
Wynik poda¢ wg 3.2.2.

13 455=13 -

3.6. Oznaczanie liczby gronkowcéw koagulazo-dodat-
nich

3.6.1. Wykonanie posiewow. Z probki nie rozcienczo-
nej przenies¢ po 0,1 cm? na $rodek trzech plytek z pod-
lozem Baird-Parkera oraz po 0,1 c¢m’ na dwie ptytki
z rozcienczen 107'; 1072 i 107°. Plytki do posiewdOw
probki nie rozcienczonej powinny by¢ ogrzane w ciep-
larce do temperatury 45°C. Material rozprowadzi¢ ja-
towym precikiem szklanym (wg 3.2.1) rbwnomiernie
na calej plytce. Posiewy inkubowaé¢ w temperaturze
37°C w ciggu 24 <+ 48 h — wg tablicy.

3.6.2. Wybor plytek i identyfikacja podejrzanych ko-
lonii. Do liczenia nalezy wybieraé ptytki, na ktorych
wyrosto od 15 do 150 kolonii. Dla stwierdzenia obec-
nosci gronkowcodw koagulazo-dodatnich mozna wybie-
ra¢ plytki posiane z nie rozcieniczonej probki, na ktorych
liczba kolonii jest nizsza niz 15, jednak wynik bedzie
statystycznie niepewny, totez nalezy go traktowac jedy-
nie jako stwierdzenie obecnosci gronkowcow w 0,1 g.
Policzy¢ typowe kolonie, tzn. czarne, potyskliwe, wy-
pukte 1 otoczone jasng strefa, ktéra moze byé metna.
Kolonie atypowe, tzn. czarne, potyskliwe, wypukte, ale
bez strefy przejasnienia nalezy policzy¢ oddzielnie.

Jezeli po 24 h inkubacji identyfikacja nastrecza trud-
nosci, ptytki nalezy ogladaé¢ po 40 h, nie péZniej jednak
niz po 48 h.

Z ptytek, na ktorych liczba typowych i atypowych
kolonii zawiera si¢ migdzy 15 a 150 wyizolowac po 5
typowych 1 5 atypowych kolonti. Materiat z powyzszych
kolonii przesia¢c na bulion odzywczy i inkubowac
w 37°C w ciggu 20 = 24 h.

Do matych probéwek dodaé po 0,3 cm? rozcienczo-
nej plazmy kroliczej w stosunku 1:5 (wg zalacznika 4).
Nastepnie doda¢ po 0,1 cm?® hodowli bulionowej gron-
kowcow. Inkubowaé¢ w 37°C przez 6 h, sprawdzajgc
co godzing, czy plazma ulegla Scieciu. Jako kontroli
uzy¢ proboéwki z bulionem odzywczym i plazma, lecz
bez zaszczepu.

Za wynik dodatni przyjmuje si¢ uzyskanie takiego
skrzepu, ktory nie wypada z probowki po odwrdceniu
jej dnem do gory.

3.6.3. Interpretacja wynikoéw. Za bakterie nalezace do
gatunku Staphylococcus aureus uwaza si¢ mikroorga-
nizmy, ktére tworza charakterystyczne kolonie na po-
wierzchni selektywnego podtoza i wykazujg dodatnig
reakcj¢ na koagulaz¢ dajaca twardy skrzep, to znaczy
taki, ktory nie wypada z probowki po odwrdceniu jej
otworem w dol.

Jesli na ptytce zawierajgcej typowe 1 atypowe kolonie
zadna z atypowych kolonii nie dala koagulazo-dodat-
niej reakcji, bierze si¢ pod uwage tylko typowe kolonie
jako Staphylococcus aureus. Jesli co najmniej 80% wy-
izolowanych kolonii dato reakcj¢ koagulazo-dodatnig,
liczba Staphylococcus aureus powinna by¢ podawana
na podstawie iloSci wszystkich izolowanych kolonii.

We wszystkich pozostatych przypadkach liczba
Staphylococcus aureus powinna by¢ podawana na pod-
stawie procentu koagulazo-dodatnich kolonii w stosunku
do ilosci wszystkich izolowanych kolonii. Liczbg gron-
kowcodw oblicza si¢ mnozgc srednig arytmetyczng ilosci
kolonii z ptytek posianych z tego samego rozcienczenia
przez stopien rozcienczenia i przez 10. Wynik podac
wg 3.2.2.

3.7. Oznaczanie liczby drobnoustrojow proteolitycz-
nych

3.7.1. Wykonanie posiewéw. Posiewy nalezy wykonac
dodajac na dwie ptytki po 1 cm? z odpowiednich roz-
cienczen — wg tablicy, przygotowanych wg 2.3. Naste¢p-
nie plytki nalezy zala¢ agarem mlecznym — wg zalgcz-
nika 3, ostudzonym do temperatury okoto 50°C. Posie-
wy inkubowa¢ w 30°C przez 48 h — wg tablicy.

3.7.2. Odczyt i interpretacja wynikow. Po okresie in-
kubacji ptytki nalezy zala¢ 1% roztworem taniny przy-
gotowanym wg zalacznika 4, Podtoze staje si¢ brazowe,
jedynie dookota kolonii rozkladajacych kazeing jest
widoczna jasna obwoddka, co pozwala je odrdzni¢ od
kolonii bakterii alkalizujgcych.

Liczb¢ bakterii proteolitycznych w 1 g produktu
oblicza si¢ mnozgc Srednig arytmetyczng uzyskang
z policzenia ilosci kolonii z jasng obwddka na dwoch
ptytkach posianych z tego samego rozciericzenia przez
stopien rozcienczenia. Wynik poda¢ wg 3.2.2.

3.8. Oznaczanie liczby drobnoustrojow lipolitycznych

3.8.1. Wykonanie posiewow. Posiewy nalezy wykonac
metoda powierzchniowa na podtoze agarowe z tlusz-
czem margaryny, przygotowane wg zalgcznika 3.

Z rozcienczen wg tablicy nalezy wysiewac po 0,1 cm?
na dwie piytki, rozprowadzajgc material jalowym pr¢-
cikiem szklanym (wg zatgcznika 1) réwnomiernie po
cate] powierzchni podioza. Posiewy inkubowac¢ w 30°C
przez 72 h, a nast¢pnie w temperaturze pokojowe]
przez dalsze 72 h.

3.8.2. Odczyt i interpretacja wynikow. Po inkubacji
(wg 3.8.1) plytki nalezy zala¢ nasyconym roztworem
siarczanu miedzi 1 pozostawi¢ przez 10 min. Nast¢pnie
roztwOr siarczanu miedzi nalezy wyla¢ z plytki, wyptu-
ka¢ pod biezaca woda uwazajac, by nie spowodowacd
oderwania si¢ kolonii od powierzchni podioza.

Nalezy okresli¢ liczb¢ kolonii (zabarwionych na kolor
niebieskl badz zielony lub ze strefg naokoto kolonii po-
dobnie zabarwiong) na dwdch ptytkach posianych z tego
samego rozcienczenia. Do liczenia nalezy wybierac plyt-
ki, na ktorych liczba zabarwionych kolonii zawiera si¢
mi¢dzy 15 a 150. Liczb¢ bakterii w 1 g produktu oblicza
si¢. mnozgc liczb¢ zabarwionych kolonit przez stopien
rozcienczenia i przez 10. Wynik poda¢ wg 3.2.2.

KONIEZC

Zataczniki 4

Informacje dodatkowe
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ZAEACZNIK 1

SPRZET I SZKLO

1. Autoklaw.

2. Cieplarki z mozliwoscig nastawienia na tempe-
ratury: 25, 30, 37 1 45°C.

3. Laznia wodna elektryczna.

4. Sterylizatory do suszenia i sterylizacji szkta na su-
che, gorace powietrze.

Mikroskop binokularny.

Mikrowstrzasarka.

~ o o

Strzykawki 1 1gly do iniekcji.

go

Pincety.
9. Kolby stozkowe pojemnosci 250 ¢cm® do roztapia-
nia probek, zamykane korkami z waty.

1. MYCIE SZKi.A I DROBNEGO
SPRZETU LABORATORYINEGO

1.1. Szklo laboratoryjne nie uzywane moczyc¢ 24 h lub
gotowac¢ 30 min w 1% roztworze kwasu solnego. Po
wygotowaniu wyptuka¢ lub wymy¢ szczotka w 2% roz-
tworze weglanu sodowego w temperaturze okolo 50°C,
po czym starannie opluka¢ w goracej; wodzie biezacej
o temperaturze okolo 50°C, a nast¢pnie w zimnej wo-
dzie destylowane).

1.2. Szkio laboratoryjne uzywane po usuni¢ciu z nie-
go zawarto$ci wymy¢ szczotka w 2% roztworze mydla
o temperaturze okoto 50°C, po czym wypltukad
w biezgce] wodzie wodociggowej o temperaturze okoto
50°C. a nastgpnie w zimne] wodzie destylowane;.

Pipety my¢ jak wyzej, w przypadkach wigkszych za-
brudzen zaleca si¢ moczy¢ je kilka godzin w okoto 2%
roztworze fosforanu sodowego trojzasadowego, ogrza-
nego do temperatury 60 -+ 80°C.

Do mycia pipet zattuszczonych mozna stosowa¢ mie-
szaning chromowg moczac w niej pipety od kilku do
24 h. Nastepnie optukaé w cieptej, a potem w zimnej
wodzie destylowanej.

1.3. Szklo laboratoryjne po materiale zakaznym na-
lezy przed myciem wyjatowi¢ w autoklawie w tempera-
turze 121°C przez 30 min.

1.4. Przedmioty metalowe — skalpele, pincety oczys-
ci¢ wata zwilzong w alkoholu.

2. PRZYGOTOWANIE SZKEA 1 DROBNEGO
SPRZETU LABORATORYJNEGO
DO STERYLIZACJI

2.1. Zasada ogélna. Szklo przygotowane do steryli-
zacji powinno by¢ suche. W tym celu proboéwki, kolby
i pipety przeznaczone do sterylizacji wstawia¢ po wy-

10. Probéwki o wymiarach okoto 180/18 mm do
przygotowywania ptynu do rozcienczen w ilosci 9 cm?,
zamykane korkami o dowolnej konstrukcji zapewniajg-
cymi utrzymanie jatowosei.

11. Mate proboéwki o wymiarach 100/10 mm do
sprawdzania koagulacji plazmy kroéliczej, zamykane -
korkami z waty.

12. Plytki Petriego o $rednicy okoto 10 cm.

13. Pipety mikrobiologiczne pojemnosci 1 1 25 ¢m?.

14. Preciki szklane o Srednicy 3,5 mm, dilugosci
20 cm, zagi¢te pod katem prostym w odleglosci 3 cm od
jednego konca i obtopione na koncach. '

15. Lopatki szklane.

16. Rurki Durhama.

ZALACIZNIK 2

ptukaniu do koszykéw drucianych i suszy¢ w suszar-
kach w temperaturze nie wyzszej niz 80°C.

2.2. Zamkniecia. Proboéwki 1 kolby zamkna¢ korka-
mi. Kolby zabezpieczy¢ dodatkowo papierowymi kap-
turkami zawigzanymi sznurkiem. '

2.3. Pipety. GoOrne otwory zatka¢ watg, nast¢pnie
zawing¢ po jednej lub po kilka sztuk w papier lub
wlozy¢ do specjalnych puszek metalowych przeznaczo-
nych do sterylizacji pipet. Na dno puszek wlozy¢ watg,
aby nie uszkodzi¢ koncéw pipet.

2.4. Plytki Petriego. Do ptytek Petriego dopasowacd
wieczka 1 zawinaé¢ w papier pojedynczo lub po kilka
albo umiesci¢ w puszkach metalowych przeznaczonych
do sterylizacji plytek.

2.5. Preciki i topatki szklane zawing¢ po kilka sztuk
w papier pakowy.

3. STERYLIZOWANIE SZKELEA T DROBNEGO
SPRZETU LABORATORYJNEGO

3.1. Szkio laboratoryjne’ przygotowane wg zatagcznika
2 p. 2.1 wyjalawia¢ w sterylizatorze w temperaturze
170°C przez 1 h.

3.2. Przyrzady metalowe sterylizowa¢ w autoklawie
w 121°C przez 30 min.

4. PRZECHOWYWANIE SZKELA 1 DROBNEGO
SPRZETU LABORATORYJINEGO
WYSTERYLIZOWANEGO

Szkto 1 przyrzady czyste, suche 1 wysterylizowane
nalezy przechowywac¢ w miejscu suchym 1 zabezpie-
czonym przed kurzem.
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ZALACIZNIK 3

PRZYGOTOWANIE PODLOZY

1. Plyn do rozcienczen
Pepton 1,0 g
Chlorek sodowy 85 ¢g
Woda destylowana 1000 c¢m?

Rozpusci¢ skfadniki w wodzie przez gotowanie. Do-
prowadzi¢ pH do 7,0. Rozla¢ plyn miarowo do pro-
boéwek po 9 cm?, sterylizowaé w 121°C przez 20 min.

2. Agar odzywczy do oznaczania ogélnej liczby drob-
noustrojow tlenowych, mezofilnych

Ekstrakt drozdzowy 25 g
Pepton 50 g
Glukoza 1,0 g
Agar 15,0 g
Woda destylowana 1000 cm’

Skfadniki rozpusci¢ na gorgco i doprowadzi¢ odczyn
pH do 7,0. Rozla¢ do kolb i sterylizowaé¢ w tempera-
turze 121°C przez 20 min. Przed posiewem powierzch-
niowym agar rozla¢ na jatowe ptytki Petriego. Po za-
stygnigciu plytki suszyé, ustawiajac dnem do goéry —
wieczka 1 denka — w temperaturze 37°C przez | h.

3. Podioza Blickfeldta do oznaczania liczby drobno-
ustrojow kwaszacych

Ekstrakt drozdzowy 2.5 g
Laktoza 10,0 g
Glukoza 10,0 g
Pepton 10,0 g
Agar 20,0 g
Weglan wapniowy 50 g
Woda destylowana 1000 cm’

Cukry, pepton 1 ekstrakt drozdzowy rozpusci¢ w wo-
dzie destylowanej, ogrza¢ do wrzenia i przesaczy¢ przez
bibul¢. Nast¢pnie doda¢ wegglan wapniowy, doprowa-
dzi¢ pH do 6,6 = 6.,8. Do tak przygotowanego podtoza
dodaé¢ agar 1 ogrzewac¢ w parze biezgcej do rozpuszcze-
nia sktadnikéw. Po rozpuszczeniu pozywke¢ wymieszac
1 rozla¢ do kolb. Sterylizowaé¢ w temperaturze 117°C
przez 20 min.

4. Podtoze z z6icig i zielenia brylantowa do oznacza-
nia miana pateczek - z grupy coli

Pepton 10,0 g

Z6¥ wotowa 200,0 cm® lub ekstrakt w prosz-
ku 20 g

Laktoza 10,0 g

Zielen brylantowa z 13,3 c¢cm’

roztworu 0,1%

Woda destylowana 1000 cm?

W 500 cm? wody destylowanej rozpusci¢ pepton,
doda¢ z61¢ wotowg $swiezg lub ekstrakt zotci w proszku
1 uzupetni¢ woda do 1000 cm?®, doprowadzi¢ pH do
7,4 + 0,1, zagotowadé, przesaczy¢ przez bibule, doda¢é
laktozg i zielen brylantowa. Rozlaé po 9 cm?® do pro-
bowek z rurkami Durhama. Sterylizowa¢ w tempera-

turze 117°C przez 20 min. Konncowe pH powinno wyno-
g1 1.2 401,

5. Podtoze z chloramfenikolem do oznaczania drozdzy

i plesni

Ekstrakt drozdzowy 50 g
Glukoza 20,0 g
Chloramfenikol 0,1 g
Agar 150 g
"Woda 1000 cm?

Sktadniki rozpuscié stosujac ogrzewanie, doda¢ 15 g
agaru i zagotowa¢ lub ogrzewa¢ w parze biezace] do
roztopienia agaru. Rozla¢ miarowo do kolb. Sterylizo-
waé¢ w temperaturze 121°C przez 20 min. Po wyjato-
wieniu pH powinno wynosi¢ 6,6 30,1.

Podtoze rozlaé¢ na jatowe ptytki Petriego. Plytki z roz-
lanym podlozem przed posiewem wysuszy¢ w cieplarce,
tak jak w p. 2. '

6. Podloze Baird-Parkera do oznaczania liczby gron-
kowcoOw

Bacto-tryptone 10,0 g
Ekstrakt migsny 50 g
Ekstrakt drozdzowy 1.0 g
Chlorek litu (LiCl) 50 g
Glicyna 12,0 g
Agar 20,0 g
Pirogronian sodu 10,0 g

m®

Woda destylowana 1000 c

Rozpusci¢ sktadniki w wodzie destylowanej stosujgc
ogrzewanie. Doprowadzi¢c pH do 7,2. Sterylizowaé
w temperaturze 121°C w ciggu 15 min. Przed uzyciem
do rozpuszczonego 1 schlodzonego do temperatury
45 =+ 50°C podloza dodac przesaczonego przez filtr
Seitza 10 ml roztworu 1% tellurynu potasowego i 50 cm’
emulsji zottka jaja kurzego wg zalacznika 4. Podloze
rozlaé¢ na jatowe plytki Petriego i wysuszy¢ tak, jak
w p. 2.

7. Agar mleczny do oznaczania drobnoustrojow pro-
teolitycznych

Mleko 300 c¢m’
Agar 21 g
Woda destylowana 700 c¢m’

Swieze mleko nalezy podgrzaé¢ do 60°C, dobrze wy-
mieszac, sterylizowa¢ w temperaturze 117°C przez
15 min. Oddzielnie nalezy przygotowaé roztwdr agaru
wodnego rozpuszczajac 21 g agaru w 700 cm’® wody
destylowanej. Agar wodny sterylizowa¢ w 121°C przez
20 min. '

Do 300 cm?® mleka schtodzonego do temperatury
pokojowej dodaé¢ 700 cm?® agaru wodnego schtodzonego
do temperatury 56°C. Podloze nalezy wylewac na plytki
przy posiewie metoda zalewowas.

Do odczytania wynikoéw nalezy przygotowac¢ 1%
roztwor taniny wg zalgcznika 4.
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8. Agar z tluszczem margaryny do oznaczania drob-
noustrojow lipolitycznych

Ekstrakt drozdzowy 3 g
Pepton S5¢g
Agar 15 g
Thuszcz margaryny 50 c¢m?
Woda destylowana 1000 cm?*.

Wszystkie sktadniki, oprocz ttuszczu margaryny, na-
lezy rozpusci¢ w parze biezacej, doprowadzi¢ pH do
7,4 £0,1 1 przefiltrowa¢ na gorgco przez filtr bibutowy.
Doprowadzi¢ pH do 7,2 +0,1 i sterylizowaé¢ w 121°C
przez 15 min. Tluszcz margaryny nalezy oddzieli¢ przez

ogrzewanie margaryny w 50°C w kolbie 1 ostroznie
zdekantowac lub odpipetowac. Sterylizowa¢ w 121°C
przez 20 min. Do 1000 cm’ agaru drozdzowego na-
lezy doda¢ 50 cm? tluszczu margaryny w sposob jatowy.
Emulgowac przez intensywne mieszanie obnizajac tem-
peratur¢ mieszaniny do 50°C. Wylewac¢ na ptytki przy
posiewie metoda zalewowaq. Przy sporzadzaniu podloza
zamiast wytopionego tluszczu z margaryny mozna uzy¢
osnowy tluszczowe;.

Do odczytywania wynikOw przygotowal nasycony
roztwor siarczanu miedzi. wg zatgcznika 4.

ZALACZNIK 4

ODCZYNNIKI I ROZTWORY

1. Kwas cytrynowy, roztwor 10%. Odwazy¢ 10 g kwa-
su cytrynowego i rozpusci¢ w 100 cm’ wody destylo-
wanej. Wyjalowi¢ w autoklawie w temperaturze 121°C
przez 10 min.

2. Telluryn potasowy, roztwor 1%. 1 g tellurynu po-
tasowego rozpu$ci¢c w kolbie pomiarowej w 100 cm’
wody destylowanej 1 wyjatlowié przez przesgczenie przez
filtr Seitza.

Roztwdr przechowywac¢ w temperaturze 4°C.

3. Emulsja z6ttka jaja kurzego, zawiesina 20%. Swieze
jajko umy¢ dokladnie wodg 1 mydlem. Zanurzy¢ w al-
koholu etylowym 96% i po wyjeciu opalié. Rozbié
skorupke i oddzieli¢ zottko od biatka. Zéttko w iloci
20 cm® przenie$¢ do 80 cm? jalowego roztworu fizjo-
logicznego chlorku sodowego. Przechowywac¢ w tempe-
raturze +4°C — nie dluzej niz 48 h.

4. Roztwér fizjologiczny chlorku sodowego, zbuforo-
wany. 85 g chlorku sodowego rozpusci¢ w kolbie po-

miarowej w 1000 cm® wody destylowanej, dodaé¢ 6 cm?
s moiowego roztworu jednozasadowego fosforanu so-

dowego (NaH:PO,). Rozla¢ do kolb, wyjalowi¢ w tem-
peraturze 121°C w ciggu 20 min. Koncowe pH powinno
wynosi¢ 7,0 30,1.

5. Tanina, roztwor 1%. 1| ¢
w 100 cm® wody destylowanej.

taniny rozpusci¢

6. Plazma krolicza rozcieficzona w stosunku 1:5. Plaz-
me krolicza pobraé z fiolki jalowa strzykawka w ilosci
1 ¢cm? i przenie$¢ do proboOwki zawierajgcej roztwoOr
fizjologiczny chlorku sodowego, zbuforowany, w ilosci
4 cm®. Wymiesza¢ jatowa pipeta pojemnosci 1 cm’
i rozla¢ do matych probowek po 0,3 cm® z zachowa-
niem warunkéw jatowosci. Tak przygotowanag serig¢
okoto 16 probowek plazmy nalezy zuzy¢ w tym sa-
mym dniu.

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujaca norme — Instytut Przemysiu Migsnego
1 Thuszczowego, Warszawa.

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-76/8050-04

a) wprowadzono oznaczanie ogdlnej liczby drobnoustrojow tle-
nowych, mezofilnych zamiast oznaczania ogdlinej liczby drobnoustro-
jOw niekwaszgcych,

b) wprowadzono oznaczanie liczby drobnoustrojow kwaszacych,

¢) wprowadzono metod¢ oznaczania liczby gronkowcoéw choro-
botworczych na podiozu Baird-Parkera,

d) wprowadzono metod¢ oznaczania drobnoustrojow proteoli-
tycznych na agarze mlecznym,

¢) wprowadzono metod¢ oznaczania drozdzy i1 pleéni na podlozu
z chloramfenikolem zamiast na podiozu syntetycznym,

) wprowadzono metodg¢ oznaczania drobnoustrojow fipolitycz-
nych na agarze z tluszczem margaryny zamiast metody oznaczania
na agarze z trOjbutyryna,
sposOb  przygotowywania probki
zmiejszajgc ilo$¢ ptynu do rozcienczen, zamiast ptynu Ringera zasto-
sowano pltyn do rozcienczen, .

h) pomini¢to metod¢ oznaczania beztlenowcOw przetrwalnikujg-
cych, gazotworczych,

i) zlikwidowano metode¢ filtrOw membranowych do oznaczania
miana coli oraz liczby drozdzy i plesni.

g) zmieniono rozcienczen

3. Autor projektu normy — mgr Pawel Kitzman — Instytut Prze-
mystu Migsnego 1 Tiuszczowego, Warszawa.



