’ UWM w Olsztynie; Katedra Mikrobiologii Zywnosci, Technologii i Chemii Miesa
! Przedmiot: Mikrobiologia zywnosci, Cwiczenie 7 i 8

Cwiczenie 7i 8
Temat: Elementy kontroli stanu sanitarno-higienicznego zakladu

przetworstwa spozywczego i zakladu zywienia zbiorowego

W procesach przetworstwa surowcow rolno-spozywczych i w gastronomii nadrzednym
zadaniem jest zminimalizowanie mozliwo$ci zanieczyszczenia surowcow, potproduktow i
produktow gotowych mikroflora pochodzaca z reinfekcji. Zrédlem zanieczyszczen
przetwarzanego surowca moga by¢:

»  media produkcyjne (woda, powietrze)
pomieszczenia produkcyjne
urzadzenia (maszyny i aparaty)
naczynia i elementy zastawy stotowe;j

YV VV V

pracownicy
WODA

W zaktadach przetwoérstwa spozywczego oraz zywienia zbiorowego mozna wyrodznic¢
zasadniczo dwa typy wody: technologiczng i techniczna. Woda technologiczna, stosowana do
mycia surowca, jego obrobki, oraz wchodzaca w sktad finalnego produktu, musi speiniaé
wymagania stawiane wodzie do picia. Jako$¢ mikrobiologiczna wody ma szczegdlne znaczenie
tam, gdzie jest ona jednym z gldéwnych surowcoOw, np. w winiarstwie czy piwowarstwie.
Ewentualne zakazenia wniesione z woda mogg powaznie zaktoci¢ prawidtowos$¢ procesow
fermentacyjnych. Woda techniczna stosowana w procesach chlodzenia, gaszenia, wytwarzania
pary, nie musi spetnia¢ takich wymogow o ile jest w odrgbnym obiegu i nie styka si¢ z woda
technologiczng i przetwarzanym surowcem.

Zadaniem analizy mikrobiologicznej wody jest okreslenie jej jakosci pod wzgledem
mikrobiologicznym oraz jej przydatnosci do spozycia lub wykorzystania przemystowego.
Ewentualne nieprawidtowosci pozwalajg na wykazanie koniecznosci stosowania odpowiednich
filtréw lub innych metod dezynfekcji wody.

W rutynowych badaniach wody okresla si¢ tzw. bakterie wskaznikowe, wskazujace na
zanieczyszczenie bakteriami typu fekalnego. Naleza do nich bakterie grupy coli, bakterie grupy
coli typu fekalnego (zwane tez termotolerancyjnymi, ze wzgledu na zdolno$¢ wzrostu w
temperaturze 44°C), paciorkowce katowe — przewaznie Enterococcus faecalis, beztlenowce
przetrwalnikujace Clostridium perfringens, a takze pateczki Pseudomonas aeruginosa.

Pobieranie proby do badan.

Prébka wody przeznaczona do badania powinna odzwierciedlaé jej faktyczny stan w tym
czasie. Powinna by¢ pobierana z miejsc reprezentatywnych w calym systemie dystrybucji
wody. W celu poboru probki wody wodociggowej do badan nalezy wylot kranu przetrze¢
zwilzong w denaturacie watg, opali¢ ptomieniem palnika, odkrgci¢ kran i przez 10min.
pozostawié otwarty, aby sptynety pierwsze partie wody. Po tym czasie pobra¢ ok. 400cm® wody
do jatowej kolby. Naczynie, do ktorego pobieramy wode, musi by¢ zabezpieczone korkiem z
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waty lub korkiem ze szlifem. Wazne jest, aby mozliwie jak najszybciej przeprowadzi¢ badania
pobranej wody. Jezeli jest to niemozliwe na miejscu nalezy probke zabezpieczy¢ do momentu
przeprowadzenia analizy i przetrzymywac ja w temp. chtodnicze;j. Jezeli woda jest chlorowana,
stosuje sie dodatek 0,1 cm® 10% roztworu tiosiarczanu sodu w celu zneutralizowania zwiazkoéw
chloru.

Standardowa analiza mikrobiologiczna wody obejmuje oznaczenia:

e Liczby bakterii tlenowych rosnacych w 22°C i w 36°C+2 °C

W temperaturze 36°C moga rosngé¢ organizmy pochodzace ze $ciekdw w tym drobnoustroje
patogenne. Wigkszo$¢ bakterii rosngcych w temperaturze 22°C to typowe bakterie wodne lub
glebowe, niezdolne do wzrostu w temperaturze 36°C wigc niegrozne dla cztowieka.

e Obecnosci pateczek Escherichia coli metoda filtréw membranowych

Oznaczenie przeprowadza si¢ na agarze laktozowym z solg tetrazolowa TTC 1 Tergitolem 7.
O produkcji kwasu z laktozy — typowe dla paleczek grupy coli - §wiadczy zmiana zabarwienia
wskaznika zmian pH - biekitu bromotymolowego z zielonego na z6tty. Tergitol 7 hamuje wzrost
bakterii Gram-dodatnich. Bakterie grupy coli tworza zoétto-pomaranczowe kolonie,
z wyraznym zazotceniem pozywki pod powierzchnig filtra. Inne bakterie Gramujemne np.
Proteus sp. czy Pseudomonas sp. wyrastajg na tym podtozu w postaci kolonii o barwie
czerwonej.

Bakterie grupy coli pojawiaja si¢ w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat statocieplnych,
jak rowniez w glebie 1 w wodach powierzchniowych. Chociaz wiele z tych bakterii jest
pochodzenia kalowego, niektore sg heterotrofami zdolnymi do namnazania w $rodowisku
wodnym. Obecnos$¢ bakterii grupy coli nie zawsze jest dowodem skazenia odchodami. Ich
obecnos¢ wskazuje na problemy z uzdatnianiem.

Escherichia coli jest drobnoustrojem bytujacym w przewodzie pokarmowym cztowieka lub
zwierzat statocieplnych. Jej obecnos¢ w wodzie wskazuje na fekalne zrédlo zanieczyszczenia,
bedace wynikiem skazenia §ciekami lub odchodami ludzkimi badz zwierzecymi.

e Obecnos¢ paciorkowcoéw katowych z rodzaju Enterococcus

Obecnos¢ paciorkowcow kalowych w badanej wodzie Swiadczy o §wiezym zanieczyszczeniu
wody. Enterokoki sg bardziej odporne na r6zne metody uzdatniania i dezynfekcji niz pateczki
grupy coli. Z tego wzgledu ocena sanitarna wody w kierunku wykrywania obecnosci
paciorkowcoOw jest czesto uwazana za postgpowanie bardziej wlasciwe niz wykrywanie
pateczek Escherichia coli. Wskaznik paciorkowcow Enterococcus sp. w 100 cm® wody oznacza
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si¢, podobnie jak wskazniki poaleczek Gram-ujemnych, metoda filtrow membranowych na
podtozu Slanetz’a-Bartley’a.

e Obecnos¢ Clostridium perfringens

Beztlenowe laseczki Clostridium perfringens ze wzgledu na zdolno$¢ do tworzenia
przetrwalnikéw wykazujg zywotnos¢ podczas dtugotrwatego przebywania w niekorzystnych
warunkach. Ich obecno$¢ w badanej wodzie moze $wiadczy¢ o odleglym w czasie
zanieczyszczeniu. Przetrwalniki Clostridium perfringens, bardzo oporne na dziatanie srodkow
dezynfekcyjnych, sa doskonalym wskaznikiem skuteczno$ci proceséw uzdatniania
1 dezynfekcji wody.

e Okresowo, w zalezno$ci od zuzycia wody badz ewentualnych awarii oznacza si¢ takze
Pseudomonas aeruginosa oraz Legionella sp.

WODA (Wymagania i badanie — Dyrektywa UE 2020/2184 z 16.12.2020)

* E coliw 100 cm’®—-0
Enterokoki w 100 cm? - 0
* liczba bakterii tlenowych rosnacych w (22+2)°C po 72h - do100 jtk w 1cm?

* Legionella sp. (parametr istotny dla oceny ryzyka w wewngtrznych systemach
wodociggowych, np. przewody wodociggowe, cysterny) - do1000 jtk w 1L

2. Testy do szybkiego wykrywania bakterii grupy coli i Escherichia coli oraz
enterokokow w wodzie - Readycoult Coliform i Readycoult Enterococci

Metoda jest bardzo prosta. Pozywka w postaci granulatu zapakowana jest w gotowych do
uzycia kapsultkach. Oznaczenie polega na dodaniu zawartosci kapsutki do kolbki z badang
woda o okreslonej objetosci (100cm?) i wstawieniu do inkubacji w temp. 35-37°C/18-24 godz.

Do oznaczania paleczek grupy coli 1 Escherichia coli stosowane jest poditoze z
substratem chromogenny X-GAL oraz fluorogennym MUG i tryptofanem. Pateczki grupy coli
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maja zdolno§¢ do rozktadu substratu X-GAL przez enzym galaktozydaze - po inkubacji
nastgpuje zmiana barwy badanej probki wody na niebieskozielong. Escherichia coli dzigki
glukuronidazie rozktada substrat MUG, czego efektem jest fluorescencja w $wietle UV.
Ponadto rozktada tryptofan z wydzieleniem indolu, ktéry po dodaniu odczynnika Kovacsa
wykrywany jest w postaci czerwonej obraczki na powierzchni.

Do oznaczania obecnosci paciorkowcow katowych z rodzaju Enterococcus stosowane
jest podioze z azydkiem sodu i substratem chromogennym X-GLU. O obecno$ci paciorkowcow
w badane] wodzie §wiadczy zmiana barwy probki na niebieskozielong na skutek rozktadu
X-GLU przez enzym glikozydazg.

POWIETRZE

Poznanie mikroflory powietrza ma istotne znaczenie do okreslenia warunkow
higienicznych panujacych w zakladach przemystu spozywczego oraz do okreslania
mechanizmow zanieczyszczania 1 psucia si¢ produktow spozywczych. Powietrze otaczajac
lini¢ produkcyjng moze sta¢ si¢ zrodtem zanieczyszczenia produktu, a takze stanowi¢ swego
rodzaju przeno$nik mikroorganizmow.

Powietrze nie jest S$rodowiskiem odpowiednim dla Zycia drobnoustrojow.
W odréznieniu od gleby i wody jest osrodkiem okresowego przebywania mikroorganizméw, w
ktérym nie mogg si¢ one dzieli¢ i rosngc¢, lecz zachowuja swoj potencjat infekcyjny.

Najczesciej spotykana mikroflora powietrza to ziarniaki Micrococcus sp., Sarcina sp.,
Staphylococcus sp., przetrwalniki bakterii (Bacillus sp.), zarodniki grzybow strz¢pkowych z
rodzajow Alternaria, Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Mucor; promieniowce, drozdze
z rodzajow Rhodotorula, Candida, bakterie chorobotworcze rozprzestrzeniajace si¢ droga
kropelkowa.

Ilos¢ 1 sktad mikroflory powietrza jest zmienny i zalezy od wielu czynnikoéw. Nad
miastami znajduje si¢ jej wiecej niz nad lasami i polami. Najmniej skazone powietrza znajduje
si¢ nad gorami, morzami, oceanami i lasami. Nie bez znaczenia jest takze pora roku.
W miesigcach zimowych mikroflora uwigziona jest w lodzie 1 zamarznigtej glebie totez mniej
jej si¢ dostaje do powietrza.

Liczba drobnoustrojow w pomieszczeniach zamknigtych, szczegdlnie o duzej liczbie
ludzi 1 urzadzen, jest duzo wigksza niz w pomieszczeniach odkrytych. Cztowiek jest zrédtem
zanieczyszczen mikrobiologicznych powietrza podczas mowienia, kaszlu, kichania.

W zaktadach przemystowych stopien zanieczyszczenia powietrza zalezy m.in. od:
e stanu sanitarnego pomieszczen, sprz¢tow, kanatow wentylacyjnych,

¢ higieny osobistej personelu,
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e rodzaju i stanu mikrobiologicznego surowcow, potproduktow i produktow,

e umaszynowienia, rodzaju technologii.

Metody badania stanu mikrobiologicznego powietrza

Oceniajac stan mikrobiologiczny powietrza nalezy okresli¢ przede wszystkim sktad
oraz liczbe¢ mikroorganizméw. Wazne jest, aby wybra¢ odpowiednig metode poboru préb do
badan. W mikrobiologii stosowane sg tzw. metody hodowlane, wérdd ktorych wyrdzniamy:

> metode sedymentacyjng (tzw. metoda ptytkowa Kocha) - polegajaca na osiadaniu
drobnoustrojow na powierzchni zestalonego podioza agarowego pod wplywem
naturalnych sil grawitacji. Zaklada si¢, ze podczas 5 minut ekspozycji, na plytce
Petriego o powierzchni 100cm? osiada tyle drobnoustrojow, ile znajduje sie w 10 litrach
powietrza.

» metode zderzeniowg — w ktorej stosuje si¢ wymuszone osiadanie drobnoustrojow na
powierzchni podtoza hodowlanego za pomoca aparatu, ktdry zasysa okreslong objetosé
powietrza. Pozwala to na doktadne przeliczenie drobnoustrojow przypadajacych na
okreslong objetos¢ powietrza.

> metode filtracyjna — polegajaca na przepuszczeniu okreslonej objetosci powietrza
przez jatowy filtr membranowy lub plyn fizjologiczny. Filtr przenosi si¢ na zestalone
podioze i inkubuje, z ptynu fizjologicznego wykonuje si¢ posiew powierzchniowy na
podtoze agarowe.

Ocena czystosci powietrza metoda sedymentacyjna

>

Y VYV

przygotowac¢ dwie ptytki z podtozami:

agar odzywczy - do oznaczania liczby bakterii tlenowych

agar z chloramfenikolem - do oznaczania liczby grzybow

oznakowa¢ ptytki niezmywalnym pisakiem

ustawi¢ ptytki w miejscu gdzie chcemy przeprowadzi¢ badanie powietrza

otworzy¢ catkowicie ptytki zdejmujac z nich pokrywki 1 pozostawic je na czas 5,
10 lub 15 min (nast¢puje sedymentacja komodrek na powierzchni¢ ptytki)

po tym czasie zamkna¢ ptytki i wstawi¢ do inkubacji:
agar odzywczy - 30°C/72 godz.
agar z chloramfenikolem - 25°C/5 dni

o inkubacji policzy¢ wyroste kolonie, a liczbe bakterii i grzybéw w 10 litrach
powietrza (X) obliczy¢ ze wzoru:

X=ax100/bxc

a- liczba kolonii wyrostych na ptytce

b- powierzchnia plytki

c- wspolczynnik czasu ekspozycji wynoszacy 1 dla 5 min, 2-10min,
3-15min
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Zanieczyszczenie powietrza w pomieszczeniach przeznaczonych do wykonywania
analiz mikrobiologicznych nie powinno by¢ wigksze niz 2jtk w 10 litrach.

Wymagania mikrobiologiczne

Pomieszczenia produkcyjne
przemystu spozywczego Sale wyktadowe i sale ¢wiczen
Liczba bakterii tlenowych 500-600jtk/m? nie wiecej niz 2000jtk/m?
Liczba grzybow 0-50jtk/m? nie wiecej niz 2000jtk/m?

CZYSTOSC POWIERZCHNI (STOLOW, URZADZEN, TANKOW, DESEK
DO KROJENIA)

Powierzchnie produkcyjne, tj. powierzchnie tasm produkcyjnych, przewoddow,
urzadzen, drobny sprzet, bedac w bezposrednim kontakcie z surowcem czy produktem moga
by¢ zroédtem ich zanieczyszczen, a w konsekwencji powodowa¢ wady zywnosci. Nawet dobrze
umyte i wlasciwie zdezynfekowane powierzchnie nie sg jalowe - pozostaja na nich gtownie
nieliczne przetrwalniki oraz bakterie psychrotrofowe.

Mikrobiologiczne badanie czysto$ci linii produkcyjnych i powierzchni zawsze nalezy
poprzedzi¢ ich wizualng kontrolg. Nie przeprowadza si¢ badan mikrobiologicznych w
przypadku wyraznie brudnych powierzchni.

Probki nalezy pobiera¢ za pomoca gotowych wymazoéwek, tampondéw z gazy lub tez przy
uzyciu plytek odciskowych. Analiz¢ mikrobiologiczng nalezy przeprowadzi¢ nie p6zniej niz po
24 godzinach od momentu pobrania probki do badan.

Celem zahamowania oddzialywania srodkéw dezynfekcyjnych do ptyndéw ptuczacych nalezy
doda¢ roztwory neutralizatoréw, jak tiosiarczan sodu (5g/l) — gdy do dezynfekcji stosowane
byty zwiagzki chloru, lub sorbitan monooleinianu (30g/1) i lecytyna (3g/1) — gdy do dezynfekcji
stosowano czwartorzedowe zwigzki amoniowe lub amfoterycydy.

1. Badanie czystosci powierzchni metoda szablonowa

Metoda stosowana do okreslenia czystosci takich powierzchni jak stoty, urzadzenia o duzej
powierzchni, tanki, deski do krojenia itd.

»  do wykonania oznaczenia potrzebne s3 jatlowe tampony, szablon o powierzchni

20cm?, kolbka z 20cm? jatowego ptynu pluczacego, pinceta

Y

szablon wyjatawia si¢ w alkoholu i przyktada do badanej powierzchni

»  tampon chwyta si¢ jalowa pinceta, moczy w ptynie, odciska nadmiar cieczy o
wewnetrzng Scianke naczynia 1 wyciera powierzchni¢ ograniczong szablonem
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»  tampon wrzuca si¢ z powrotem do kolbki z ptynem i wytrzasa

Uwaga! Jezeli powierzchnia byta wczesniej dezynfekowana, do ptynu ptuczacego nalezy dodaé
roztwor neutralizatora.

Liczba bakterii tlenowych
« posiew wglebny po 1 cm® popluczyn do sterylnej ptytki Petriego
* zala¢ uptynnionym agarem odzywczym
* inkubacja w temp. 30°C/72godz.

« po inkubacji policzyé wyroste kolonie i przeliczy¢ na 1cm? badanej powierzchni

Ns=N"F
= D
gdzie:
N- liczba jtk w 1 cm? rozcieficzalnika (ptynu ptuczacego)
F- ilo$¢ rozcienczalnika w cm?
A- badana powierzchnia w cm?

D- odwrotnos$¢ stosowanego posiewach rozcienczenia

2. Badanie czystosci powierzchni z zastosowaniem plytek kontaktowych (Count-Tact)

Metodeg stosuje sie do powierzchni ptaskich i suchych >5,5¢cm?, takich jak powierzchnie
Scian, podtog, sprzetu lub ubran. Oznaczenie wykonuje si¢ specjalnymi ptytkami kontaktowymi
z podtozem agarowym o wypuktym menisku, ktéry pozwala na pobranie materiatu.

»  oznakowac plytki pisakiem
zdja¢ pokrywke plytki, przytozy¢ podtoze bezposrednio do badanej powierzchni
»  na plyte natozy¢ przykrywke

> inkubowac, po inkubacji zliczy¢ wyroste na powierzchni podtoza kolonie.

3. Badanie czystosci powierzchni metoda wymazow z powierzchni nieograniczonej
szablonem

Metode stosuje si¢ dla powierzchni trudno dostepnych, wilgotnych, zakrzywionych,
matych (<5,5cm). Wymazy z powierzchni nie okreslajg liczby bakterii na 1 cm? lecz na catej
badanej powierzchni. W tej metodzie szczegdlnie wazne jest wlasciwe pobranie proby celem
zapewnienia powtarzalnosci wynikéw (zaleca si¢ aby wymazy pobierane byly z okreslonych
miejsc przez tego samego pracownika)

»  probe pobiera si¢ wymazowka zamoczong wczesniej w jalowym roztworze soli
fizjologicznej, dotykajac powierzchni¢ badang z kazdej strony
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»  wymazowke wktlada si¢ do zelu transportowego i zakorkowuje, a nastgpnie
przeprowadza analize (po uzyskaniu popluczyn)

Liczba bakterii tlenowych
« posiew wglebny po 1 cm® popluczyn do sterylnej ptytki Petriego
* zala¢ uptynnionym agarem odzywczym
* inkubacja w temp. 30°C/72godz.

* po inkubacji policzy¢ wyroste kolonie i podac liczbe jednostek tworzacych kolonie
w przeliczeniu na calg badang powierzchni¢ (Nsw), korzystajac ze wzoru:

Nsw=N-F-D

gdzie

N- liczba kolonii z posiewu 1cm? ptynu phuczacego

F- objetos¢ ptynu pluczacego

D- odwrotno$¢ stosowanego w posiewach rozcienczenia

4.Badanie czysto$ci powierzchni z zastosowaniem barwnych paskow testowych HY-
RISE™

Test pozwala oceni¢ zanieczyszczenie powierzchni materialem
organicznym, np. resztkami produktéw pozostalych po myciu. Metoda
opiera si¢ na oznaczaniu dinukletydu nikotynoadeninowego (NAD,
NADH) lub fosforanu dinukletydu nikotynoadeninowego (NADP,
NADPH) jako wskaznikow obecnosci resztek poprodukeyjnych.

Zasada testu opiera si¢ na reakcji enzymatycznej, ktorej efektem jest
powstanie rézowopurpurowego do fioletowego zabarwienia po 4-5 minutach. Materiat pobiera
si¢ w 10 punktach badanej powierzchni lub przez przeciagniecie paska testowego przez dlugosé
ok. 30cm.

Test bardzo dobrze sprawdza si¢ w ocenie po myciu powierzchni posiadajacych kontakt
z zywnoscig 1 rekami np.: powierzchnie robocze, noze, deski do krojenia, mikrofaléwki. Moze
by¢ takze stosowany do badania czystosci rak pracownikow oraz badania czystosci wody
phluczacej w systemie CIP.
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HY-RiSE"® Colour Hygiene Test Strip

7
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Poszczegolne etapy badania czystosci powierzchni z zastosowanie testow paskowych HY-RiSE:

CZYSTOSC MIKROBIOLOGICZNA RAK PRACOWNIKOW

Kadra pracownicza majaca kontakt z zywnoscig zobowigzana jest do przestrzegania zasad
czysto$ci 1 higieny. Tam, gdzie wytwarzana jest zywnos¢, istotna czes$¢ czynnos$ci wykonywana
jest recznie, przez co istnieje duze niebezpieczenstwo zakazenia zywnosci. Czeste mycie i
dezynfekcja ragk majg duze znaczenie w zapobieganiu zakazeniom zywnos$ci. Sktad ilosciowy
i jako$ciowy mikroorganizmow zanieczyszczajacych rece pracownikow mozna podzieli¢ na
mikroflore przejsciowa oraz osobniczg. W sktad mikroflory przejsciowej wchodza najczescie)
pateczki grupy coli, paciorkowce katowe 1 gronkowce koagulazoujemne, ktére sg usuwane
podczas mycia ragk. Mikroflora osobnicza ma charakter staly, najczgsciej ukrywa si¢ w
zaglebieniach skoéry oraz zachytkach gruczotéw lojowych. Do jej usunigcia konieczne jest
szczotkowanie rak, przez co najmniej kilka minut przy uzyciu mydet antybakteryjnych o
szerokim spektrum dziatania. W skiad mikroflory osobniczej wchodza przede wszystkim
chorobotworcze gronkowce koagulazodadatnie.

Na skoére ragk drobnoustroje dostajg si¢ ze sSrodowiska zewnetrznego, m.in. z wody, powietrza,
recznikoOw lub urzadzen produkcyjnych. Sktad iloSciowy i1 jako$ciowy mikroorganizméw
zanieczyszczajacych rece zalezy glownie od rodzaju przetwarzanego surowca, etapu
produkcyjnego, a takze od czystosci powierzchni roboczych oraz higieny osobiste]
pracownikow.

Pobranie proby do badan.

> do wykonania oznaczenia potrzebne s3 4 jalowe tampony, kolbka z 40cm® jatlowego

ptynu Ringera, pinceta

Y

tampon chwyta si¢ jalowa pinceta, moczy w plynie, odciska nadmiar cieczy
0 wewnetrzng $cianke naczynia 1 wyciera powierzchni¢ wewnetrzng dtoni, przestrzenie
miedzy palcami oraz powierzchni¢ paznokci

czynno$¢ powtarza si¢ suchym tamponem

Ww ten sam sposOb proby pobiera si¢ z drugiej dtoni

tampony wrzuca si¢ do kolbki z ptynem i wytrzasa 5 minut

wykonuje si¢ posiewy

YV VYV
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Oznaczenia:

1. Liczba bakterii tlenowych mezofilnych

« posiew wgtebny po 1 cm?® poptuczyn do sterylnej ptytki Petriego

» zala¢ uptynnionym agarem odzywczym
« inkubacja w temp. 30°C/72godz.

« po inkubacji policzy¢ wyroste kolonie i przeliczy¢ na 40cm? ptynu

2. Obecnos¢ gronkowcow koagulazododatnich

« posiew po 1 cm?® poptuczyn w 3 powtorzeniach do pozywki Giolitti-Cantoni
* inkubacja w temp. 37°C/24-48godz.
* po inkubacji okresli¢ czy obecne jest zaczernienie podtoza (wynik dodatni)

» jezeli wynik jest dodatni nalezy dokona¢ posiewu potwierdzajacego na podtoze RPF

3. Obecnos¢ paleczek z rodziny Enterobacteriaceae

« posiew po 1 cm® popluczyn w 3 powtdrzeniach do zbuforowanej wody peptonowej (etap

przednamnazania),

* inkubacja w temp. 37°C/18godz.

» po inkubacji przenie$¢ po 1cm? hodowli do bulionu EE (etap namnazania selektywnego)
« inkubacja w temp. 37°C/24godz.
* posiew potwierdzajacy na podtoze VRBD
« inkubacja w temp. 37°C/24godz.
* posiew wybranych, charakterystycznych kolonii na podtoze podstawowe
« inkubacja w temp. 37°C/24godz.

* potwierdzanie - test na obecnos$¢ oksydazy i test fermentacyjny.

Bardzo czgsto zamiast oznaczania obecno$ci rodziny Enterobacteriaceae przeprowadza si¢
oznaczenie obecnosci pateczek grupy coli.

Wymagania

Liczba bakterii

Obecnos¢ gronkowcow

Obecnos¢ rodziny
Enterobacteriaceae lub

Stopien czystosci rak

tlenowych mezofilnych koagulazododatnich paleczek gr. coli
ponizej 100 nb. nb. rgce czyste
100-1000 nb. nb. r¢ce dostatecznie czyste
powyzej 1000 nb. nb. rece brudne
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CZYSTOSC OPAKOWAN

Opakowania poza funkcja reklamowg speiniajg przede wszystkim rol¢ ochronng przed
zanieczyszczeniem 1 zakazeniem produktu. Niestety najczes$ciej opakowania nie sg
produkowane lub magazynowane w $rodowisku aseptycznym, a te wielokrotnego zastosowania
nie zawsze sg pozbawione mikroorganizmow.

Pobieranie proby do badan:

> do badanego naczynia np. butelki wla¢ 20cm® NaCl z dodatkiem 0,05%
tiosiarczanu sodu (inaktywator pozostalosci detergentow 1 Srodkow
dezynfekujacych) i zamkna¢ korkiem

»  butelke ustawi¢ w pozycji poziomej i obracajac ja pluka¢ 20-krotnie calg jej
powierzchnie

»  popluczyny przenies¢ do kolbki

Oznaczenia:

1. Liczba bakterii tlenowych mezofilnych
« posiew wgtebny po 1 cm?® poptuczyn do sterylnej ptytki Petriego
» zala¢ uptynnionym agarem odzywczym
« inkubacja w temp. 30°C/72godz.

« po inkubacji policzy¢ wyroste kolonie i przeliczy¢ na 20cm? ptynu ptuczacego

2. Obecnos¢ paleczek grupy coli
« posiew po 1 cm’ poptuczyn w 3 powtdrzeniach do pozywki z laktoza, zolcia i zielenia
brylantowg
« inkubacja w temp. 30°C/48godz.

* po inkubacji okresli¢ czy obecne jest zmetnienie i gaz w rurce Dlirhama

Wymagania
Pojemnos¢ Liczba bakterii
opakowania tlenowych Obecnos¢ pateczek grupy coli Stopien czystosci
1 litr ponizej 1000 nb. dobry
1 litr ponizej 1500 nb. dostateczny
0,5 litra powyzej 500 nb. dobry
0,5 litra ponizej 750 nb. dostateczny
0,25 litra ponizej 200 nb. dobry
0,25 litra ponizej 500 nb. dostateczny
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CZYSTOSC NACZYN STOLOWYCH I SZTUCCOW

Pobieranie proby do badan:

» jalowym, wilgotnym tamponem z waty o ci¢zarze 150mg, wykonaé wymaz z
powierzchni uzytkowej badanego przedmiotu; w przypadku talerzy, kubkow, szklanek
—réwniez z gornej krawedzi, a w przypadku sztu¢coOw uwzgledni¢ tez czesci wygiete i
przestrzenie mi¢dzyzebowe

> tampon umiesci¢ w kolbce z 20cm? ptynu ptuczacego i wytrzasaé przez 1 minute

Oznaczenia:
1. Liczba bakterii tlenowych mezofilnych

+  posiew wglebny po 1 cm® poptuczyn do sterylnej plytki Petriego
»  zala¢ uptynnionym agarem odzywczym
* inkubacja w temp. 30°C/72godz.

* po inkubacji policzy¢ wyroste kolonie 1 poda¢ liczbg jednostek tworzacych kolonie
w przeliczeniu na calg badang powierzchnig (Nsw).

2. Obecnos¢ paleczek grupy coli
« posiew po 1 cm?® poptuczyn w 3 powtdrzeniach do pozywki z laktoza, zolcia i zielenia
brylantowa
* inkubacja w temp. 30°C/48godz

* zmgtnienie i gaz w rurce Diirhama w przynajmniej dwoch probéwkach §wiadczy
0 obecnosci pateczek grupy coli

Zgodnie z wymogami sanitarnymi naczynia uwaza si¢ za czyste, jezeli liczba bakterii
tlenowych na catej powierzchni przedmiotu nie przekracza 100, a paleczki grupy coli sa
nieobecne w 1 cm® poptuczyn.

Czes¢ praktyczna — ¢wiczenie 7

1. Badanie czystosci rgk metodg tamponowg
* oznaczenie liczby bakterii tlenowych mezofilnych — posiew metoda wglebna, bez
powtorzen,
* oznaczenie obecnosci pateczek grupy coli —posiew po 1 cm® poptuczyn do pozywki
wybiorcze] w 3 powtdrzeniach.
2. Badanie czystosci powietrza metodg sedymentacyjng

® ' grupy oznacza liczbg grzybdw; 2 grupy oznacza liczbe bakterii (podtoza wylac

bezposrednio przed oznaczeniem, czas ekspozycji wg wskazan Prowadzacego).
3. Badanie czystos$ci naczyn stolowych
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* oznaczenie liczby bakterii tlenowych mezofilnych — posiew metoda wglebng, bez
powtorzen,

« oznaczenie obecnosci pateczek grupy coli — posiew po 1 cm? pophuczyn do pozywki
wybiorczej w 3 powtdrzeniach

4. Badanie czystosci fartuchow, telefondw itp. z zastosowaniem plytek odciskowych
(wykona¢ wg wskazan Prowadzacego)

5. Badanie wody technologicznej z zastosowaniem metody filtrow membranowych —
demonstracja.

Cwiczenie 8

Odczyty posiewOw z ¢wiczenie 7 oraz interpretacja uzyskanych wynikow
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