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Zatacznik 1
Klasyczne metody oznaczania drobnoustrojow

Oznaczenie liczby drobnoustrojéw metoda ptytkowa

Metoda oznaczania liczby drobnoustrojéw przez posiew na podfoze state zaktada, ze
liczba powstajgcych kolonii odpowiada liczbie zywych komérek w badanej probie. Wynik
podaije sie w jednostkach tworzacych kolonie - jtk (ang. cfu - colony forming units) w 1g lub
1cm? produktu.

W celu oznaczenia liczby drobnoustrojéow w badanym produkcie nalezy jego prébke
(produkt ptynny) lub zawiesine wyjéciowa (produkt staty, potptynny) i jej dziesieciokrotne
rozcienczenia posia¢ na odpowiednie podioze. Sposob przygotowania prébek zywnosci do
badan mikrobiologicznych oraz sposéb sporzgdzania serii dziesieciokrotnych rozciericzen
oraz ich posiew metoda plytek lanych (zalewowa) przedstawiona na rys. 1 irys. 2.

Rys. 1. Schemat przygotowania zywnosci do badan mikrobiologicznych.

Reprezentatywna probka produktu

Sterylne wstepne rozdrabnianie probki

10 g probki + 90 ml ptynu do rozcienczen

Homogenizacja

I

Zawiesina wyjéciowa

II
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Rys 2.Schemat wykonywania rozcienczer i posiewow metoda wgtebng i powierzchniows.

pipeta
10mi 1ml 1ml 1ml - 1ml 1ml 1mi
lub v N VS | N -’ N N
10g
10"
90 ml plynu X .
fizjologicznego 10* 10" 10* 10° 10° 10
Produkt 9 mi plyru fizjologicznego
ROZCIENCZENIE
110 1100 1:1000 1:10 000 1:100 000 1:1000000  1:10 000 000

Kierunek posiewania / wcierania
.4____._____________ /

e —— L)

POSIEW
WGLEBNY /
1mil

2500000 250 000 25 000 2500 250 25 2 [tk / mi]
POSIEW
POWIERZCHNIOWY
0,1 mi /
250 000 25 000 2500 250 25 2 0 [tk / ml]

Prébe o znanej objetosci lub jej rozcienczenie (zwykle 1 ml), po wprowadzeniu na dno
sterylnej plytki Petriego, zalewa sig 20-25 ml okreslonej pozywki agarowej schtodzonej do
temperatury ok 45°C i natychmiast doktadnie miesza delikatnymi ruchami w ksztatcie 6semki.
Czynnos$¢ ta nalezy wykonaé w ciggu kilkunastu sekund, zapewniajgc tym samym
rownomierne rozprowadzenie komorek w zastygajgcym podtozu. Komorki drobnoustrojéw
rozwing sie, tworzac kolonie powierzchniowe, wgtebne i denne. Od momentu sporzadzenia
rozcieniczen do momentu zalania agarem lub umieszczenia w ptynnej pozywce nie powinno
uptyna¢ wiecej niz 15 minut.

Posiane plytki poddaje si¢ inkubacji w temperaturze optymainej dla danej grupy
drobnoustrojéw, ktore zamierzamy oznaczy¢é w probce. Podczas inkubacji komérki lub zespoty
komérek przytwierdzone do powierzchni zestalonej pozywki lub uwiezione w jej wnetrzu,
namnazaja sie, tworzac widoczne nieuzbrojonym okiem kolonie, ktére przy wtasciwej gestosci
posiewu moga by¢ precyzyjnie policzone.
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Zasada odczytania wynikow:

Do odczytu wybiera sig plytki z 2 kolejnych rozciericzen, na ktérych wyrosto od 30 do 300
kolonii. Liczbe drobnoustrojéw (L) w 1 cm?® lub w 1 g probki oblicza sie wg wzoru:

P

C
L=———-—x
T oy <@

gdzie:

C - suma kolonii na wszystkich ptytkach wybranych do liczenia.

N1 - liczba ptytek z pierwszego liczonego rozciericzenia.

N2 - liczba ptytek z drugiego liczonego rozciefczenia.

d - wskaznik rozciericzenia odpowiadajacy pierwszemu (najnizszemu) liczonemu
rozcienczeniu.
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Zatacznik 2. Schemat postgpowania podczas wykrywania obecnosci Salmonella sp.

PRZEDNAMNAZANIE

25g(ml)
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(225mi)
NAMNAZANIE SELEKTYWNE
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Zatacznik 3. Schemat postepowania podczas wykrywania Listeria monocytogenes
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7. Opracowata

J@“‘ W 'é'fﬁ?wzﬁ“" KATEDRY

drinz. Joanna Kobus-Cisowska 1rof. dr hab. Jozef Korczak
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RAPORT

Ocena jakosci i bezpieczenstwa mikrobiologicznego wegla wiklinowego

Dla:

Ekorolna, Spétdzielnia Produktéw Rolnictwa Ekologicznego Dolina Mogielnicy
64-060 Wolkowo

Wielkopolskie

Poznan 16.05.2016
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1. Podstawa wydania raportu .

Podstawa do wydania opinii jest zapytanie z dnia 22.02.2016 skierowane do Katedry

Technologii Zywienia Cztowieka Uniwersytetu Przyrodniczego. Na tej podstawie wykonano

bezptatne analizy.

2. Cel i zakres raportu

Celem raportu byta ocena jakosci i bezpieczeristwa mikrobiologicznego wegla z wikliny.

3. Przedmiot badan

Przedmiotem badan byt wegiel pozyskany z wikliny

Proba do badan mikrobiologicznych pobrana byta w sposob wykluczajgcy dodatkowe
zakazenie. Naczynia, przyrzady oraz materialy uzywane przy pobieraniu byly jatowe.
Pobieranie prob przeprowadzono w sposdb umozliwiajacy uzyskanie reprezentatywnej préby
produktu. Proby przeznaczone do badan mikrobiologicznych znajdowaty sie w opakowaniach
jednostkowych, szczelnie zamknigtych i nie wykazywaty zadnych zmian. Kazdorazowo, po
doktadnym wymieszaniu, opakowanie myto wodg z dodatkiem detergentu. Powierzchnie, ktora
miata byé otwierana, przecierano 70% roztworem alkoholu etylowego.

Kierunek badan
W analizowanych prébach okreslono:

e 0Ogolng liczbe drobnoustrojéw mezofilnych, tlenowych (OLDm) PN-EN ISO 4833
e 0Ogolng liczbe drobnoustrojow psychrofilnych, tienowych (OLDp)

o Liczbe drozdzy i plesni mezofilnych (DiPm) PN-ISO 21527-2

e Obecnosc Listeria monocytogenes PN-EN ISO 11290-2

e Obecnosé Salmonella spp. PN-EN ISO 6579

e Liczbe Enterobacteriaceae PN- 1ISO 21528-2
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Procedure poboru i przygotowania prob do badan mikrobiologicznych oraz procedure
dotyczgcg analizy mikrobiologicznej zaczerpnieto z Polskich Norm.

Polskie Normy ustalajg zasady racjonalnego postepowania przy aktualnym stanie wiedzy i
poziomie techniki, a takze wprowadzajg kodeks dobrej praktyki laboratoryjne;.

Opis klasycznej metody oznaczania liczby drobnoustrojow zaprezentowano w zatgczniku
1. Procedure oznaczenia pateczek z rodzaju Salmonella przedstawiono w zatgczniku 2.
Schemat procedury detekcji Listeria monocytogenes w zywnosci zaprezentowano w
zataczniku 3.

Charakterystyke prowadzonych oznaczen oraz warunki ich prowadzenia zaprezentowano
w tabeli 2.

3. Wyniki badan P

W weglu nie stwierdzono obecnosci pateczek chorobotwérczych Salmonella spp. oraz Listeria
monocytogenes. Ponadto nie stwierdzono obecnosci potencjalnie chorobotwérczych pateczek
z rodziny Enterobacteriaceae oraz plesni i drozdzy.

Tabela 3. Wyniki oceny jakosci mikrobiologiczego bezpieczenstwa wegla

Liczba
Ogolna liczba Ogélna liczba Liczba drozdzy i Obecnos$é
Kod Nazwa | drobnoustrojé | drobnoustrojow plesni o e B oot 8
Probki surowca w mezofilnych | psychrofilnych mezofilnych E Y monocytogen
nterobacteria spp.
[iti/mi] litk/mi] Litk/mi] ceae [jth/mi] o
Wegiel i v i ieob ieob i
1 Wii?ilneyl meogﬁcgne w nieobecne w 0_19 nieobecne w 0.19 nleooitz;ne w nleozgzne w meogg;ne w
Literatura

Libudzisz Z., Kowal K., Zakowska Z. 2008. Mikrobiologia techniczna. Mikroorganizmy w
biotechnologii, ochronie $rodowiska i produkcji zywnosci. Tom 2. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa.

PN-EN ISO 4833 Mikrobiologia fancucha zywnosciowego - Horyzontalna metoda oznaczania
liczby drobnoustrojéw: Oznaczanie liczby metodg posiewu powierzchniowego w temperaturze
30°C.

PN-ISO 21527-2 Mikrobiologia zywnosci i pasz - Horyzontalna metoda oznaczania liczby
drozdzy i plesni - Cze$¢ 2: Metoda liczenia kolonii w produktach o aktywnosci wody nizszej lub
réwnej 0,95.

PN-EN ISO 11290-2 Mikrobiologia zywnosci i pasz - Horyzontalna metoda wykrywania
obecnosci i oznaczania liczby Listeria monocytogenes - Metoda oznaczania liczby.

PN-EN ISO 6579 Mikrobiologia zywnosci i pasz - Horyzontalna metoda wykrywania
Salmonella spp.

Wojtatowicz M., Stempniewicz R., Zarowska B. 2009. Mikrobiologia zywnosci. Teoria i
¢wiczenia, Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, Wroctaw.
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