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DECYZJA KOMISJI
z dnia 14 lutego 1991 r.

ustanawiajgca niektére metody analizy i badania surowego mleka oraz mleka poddanego obrdbce
termicznej

(91/180/EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote Go-
spodarcza,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 85/397/EWG z dnia 5 sierpnia
1985 r. w sprawie zdrowia i probleméw zdrowotnych zwierzat
wplywajacych na wewnatrzwspdlnotowy handel mlekiem podda-
nym obrébce termicznej (1), ostatnio zmieniong dyrektywa
89/662/EWG (?), w szczegblnosci jej art. 10 ust. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

artykul 10 ust. 2 przewiduje, ze Komisja ustanawia metody ana-
lizy i badania, jakie maja by¢ stosowane podczas kontroli zgod-
nosci z normami odnoszacymi si¢ do surowego mleka oraz mleka
poddanego obrébce termicznej;

w przypadku mleka surowego konieczne jest ustanowienie
metod w szczegdlnosci ustalajacych liczbe plytek, liczbe
komorek, temperatury zamarzania oraz obecnosci antybiotykow;

w przypadku mleka pasteryzowanego konieczne jest ustalenie
metod w szczegdlnosci stwierdzania nieobecnosci czynnikéw
chorobotwércezych, liczby bakterii z grupy coli, liczby plytek,
stwierdzania nieobecnosci fosfatazy, obecnosci peroksydazy, nie-
obecnosci antybiotykoéw oraz temperatury zamarzania;

w przypadku mleka poddanego sterylizacji UHT (bardzo wysoka
temperatura) konieczne jest ustanowienie metod w szczegdlnosci
ustalania liczby plytek oraz nieobecnosci antybiotykow;

() DzU.L 226z 24.8.1985, str. 13.
() DzU.L 395z 30.12.1989, str. 13.

ze wzgledow technicznych wlasciwe jest, aby najpierw ustanowic
odpowiednie metody analizy i badania, aby zapewni¢ zgodnos¢ z
niektérymi normami; w szczegdlnosci konieczne jest dalsze bada-
nie warunk6w, zgodnie z ktorymi muszg by¢ stosowane rutyno-
we, analityczne i testowe metody; w oczekiwaniu na wyniki tych
badan Panstwa Czlonkowskie odpowiadaja za stosowanie wiasci-
wych metod rutynowych w celu zapewnienia zgodno$ci z nor-
mami ustanowionymi w dyrektywie 85/397EWG;

wyznaczenie odpowiednich metod analizy i badania obejmuje
wyznaczenie procedur analitycznych oraz ustanowienie kryte-
riow doktadnosci, w celu zapewnienia jednolitej interpretacji
wynikow;

Srodki przewidziane w niniejszej decyzji sa zgodne z opinig Sta-
tego Komitetu Weterynaryjnego,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE:

Artykut 1

Wzorcowe procedury analizy i badania mleka surowego obej-
mujg:

— oznaczanie temperatury zamarzania,

— wyliczenie mikroorganizméw — metoda plytkowa w temp.
30 °C,

— wyliczenie komérek somatycznych,

— wykrywanie antybiotykow i sulfonamidéw.
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Artykut 2

Wzorcowe procedury analizy i badania mleka pasteryzowanego
obejmuja:

— oznaczanie temperatury zamarzania,
— oznaczenie aktywnosci fosfatazy,
— oznaczenie aktywnosci peroksydazy,

— wyliczenie mikroorganizméw — metoda plytkowa w temp.
30 °C,

— wyliczenie mikroorganizméw — metodg plytkowg w temp.
21 °C,

— wyliczenie bakterii z grupy coli — liczba kolonii w temp.
30 °C,

— wykrywanie antybiotykow i sulfonamidéw,

— wykrywanie mikroorganizméw chorobotwérczych.

Artykut 3

Wzorcowe procedury analizy i badania mleka poddanego stery-
lizacji UHT i sterylizowanego obejmuja:

— wyliczenie mikroorganizméw — metoda plytkowa w temp.
30 °C,

— oznaczanie temperatury zamarzania,

— wykrywanie antybiotykéw i sulfonamidéw.

Artykut 4
Wzorcowe procedury analizy i badan, okreSlanie kryterow

dokladnosci oraz pobieranie probek nalezy przeprowadzad
zgodnie z zasadami okreslonymi w zalaczniku L.

Artykut 5

Wzorcowe procedury analizy i badan, okreslone wart. 1, 21 3, s3
opisane w zalgczniku IL

Artykut 6
Niniejsza decyzja zostanie ponownie zbadana przed dniem

31 grudnia 1992 r. w celu wziecia pod uwage postepu
naukowo-technicznego.

Artykut 7

Niniejsza decyzja skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 14 lutego 1991 r.

W imieniu Komisji
Ray MAC SHARRY

Czlonek Komisji
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I. PRZEPISY OGOLNE

Wstep
Przepisy ogélne odnoszace si¢ do odczynnikéw, sprzetu, formutowania wynikéw, doktadnosci i spra-

wozdan z badan. Wlasciwe wladze Panstw Czlonkowskich oraz laboratoria odpowiedzialne za pobie-
ranie prébek i badanie mleka musza przestrzega¢ przepiséw ogdlnych.

Odczynniki
Woda

W kazdym przypadku, gdy jest mowa o wodzie stuzacej do przygotowywania, rozcieficzania i pluka-
nia, nalezy przyjaé, ze chodzi o wodg destylowang, dejonizowang lub wodg zdemineralizowang co naj-
mniej o rOwnowaznym stopniu czystosci, chyba ze ustalono inaczej. Woda stosowana w celach mikro-
biologicznych nie zawiera jakichkolwiek substancji, ktére w warunkach badania moglyby wplywac na
rozwdj mikroorganizméw.

W kazdym przypadku odniesienia si¢ do okreslen ,roztwér” lub ,rozcieniczenie”, bez dalszego wska-
zania, oznaczajg odpowiednio ,roztwér wodny” lub ,rozcieficzenie wodg”.

Chemikalia

Wszystkie uzyte chemikalia powinny mie¢ uznang jako$¢ odczynnikéw analitycznych, chyba ze usta-
lono inaczej.

Sprzet

Wykazy sprzgtu

Wykazy sprzetu podane przy réznych wzorcowych procedurach obejmuja jedynie pozycje o przezna-
czeniu specjalistycznym oraz pozycje posiadajace szczeg6lna specyfikacje.

Waga analityczna

Waga analityczna oznacza wage umozliwiajaca dokonanie pomiaru z dokladnoscig do 0,1 mg.

Formulowanie wynikéw

Wyniki

Wyniki podawane w analitycznym sprawozdaniu powinny mie¢ warto$¢ $redniej arytmetycznej uzy-
skanej z dwoch testow, ktére spelniajg kryterium powtarzalnosci (5.1) okreslone dla danej metody,
chyba ze ustalono inaczej. Jesli kryterium powtarzalnosci nie zostanie spelnione, test musi zostaé
powtérzony lub wynik uznany za niewazny.

Obliczanie procentéw

Wynik obliczany jest jako procent masy probki, chyba ze ustalono inaczej.

Kryteria dokladno$ci: powtarzalno$¢ i odtwarzalno$é

Kryteria doktadnosci podawane przy kazdej procedurze sa okreslone nastepujaco:

,Powtarzalnos¢ (r)” jest to wartos¢, ponizej ktorej znajduje si¢ bezwzgledna réznica wynikow miedzy
dwoma niezaleznymi wynikami, uzyskanymi przy zastosowaniu tej samej procedury, na tym samym
materiale badawczym oraz w takich samych warunkach (ten sam laborant, ta sama aparatura, to samo
laboratorium oraz krotki odstep czasu).

,Odtwarzalno$¢ (R)” jest to wartos¢, ponizej ktorej znajduje si¢ bezwzgledna réznica wynikoéw migdzy
dwoma niezaleznymi wynikami testow, uzyskanymi przy zastosowaniu tej samej procedury, na tym
samym materiale badawczym, w réznych warunkach (przez réznych laborantdw, przy uzyciu réznej
aparatury, w roznych laboratoriach iflub w réznym czasie).
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Wartosci kryteriow powtarzalnosci i odtwarzalno$ci podawane we wzorcowych klauzulach kazdej pro-
cedury reprezentujg 95 % poziomu ufnosci przedziatéw okreslonych w ISO 5725, drugie wydanie
1986, chyba ze ustalono inaczej. Sg one obliczane na podstawie wynikéw uznanych wspélnych prob
stosowanych przy ocenie procedury. Jednakze dla niektérych procedur nie zostaly przeprowadzone
proby wspélne. W takich przypadkach wartosci powtarzalnosci i odtwarzalnosci sg szacunkowe.

Préby wspdlne i badania okreslone w 5.1.3 powinny by¢ planowane i przeprowadzane zgodnie z
migdzynarodowymi wytycznymi.

Sprawozdanie z badan

Sprawozdanie z badan precyzuje zastosowane metod analizy, jak réwniez uzyskane wyniki. Ponadto
podaje szczegdly dotyczace procedur stosowanych opcjonalnie lub niesprecyzowanych w metodzie
analizy, a takze wszelkie inne okoliczno$ci mogace mie¢ wplyw na uzyskane wyniki. Sprawozdanie z
badania podaje wszystkie informacje konieczne do pelnej identyfikacji probki.
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3.1.

3.2.

4.1.

POBIERANIE PROBEK MLEKA SUROWEGO ORAZ PODDANEGO OBROBCE TERMICZNE]

Przedmiot i zakres stosowania

Niniejsza procedura precyzuje wzorcowa procedure pobierania prébek surowego mleka oraz mleka
poddanego obrdbce termicznej. Procedury pobierania, transportu i przechowywania probek maja
zastosowanie do surowego mleka z dostaw producenta oraz do surowego mleka oraz mleka podda-

nego obrdbce termicznej w zbiornikach do przechowywania i transportowania.

Procedury podane w 2, 4.4, 5 i 6 stosowane sg do pobierania prébek mleka poddanego obrébcee ter-

micznej, przeznaczonego do bezposredniego spozycia.

Przepisy ogélne

Pobieranie probek mleka surowego oraz mleka poddanego obrébee termicznej znajdujacego
si¢ w pojemnikach, zbiornikach itp. przeprowadzane jest przez wykwalifikowanego laboranta, ktéry

przeszedt uprzednio odpowiednie szkolenie przed podjeciem si¢ pobierania probek mleka.

Jesli uzna si¢ za stosowne, wlasciwe wladze lub laboratorium badawcze instruujg personel w zakresie
technik pobierania probek, aby zapewnic, ze pobrana prébka jest reprezentatywna i zgodna z calg par-

tig.

Jesli uzna si¢ za stosowne, wlasciwe wladze lub laboratorium badawcze instruujg personel w zakresie

znakowania probek, aby zapewni¢ jednoznaczng identyfikacje probki.

Sprzet do pobierania probek

Przepisy ogdlne

Sprzet do pobierania prébek wykonany jest z nierdzewnej stali lub innego odpowiedniego materiatu o
stosownej wytrzymatosci oraz konstrukeji, odpowiedniej do zamierzonego celu (mieszanie, pobiera-
nie probek itp.), Beltaki i mieszadta do mieszania plynéw w pojemnikach maja powierzchni¢ na tyle
duzg, by zapewni¢ wlasciwe mieszanie produktu i nie przyczynia¢ si¢ do powstania zjelczalego zapa-
chu. Prébniki musza posiadaé dostatecznie dtugi, mocny uchwyt, odpowiedniej dtugosci, aby moz-
liwe byto pobieranie probek z dowolnej glebokosci pojemnika. Pojemno$¢ probnika jest nie mniejsza

niz 50 ml.

Pojemniki na prébki oraz zamknigcia powinny by¢ wykonane ze szkla, odpowiednich metali lub two-

rzyw sztucznych.

Materialy, z ktérych wykonany jest sprzet do pobierania prébek (wlacznie z pojemnikami i zamknig-
ciami), nie moga powodowa¢ jakichkolwiek zmian w prébce, ktére moglyby wplynaé na wyniki badan.
Wszystkie powierzchnie sprzetu do pobierania probek oraz pojemnikéw na probki sa czyste i suche,

gladkie i wolne od pe¢knigé, o zaokraglonych rogach.

Sprzet do pobierania prébek do badar mikrobiologicznych

Sprzet do pobierania probek, wlacznie z pojemnikami, w uzupelnieniu do przepiséw okreslo-

nych w pkt 3.1, jest sterylny.

Jesli do pobierania kolejnych prébek uzywa si¢ tego samego sprzetu, to po kazdym pobraniu prébek
jest czyszczony i sterylizowany zgodnie z instrukcjami lub wymogami przewidzianymi przez labora-

torium badawcze lub wiasciwe wladze, w celu zachowania integralnosci kolejnych prébek.

Technika pobierania prébek

Przepisy ogdlne

Bez wzgledu na rodzaj badan, jakie maja by¢ wykonane, przed pobraniem probek mleko doktadnie

wymiesza¢ za pomocg Srodka recznego lub mechanicznego.

Prébke pobraé niezwlocznie po wymieszaniu, podczas gdy mleko jest jeszcze poruszone.

Przy réwnoczesnym pobieraniu kilku probek mleka do réznych badan w pierwszej kolejnosci pobie-

ra¢ probke do badania mikrobiologicznego.

Objetos¢ prébki odpowiada wymogom badawczym. Pojemno$¢ uzywanych pojemnikéw na prébki
jest taka, aby probka wypelniata je prawie catkowicie, co umozliwia wlasciwe wymieszanie zawarto$ci

przed badaniem, a réwnocze$nie zapobiega gwaltownemu mieszaniu podczas transportu.



190

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 11

4.2.5.1

4.2.5.2

4.3.

Regczne pobieranie prébek

Pobieranie probek z wiader i baniek

Aby zamieszaé mleko, nalezy szybko poruszy¢ w gore i w dot beltakiem w wiadrze lub bafice tak, aby
mleko bylo wlasciwie wymieszane i aby do szyjki bafiki nie przylegata $mietana. Pobraé prébke repre-
zentatywna dla calej partii uzyskiwang zgodnie z 4.2.4.

Pobieranie prébek z pojemnikéw lub kadzi z mlekiem zamrozonym przez farmera

Zamiesza¢ mleko mechanicznie lub recznie az do uzyskania odpowiedniej jednorodnosci.

Jesli objeto$¢ mleka nie pozwala na wymieszanie go mieszadlem mechanicznym, mieszanie nalezy
wykona¢ recznie.

Pobieranie prébek z pojemnika wagowego

Istotne jest odpowiednie wymieszanie mleka przed umieszczeniem go w pojemniku wagowym. Aby
zapewni¢ réwnomierne rozprowadzenie tluszczu, moze by¢ konieczne zastosowanie dodatkowego
mieszania recznego lub mechanicznego. Jesli objeto$¢ partii, z ktérej pobierane sg probki, przekracza
objetos¢ pojemnika wagowego, probke reprezentatywna dla calej partii uzyskuje si¢ zgodnie z 4.2.4.

Pobieranie probek z podzielonej partii produktu

W przypadku gdy ilo$¢ mleka, z ktérego maja by¢ pobrane probki, znajduje si¢ w wigcej niz jednym
pojemniku, pobra¢ reprezentatywna probke z kazdego pojemnika i odnotowac ilo§¢ mleka, do jakiej
odnosi si¢ kazda z tych probek. Jesli probki z poszczegdlnych pojemnikéw musza by¢ badane indy-
widualnie, nalezy wymiesza¢ ze sobg reprezentatywne ilosci w ilosciach, ktére sa proporcjonalne do
ilosci w pojemniku, z ktorych pochodzi kazda probka. Po wymieszaniu pobranych proporcjonalnie
iloci pobiera si¢ z nich prébkei).

Pobieranie prébek z duzych zbiornikéw: cystern sktadowych, kolejowych i samo-
chodowych.

Przed pobraniem prébek wymiesza¢ mleko, stosujac odpowiednig procedure.

Zaleca si¢ mechaniczne mieszanie zawartosci duzych zbiornikéw, cystern sktadowych kolejowych lub
samochodowych (4.2.5.2).

Czas i intensywno$¢ mieszania odpowiadajg dtugosci czasu, w jakim mleko pozostawalo w spoczynku.
Skutecznos¢ zastosowanej w danych okolicznosciach procedury mieszania jest wykazywane jako
bedace odpowiednie do celéw przewidzianej analizy; kryterium skuteczno$ci mieszania ma w szcze-
g6lnosci wplyw na podobiefistwo wynikéw analitycznych, uzyskanych w efekcie badania probek
pobranych z réznych czesci partii lub z wylotu zbiornika pobranych w odstepach czasu. Procedure
mieszania mleka uwaza si¢ za skuteczna, jesli réznica zawartodci thuszczu miedzy dwoma probkami
pobranymi w takich warunkach wynosi mniej niz 0,1 %.

W duzym zbiorniku z wylotem w dnie w punkcie wylotu moze wystgpowal niewielka ilo$¢ mleka,
ktéra nawet po wymieszaniu nie jest reprezentatywna dla calej zawartosci. Dlatego probki powinny
by¢ pobierane przez otwér wlazowy. Jesli probki pobierane sg z otworu wylotowego, nalezy wylaé
odpowiednig ilo§¢ mleka w celu zapewnienia, ze prébki sa reprezentatywne dla catosci.

Mieszanie zawarto$ci duzych zbiornikéw badZ cystern sktadowych, kolejowych lub samochodowych
moze by¢ przeprowadzane:

— za pomocg mieszadla mechanicznego wbudowanego w zbiorniki i napedzanego silnikiem elek-
trycznym,

— za pomocg mieszadla $miglowego lub mieszadla napedzanego silnikiem elektrycznym i umiesz-
czonego na otworze wlazowym, z mieszadlem zawieszonym w mleku,

— w przypadku cystern kolejowych lub samochodowych przez recyrkulacje mleka poprzez umiesz-
czony w otworze wlazowym waz tloczacy podlaczony do pomp oprdzniajacych zbiornik,

— za pomoca czystego, przefiltrowanego, sprezonego powietrza; w takim wypadku, aby zapobiec
powstawaniu zjelczatego zapachu, powinno by¢ stosowane minimalne ci$nienie i objeto$¢ powie-
trza.

Automatyczne lub pétautomatyczne pobieranie probek

Automatyczne lub pétautomatyczne urzadzenia do pobierania probek surowego mleka z dostaw pro-
ducenta moga by¢ uzywane zgodnie z instrukcjg podang przez laboratorium badawcze lub inny wla-
$ciwy organ.

Takie wyposazenie, przed pierwszym uzyciem oraz w regularnych odstgpach czasu w trakcie uzytko-
wania, poddawa¢ odpowiednim testom okre$lonym przez odpowiedzialny organ. Przydatnos¢ proce-
dur pobierania prébek nalezy weryfikowaé w celu ustalenia:
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— minimalnej objgtosci mleka, z ktérej mozna wlasciwie pobraé prébki,
— predkosci przenoszenia (zwigzanej z minimalna objetoscig probki),
— zdolnosci pobrania reprezentatywnej probki dla partii produktu weze$niej wymieszane;.

Przy stosowaniu automatycznych lub pétautomatycznych urzadzeni do pobierania probek odpowie-
dzialny organ krajowy moze okreslic:

— minimalna objetos¢ mleka, z jakiej nalezy pobieraé probki,
— minimalna objetos¢ prébki,
— maksymalng predko$¢ przenoszenia,

— jakie analizy nalezy wykonywa¢ lub jakie §rodki ostroznosci nalezy podjac.

Pobieranie probek mleka poddanego obrébce termicznej, przeznaczonego do bezposredniej konsumpcji w opako-
waniach detalicznych

Prébki mleka poddanego obrdbcee termicznej, przeznaczonego do bezposredniej konsumpcji w opa-
kowaniach detalicznych, musza by¢ pelne, zamkniete opakowania. Jesli to mozliwe, probki nalezy
pobiera¢ z maszyny pakujacej lub chlodni w zakladzie przetwoérczym, jak najszybciej po przetworze-
niu. W przypadku mleka pasteryzowanego w dniu przetworzenia.

Prébki pobierane sg z kazdego rodzaju mleka poddanego obrdbcee termicznej (pasteryzowanego, pod-
danego sterylizacji UHT) w liczbie odpowiadajacej badaniom, ktére beda przeprowadzone, oraz zgod-
nie z instrukcjami przewidzianymi przez laboratorium badawcze badz inny wlasciwy organ.

Identyfikacja prébki

Postugujgc si¢ instrukcja opracowana przez laboratorium badawcze lub wlasciwy organ, prébke nalezy
oznaczy¢ kodem tak, aby mozna ja bylo fatwo zidentyfikowaé i zapewni¢ tozsamo$¢ prébki (patrz 2).

Transport i przechowywanie prébek

Laboratorium badawcze opracowuje instrukcje dotyczace warunkow transportu, przechowywania oraz
odstepu czasu migdzy pobraniem probek a analiza mleka, w zaleznos$ci od rodzaju mleka oraz zasto-
sowanej procedury analizy. Instrukcje ustanawiane sa zgodnie z wymogami wlasciwego organu kra-
jowego.

Instrukcje zawieraja nastgpujace punkty:

— $rodki ostroznosci podczas transportu i przechowywania sg podejmowane, by zabezpieczy¢ probki
przed skazajacymi zapachami i bezposrednim dzialaniem promieni stonecznych. Jesli do probek
stosuje si¢ pojemniki przezroczyste, nalezy przechowywac je w ciemnym miejscu,

— probki surowego mleka pobrane do analizy mikrobiologicznej sa transportowane i przechowy-
wane w temperaturze 0—4 °C. Czas migdzy pobraniem probek a analizg jest mozliwie jak naj-
krétszy i w zadnym przypadku nie przekracza 36 godzin. Wlasciwy organ moze zaakceptowac
temperature przechowywania miedzy 0—6 °C, jesli czas miedzy pobraniem prébek a analizg nie
przekracza 24 godzin,

— proébki mleka pasteryzowanego do analizy mikrobiologicznej s3 transportowane i przechowy-
wane w temperaturze 0—4 °C. Czas migdzy pobraniem probek a analizg jest mozliwie jak naj-
krétszy i w zadnym przypadku nie przekracza 24 godzin,

— prébki inne niz mleka surowego i pasteryzowanego do analizy mikrobiologicznej przechowywane
sa w laboratorium w lodéwee, a czas miedzy pobraniem prébek a analiza jest mozliwie jak naj-
krétszy.

Nalezy podja¢ specjalne $rodki ostroznosci przy dokonywaniu niektérych analiz wynikajacych z réz-
nych procedur.
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4.1.

4.1.1.1.

4.1.1.2.

I. OZNACZANIE TEMPERATURY ZAMARZANIA

Przedmiot i zakres stosowania

Niniejsza procedura precyzuje wzorcowa procedure oznaczania temperatury zamarzania surowego,
pasteryzowanego, poddanego sterylizacji UHT mleka pelnego, mleka czesciowo odttuszczonego
oraz catkowicie odtluszczonego za pomoca aparatu (krioskop termistorowy), w ktérym sterowanie
termostatyczne kapieli odbywa si¢ poprzez chlodzenie elektryczne, a zamiast termometru szkla-
nego z rtecig stosuje sie zglebnik termistorowy.

Dostepne sa dwa rodzaje przyrzadéw. Pierwszy z nich wyszukuje maksymalny punkt ,plateau” krzy-
wej zamarzania; podczas gdy drugi ze wzgledéw handlowych ustawiony jest na odczyt w ustalo-
nym czasie po rozpoczeciu zamarzania. Poniewaz krzywe zamarzania mogg si¢ rozni¢ dla poszcze-
g6lnych rodzajow mleka, a takze miedzy mlekiem a roztworami wzorcowymi wykorzystywanymi
do kalibracji, niniejsza procedura wzorcowa wymaga zastosowania przyrzadéw wyszukujacych
punkty plateau. Przyrzady ustawiane na czas moga by¢ uzywane do rutynowych pomiaréw klasy-
fikacyjnych.

Temperature zamarzania mozna stosowaé do oceny proporcji wody obcej w mleku, pod warun-
kiem ze kwasowo$¢ probki nie przekracza 0,18 g kwasu mlekowego na 100 ml (patrz 7.4).

Definicja

Temperatura zamarzania mleka. Warto$¢ uzyskana przy pomiarze zgodnym z opisang proce-
durg i wyrazona w stopniach Celsjusza (°C).

Zasada
Porcj¢ mleka do badan schladza si¢ do wiasciwej temperatury, w zaleznosci od rodzaju stosowa-

nego przyrzadu oraz zaleznie od krystalizacji wywolywanej przez drgania mechaniczne, ktore
powoduja szybki wzrost temperatury, osiagajac plateau odpowiadajacy zamarzaniu prébki.

Przyrzad wzorcowad, regulujac go tak, aby dawat prawidlowy odczyt dla dwéch standardowych
roztwordw, przy zastosowaniu tej samej procedury co dla probek mleka. W takich warunkach pla-
teau oznacza temperatur¢ zamarzania mleka, w stopniach Celsjusza.

Aparatura i szklo laboratoryjne

Podstawowy sprzet laboratoryjny oraz w szczegdlnosci:

Krioskop

Krioskop sklada si¢ z termostatycznie kontrolowanej tazni chtodzacej, probnika termistorowego
(pStprzewodnikowego termometru oporowego) wraz z obwodem przylaczonym oraz galwanome-
trem lub ,odczytem”, mieszadlem do prébki, urzadzeniem inicjujacym zamarzanie oraz probéwek
z prébkami.

Laznia chlodzgca

Mozna stosowaé dwa rodzaje tazni chtodzacej.

Typ zanurzeniowy

Dobrze izolowana taznia zawierajaca odpowiednia ciecz chtodzaca, ktdra jest mieszana tak, aby roz-
nica temperatury migdzy dwoma dowolnymi punktami cieczy nie przekraczata 0,2 °C. Tempera-
tura cieczy nie rézni si¢ o wigcej niz + 0, 5°C od warto$ci nominalnej podanej przez producenta.

Wazne jest, aby ciecz w lazni chlodzacej utrzymywaé na stalym poziomie. Cata powierzchnia pro-
béwki z probka znajdujacy si¢ ponizej kreski wskazujacej objeto$¢ powinna by¢ pokryta cieczg
chlodzacg.

Typ cyrkulacyjny
Ciagly strumient odpowiedniej cieczy chlodzacej krazy wokét probéwki z probka. Temperatura cie-

czy nie powinna si¢ r6zni¢ o wigcej niz £ 0, 5 °C od nominalnej wartosci podanej przez producen-
ta.

Odpowiednig ciecza chlodzacy jest 33 % (v/v) wodny roztwér etanol,2—diolu (glikol etylenowy).
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4.1.3.1.

4.1.3.2.

4.1.3.3.

Termistor i obwdd przylaczony

Termistor typu zglebnika szklanego o $rednicy nie wigkszej niz 1,8 £ 0, 2 mm oraz Srednicy pro-
wadzgcej nie wigkszej niz 0,31 mm. Stala czasowa termistora wynosi mniej niz dwie sekundy, a
warto$¢ f (patrz uwaga) jest wysoka. Napigcie robocze, prad i stata rozproszenia powinny mie¢ takg
warto$¢, aby temperatura termistora nie podnosita si¢ o wigcej niz 0,0005 °C ponad temperature
otaczajacg - 0,512 °C. Maksymalna tolerancja oporu wynosi + 5 %.

Kiedy zglebnik znajduje si¢ w pozycji roboczej w krioskopie, konicowka jego szklanego brzegu znaj-
duje si¢ wzdluz osi probéwki z prébka, w odleglosci 44,6 + 0, 1 mm ponizej wierzchotka pro-
béwki (patrz rys. 1). Uzytkownik dyspouje wzornikiem w celu ustawienia zglebnika w takiej pozy-
cji.

Uwaga

B okresla cechy wspdlzaleznosci oporu i temperatury termistora wedtug wzoru:

dR 1 B

Xl = =
dT R T2
gdzie

T to temperatura w stopniach Kelvina,

R to opér w omach w temperaturze T,

P to stata zalezna od materialuy, z jakiego wykonany jest termistor. Aktualnie w praktyce zaleca sig,
aby jej warto§¢ byta wigksza od 3 000.

Urzadzenie pomiarowe i odczytowe
Zasada pomiaru

Stosowany przyrzad dziala na zasadzie wyszukiwania pierwszego plaskiego odcinka charakterys-
tyki temperatury zamarzania. Odcinek taki stanowi t¢ cze$¢ krzywej, w ktérej temperatura pozo-
staje stala w granicach maksimum + 0, 002 °C co najmniej przez 20 sekund.

Pomiar reczny
Op6r termistora réwnowazy¢ za pomoca mostka Wheatstone’a lub podobnego urzadzenia i przy
uzyciu najwyzszej jakosci stalych opornikow, ktorych tolerancja nie jest wigksza niz + 10 % i kt6-

rych wspétczynnik temperaturowy nie przekracza 2 x 107> °C.

Zmienny (wyréwnawczy) opornik nie odchodzi¢ od liniowosci w calym swoim zakresie o wigcej
niz 0,3 % swojej wartosci maksymalne;j.

Zapewnic $rodek do regulacji opornikéw w celach wzorcowania.
Tarcza pomiarowa ma podziatke nie wigksza niz 0,001 °C.
Pomiar automatyczny

Urzadzenie odczytowe zapewnia zdolno$¢ rozrdzniania przynajmniej 0,001 °C w zakresie od 0 do
-1°C.

Stabilno$¢ urzadzenia odczytowego i jego obwodu przylaczonego powinna by¢ taka, aby kolejne
wskazania tej samej temperatury nie réznily sie o wiecej niz 0,001 °C.

Liniowo$¢ obwodu jest taka, aby przy prawidlowej obstudze w zadnym punkcie w zakresie od
- 0,400 °C do - 0,600 °C nie zaistnial blad wigkszy niz + 0, 001 °C.

Drut mieszajacy
Do mieszania badanej porcji uzywac drutu z metalu obojetnego dla mleka, o $rednicy 1—1,5 mm.

Drut mieszajacy jest dostosowywany do amplitudy i montowany pionowo, a jego dolny koniec
sigga poziomu zglebnika termistorowego. Dopuszcza si¢ tolerancje okoto 1,5 mm powyzej lub
ponizej tego polozenia.

Drut mieszajacy powinien drgaé w osi bocznej, z amplitudg podang przez producenta (nie mniej
niz £ 1, 5 mm), aby zapewni¢, by temperatura w obrebie probki podczas oznaczania pozostata jed-
nakowa. Podczas normalnego mieszania drut nie uderza o zglebnik termistorowy ani o $ciang pro-
béwki.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

Urzadzenie inicjujace zamarzania
Moze by¢ to jakiekolwiek urzadzenie, ktére po uruchomieniu natychmiastowo powoduje rozpo-
czecie zamarzania probki tak, ze temperatura badanej porcji wzrasta do temperatury zamarzania.

Mozna uzy¢ w tym celu drutu mieszajacego; jedng procedury jest zwigkszenie amplitudy drgan
przez 1-2 sekundy, tak aby drut mieszajacy uderzat o $ciang probéwki z prébka.

Probéwki
Prob6wki (patrz rys. 1) wykonane sa ze szkla i majg wymiary: dlugos¢ 50,8 + 0, 1 mm, $rednice

zewnetrzng 16,0 £ 0, 1 mm oraz Srednice wewnetrzng 13,5 + 0, 1 mm. Grubo$¢ Sciany nie rézni
si¢ w obrebie calej probéwki o wigcej niz 0,1 mm.

Prob6wki majg oznaczona objeto$¢ 29,8 mm ponizej kofica (21 mm powyzej podstawy probowki),
wskazujaca objeto$¢ probki 2,5 £ 0, 1 ml.
Zasilanie pragdem elektrycznym

Napiecie zasilajgce stabilizowac w ramach urzadzenia badz zewnetrznie, tak aby fluktuacja nie prze-
kraczala £ 1 % warto$ci nominalnej, podczas gdy zasilanie sieciowe waha si¢ £ 6 %.

Waga analityczna

Kolby pomiarowe z pojedyncza podziatka, pojemnosci 1 000 ml, klasa A.
Piec suszarniczy, o dobrej wentylacji, umozliwiajacy utrzymanie temperatury 130 £ 1 °C,
lub

Piec elektryczny, wentylowany, umozliwiajacy utrzymanie temperatury 300 * 25 °C.

Eksykator

Odczynniki

Woda destylowana na szkle borokrzemianowym, zagotowana i schtodzona do 20 * 2 °C w kolbie z
umieszczona w niej probowka absorbeyjng do ditlenku wegla.

Chlorek sodu, jako$¢ analityczna odczynnika, drobnomielony, suszony przez pigé godzin w tempe-
raturze 300 £ 25 °C w piecu, ewentualnie suszony w piecu w temperaturze 130 % 1 °C co najmniej
przez 24 godziny i schlodzony w najefektywniejszym eksykatorze do temperatury pokojowej.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych
Odwazy¢ w naczynku wagowym odpowiednig ilo$¢ (patrz tabela 1) suchego chlorku sodu (5.2).

Rozpusci¢ w wodzie destylowanej (5.1), przenies¢ ilosciowo do 1 000 ml kolby pomiarowej z poje-
dyncza podziatka i rozcieficzy¢ do kreski wodg o temperaturze 20 + 2 °C.

Przechowywac nie dtuzej niz dwa miesigce, w temperaturze okolo 5 °C w dobrze zakorkowanych
butelkach polietylenowych o pojemnosci nie wigkszej niz 250 ml.

Temperatura zamarzania roztworéw chlorku sodu w 20 °C

¢ NaClfl oC
6,859 - 0,408
7,818 - 0,464
8,149 - 0,483
8,314 - 0,492
8,480 ~0,502
8,646 -0,512
8,811 -0,521
8,977 -0,531
9,143 - 0,541
10,155 - 0,600
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Przed uzyciem roztworu wzorcowego delikatnie odwréci¢ butelke do géry dnem i obracaé kilka-
krotnie w celu dokladnego wymieszania zawartosci. Nie wolno, w zadnym razie, poruszaé roztwo-
rem gwaltownie, aby nie wprowadzi¢ powietrza do $rodka.

Prébki roztworu wzorcowego nalezy pobieral z butelki poprzez wlewanie roztworu do czystej,
suchej zlewki; nigdy nie wolno uzywaé w tym celu pipet.

Nie nalezy uzywa¢ roztworu z butelek wypelnionych mniej niz do jednej czwartej objetosci oraz
nie nalezy uzywal roztwordéw po uplywie dwoch miesigcy, jesli nie zostaly zabezpieczone $rod-
kiem grzybobdjczym (np. roztworem tiomersalu 10 gfl).

Wzorcowanie krioskopu termistorowego

Krioskop musi by¢ zalozony tak, aby temperatura otaczajacego powietrza nie odbiegala o wigcej niz
1 °C od temperatury, w jakiej prowadzi si¢ wzorcowanie. Krioskop nie moze by¢ wystawiony na
dzialanie promieni stonecznych, przeciagéw oraz temperatury pokojowej wyzszej niz 26—27 °C.

Zapewni¢ dobry stan roboczy krioskopu, zgodnie z instrukcjami producenta; przed wzorcowaniem
musi on by¢ wlgczony co najmniej przez 12 godzin. Sprawdzi¢ polozenie zglebnika, amplitude
drgan drutu mieszajacego oraz temperature cieczy chtodzacych.

Wybraé dwa roztwory wzorcowe (patrz tabela 1 powyzej), ktore sasiaduja najblizej ze spodziewang
warto$cig temperatury zamarzania badanych probek mleka. Najlepiej, jesli réznica miedzy tempe-
raturami zamarzania dwdch roztworéw nie jest mniejsza niz — 0,100 °C.

(W niektérych modelach obecnie dostgpnych krioskopéw obwdd przylaczony do termistora skon-
struowany jest tak, ze jest réwnowazony przy okrelonej wartosci temperatury zamarza-
nia w ramach zakresu pomiarowego urzadzenia. W takich wypadkach wzorcowanie utatwia uzycie
roztworu wzorcowego posiadajacego temperature zamarzania jak jeden z roztworéw wzorcuja-
cych; producent powinien wskazaé t¢ warto$c).

Odmierzy¢ pipeta 2,5 + 0, 1 ml jednego wzorca do czystej, suchej probéwki i postuzy¢ sie krio-
skopem.

Uwaga

Uzyte podczas wzorcowania proboéwki powinny by¢ wykonane z tego samego rodzaju szkla;
umyte i sptukane wodg zdemineralizowana rownocze$nie z tymi, ktérych uzywa si¢ podczas bada-
nia prébek mleka. Temperatura roztworéw wzorcowych powinna by¢ zblizona do temperatury
prébek mleka.

Regulacje wzorcowania dostosowuje si¢, zgodnie z zaleceniami producenta, az do uzyskania na
krioskopie odczytu rownego temperaturze zamarzania roztworu wzorcowego. Procedure t¢ powta-
rza si¢ z innym roztworem wzorcowym i kontynuowad, zmieniajac roztwory az do momentu, gdy
kolejne odczyty dla obydwu roztworéw bez koniecznosci dalszej regulacji bedg wskazywad prawi-
dlowe wartosci temperatury zamarzania kazdego z nich. Krioskop jest wtedy gotowy do uzy-
cia i bedzie wskazywat bezposrednio temperature zamarzania probki mleka, bez stosowania jakich-
kolwiek korekt.

Przygotowanie prébki do badan
W razie potrzeby probki przechowuje si¢ w temperaturze 0-5 °C.

W razie potrzeby nalezy usung¢ z probki wszelkie widoczne ciata obce i staly thuszcz mleka, przefil-
trowujac ja do czystego, suchego naczynia, po czym delikatnie wymiesza. Uzywany ewentualnie
filtr jest obojetny w stosunku do mleka i jest skuteczny w temperaturze laboratorium.

Mleko mozna badag, kiedy jego temperatura jest rowna temperaturze przechowywania (mi¢dzy 0 a
5 °C) lub bezposrednio przed rozpoczeciem badania pozwoli mu si¢ osiagna¢ temperaturg labora-
torium. Jednakze zadba¢ o to, aby temperatura roztworéw wzorcowych oraz probek mleka byla jed-
nakowa.

Oznaczy¢ kwasowos¢ mleka w miarg mozliwosci rownoczesnie z badaniem temperatury zamarza-
nia. Probki o kwasowosci przekraczajacej 0,18 g kwasu mlekowego na 100 ml mleka nie moga by¢
badane.

Mleko poddane sterylizacji UHT pozostaje w otwartym pojemniku co najmniej przez 20 minut
przed rozpoczeciem badania.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

Procedura

Kontrola wstgpna

Sprawdzi¢, czy poziom i temperatura cieczy chlodzacej sa zgodne z zaleceniami producenta oraz
— ewentualnie — czy w pustej probowce umieszczonej w studzience do prébek znajduje si¢ zgleb-
nik termistorowy. Wlaczy¢ krioskop i sprawdzi¢, czy ciecz chtodzaca jest wlasciwie mieszana badz
czy jej cyrkulacja jest prawidtowa. Po uplywie 12 godzin od wlaczenia krioskopu sprawdzi¢ tempe-
raturg cieczy chlodzacej oraz polozenie i amplitude drgari druta mieszajacego.

Rutynowa kontrola wzorcowania

Kazdorazowo przed przeprowadzeniem testu zmierzy¢ temperatur¢ zamarzania wWzorcowego roz-
tworu chlorku sodu (np. roztworu o temperaturze zamarzania — 0,512 °C) az do momentu, gdy dwa
kolejne oznaczenia nie rdznig si¢ od siebie o wigcej niz 0,001 °C. Jesli Srednia tych wartosci rézni
si¢ od temperatury zamarzania roztworu wzorcowego o wiecej niz 0,002 °C, nalezy ponownie
wzorcowa¢ krioskop zgodnie z 6.

Jesli krioskop znajduje si¢ w uzytku ciagglym, przeprowadza si¢ rutynowa kontrolg wzorcowania co
najmniej raz na godzing. Zalecenia podane przez producenta brane sg pod uwage.

Oznaczanie temperatury zamarzania mleka

Delikatnie odwréci¢ butelke z probka mleka i kilkakrotnie obracac nig, aby wymieszal zawarto$c.
Nie nalezy wstrzasa¢ nig gwaltownie, gdyz powoduje to jego napowietrzanie.

Odmierzy¢ pipetg 2,5 * 0, 1 ml mleka do czystej, suchej probéwki; nadmiar usunaé pipeta. Upew-
nié sig, czy zglebnik i drut mieszajacy sa czyste i suche; jesli trzeba, przetrzed je starannie z dotu do
g6ry migkka, czysta i niepozostawiajaca klaczkow cienka tkaning.

Probowke umieszcza si¢ we wzorcowanym krioskopie zgodnie z zaleceniami producenta. W gra-
nicach 0,1°C podanej przez producenta temperatury mleko zostanie schtodzone i rozpocznie si¢
jego zamarzanie.

(Na niektdrych przyrzadach automatycznych te temperature mozna obserwowac na odczycie cyfro-
wym; w przypadku przyrzadéw obstugiwanych recznie niezbedng doktadno$¢ uzyskuje si¢ poprzez
zapewnienie, aby przy rozpoczeciu zamarzania wskaznik lub wlos galwanometru pokrywat sie z
wlasciwg kreskg).

Jesli z jakichkolwiek powodéw zamarzanie rozpoczyna si¢ przed lub poza wyznaczonym zakre-
sem temperatury, nalezy przerwa¢ badanie i powtorzy¢ je z inna probka mleka. Jesli druga probka
réwniez zamarza przed okre§lona temperatura, kolejng prébke nalezy podgrzaé do 45 °C i utrzy-
ma¢ przez pig¢ minut, aby pozwoli¢ na rozpuszczenie si¢ ttuszczu krystalicznego.

Nastepnie ponownie schtodzi¢ i natychmiast przeprowadzi¢ badanie. Temperatura mleka po roz-
poczeciu zamarzania wzro$nie gwaltownie do wartosci, ktéra pozostaje praktycznie stala przez
pewien czas, zanim zacznie ponownie spada¢. Temperatura zamarzania odpowiada najwyzszej
temperaturze osiggnietej w tym okresie; warto$¢ ta jest rejestrowana.

Uwaga

Czas, w ktorym temperatura pozostaje stala, i odstep czasu migedzy rozpoczgciem zamarzania a osia-
gnieciem najwyzszej temperatury bedzie si¢ r6zni¢ dla poszczegdlnych prébek i bedzie znacznie
krétszy dla wody i wzorcowego roztworu chlorku sodu niz dla mleka. Wazne jest, aby odnotowac
najwyzsza temperature.

Po pomyslnym zakonczeniu pomiaru usungé probéwke, przeptukaé woda, a nastepnie wytrze¢ do
sucha zglebnik termistorowy i mieszadlo za pomoca migkkiej, czystej nie pozostawiajacej klacz-
kéw cienkiej tkaniny, w kierunku z dotu do géry; po czym wykonaé powtdrne oznaczenie na kolej-
nej porcji probki mleka.

Jesli réznica uzyskanej temperatury zamarzania jest wigksza niz warto$¢ powtarzalnosci (0,004 °C),
przeprowadza si¢ powtdrne oznaczanie na innej porcji tej prébki. Jesli dwa oznaczenia sg
zgodne w zakresie 0,004 °C, wartosci nalezy odnotowa¢ i na ich podstawie obliczy¢ wynik kofico-

wy.

Chlodzenie zglebnika

Po uzyciu przyrzadu pustg proboéwke umieszcza si¢ w otworze na prébki oraz obniza si¢ glowice
roboczg, aby utrzyma¢ zglebnik w stanie schfodzonym. (W niektérych modelach krioskopu jest to
niemozliwe; w takich wypadkach konieczne jest zapewnienie wlasciwego schlodzenia zglebnika
przed wykonaniem pomiaréw, np. poprzez kilkakrotne wykonanie pozornych oznaczen az do uzy-
skania zgodnosci kolejnych odczytéw).
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9. Formulowanie wynikéw

9.1. Obliczanie
Jesli rutynowa kontrola wzorcowania da wynik pozytywny, nalezy obliczy¢ $rednig dwéch uzyska-
nych i akceptowalnych wartosci temperatury zamarzania, z dokladnoscig do trzeciego miejsca dzie-
sigtnego.
Jesli suma dwoch akceptowanych wartosci jest liczbg nieparzyst, $rednig nalezy zaokragli¢ do naj-

blizszej wartoéci parzystej, jak pokazano na ponizszym przykladzie:

Temperatura krzepnigcia (°C)

Dwie warto$ci Srednia
- 0,544 - 0,545 - 0,544
- 0,545 - 0,546 - 0,546

9.2. Doktadnosé
9.2.1. Powtarzalno$¢ (r): 0,004 °C.

9.2.2.  Odtwarzalno$¢é (R): 0,006 °C.

Rysunek 1

Szczegdtowa budowa krioskopu termistorowego 4.1 (potozenie probéwki w stosunku do peretki termistora i mieszadta)

e Mandrel

(i -

/

Probowka ememmeeelly-

50,8+0,1

‘ Mieszadto

Peretka termistora ) !

13,5+0,1 ,

16+ 0,1

Wymiary podane w mm
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2.1.

2.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

1. OZNACZANIE AKTYWNOSCI FOSFATAZY

Zakres i obszar stosowania

Niniejsza procedura precyzuje wzorcowa procedurg oznaczania aktywnosci fosfatazy w mleku
pasteryzowanym.

Definicja

Aktywnos¢ fosfatazy jest to miara ilosci aktywnej fosfatazy zasadowej obecnej w produkcie, wyrazona
jako ilo§¢ fenolu w mikrogramach, ktéry zostaje uwolniony zgodnie z warunkami wymienio-
nymi w procedurze przez 1 ml mleka pasteryzowanego.

Za wynik negatywny przyjmuje si¢ kazde mleko, ktérego aktywnos¢ fosfatazy wynosi mniej niz
4 pgfml.

Zasada

Aktywnos¢ fosfatazy oceniana jest na podstawie ilo$ci fenolu uwolnionego z fenylofosforanu diso-
dowego dodanego do prébki. Uwolniony fenol reaguje z dibromochinonochlorimidem, wytwarza-
jac dichromoindofenol (o niebieskawym zabarwieniu), ktéry mierzy si¢ kolorymetrycznie na
610 nm, poréwnujac z probka, gdzie enzym fosfatazy zostal zniszczony.

Odczynniki

Roztwdr buforowy boranu — wodorotlenku baru

Rozpusci¢ 50,0 g wodorotlenku baru [Ba(OH), - 8H,0)] w wodzie i dopetni¢ do 1 000 ml.

Rozpusci¢ 22,0 g kwasu borowego [H;BO;] w wodzie i dopelni¢ do 1 000 ml.

Podgrza¢ po 500 ml kazdego z roztworéw do temperatury 50 °C, polaczy¢ roztwory, wymieszac,
schlodzi¢ szybko do okoto 20 °C, jesli trzeba — wyréwnaé pH do 10,6 * 0, 1 poprzez dodanie roz-
tworu 4.1.1 lub 4.1.2. Przefiltrowal. Roztwor przechowywaé w szczelnie zamknietym pojemniku.

Przed uzyciem rozcienczy¢ roztwér pét na pét woda.

Roztwér buforowy do wywolywania zabarwienia

Rozpuici¢ w wodzie 6,0 g metaboranu sodu (NaBO,) lub 12,6 g (NaBO,. 4H,0) oraz 20,0 g
chlorku sodu (NaCl), dopehi¢ do 1 000 ml.

Roztwér buforowy do rozcieticzania zabarwienia

Rozcienczy¢ woda 10 ml roztworu buforowego do wywolywania zabarwienia (4.2) do 100 ml.

Substrat roztworu buforowego

Rozpusci¢ 0,1 g odwodnionego niezawierajgcego fenolu fenylofosforanu disodowego w 100 ml
roztworu buforowego (4.1.3) badZ rozpusci¢ 0,5 g fenylofosforanu dwusodowego w 4,5 ml roz-
tworu buforowego do wywolywania zabarwienia (4.2), dodaé dwie krople roztworu BQC
(4.6) i pozostawi¢ na 30 minut w temperaturze pokojowej. Ekstrahowac tak utworzony barwnik za
pomocg 2,5 ml butanolu-1 i pozostawi¢ do oddzielenia si¢ butanolu-1. Usuna¢ i odrzuci¢ buta-
nol-1. W razie potrzeby powtdrzy¢ ekstrakcje.

Roztwér mozna przechowywaé przez kilka dni w lodéwce; przed uzyciem wywolaé zabarwie-
nie i ponownie ekstrahowa¢. Bezposrednio przed uzyciem przygotowac substrat roztworu buforo-
wego przez rozcieficzenie 1 ml tego roztworu do 100 ml, stosujac do tego roztwér buforowy wodo-
rotlenku boranu baru (4.1.3.).

Odczynnik strgcajgcy cynkowo-miedziowy

Rozpusci¢ 3,0 g siarczanu cynku (ZnSO, - 7H,0) i 0,6 g siarczanu miedzi (CuSO, - 5H,0)
w wodzie i dopeni¢ do 100 ml.

Roztwdr 2,6—dibromochinonochlorimidu (roztwér BQC)

Rozpusci¢ 40 g + 1 mg 2,6—dibromochinonochlorimidu (BQC) (C4H,Br,CINO4) w 10 ml 96 % (v/v)
etanolu.
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4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

6.1.

6.2.

6.3.

6.3.1.

Przechowywa¢ w lodéwce w ciemnej butelce. Odrzuci¢ w przypadku odbarwienia lub po uplywie
jednego miesigca.

Roztwdr siarczanu miedzi (IT)

Rozpuscic 0,05 g siarczanu miedzi (II) (CuSO, - 5H,0) w wodzie i dopelni¢ do 100 ml.
Wzorcowe roztwory fenolu

Odwazy¢ 200 + 2 mg czystego bezwodnego fenolu, przenies¢ do 100-ml kolby objetosciowej,
doda¢ wody, wymieszac i uzupehi¢ do kreski. Ten roztwor podstawowy zachowuje w lodéwce

trwalo$¢ przez kilka miesigcy.

Rozcienczy¢ woda 10 ml roztworu podstawowego do 100 ml i wymiesza¢. 1 ml zawiera 200 pg
fenolu.

Aparatura i szklo laboratoryjne

Uwagi:

a) Cale szklo laboratoryjne, korki i narz¢dzia do pobierania probek musza by¢ dokladnie oczysz-
czone. Zaleca si¢ sptukanie ich §wiezo zagotowang woda destylowana lub poddanie ich dziata-

niu pary.

b) Niektére rodzaje korkéw plastikowych moga powodowaé zanieczyszczenia fenolowe i nie
dopuszcza sig ich stosowania.

Podstawowy sprzet laboratoryjny, w szczegdlnoci:

Waga analityczna

taznia wodna, umozliwiajaca utrzymanie temperatury 37 = 1 °C.

Spektrofotometr umozliwiajacy odczyty na dlugosci fal 610 nm.

Probéwki do badari, 16 lub 18 mm x 150 mm, najlepiej wyskalowane na 51 10 ml.
Pipety

Lejki szklane odpowiednich rozmiaréw, np. o $rednicy 5 cm.

Karbowane sgczki o $rednicy co najmniej 9 cm i $redniej predkosci filtrowania.

Kolby objetosciowe do przygotowania roztworéw wzorcowych.

Procedura
Uwagi:
a) Podczas oznaczania unikaé bezpo$redniego dzialania promieni stonecznych.

b) Unikaé $ladowych zanieczyszczeni §ling lub oddechem, poniewaz moze to powodowaé bledne
wyniki pozytywne. W tym aspekcie przykladana jest szczegdlna uwaga procedurze pipetowania.

Przygotowanie probki do badari

Analizg¢ wykonywa¢ bezposrednio po pobraniu prébek. W przeciwnym razie probke nalezy prze-
chowywaé w lodéwce, jednak nie dluzej niz dwa dni.

Porcja do badania
Odmierzy¢ pipeta do dwdch probéwek (5.4) po 1 ml prébki do badan, uzywajac jednej proboéwki
jako préoby kontrolnej lub $lepej.

Oznaczanie

Ogrzewac prébe $lepa przez dwie minuty w gotujacej si¢ wodzie; przykry¢ probéwke do badan oraz
zlewke z gotujacg woda folig aluminiows, aby zapewni¢ ogrzanie calej probowki. Schlodzi¢ szybko
do temperatury pokojowe;j.

Przez caly czas trwania badania postgpowac z proba $lepg i badang probka w podobny sposéb.
Doda¢ 10 ml substratu roztworu buforowego (4.4) i wymieszac.
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6.3.10.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.4.4.

6.4.5.

7.2.

7.2.1.

7.2.3.

Natychmiast zanurzy¢ probki na 60 minut w tazni wodnej (5.2), mieszajac od czasu do czasu zawar-
to$¢ (minimum czterokrotnie).

Ogrzewal w gotujacej wodzie przez dwie minuty w ten sam sposéb, jak podano w 6.3.1. Schlodzié
szybko do temperatury pokojowe;j.

Doda¢ 1 ml odczynnika stracajacego cynkowo-miedziowego (4.5) do kazdej probéwki i doktadnie
wymieszac.

Przefiltrowa¢ przez sucha bibule filtracyjna, odrzuci¢ pierwsze 2 ml; w razie potrzeby przefiltrowaé
ponownie, az do uzyskania catkowicie klarownego przesaczu, po czym umiesci¢ 5 ml w probéwee
do badan.

Doda¢ 5 ml roztworu buforowego do wywolywania zabarwienia (4.2).

Doda¢ 0,1 ml roztworu BQC (4.6), wymiesza¢ i pozostawi¢ na 30 minut w temperaturze pokojo-
wej w celu wywolywania zabarwienia.

Za pomocy spektrofotometru (5.3) na dugosci fali 610 nm dokona¢ pomiaru wartosci absorp-
¢ji w poréwnaniu z préba kontrolna lub $lepa.

Powt6rzy¢ oznaczanie z odpowiednim rozcieficzeniem prébki, jesli warto§¢ absorpcji mierzonej
zgodnie z 6.3.9 jest wigksza od absorpcji wzorca zawierajacego 20 pg fenoluna probéwke, mierzo-
nej zgodnie z 6.4.4. Przygotowac ten roztwor, mieszajac jedng objetos¢ badanej prébki z odpo-
wiednig objetodcig czedci tej samej probki ogrzanej dokladnie do temperatury wrzenia, w celu
dezaktywacji fosfatazy.

Opracowanie krzywej odwzorowania

Przygotowaé odpowiedni zakres rozcieficzonych wzorcoéw, poczawszy od fenolu wzorcowego
(4.8.2), zawierajace 0 (proba kontrolna lub $lepa), 2, 5, 10 i 20 pg fenolu na mililitr, oraz dodaé
pipeta odpowiednio 1 ml wody oraz 1 ml czterech wzorcowych roztwordw fenolu do kazdej z pig-

ciu probéwek.

Doda¢ do kazdej probéwki 1 ml roztworu siarczanu miedzi (II) (4.7), 5 ml roztworu buforowego
do wywolywania zabarwienia (4.3), 3 ml wody oraz 0,1 ml roztworu BQC (4.6); wymieszac.

Pozostawi¢ na 30 minut w temperaturze pokojowej w celu wywolania zabarwienia.

Za pomoca spektrofotometru przy dtugosci fali 610 nm (5.3) dokona¢ pomiaru wartosci absorp-
¢ji w poréwnaniu z proba kontrolng lub Slepa.

Na podstawie warto$ci absorpcji (6.4.4) uzyskanych dla kazdej dodanej ilosci fenolu (6.4.1) obli-
czy¢ metodg najmniejszych kwadratéw lini¢ regresji.

Formulowanie wynikéw
Obliczanie i wzor
Za pomoca uzyskanej (6.4.5) linii regresji obliczy¢ z odczytu absorpgji (6.3.9) ilos¢ fenolu.

W oparciu o ponizszy wzor obliczy¢ aktywno$¢ fosfatazy wyrazong w mikrogramach fenolu na
mililitr pasteryzowanego mleka:

Aktywnos¢ fosfatazy = 2,4 x A x D
gdzie:
A to ilo$¢ fenolu w mikrogramach uzyskana zgodnie z 7.1.1;

D to wspdlczynnik rozcieficzenia zgodnie z 6.3.10 (w przypadku braku rozciefczenia D = 1);

Wspélczynnik 2,4 jest to wspdlczynnik rozcieficzenia (5/12 z 1 ml badanej probki) — Patrz
6.2 w zwigzku z 6.3.2, 6.3.51 6.3.6.

Doktadnosé
Powtarzalno$¢ (r): 2 pg fenolu/ml.
Odtwarzalno$¢ (R): 3 (wstgpnie) pg fenolu/ml.

Jesli rozcieniczenie wykonywane jest zgodnie z 6.3.10, do wynikéw uzyskanych na rozcieficzonej
prébee odnosi si¢ limit wymieniony w 7.2.1 oraz 7.2.2.
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1. OZNACZANIE AKTYWNOSCI PEROKSYDAZY

1. Przedmiot i obszar stosowania

Niniejsza procedura precyzuje wzorcowa procedure oznaczania obecnosci lub nieobecnosci enzymu
peroksydazy w mleku, jako kontroli pasteryzacji.

2. Definicja

Pozytywna reakcja na peroksydaze:

Jesli mleko jest wlasciwie pasteryzowane, w ciagu 30 sekund po wymieszaniu pojawi si¢ niebieskie
zabarwienie.

Negatywna reakcja na peroksydaze:

W ciggu 30 sekund po wymieszaniu nie pojawi si¢ zabarwienie.

3. Zasada

Enzym peroksydazy rozklada nadtlenek wodoru. Uwolniony tlen atomowy utlenia bezbarwna
1,4-fenylenodiaming do purpurowego indofenolu (test skrobiowy). Intensywno$¢ zabarwienia
jest proporcjonalna do stgzenia enzymu.

4. Odczynniki

4.1. Roztwdr 1,4-fenylenodiaminy

Rozpusci¢ 2 g 1,4-fenylenodiaminy (C;HgN,) w cieplej (50 °C) wodzie i dopelni¢ do objetosci
100 ml. Trzymac roztwor w butelce z ciemnobrazowego szkla z korkiem szklanym oraz przecho-
wywaé w chlodnym i ciemnym miejscu. W ciggu jednego lub dwéch dni po przygotowaniu roz-
twor 1,4-fenylenodwuaminy tworzy osad: ktory musi zostaé odrzucony.

4.2. Roztwdr nadtlenku wodoru

Rozpusci¢ 9 ml 30 % nadtlenku wodoru w wodzie i dopetni¢ do objetosci 100 ml. W celu stabili-
zacji doda¢ 1 ml stezonego kwasu siarkowego na litr roztworu.

Roztwér nadtlenku wodoru jest trwaly przez okres jednego miesigca, jesli jest przechowy-
wany w chfodnym, ciemnym miejscu, w butelce ze szklanym korkiem, co chroni go przed kontak-
tem ze zwigzkami organicznymi.

5. Procedura

5.1. Umiesci¢ 5 ml prébki mleka w czystej probéwee z odpowiednim zamknigciem.

5.2. Doda¢ 5 ml roztworu 1,4-fenylenodiaminy (4.1).

5.3. Doda¢ 2 krople roztworu nadtlenku wodoru (4.2).

5.4. Obserwowal powstawanie zabarwienia w ciagu 30 sekund po wymieszaniu. Wystapienie niebie-

skiego zabarwienia pézniej niz w 30 sekund po dodaniu odczynnikéw oznacza, ze reakcja jest
niespecyficzna.
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IV. WYLICZANIE MIKROORGANIZMOW — METODA PLYTKOWA
W TEMPERATURZE 30 °C

Przedmiot i obszar stosowania
Niniejsza procedura precyzuje wzorcowg procedure oznaczania mikroorganizméw za pomocg tech-
niki obliczania liczby kolonii w temperaturze 30 °C. Procedura ma zastosowanie do mleka suro-

wego i pasteryzowanego, a takze do mleka poddanego sterylizacji UHT, przez 15 dni, inkubowa-
nego wstepnie w temperaturze 30 °C.

Definicja

OkreSlenie ,mikroorganizmy” oznacza organizmy, ktére podczas tlenowej inkubacji w cie-
plarce w okreslonych warunkach tworzg policzalne kolonie.

Zasada

Okreslong objetos¢ probki mleka miesza si¢ na plytkach Petriego z pozywka, oraz inkubuje przez
72 godziny w temperaturze 30 °C. Zlicza si¢ kolonie, po czym liczy sig ilo§¢ mikroorganizméw na
1 ml mleka surowego lub pasteryzowanego badz na 0,1 ml wstepnie inkubowanego mleka podda-
nego sterylizacji UHT.

Aparatura i szklo laboratoryjne

Podstawowy sprzet laboratoryjny, w szczeg6lnosci:

Przyrzgdy

Piec z goragcym powietrzem, umozliwiajacy prace w temperaturze 170—175 °C.

Autoklaw, umozliwiajacy prace w temperaturze 121 + 1 °C.

Inkubator, umozliwiajacy utrzymanie temperatury 30 + 1 °C w kazdym miejscu jego wnetrza.
pH-metr, z kompensacjg temperatury i dokladnosciag do + 0, 1 jednostki pH.

Laznia wodna, umozliwiajaca pracg w temperaturze 45 + 1 °C.

Soczewka, powi@kszenie 2—4x.

Soczewka, powigkszenie 8—10x.

Licznik sumujacy

Mikser umozliwiajgcy mieszanie 1 ml probki mleka lub rozcieficzanie dziesietne z 9 ml rozcien-
czalnika oraz dzialajacy na zasadzie mimo$rodowego obracania zawartosci probéwki.

Szkto laboratoryjne

Probowki z odpowiednim zamknigciem, ktére posiadaja dostateczng pojemnosé, aby pomiescié, z
odpowiednio duza przestrzenia do mieszania, 10 ml rozcieficzenia podstawowego lub kolejnych
rozcienczen dziesigtnych.

Kolby o pojemnosci 150—250 ml lub probéwki o pojemnosci okoto 20 ml, do przechowywania
pozywki hodowlanej.

Pipety (zatkane wata) ze szkla lub sterylnego materiatu syntetycznego z nieuszkodzong konicéwka,
o nominalnej pojemnosci 1 ml, posiadajace wylot o $rednicy 1,75—3 mm.

Plytki Petriego z czystego, bezbarwnego szkla lub sterylnego materiatu syntetycznego, dolna ptytka
o $rednicy wewnetrznej okoto 90—100 mm. Wewnetrzna grubo$¢ powinna wynosi¢ minimum
10 mm. Dno nie powinno mie¢ zadnych nieregularnosci, ktére utrudnialyby zliczanie kolonii.

Sterylizacja szkla laboratoryjnego:
Szklo laboratoryjne powinno by¢ sterylizowane w jeden z podanych nizej sposobéw:

a) poprzez utrzymywanie co najmniej przez godzing w piecu z goragcym powietrzem
(4.1.1) w temperaturze 170—175 °G;

b) poprzez utrzymywanie co najmniej przez 20 minut w autoklawie (4.1.2) w temperaturze
121 £ 1 °C.
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5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

W przypadku autoklawu nalezy zapewni¢ wlasciwa penetracje pary — np. jesli sprzet jest steryli-
zowany w pojemnikach, nie nalezy ich szczelnie zamyka¢, kolby powinny mie¢ luzno umocowane

pokrywy.
Szklo sterylizowane w autoklawie nalezy osuszy¢ poprzez odparowanie.

Pipety nalezy wyjalawia¢ w piecu z goragcym powietrzem (4.1.1).

Pozywka hodowlana — agar do badania liczby plytek mleka

Sktad:

Ekstrakt drozdzowy 2,5¢

Trypton 50¢g

Glukoza D (+) lub dekstroza 1,0 g

Odtluszczone 10¢g

mleko w proszku

Agar 10—15 g, zaleznie od wlasciwosci zelujacych uzytego agaru
Woda 1000 ml

Odtluszczone mleko w proszku nie zawiera substancji hamujacych. Nalezy sprawdzi¢ to za pomoca
badan poréwnawczych przy uzyciu odtluszczonego mleka w proszku, o ktérym wiadomo, ze nie
zawiera substancji hamujacych.

Przygotowanie:

Utworzy¢ zawiesing i rozpuszczaé¢ w wodzie skladniki w nastepujacej kolejnosci: ekstrakt droz-
dzowy, trypton, glukoza i na koficu odttuszczone mleko w proszku. Podgrzanie zawiesiny ulatwi
te procedure. Dodad agar i podgrza¢ do wrzenia, mieszajac przez caly czas az do catkowitego roz-
puszczenia agaru, ewentualnie parowaé przez okoto 30 minut.

W razie potrzeby przefiltrowac przez bibule filtracyjng.
Za pomocg pH-metru sprawdzi¢ pH (4.1.4); jesli trzeba — stosujac roztwér (co najmniej 0,1 mol/l)

wodorotlenku sodu lub kwasu solnego, dostosowaé pH tak, aby po sterylizacji wynosito 6,9 + 0,
1 w temperaturze 25 °C.

Rozdzielenie, sterylizacja i przechowywanie pozywki hodowlanej

Podzieli¢ pozywke (5.1) na porcje: po 100-150 ml w kolbach lub 12-15 ml w probowkach (4.2.2).
Zakorkowa¢ kolby i probéwki.

Sterylizowaé w autoklawie (4.1.2) przez 15 minut w temperaturze 121 £ 1 °C.
Sprawdzi¢ pH pozywki.

Jesli rozcieficzalnik nie jest przeznaczony do natychmiastowego uzytku, przechowywac go nie dtu-
zej niz miesigc od chwili przygotowania, w ciemnym miejscu i temperaturze 1-5 °C.

Handlowa odwodniona pozywka hodowlana

Pozywka hodowlana (5.1) moze by¢ przygotowywana z odwodnionej pozywki handlowej. Nalezy
kierowa¢ si¢ wskazoéwkami producenta, dodajac jednak przed rozpuszczeniem pozywki odtlusz-
czone mleko w proszku, jeli nie znajduje si¢ ono w jej skladzie.

Wyregulowa¢ pH na 6,9 + 0, 1 w temperaturze 25 °C w sposéb opisany w 5.1, po czym rozdzie-
li¢, sterylizowa¢ i przechowywaé pozywke zgodnie z 5.2.

Rozcieficzalniki

Roztwdr soli/peptonu

Sklad:

Pepton 10g
Chlorek sodu (NaCl) 85¢g
Woda 1 000 ml
Przygotowanie:

Rozpusci¢ sktadniki w wodzie, podgrzewajac w miarg potrzeby.

Za pomoca pH-metru (4.1.4) sprawdzi¢ pH; jesli trzeba, stosujac roztwér (co najmniej 0,1 mol/l)
wodorotlenku sodu lub kwasu solnego, dostosowaé pH tak, aby po sterylizacji wynosito 7,0 £ 0,1
w temperaturze 25 °C.
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6.2.

6.3.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.5.1.

7.5.3.

Rozdzielenie, sterylizacja i przechowywanie rozcieficzalnikéw

Rozdzieli¢ rozcienczalnik (6.1) do probéwek (4.2.1) w takich iloSciach, aby po sterylizacji w kazdej
probéwce znajdowalo si¢ 9,0 + 0, 2 ml rozcieficzalnika. Zakorkowa¢ probowki.

Sterylizowaé w autoklawie (4.1.2) przez 15 minut w temperaturze 121 = 1 °C.
Sprawdzi¢ pH rozcieficzalnika.

Jesli rozcienczalnik nie jest przeznaczony do natychmiastowego uzytku, przechowywacé go nie dtu-
zej niz miesigc od chwili przygotowania, w ciemnym miejscu i w temperaturze 1-5 °C.

Handlowe rozcieficzalniki odwodnione

Rozcienczalnik (6.1) mozna przygotowaé z odwodnionych tabletek lub proszkéw znajdujacych
si¢ w handlu. Nalezy kierowa¢ si¢ wskazéwkami producenta. Wyregulowaé pH w sposéb opi-
sany w 6.1; rozdzieli¢, sterylizowad i przechowywa¢ rozcienczalniki zgodnie z 6.2.

Procedura

Topienie pozywki

Przed rozpoczgciem badania mikrobiologicznego stopi¢ szybko wymagang ilo$¢ pozywki oraz
odpuscié ja do 45 £ 1 °C w tazni wodnej (4.1.5).

Przygotowanie prébki mleka

Szybko odwracajac 25-krotnie pojemnik z mlekiem, wymiesza¢ dokladnie probke mleka tak,
aby w miar¢ mozno$ci rozprowadzi¢ réwnomiernie mikroorganizmy. Nalezy unika¢ tworzenia si¢
piany lub pozostawi¢ do rozproszenia si¢ piany. Odstep czasu migdzy mieszaniem a pobieraniem
porcji do badan nie powinien przekraczaé trzech minut.

Przygotowanie rozciericzenia podstawowego (10-1) (mleko surowe i pasteryzowane)

Za pomocy sterylnej pipety (4.2.3) przenie$¢ 1 ml probki (7.2) mleka surowego lub pasteryzowa-
nego do 9 ml rozcieficzalnika (6.1), unikajac kontaktu pipety z rozcieficzalnikiem. Temperatura
rozcieficzalnika powinna by¢ w przyblizeniu taka sama jak temperatura probki mleka. Wymieszaé
doktadnie ten podstawowy rozcieficzony roztwoér w mikserze (4.1.9) przez 5-10 sekund.

W ten spos6b otrzymuje si¢ rozcieficzenie podstawowe 10 ~ .

Przygotowanie kolejnych rozciericzeri dziesigtnych (mleko surowe i pasteryzowane)

Za pomocy sterylnej pipety (4.2.3) przenie$¢ 1 ml podstawowego roztworu (7.3) do 9 ml rozcien-
czalnika (6.1), zgodnie z instrukcjami w pkt 7.3.

W ten sposéb otrzymuije si¢ rozcieficzenie 10 ~ 2,

Powtarzal powyzsze czynnoSci w celu uzyskania kolejnych rozcieficzen dziesigtnych, az do
momentu uzyskania odpowiedniej liczby spodziewanych mikroorganizméw (8.1.1).

Posiew na plytkach Petriego

Mleko surowe: Za pomocg sterylnej pipety (4.2.3) przenies¢ 1 ml prébki iflub odpowiednie dzie-
sigtne rozcieficzenie na plytke (4.2.4). Nalezy zbada¢ co najmniej dwa rozcieficzenia. Przygotowaé
jedng plytke z kazdego wybranego rozcieficzenia zgodnie z (8.1.1).

Mleko pasteryzowane: Za pomoca sterylnej pipety (4.2.3) przenies¢ 1 ml prébki i/lub odpo-
wiednie dziesigtne rozcieficzenie na plytke (4.2.4). Nalezy zbada¢ co najmniej dwa rozcieficzenia.
Przygotowaé dwie plytki z kazdego wybranego rozcieficzenia zgodnie z (8.1.1).

Mleko poddane sterylizacji UHT (badane po 15 dniach inkubacji w temperaturze 30 °C —
dyrektywa 85/397/EWG, zalgcznik A, rozdziat VII, pkt 5):

Za pomocg sterylnej pipety (4.2.3) przenies¢ 0,1 ml probki mleka (7.2) na plytke (4.2.4). Przygo-
towaé dwie plytki.
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7.6.

7.7.

7.8.

Aplikowanie pozywki
Wla¢ okoto 15—18 ml pozywki (7.1) na kazdg plytke z posiewem.

Wymieszaé bezposrednio po wlaniu poprzez obracanie plytka Petriego tak, aby uzyskaé réwno-
mierne rozproszenie kolonii po inkubacji.

Odstep czasu migdzy zakonczeniem przygotowania probki mleka a mieszaniem, w zaleznosci od
rodzaju mleka, porcji badanej lub rozcieficzenia z pozywka nie powinien przekracza¢ 15 minut.

Pozostawi¢ do zestalenia si¢ na czystej i chlodnej plaskiej powierzchni.

Inkubagja plytek Petriego

Przenie$¢ plytki do inkubatora (4.1.3). Inkubowaé odwrdcone plytki. Nie ustawiaé wigcej niz sze-
Sciu plytek na sobie. Plytki w stosie powinny by¢ oddzielone jedna od drugiej; nalezy je réwniez
oddzieli¢ od cian bocznych i gérnej inkubatora.

Inkubowa¢ przez 72 + 2 godziny w temperaturze 30 1 °C.

Zliczanie kolonii
Zliczy¢ kolonie na plytkach Petriego zawierajacych nie wigcej niz 300 kolonii.

Zbada¢ plytki w przyttumionym $wietle. W celu ulatwienia zliczania mozna postuzy¢ si¢ odpo-
wiednig soczewka (4.1.6) ilub licznikiem sumujacym (4.1.8). Unika¢ pomylkowego zaliczania cza-
steczek straconej substancji na plytkach jako kolonii mikroorganizméw. Zbadaé doktadnie wat-
pliwe obiekty przy uzyciu soczewki o wigkszym powigkszeniu (4.1.7), aby rozrézni¢ kolonie od
ciala obcego.

Rozrastajace si¢ kolonie nalezy uwaza¢ za kolonie pojedyncze. Jesli mniej niz jedna czwarta plytki
jest poro$nigta koloniami rozrastajacymi sig, nalezy zliczy¢ kolonie na pozostalej czgsci plytki oraz
odpowiednio wyliczy(¢ ich liczbe dla calej plytki. Jesli wigcej niz jedna czwarta plytki porosnigta jest
koloniami rozrastajacymi sig, odrzuci¢ plytke.

Obliczanie i formutowanie wynikéw

Mileko surowe i pasteryzowane

Wykorzysta¢ obliczenia z wszystkich plytek zawierajacych 10—300 kolonii (patrz 8.1.3 oraz 8.1.4).

Liczb¢ mikroorganizméw na 1 ml mleka surowego lub pasteryzowanego oblicza si¢ wedtug wzoru:
pXe

gdzie:

=C to suma zliczonych kolonii zgodnie z 8.1.1;

(n,+0,1 n,)d jest réwne objetosci posianej prébki, przy czym:

n, to liczba plytek zliczanych dla pierwszego rozcieficzenia;
n, to liczba plytek zliczanych dla drugiego rozcieniczenia;
d to wspotezynnik rozcieficzenia, z ktdrego uzyskano pierwsze obliczenie;

Obliczenie podane jest z doktadnoscia do dwdch cyfr znaczacych. Jesli cyfra zaokraglana jest pig¢,
nalezy zaokragli¢ obliczenie tak, aby sasiednia cyfra po lewej stronie byla parzysta.

Przykfad (mleko pasteryzowane):
Rozcieficzenie 107%: 278 i 290 kolonii

Rozcienczenie 1073 33 i 28 kolonii

278+290+33+28
Liczba/ml L

(2+01x2)10"
629

0,022

= 28590

= 29000

=29x10*
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Jesli w obliczeniu wystepuja jedynie liczby mniejsze od 10, nalezy podaé w sprawozdaniu liczbe
mikroorganizméw na mililitr jako ,mniej niz 10 x d na ml”, przy ,d” bedagcym odwrotnoscig naj-
nizszego wspélczynnika rozcieniczenia.

Jesli wystepuja jedynie liczby wigksze niz 300 kolonii, ale ich zliczenie jest mozliwe, obliczy¢ przy-
blizong liczbe i pomnozy¢ przez odwrotno$¢ wspélezynnika rozcieficzenia. Podaé w sprawozda-
niu wynik jako ,przyblizona liczba drobnoustrojéw na ml”.

Mleko poddane sterylizacji UHT

Uznaje sig, ze liczby ponad 10 kolonii na 0,1 ml nie spetnia juz wymogéw dyrektywy 85/397[EWG.

Dokladno$é

Brak jest dotad zaakceptowanych wynikéw migdzynarodowych badan zespotowych.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

V. WYLICZANIE MIKROORGANIZMOW — METODA PLYTKOWA
W TEMPERATURZE 21 °C

Przedmiot i obszar stosowania
Niniejsza procedura precyzuje wzorcowa procedure wyliczania mikroorganizméw za pomocy tech-
niki zliczania kolonii w temperaturze 21 °C w mleku pasteryzowanym poddanym inkubacji w temp.

6 °C przez pig¢ dni; w celu oznaczenia stopnia zanieczyszczenia mleka pasteryzowanego mikroor-
ganizmami psychofilnymi zdolnymi do rozmnazania w mleku o temperaturze 6 °C.

Definicja

Okreslenie ,mikroorganizmy” oznacza organizmy, ktére podczas tlenowej inkubacji w cieplarce na
warunkach tu opisanych tworzg przeliczalne kolonie.

Zasada
Mleko pasteryzowane inkubowane jest w temperaturze 6 °C przez pig¢ dni. Okreslong objgtosé
probki mleka miesza si¢ na plytkach Petriego z pozywka hodowlana i inkubuje przez

25 godzin w cieplarce w temperaturze 21 °C. Zlicza si¢ kolonie, po czym oblicza si¢ liczb¢ mikro-
organizméw na 1 ml mleka pasteryzowanego.

Aparatura i szklo laboratoryjne

Podstawowy sprzgt laboratoryjny, w szczegdlnosci:

Przyrzgdy

Piec z gorgcym powietrzem, umozliwiajacy prace w temperaturze 170—175 °C.
Autoklaw umozliwiajacy pracg w temperaturze 121 + 1 °C.

Inkubator umozliwiajacy utrzymanie w kazdym punkcie wewnatrz temperatury:
a) 6%0,2°C

b) 21+1°C

pH-metr, z kompensacja temperatury i doktadnoscig do * 0, 1 jednostki pH.
taznia wodna, umozliwiajaca pracg w temperaturze 45 * 1 °C.

Soczewka, powigkszenie 2—4x.

Soczewka, powit;kszenie 8—10x.

Licznik sumujacy

Mikser umozliwiajacy mieszanie 1 ml prébki mleka lub rozcienczanie dziesigtne z 9 ml rozciei-
czalnika oraz dzialajacy na zasadzie mimo$rodowego obracania zawartoscia probowki.

Szkto laboratoryjne

Probéwki z odpowiednim zamknigciem, ktdre posiadaja dostateczng pojemnosé, aby pomiescié, z
pozostawieniem odpowiednio duzej przestrzeni do mieszania, 10 ml rozcieficzenia podstawowego
lub dalszych rozcienczen dziesigtnych.

Kolby o pojemnosci od 150 do 250 ml lub probéwki o pojemnosci okoto 20 ml, do trzymania
pozywki hodowlanej.

Pipety (zatykane watg) ze szkla lub sterylnego tworzywa sztucznego z nieuszkodzong koricéwka, o
nominalnej pojemnosci 1 ml, posiadajace wylot o §rednicy 1,75-3 mm.

Plytki Petriego z czystego, bezbarwnego szkla lub sterylnego materiatu syntetycznego, dolna plytka
o $rednicy wewngtrznej okoto 90—100 mm. Wewnetrzna grubo$¢ powinna wynosi¢ minimum
10 mm. Dno nie ma zadnych nieregularnosci, ktére utrudnialyby zliczanie kolonii.

Sterylizacja szkta laboratoryjnego
Szklo laboratoryjne wysterylizowac si¢ w jeden z podanych nizej sposobow:

a) poprzez utrzymywanie co najmniej przez godzing w piecu z gorgcym powietrzem
(4.1.1) w temperaturze od 170 do 175 °C.

b) poprzez utrzymywanie co najmniej przez 20 minut w autoklawie (4.1.2) w temperaturze
121 £1°C.
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5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

W przypadku autoklawu nalezy zapewni¢ wlasciwg penetracje pary, np. jesli sprzgt sterylizuje
si¢ w pojemnikach, nie nalezy ich $cisle zamykad, kolby powinny mie¢ luzno umocowane pokry-
wy.

Szklo sterylizowane w autoklawie nalezy osuszy¢ poprzez odparowanie.

Pipety nalezy sterylizowa w piecu z gorgcym powietrzem (4.1.1).

Pozywka hodowlana — agar do badania liczby plytek mleka

Sktad:

Ekstrakt drozdzowy 25g

Trypton 50¢g

Glukoza D (+) lub dekstroza 1,0 g

Odtluszczone 10¢g

mleko w proszku

Agar 10—15 g, zaleznie od wlasciwosci zelujacych uzytego agaru
Woda 1000 ml

Odtluszczone mleko w proszku nie powinno zawiera¢ substancji hamujacych. Nalezy sprawdzic to
za pomocg badan poréwnawczych przy uzyciu odtluszczonego mleka w proszku, o ktérym wia-
domo, Ze nie zawiera substancji hamujacych.

Przygotowanie:

Utworzy¢ zawiesing i rozpuszczaé w wodzie skfadniki w nastepujacej kolejnosci: ekstrakt droz-
dzowy, trypton, glukoza i na koncu odttuszczone mleko w proszku. Podgrzanie zawiesiny utatwi
te procedure. Dodaé agar i doprowadzi¢ do wrzenia, mieszajac przez caly czas az do catkowitego
rozpuszczenia agaru, ewentualnie, parowaé przez okolo 30 minut.

W razie potrzeby przefiltrowac przez bibule filtracyjng.

Za pomocg pH-metru sprawdzi¢ pH (4.1.4); w razie potrzeby stosujac roztwor (co najmniej
0,1 mol/l) wodorotlenku sodu lub kwasu solnego, dostosowa¢ pH tak, aby po sterylizacji wynosito
6,9 £ 0, 1 w temperaturze 25 °C.

Rozdzielenie, sterylizowanie, przechowywanie pozywki hodowlanej

Podzieli¢ pozywke (5.1) na porcje: po 100—150 ml w kolbach lub 12—15 ml w probéwkach
(4.2.2). Zakorkowa¢ kolby i probowki.

Sterylizowaé w autoklawie (4.1.2) przez 15 minut w temperaturze 121 + 1 °C.
Sprawdzi¢ pH pozywki.

Jesli pozywka nie jest przeznaczona do natychmiastowego uzytku, przechowywac ja nie dtuzej niz
miesigc po przygotowaniu, w ciemnym miejscu w temperaturze 1—5 °C.

Handlowa odwodniona pozywka hodowlana

Pozywke hodowlang (5.1) mozna przygotowac z odwodnionej pozywki dostgpnej w handlu. Nalezy
kierowa¢ si¢ wskazéwkami producenta, dodajac jednak przed rozpuszczeniem pozywki odtlusz-
czone mleko w proszku, jesli nie znajduje si¢ ono w jej skladzie.

Dostosowa¢ pH do 6,9 + 0,1 w 25 stopni C jak w 5.1 i dawkowa(, sterylizowad i przechowywa¢
pozywke podobnie jak w 5.2

Rozciefczalniki

Roztwdr soli/peptonu

Sktad:
Pepton 10g

Chlorek sodu (NaCl) 85¢g
Woda 1000 ml

Przygotowanie:
Rozpusci¢ sktadniki w wodzie, podgrzewajac w miarg potrzeby.

Za pomoca pH-metru (4.1.4) sprawdzi¢ pH; w miarg potrzeby, stosujac roztwor (co najmniej
0,1 mol/l) wodorotlenku sodu lub kwasu solnego, dostosowa¢ pH tak, aby po sterylizacji wynosito
7,0 £ 0,1 w temperaturze 25 °C.
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6.2.

6.3.

7.1.

7.2

7.2.1.

7.2.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

Rozdzielenie, sterylizowanie i przechowywanie rozcienczalnikéw

Rozdzieli¢ rozcieniczalnik (6.1) do probéwek (4.2.1) w takich ilo$ciach, aby po sterylizacji w kazdej
probéwce bylo 9,0 + 0, 2 ml rozcieficzalnika. Zakorkowa¢ probéwki.

Sterylizowa¢ w autoklawie (4.1.2) przez 15 minut w temperaturze 121 + 1 °C. Sprawdzi¢ pH
rozcieficzalnika.

Jesli rozcieficzalnik nie jest przeznaczony do natychmiastowego uzytku, mozna przechowywaé go
nie dluzej niz miesiagc od chwili przygotowania, w ciemnym miejscu i temperaturze 1—5 °C.
Handlowe rozciericzalniki odwodnione

Rozcieficzalnik (6.1) mozna przygotowal z odwodnionych tabletek lub proszkéw znajdujacych
sie w handlu. Nalezy kierowal si¢ wskazéwkami producenta. Wyregulowal pH w sposéb opi-
sany w 6.1; rozdzieli¢, sterylizowa¢ i przechowywa¢ rozcieficzalniki zgodnie z 6.2.

Procedura

Topienie pozywki

Przed rozpoczeciem badania mikrobiologicznego stopi¢ szybko wymagang ilos¢ pozywki oraz
odpusci¢ ja do 45 £ 1 °C w tazni wodnej (4.1.5).

Przygotowanie prébki mleka

Inkubowa¢ zamknigte opakowanie mleka pasteryzowanego badz, jesli jest to niemozliwe, inkubo-
waé w cieplarce (4.1.3a)) reprezentatywna probke nie mniejsza niz 100 ml przez 120 = 2
godziny w temperaturze 6 £ 0,5 °C.

Po inkubacji, szybko odwracajac pojemnik z probka 25 razy, wymieszaé dokladnie probke mleka
tak, aby w miare mozliwosci rownomiernie rozprowadzi¢ drobnoustroje. Nalezy unika¢ tworzenia
si¢ piany lub pozostawi¢ piane do rozproszenia si¢. Odstep czasu miedzy mieszaniem a pobraniem
porgji do badania nie powinien przekraczac trzech minut.

Przygotowanie rozcieficzenia podstawowego (107")

Za pomocy sterylnej pipety (4.2.3) przenie$¢ 1 ml probki (7.2) do 9 ml rozcieniczalnika (6.1) uni-
kajac kontaktu pipety z rozcieniczalnikiem. Temperatura rozcieficzalnika jest w przyblizeniu taka
sama jak temperatura probki mleka. Wymiesza¢ dokladnie ten podstawowy roztwér rozciefi-
czony w mikserze (4.1.9) przez 5—10 sekund.

W ten sposéb otrzymuje si¢ pierwsze rozcieficzenie 107",

Przygotowanie kolejnych rozciericzeri dziesigtnych

Za pomocg sterylnej pipety (4.2.3) przenie$¢ 1 ml podstawowego roztworu rozcieficzonego (7.3)
do 9 ml rozcieficzalnika (6.1), zgodnie z instrukcjami w 7.3.

W ten sposéb otrzymuje sie rozcieficzenie 1072,

Powtarzal powyzsze czynno$ci w celu wykonania kolejnych rozcienczen dziesigtnych az do
momentu uzyskania odpowiedniej liczby spodziewanych mikroorganizméw (8.1.1).

Posiew na plytkach Petriego

Za pomocg sterylnej pipety (4.2.3) przenie$¢ 1 ml prébki iflub odpowiednie rozcieficzenie dzie-
sigtne na plytke (4.2.4). Nalezy zbada¢ co najmniej dwa rozcieficzenia. Przygotowaé dwie plytki z
kazdego wybranego rozcieficzenia zgodnie z (8.1).

Aplikowanie pozywki

Wla¢ okoto 15—18 ml pozywki (7.1) na kazda plytke z posiewem.

Wymieszaé bezposrednio po wlaniu poprzez obracanie plytka Petriego tak, aby uzyskaé réwno-
mierne rozprowadzenie kolonii po inkubacji.

Odstep czasu migdzy zakoficzeniem przygotowania probki mleka a mieszaniem, rozcienczenia z
pozywka, nie przekracza 15 minut.

Pozostawi¢ do zestalenia si¢ na czystej i chtodnej plaskiej powierzchni.
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7.7.

7.8.

8.1.
8.2.

8.3.

8.4.

Inkubacja plytek Petriego

Przenie$¢ plytki do inkubatora (4.1.3b)). Inkubowaé odwrécone plytki. Nie ustawiaé wigcej niz sze-
$ciu plytek na sobie. Plytki w stosie powinny by¢ oddzielone jedna od drugiej; nalezy je réwniez
oddzieli¢ od $cian bocznych i gornej inkubatora.

Inkubowad przez 25 godzin w temperaturze 21 £ 1 °C.
Zliczanie kolonii
Zliczy¢ kolonie na plytkach Petriego zawierajacych nie wigcej niz 300 kolonii.

Zbada¢ plytki w przyttumionym $wietle. W celu ulatwienia obliczania mozna postuzy¢ si¢ odpo-
wiednia soczewka (4.1.6) i/lub licznikiem sumujacym (4.1.8). Unika¢ pomylkowego zaliczania czg-
steczek straconej substancji na plytkach jako kolonii. Jesli potrzeba, zbada¢ dokladnie watpliwe
obiekty przy uzyciu soczewki o wigkszym powigkszeniu (4.1.7), aby odrézni¢ kolonie od ciata
obcego.

Rozrastajace si¢ kolonie uwaza si¢ za kolonie pojedyncze. Jesli mniej niz jedna czwarta plytki jest
poro$nigta koloniami rozrastajacymi sig, nalezy zliczy¢ kolonie na pozostalej czgsci plytki oraz
odpowiednio wyliczy( ich liczbe dla calej plytki. Jesli wigcej niz jedna czwarta plytki poro$nieta jest
koloniami rozrastajacymi sig, nalezy odrzuci¢ plytke.

Obliczanie i formutowanie wynikéw
Wykorzysta¢ obliczenia z wszystkich plytek zawierajacych 10-300 kolonii (patrz 8.3 oraz 8.4).

Liczb¢ mikroorganizméw na 1 ml mleka pasteryzowanego oblicza si¢ wedtug wzoru:

=C
(n1+ O,lnz) d
gdzie:
=C to suma zliczonych kolonii zgodnie z 8.1.1;

(n;+ 0,1 n,)d jest réwne objetoéci posianej prébki, przy czym:

n, to liczba plytek zliczanych dla pierwszego rozcieficzenia;
n, to liczba plytek zliczanych dla drugiego rozciefczenia;
d to wspélezynnik rozcieiczenia, z ktérego uzyskano pierwsze obliczenie;

Liczba podana jest z doktadnoscia do dwoch cyfr znaczacych. Jesli cyfra zaokraglang jest pigé, nalezy
zaokragli¢ obliczenie tak, aby sasiednia cyfra po lewej stronie byla parzysta.

Przyktad:
Rozcieficzenie 10 ~% 278 i 290 kolonii
Rozciefczenie 10 ~*: 33 i 28 kolonii

Liczbajml _ 278+290+33+28
(2+0,1x2)10°
629
0,022
= 28590
= 29000
=29x10*
Jesli wystepuja jedynie liczby mniejsze od 10, nalezy podaé w sprawozdaniu liczbe mikroorgani-
zméw na mililitr jako ,mniej niz 10 x d na I”, przy ,d” bedagcym odwrotnoscia najnizszego wspol-
czynnika rozcieficzenia.

Jesli wystepuja jedynie liczby wigksze niz 300 kolonii, ale ich zliczenie jest mozliwe, nalezy obli-
czy¢ przyblizong liczbe i pomnozy¢ przez odwrotno§¢ wspétczynnika rozcieficzenia. Podaé w spra-
wozdaniu wynik jako ,przyblizona liczba mikroorganizméw na ml”.

Dokladnosé
Brak jest dotgd zaakceptowanych wynikéw migdzynarodowych badan zespotowych.
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VI. WYLICZANIE BAKTERII Z GRUPY COLI — LICZBA KOLONII W TEMPERATURZE 30 °C

4.1.6.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

Przedmiot i obszar stosowania

Niniejsza procedura precyzuje wzorcowa procedure wyliczania drobnoustrojéw bakterii z grupy
coli w mleku pasteryzowanym za pomoca techniki zliczania kolonii w temperaturze 30 °C.

Definicja

Okreslenie ,bakterie z grupy coli” oznacza bakterie, ktére w opisanych warunkach w temperaturze
30 °C tworzg typowe lub nietypowe kolonie fermentujace laktoze przy réwnoczesnym wydziela-
niu gazu, zgodnie z opisanymi warunkami.

Zasada

Okreslong objeto$¢ probki mleka miesza si¢ na plytkach Petriego z pozywka hodowlana i inkubuje
przez 24 godziny w cieplarce w temperaturze 30 °C. Zlicza si¢ kolonie typowe; w razie potrzeby
potwierdza si¢ tozsamo$¢ kolonii nietypowych za pomoca badania ich na zdolno$¢ do fermentacji
laktozy. Nastepnie zlicza si¢ ilos¢ bakterii coli na 1 ml mleka pasteryzowanego.

Aparatura i szkto laboratoryjne

Podstawowy sprzgt laboratoryjny, w szczegdlnosci:

Przyrzgdy

Piec z goracym powietrzem, umozliwiajacy prace w temperaturze 170—175 °C.
Autoklaw umozliwiajacy prace w temperaturze 121 + 1 °C.

Cieplarka umozliwiajaca utrzymanie w kazdym miejscu wewnatrz temperatury 30 + 1 °C.
pH-metr, z kompensacja temperatury i doktadnoscig do = 0,1 jednostki pH.

Laznia wodna umozliwiajaca prace w temperaturze 45 + 1 °C.

Igta wykonana z drutu platynowo-irydowego lub niklowo-chromowego.

Szkto laboratoryjne

Probowki z odpowiednim zamknigciem oraz o pojemnosci 20 ml, aby pomiesci¢ pozywke do bada-
nia potwierdzajacego (5.2); oraz probéwki typu Durham‘a o odpowiednich wymiarach, aby mozna
je byto uzywa¢é wraz z probéwkami.

Kolby o pojemnosci od 150 do 250 ml lub probéwki do trzymania stalej pozywki selektywnej (5.1).

Pipety (zatykane wata) ze szkla lub sterylnego materialu syntetycznego z nieuszkodzona koncowka,
o nominalnej pojemnosci 1—10 ml i posiadajace wylot o $rednicy 1,75—3 mm.

Plytki Petriego z czystego, bezbarwnego szkla lub sterylnego materiatu syntetycznego, dolna plytka
o $rednicy wewnetrznej okoto 90—100 mm. Wewnetrzna glebokos§¢ powinna wynosi¢ minimum
10 mm. Dno nie ma zadnych nieregularnosci, ktére utrudnialyby zliczanie kolonii.

Sterylizacja szkla laboratoryjnego:

Szklo laboratoryjne sterylizowane w jeden z podanych nizej sposobow:

a) poprzez utrzymywanie co najmniej przez godzing w piecu z goragcym powietrzem
(4.1.1) w temperaturze od 170 do 175 °C.

b) poprzez utrzymywanie co najmniej przez 20 minut w autoklawie (4.1.2) w temperaturze
121 £1°C

W przypadku autoklawu nalezy zapewni¢ wlasciwa penetracje pary, np. jedli sprzet sterylizuje
si¢ w pojemnikach, nie nalezy ich szczelnie zamyka¢, kolby powinny mie¢ luzno umocowane
pokrywy.

Szklo sterylizowane w autoklawie suszone jest poprzez odparowanie.

Pipety sterylizowa¢ w piecu z gorgcym powietrzem (4.1.1).
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5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

Pozywka hodowlana — agar do badania liczby plytek mleka

Laktozowo—z6lciowy agar z fioletem i czerwienig (agar VRBL). Stala pozywka selektywna.
Sktad:

Pepton 7g

Ekstrakt drozdzowy 30¢g

Laktoza (C;,H,,0,; - H,0) 10,0 ¢

Chlorek sodu (NaCl) 50¢g

Sole zélciowe 1,5¢

Czerwien obojetna 0,03g

Fiolet krystaliczny 0,002 g

Agar 10—15 g (zaleznie od wlasciwosci zelujacych uzytego agaru)
Woda 1000 ml

Przygotowanie:

Utworzy¢ zawiesing i rozpusci¢ w wodzie sktadniki; pozostawic na kilka minut, po czym energicz-
nie wymieszac.

Za pomoca pH-metru (4.1.4) sprawdzi¢ pH; w miar¢ potrzeby, stosujac roztwér (co najmniej
0,1 mol/l) wodorotlenku sodu lub kwasu solnego, dostosowac pH tak, aby po sterylizacji wynosito
7,4 £ 0, 1 w temperaturze 25 °C.

Szybko doprowadzi¢ do wrzenia, poruszajac od czasu do czasu, a nastgpnie natychmiast rozdzieli¢
na porcje 100—150 ml do sterylnych kolb (4.2.2). Odpusci¢ pozywke w laZni wodnej
(4.1.5) w temperaturze 45 + 1 °C.

W czasie uzycia nalezy sprawdzi¢ sterylno$¢ pozywki (patrz 6.4).
Uzy¢ pozywke w ciggu trzech godzin od jej przygotowania.
Agar bulionowy z zielenig brylantowg, zékcig i laktozg. Pozywka do badania potwierdzajacego.

Sktad:
Pepton 10 ¢

Laktoza (C;,H,,0,,. H,0) 10¢g

Odwodniona z6l¢ wolowa 20 g

Zielen brylantowa 0,0133 g
Woda 1 000 ml
Przygotowanie:

Rozpusci¢ sktadniki w wodzie, przez zagotowanie.

Za pomoca pH-metru (4.1.4) sprawdzi¢ pH i w razie potrzeby, stosujac roztwor (co najmniej 0,1
mol/l) wodorotlenku sodu lub kwasu solnego, dostosowaé pH tak, aby po sterylizacji wynosito
7,2 £ 0, 1 w temperaturze 25 °C.

Podzieli¢ pozywke na porcje po 10 ml w probéwki (4.2.1) zawierajace probowki typu Durham'a.
Zakorkowaé probowki.

Sterylizowaé w autoklawie (4.1.2) przez 15 minut w temperaturze 121 + 1 °C.
Po sterylizacji probéwek typu Durham‘a nie zawierajg pecherzykéw powietrza.
Sprawdzi¢ pH pozywki.

Jesli pozywka nie jest przeznaczona do natychmiastowego uzytku, przechowywac ja nie dtuzej niz
miesigc po przygotowaniu, w ciemnym miejscu w temperaturze 0—5 °C.

Handlowa odwodniona pozywka hodowlana

Pozywki hodowlane (5.1, 5.2) mozna przygotowa¢ z odwodnionych pozywek dostepnych w hand-
lu. Nalezy kierowac si¢ wskazéwkami producenta. Uregulowac pH, po czym rozdzieli¢, zagotowacd
lub sterylizowac oraz przechowywaé pozywki w sposob opisany w 5.1 1 5.2.

Procedura

Pozywka
Zastosowac pozywke agar VRBL jak opisano w 5.1.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.6.1.

6.6.2.

6.7.

7.1.

7.2.

7.3.

Przygotowanie prébki mleka
Szybko odwracajac pojemnik z probka 25 razy, wymiesza¢ dokladnie probke mleka tak, aby w miarg
mozliwosci rownomiernie rozprowadzi¢ mikroorganizmy. Nalezy unika¢ tworzenia si¢ piany lub

pozostawi¢ piang¢ do rozproszenia si¢. Odstep czasu migdzy mieszaniem a pobraniem porcji do
badania nie powinien przekracza¢ trzech minut.

Posiew na plytkach Petriego

Posiew na 3 ml prébki mleka (6.2) wykonuje si¢ przez przeniesienie za pomoca sterylnej pipety
(4.2.3) 1 ml prébki mleka na kazdg z trzech plytek (4.2.4).

Aplikowanie pozywki
Wla¢ agar VRBL (6.1) w iloci okoto 12 1 na kazda plytke z posiewem.

Wymieszaé bezposrednio po wlaniu poprzez obracanie plytka Petriego tak, aby uzyskaé réwno-
mierne rozprowadzenie kolonii po inkubacji.

Odstep czasu migdzy zakoficzeniem przygotowania probki mleka a mieszaniem porcji badanej z
pozywka nie przekracza 15 minut.

Jako probe kontrolng do celéw ustalenia sterylnosci przygotowaé plytke bez posiewu, uzywajac
12 ml agaru VRBL uzywanego do plytek z posiewem.

Pozostawi¢ do zestalenia si¢ na czystej i chlodnej plaskiej powierzchni.

Po catkowitym zestaleniu si¢ na powierzchnie posianej pozywki wla¢ co najmniej 4 ml agaru VRBL
(6.1).

Pozostawi¢ do zestalenia si¢.

Inkubagja plytek Petriego

Przenie$¢ plytki do inkubatora (4.1.3). Inkubowaé odwrdcone plytki. Nie ustawiaé wigcej niz sze-
Sciu plytek na sobie. Plytki w stosie powinny by¢ oddzielone jedna od drugiej; nalezy je réwniez
oddzieli¢ od $cian bocznych i gérnej inkubatora.

Inkubowac przez 24 + 2 godziny w temperaturze 30 £ 1 °C.

Zliczanie kolonii

Zliczy¢ kolonie na plytkach Petriego zawierajacych nie wigcej niz 150 kolonii. Zlicza¢ kolonie o
zabarwieniu ciemnoczerwonym posiadajace Srednice co najmniej 0,5 mm z charakterystycznym dla
coli otaczajacym osadem lub bez takiego osadu.

Jesli wszystkie lub niektore kolonie majg wyglad nietypowy (np. réznia si¢ od typowych kolonii
zabarwieniem, wielkos$cig lub tworzeniem osadu), przeprowadza sie test potwierdzajacy (6.7).

Test potwierdzajgcy

Zgodnie ze wskazaniami 6.6.2 wykonac test potwierdzajacy na odpowiedniej liczbie (np. od trzech
do pigciu) nietypowych kolonii, poprzez posiew do probéwek, za pomoca igly z drutu (4.1.6),
bulionowej pozywki z zielenig brylantows, z6lcia i laktozg (5.2). Inkubowa¢ probéwki w cieplarce
przez 24 + 2 godziny w temperaturze 30 + 1 °C.

Kolonie wytwarzajace gaz w proboéwkach typu Durham’a nalezy traktowa¢ jak potwierdzone kolo-
nie bakterii z grupy coli.

Obliczanie i formutowanie wynikéw
Wykorzystal (patrz 7.4) obliczenia z plytek zawierajacych nie wigcej niz 150 kolonii.

Przy stosowaniu badania potwierdzajacego obliczy¢ liczbe kolonii coli w oparciu o procent potwier-
dzonych kolonii coli.

Liczbg bakterii z grupy coli na 1 ml mleka pasteryzowanego oblicza si¢ wedtug wzoru:

2

n

gdzie:
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>C to laczna liczba kolonii coli (7.1 w zwiazku z 7.2) wykrytych podczas badania probki mleka
(3 ml);

n  to ilo§¢ mililitrow badanej probki (6.3) (3 ml).

Liczba podana jest z doktadnoscia do dwoch cyfr znaczacych. Jesli cyfra zaokraglang jest pigé, nalezy
zaokragli¢ obliczenie tak, aby sasiednia cyfra po lewej stronie byla parzysta.

Jesli wystepuja jedynie liczby wigksze niz 150 kolonii, nalezy podaé w sprawozdaniu wynik jako
,przyblizona liczba form coli na 1 ml”.

Dokladnosé

Brak jest dotad zaakceptowanych wynikéw migdzynarodowych badan zespotowych.
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5.1.

5.2.

VIL. WYLICZANIE KOMOREK SOMATYCZNYCH

Niniejsza procedura precyzuje dwie wzorcowe procedury postepowania w celu wyliczenia
komorek somatycznych:

A. Metod¢ mikroskopowg

B. Metodg fluorooptoelektroniczna

A. Metoda mikroskopowa

Przedmiot i obszar stosowania

Niniejsza procedura precyzuje wzorcows procedure wyliczania komorek somatycznych w mleku
surowym.

Niniejsza procedura precyzuje procedure wyliczania liczby komérek w probee mleka w celu
wzorcowania i sprawdzania dokladnosci procedury fluorooptoelektronicznej (patrz B.1).

Definicja

Do celéw niniejszej procedury komérki somatyczne to takie komérki, np. leukocyty lub komorki
nablonkowe, ktorych jadra moga by¢ wyraznie oznaczone za pomoca blekitu metylenowego.

Zasada
0,01 ml mleka rozprowadza si¢ na powierzchni 1 cm ? szkielka podstawowego. Warstwe suszy
si¢ 1 zabarwia. Zliczanie wykonuje si¢ za pomocg mikroskopu. Aby uzyska¢ liczbe komérek/ml,

nalezy liczbe wykrytych na okreslonej powierzchni komérek somatycznych pomnozy¢ przez
wspolczynnik roboczy.

Odczynniki
Stosowac chemikalia klasy analityczne;.

Roztwdr barwigcy:

Sktad:

Blekit metylenowy 0,6¢g
Alkohol etylowy 99 % 54 ml
1,1,1-trichloroetan lub tetrachloroetan 40 ml
Kwas octowy lodowaty 6 ml
Ostrzezenie

Tetrachloroetan jest toksyczny. Jesli jest uzywany, przygotowywac go i stosowaé pod wyciagiem
laboratoryjnym.

Przygotowanie:

Zmiesza¢ w butelce alkohol etylowy i 1,1,1-trichloroetan lub tetrachloroetan; podgrzaé w tazni
wodnej do temperatury 60-70 °C. Doda¢ blekit metylenowy, dokladnie wymiesza¢, schlodzi¢ do
4 °C w lodéwce przez 12—24 godziny, nastepnie doda kwas octowy lodowaty. Przefiltrowaé
uzywajac filtru o porach $rednicy 10-12 mikrona lub mniejszych; przechowywaé roztwor bar-
wiacy w hermetycznie zamknigtej butelce. Jesli tworza si¢ czasteczki lub osad, przed uzyciem
ponownie przefiltrowal.

Aparatura i szklo laboratoryjne
Mikroskop, z powigkszeniem od x 500 do x 1 000.

Mikrostrzykawka, 0,01 ml o dokladnosci + 2 % lub lepsze;.
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5.3.  Szkielko podstawowe, o zaznaczonej powierzchni warstwy 20 mm x 5 mm, badZ szkietko stan-
dardowe oraz wzornik dla warstwy 20 mm x 5 mm.

5.4.  Poziomowana plyta grzejna (30—50 °C) do suszenia szkielek.
5.5.  Wentylator (suszarka do wlos6w), do suszenia warstw.
5.6.  Laznia wodna, umozliwiajaca prace w temperaturze 30—40 °C, do ogrzewania probki mleka.

5.7. Szkietko mikrometryczne, z podziatkg co 0,01 mm.

6. Procedura

6.1.  Prébka mlecka

Prébke mleka nalezy przebada¢ w ciagu szeciu godzin od pobrania. Podczas przechowywania
temperatura probki nie moze przekroczy¢ 6 °C. Nalezy unika¢ zamrazania.

6.2.  Przygotowanie prébki w laboratorium

Podgrzaé probke w fazni wodnej (5.6) do temperatury 30—40 °C. Nastepnie starannie wymie-
szal. Schlodzi¢ do temperatury, na jaka jest wzorcowana mikrostrzykawka (5.2), np. 20 °C.

6.3.  Wstepna obrébka szkietek

Oczysci¢ szkielka (5.3) np. alkoholem etylowym, osuszy¢ bezpylowym papierem, wykonaé oczy-
szczanie plomieniowe oraz ostudzi¢. Aby chroni¢ przed zakurzeniem, przechowywac w pudetku.

6.4.  Przygotowanie warstwy

Za pomoca mikrostrzykawki (5.2) usuna¢ 0,01 ml mleka z probki przygotowanej w sposéb opi-
sany wyzej. Dokladnie oczysci¢ stykajaca si¢ z mlekiem, zewngtrzng cz¢s¢ strzykawki. Umiescié
strzykawke na szkietku (5.3), rysujac najpierw zarys ksztattu (20 mm x 5 mm). Naste¢pnie wypel-
ni¢ powierzchni¢ mozliwie jak najbardziej rownomiernie. Umiesci¢ warstwe na poziomej plycie
grzejnej (5.4) az do jej catkowitego osuszenia.

Nalezy przygotowac i zbada¢ co najmniej dwie warstwy z kazdej probki mleka.

6.5. Barwienie warstwy

Zanurzy¢ na dziesie¢ minut w roztworze barwigcym (4). Osuszy¢, ewentualnie za pomocg
wentylatora (5.5). Zanurzy¢ warstwy w wodzie wodociggowej, aby zmy¢ caly nadmiar barw-
nika. Nastepnie ponownie osuszy¢ i przechowywa¢, zabezpieczajac przed zakurzeniem.

6.6.  Wzorcowanie pola mikroskopu

W zaleznosci od wybranego powigkszenia (od x 500 — do x 1 000) okresli¢ za pomocg szkietka
mikrometrycznego (5.7) $rednice pola mikroskopu.

7. Zliczanie i obliczenia

7.1. Zliczanie komdrek

Uzywaé mikroskopu (5.1). Zamiast komérek liczone sa jedyne jadra komérkowe. Sg one fatwo
rozpoznawalne i w celu zliczenia co najmniej potowa powinna by¢ widoczna w polu mikro-
skopu. Policzy¢ pasy i pola znajdujace si¢ w srodkowej jednej trzeciej czgici warstwy unikajac
liczenia paséw i pdl wybieranych wylacznie z peryferyjnych obszaréw warstwy. Dokladnosé
przygotowania warstw, a co za tym idzie — wiarygodno$¢ wynikéw, musi by¢ sprawdzana przy-
najmniej raz w miesigcu przez liczenie réznych czgsci warstwy. Liczenie takie mozna wykony-
wacé rowniez poprzez liczenie p6l mikroskopowych rozmieszczonych w taki sposob, ze wszyst-
kie czgsci warstwy sa jednakowo reprezentowane.

7.2.  Minimalna zliczana liczba komdrek

Poniewaz zliczania komérek somatycznych za pomocg mikroskopu mozna uzywaé réwniez
do wzorcowania automatycznych i mechanicznych procedur liczenia, wspélczynnik wariacji
przy liczeniu identycznych prébek nie moze by¢ wyzszy niz wspélczynnik dla przyrzadéw
elektronicznych. Wspélczynnik wariacji dla probki mleka zawierajacej do 400 000 do 600 000
komorek/ml nie powinien przekraczaé 5 %.
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7.3.

7.4.

7.5.

Zliczana liczba komoérek somatycznych dla kazdej probki, zgodnie z rozkladem Poissona, wynosi
co najmniej 400, w celu spelnienia wymogéw powtarzalnosci.

Rozktad Poissona zaklada, ze:
M=V=s2
gdzie:

M to warto$¢ Srednia;

V  to wariancja;
oraz

s to odchylenie standardowe.
Wspdlezynnik wariacji wynosi:

s x100 % 100 % 100 %
V=———""1uwbCV= lubCV = ——
M s M

M (warto$¢ $rednia) wskazuje liczbe czasteczek (komorek) zliczonych (tzn. 400 dla CV = 5 %).

Obliczanie wspélczynnika roboczego
Wsp6lezynnik roboczy oblicza sie zgodnie z 7.3.1 lub 7.3.2, postugujac sie 0,01 ml mleka.
Obliczanie poprzecznych paséw na warstwie

Dlugos¢ paséw do zliczania wynosi 5 mm kazdy. Szeroko$¢ pasa odpowiada $rednicy pola
mikroskopu, ustalonej za pomocg szkielka z podzialkg mikrometryczna (5.7).
20 x100

Wspdlezynnik roboczy = ﬁ
X

gdzie:

d to $rednica pola mikroskopu w mm, ustalona za pomoca szkielka z podzialkg mikrome-
tryczng (5.7);

b to liczba paséw catkowicie liczonych.

Obliczanie p6l mikroskopowych w $§rodkowej jednej trzeciej czesci warstwy
lub z uzyciem kratki:

20x5x100 12732

11 xd’x s d’xs
4

Wspélczynnik roboczy =

gdzie:

d to $rednica pola mikroskopu w mm, ustalona za pomoca szkielka z podzialkag mikrome-
tryczng (5.7);

s to ilo$¢ liczonych pol.
Zliczanie zawartosci komdrek

Aby uzyska¢ ilo§¢ komérek na ml mleka, nalezy pomnozy¢ liczbe zliczonych (7.1 oraz 7.2)
komoérek somatycznych przez wspélczynnik roboczy (7.3).

Doktadnosé
Wspélezynnik wariacji (patrz 7.2) nie moze przekraczaé 5 %.

Brak jest dotad zaakceptowanych wynikéw migdzynarodowych badan zespotowych

B. Metoda fluorooptoelektroniczna

Przedmiot i obszar stosowania

Niniejsza procedura precyzuje wzorcowg procedure, ktéra, po whlasciwym wzorcowaniu (patrz
A.1), mozna stosowa¢ do zliczania komérek somatycznych w mleku surowym bez konserwacji
chemicznej lub z konserwacjg chemiczna.
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4.1.

4.2

4.3.

4.4.

5.1.

Definicja

Do celéw niniejszej procedury komorki somatyczne sg to czasteczki, ktére pod wplywem zabar-
wienia DNA w swoim jadrze wykazuja minimalny poziom fluorescengji.

Zasada

Czg$¢ probki (np. 0,2 ml) wymieszaé doktadnie z roztworem buforowym oraz roztworem fluore-
scencyjnym. Czg$¢ tej mieszaniny przenie$¢ nastgpnie w postaci cienkiej warstwy na talerz obro-
towy, ktory stuzy jako plaszczyzna przedmiotowa dla mikroskopu.

Kazda komérka wytwarza impuls elektryczny, ktory jest wzmacniany i rejestrowany. Liczba
komorek somatycznych zostaje wydrukowana w tysigcach na ml.

Odczynniki

O ile nie stwierdzi si¢ inaczej, nalezy stosowa¢ odczynniki chemiczne klasy analitycznej. Woda
powinna by¢ destylowana, dejonizowana lub inna o réwnorzednej czystosci.

Roztwér buforowy

Sktad:

Wodoroftalan potasowy 510¢g
Wodorotlenek potasowy 13,75 ¢

Polietylenoglikolo-mono-p-(1,1,3, 3-tetrametylobutylo)-fenyloeter 10 ml
(np. Triton X-100), 1 % objetosciowo

pH 5,7—5,9. Dopelni¢ woda do 10 000 ml.

Przygotowanie:

Zmieszal poszczeg6lne skladniki. Przechowywa¢ nie dluzej niz siedem dni w hermetycznym
pojemniku.

Roztwdr fluorescencyjny (roztwdr podstawowy)

Sktad:

Bromek etydyny 10g
Dopehi¢ woda do 1 000 ml.

Przygotowanie:

Bromek etydyny rozpusci¢ w wodzie. Przechowywanie w $wiatloszczelnej i hermetycznie
zamknietej butelce nie powinno przekraczaé dwdch miesigcy.

Roztwér fluorescencyjny (roztwdr roboczy)

20 ml roztworu podstawowego (4.2) zmieszaé z roztworem buforowym (4.1) tak, by otrzymaé
1 000 ml. Roztwor roboczy nie powinien by¢ uzywany dtuzej niz siedem dni.

Roztwér czyszczacy

Skilad:

Roztwér buforowy (4.1) 10 ml
Polietylenoglikolo-mono-p-(1,1,3, 3-tetrametylobutylo)-fenyloeter 10 ml
(np. Triton X-100), 1 % objetosciowo

Amoniak, 25 % objetosciowo 25 ml
Dopetni¢ woda do 10 000 ml.

Przygotowanie:

Zmieszaé poszczeg6lne skladniki. Przechowywaé nie dtuzej niz 30 dni.

Aparatura i szklo laboratoryjne

Przyrzad do liczenia, dzialajgcy na zasadzie fluorescencyjno-optycznej.
Uwaga

Przed uzyciem przyrzad musi by¢ wzorcowany. W ten sposob ustala si¢ stosunek miedzy obje-
to$cig czasteczek liczonych a poziomem progowym, powyzej ktérego dokonywane jest oblicza-
nie. Wzorcowanie przyrzadu wykonuje si¢ zgodnie z instrukcjami producenta przy uzyciu
probek mleka, w ktérych oznaczono liczbe komoérek procedurg mikroskopows (A).
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5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.2.2.

7.1.

7.2.

7.3.

taznia wodna, z cyrkulacja, o temperaturze 40 + 1 °C.
Probéwka, z odpowiednim zamknigciem, okoto 15 ml.
Prébka mleka

Prébke nalezy przechowywaé w probdwce (5.3) w niskiej temperaturze. Jesli probka nie jest
konserwowana chemicznie, nie powinna by¢ poddawana zliczaniu w ciagu pierwszych
24 godzin po udoju, poniewaz obliczenia sg wtedy zbyt niskie. Temperatura przechowywania
nie moze przekraczaé 6 °C.

Konserwacja

Konserwacja chemiczna musi by¢ przeprowadzona w ciggu 24 godzin. Konserwacja musi by¢
przeprowadzona jak najszybciej po pobraniu prébek.

Konserwacje chemiczng prébki mozna wykonaé poprzez dodanie jednego z nastgpujacych kon-
serwantow:

— kwas (orto)borowy:

koficowe stezenie kwasu (orto)borowego w prébee nie moze przekraczaé 0,6 g/100 ml. Tak
zakonserwowang prébke mozna przechowywaé w temperaturze 6—12 °C najdtuzej przez
kolejne 24 godziny.

— dichromian potasowy:

koficowe stezenie dichromianu potasowego w probee nie moze przekraczaé 0,2 g/100 ml.
Tak zakonserwowang probke mozna przechowywaé w temperaturze 6—12 °C najdluzej
przez kolejne 72 godziny.

— azydek sodowy:

probka moze by¢ konserwowana korficowym stezeniem azydku sodowego pod warunkiem,
ze probka jest schlodzona do temperatury 6—12 °C niezwlocznie po jej pobraniu i zli-
czona w ciggu 48 godzin po pobraniu prébki.

— bronopol:

prébka moze by¢ konserwowana koficowym stezeniem bronopolu pod warunkiem, ze
probka jest schtodzona do temperatury 6—12 °C niezwlocznie po pobraniu i zli-
czona w ciggu 72 godzin po pobraniu probki.

Prébke zakonserwowang uprzednio kwasem (orto)borowym mozna zakonserwowac na kolejne
48 godzin za pomoca dichromianu potasowego.

Uwaga

W przypadku prébek zakonserwowanych za pomocg dichromianu potasowego nalezy obserwo-
wa¢é miejscowe warunki dotyczace wystepowania odciek6w.

Procedura

Wstepna obrébka prébki

Badane mleko przechowywac co najmniej przez 24 godziny od udoju, w temperaturze 2-6 °C.
Nie zaleca si¢ obliczania w dniu udoju probek bez obrébki wstepnej, poniewaz wyniki moga by¢
zbyt niskie. Jesli konieczne jest obliczenie takiej probki, poddac ja wstepnej obrébee co najmniej
przez trzy godziny za pomocg dichromianu potasowego (patrz 6.2.1).

Przygotowanie
Wstepnie obrobiong probke (patrz 7.1) lub probke bez obrébki wstepnej co najmniej po jed-

nodniowym przechowywaniu, ogrzewa si¢ w azni wodnej (5.2) do temperatury okoto 40 °C.
Nastepnie, az do momentu obliczania, przechowuje si¢ probke w temperaturze pokojowej.

Obliczanie komdrek
Obliczanie przeprowadza si¢ za pomocg przyrzadu do liczenia (5.1) w ciggu 15 minut na koficu

ogrzewania (patrz 7.2). Bezposrednio przed obliczaniem prébke dokladnie wymiesza¢ w celu
uzyskania mozliwie najbardziej jednorodnego rozprowadzenia komérek somatycznych.

Dalsze rozcieficzanie i przygotowanie probki wykonywa¢ automatycznie w przyrzadzie.
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8. Dokladno$é

Brak jest dotad zaakceptowanych wynikéw migdzynarodowych badan zespotowych w zakresie
powtarzalnosci (r) i odtwarzalnosci (R). W przysztosci ustalone zostang szczeg6towe dane doty-
czgce doktadnosci.

Dane dostgpne na szczeblu krajowym umozliwiaja nastgpujace wyliczenia szacunkowe:
1) Liczba komoérek na poziomie od 400 000 do 500 000/ml
— odchylenie standardowe dla powtarzalnosci:
s, = 20 000 komorek/ml
(réwnowazne wspdlczynnikowi wariacji 5—4 %)
— odchylenie standardowe dla odtwarzalnosci:
sg = 40 000 komorek/ml

(réwnowazne wspotezynnikowi wariacji 10—8 %).

9. Kontrola dokladnosci

Kontrolg doktadnosci wykonuje si¢ przy uzyciu probek o znanej liczbie komorek ustalonej droga
zliczania mikroskopowego w krajowym laboratorium wzorcowym.
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VII. WYKRYWANIE OBECNOSCI ANTYBIOTYKOW I SULFONAMIDOW

ZAKRES [ OBSZAR ZASTOSOWANIA

Niniejsza procedura precyzuje wzorcowg procedure wykrywania antybiotykéw i sulfonamidéw w mleku suro-
wym i po obrébce termicznej.

Procedura wzorcowa obejmuje:

A. Metodg jako$ciowa

Opis dotyczy wstepnej procedury, w ramach ktorej selekcjonuje si¢ probki mleka zawierajace antybiotyki
tacznie z sulfonamidami. Jest to szereg podobnych procedur, z ktérych wszystkie w zasadzie wykorzy-
stuja Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, ATTC 10 149, jako szczep testowy. Wybrano niniejsza pro-
cedurg jako reprezentatywna dla tych testow.

B. Metode ilo$ciows

Procedura musi by¢ stosowana do potwierdzania wynikéw procedury jakosciowej, aby zidentyfikowaé
penicyling i okresli¢ jej stezenie.

A. Procedura jakoSciowa

Przedmiot i obszar stosowania

Niniejsza procedura precyzuje jako$ciowe wykrywanie antybiotykéw i sulfonamidéw w mleku surowym i po
obrébee termicznej, przekraczajacych limity ustanowione w tabeli:

Wykrywalne stezenia réznych antybiotykow i sulfonamidéw (')

Czuto$¢ na badanie

Wszystkie proby negatywne Wszystkie proby pozytywne
Penicylina benzylowa 0,002 0,006
Ampicylina 0,002 0,005
Kloksacylina 0,015 0,035
Nafcylina 0,006 0,011
Tetracyklina 0,10 0,40
Oksytetracyklina 0,20 0,45
Chlorotetracyklina 0,15 0,50
Chloramfenikol 7 15
Dihydrostreptomycyna 4 13
Neomycyna 1 22
Kanamycyna 9 28
Bacytracyna 0,06 0,14
Erytromycyna 1 2,25
Rifamycyna 0,01 0,14
Diafenylosulfon 0,01 0,1
Sulfametazyna (Sulfadimidyna) 0,5 1

(") Penicylina benzylowa i bacytracyna sa wyrazone w [U/ml, wszystkie inne antybiotyki w pg/ml.
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4.1.

4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.
4.1.4.
4.1.5.
4.1.6.
4.1.7.
4.1.8.

4.2.
4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.
4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.
4.2.7.

Definicja

Mleko zawiera antybiotyki lub sulfonamidy, jesli zabarwienie pozywki nie ulega zmianie
(patrz 7.1).

Zasada

Prébke mleka wraz ze substancjami odzywczymi dodaje si¢ do Zelu agarowego zawierajacego
wskaznik pH i przetrwalniki Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10 149 (patrz 5.4.1),
ktory charakteryzuje si¢ dobra 0gdlng wrazliwoscia, w szczeg6lnosci jest wrazliwy na hamowa-
nie przez penicyling. Inkubacja skutkujaca normalnym wzrostem organizmu oraz wytwarzaniem
kwasu powoduje zmiang koloru wskaznika pH z purpurowego na z6lty. Obecno$¢ w mleku sub-
stancji opdzniajacych rozwdj organizmu powoduje, ze kolor wskaznika pH pozostaje purpu-
rowy.

Sprzet i szklo laboratoryjne

Podstawowy sprzet laboratoryjny, w szczegdlnosci:

Przyrzgdy

Inkubator, pozwalajacy utrzymaé temperature 64 + 1 °C.

Laznia wodna pozwalajaca na prace w temperaturze 64 + 1 °C.

Stojak do probéwek i ampulek.

Pipeta z jednorazowymi koficowkami do pobierania probek i dozowania, 0,1 ml.
Pinceta lub szczypczyki.

Piec z goragcym powietrzem, pozwalajacy na utrzymanie temperatury 170—175 °C.
Autoklaw pozwalajacy na pracg w temperaturze 121 1 °C.

pH-metr.

Szkto laboratoryjne

Butelki do prébek z odpowiednim zamknigciem.
Uwaga

Niektére korki gumowe moga powodowaé osadzanie si¢ substancji hamujacych na szyjce
butelki.

Plytki Petriego, wykonane z czystego, bezbarwnego szkla lub sterylnego materiatu syntetycz-
nego, z plaskim dnem réwnej grubosci, minimalna $rednica wewnetrzna okoto 140 mm.

Butelki o pojemnosci 250 ml.

Pipety (zatykane watg), wykonane ze szkla lub sterylnego materialu syntetycznego o nominalnej
pojemnosci 1 mli 10 ml

Szpatultki szklane

Probowki lub amputki o $rednicy wewngtrznej okoto 8 mm, z zamknigciami lub korkami.

Sterylizacja szkla laboratoryjnego

Szklo laboratoryjne powinno by¢ sterylizowane w jeden z podanych nizej sposobdw:

a) poprzez utrzymywanie co najmniej przez godzing w piecu z gorgcym powietrzem
(4.1.6), w temperaturze 170—175 °C;

b) poprzez utrzymywanie co najmniej przez 20 minut w autoklawie (4.1.7), w temperaturze
121 £1 °C.

W przypadku autoklaw nalezy zapewni¢ wlasciwa penetracje pary, np. jesli sprzet sterylizuje
si¢ w pojemnikach, nie nalezy ich szczelnie zamykad, kolby powinny mie¢ luzno umocowane
pokrywy.

Szklo sterylizowane w autoklawie nalezy osuszy¢ poprzez odparowanie.

Pipety nalezy sterylizowaé w piecu z gorgcym powietrzem (4.1.1).

Pozywki, roztwory, szczep testowy

Sktadniki pozywek musza nadawac si¢ do celow bakteriologicznych. Uzywana woda musi by¢
destylowana na szkle lub demineralizowana co najmniej réwnorzednej czystosci. Nie moze ona
zawiera¢ substancji hamujgcych rozwdj szczepu testowego.
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5.1.
5.1.1.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

antyfolanowe.

Pozywki

Pozywka agarowa

Sktad:

Ekstrakt drozdzowy 2g
Pepton 5¢g
Ekstrakt migsny 1g
Chlorek sodu 5¢g

Agar 10-15 ¢
Woda 1000 ml
Przygotowanie:

Rozpusci¢ sktadniki w wodzie. Doprowadzi¢ do wrzenia, mieszajac od czasu do czasu. Dosto-
sowa¢ pH tak, aby po sterylizacji wynosito 7,4 £ 0, 1 przy temperaturze 25 °C.

Rozdzieli¢ do probéwek na 10 ml porcje agaru sko$nego lub na 100 ml porcje do butelek.
Sterylizowad przez 15 minut w temperaturze 121 £ 1 °C.

Pozywka agarowa

Sktad:

Chlorek sodu (NaCl) 2g

Agar 15¢
Woda 1000 ml

Roztwoér trimetoprimu  lub  tetroksoprimu 10 ml
(patrz 5.1.3) (1)

Przygotowanie:

Rozpusci¢ sktadniki w wodzie, oprécz roztwordw trimetoprim lub tetroksoprim. Doprowadzi¢
do wrzenia, mieszajac od czasu do czasu. Doda¢ trimetoprim lub tetroksoprim i sterylizowad
przez 15 minut w temperaturze 121 + 1 °C; skorygowaé pH tak, aby po sterylizacji wynosito
7,0 £ 0, 1 przy temperaturze 25 °C.

Roztwor trimetoprimu lub tetroksoprimu

Sklad:

Trimetoprim 5¢g

lub tetroksoprim 30 mg
alkohol etylowy 96 % 5 ml/30 ml
Woda do: 1000 ml
Przygotowanie:

Rozpusci¢ trimetoprim lub tetroksoprim w alkoholu etylowym (5 lub 30 ml) i rozcieficzy¢ woda.

Pozywka

Sktad:

Ekstrakt drozdzowy 0,75 mg
Glukoza 5,0 mg
Skrobia rozpuszczalna 8,0 mg
Purpura bromokrezolowa 0,025 ¢
Woda do: 50 ml
Przygotowanie:

Rozpuici¢ sktadniki odzywcze i wskaznik barwny w wodzie, w razie potrzeby podgrzewajgc, ste-
rylizowaé poprzez filtrowanie. Pozywka jest dostepna w handlu w postaci tabletek.

Wzorcowe roztwory penicyliny

Przygotowac roztwdr penicyliny z 60 pg/ml = (100 IU/ml), rozpuszczajac krystaliczna sodowa lub
potasowa penicyling benzylowa w sterylnej destylowanej wodzie w odpowiedniej sterylnej
butelce z korkiem.

Przygotowal roztwér roboczy penicyliny, uzupelniajac 1,25 ml roztworu penicyliny (5.2.1) do
1 000 ml sterylng wodg destylowang. Ten roztwér roboczy zawiera 0,75 pg (= 0,125 IU/ml)
penicyliny.

Przygotowac wzorcowy roztwdr penicyliny zawierajacy 0,004 pg/ml (= 0,0067 IU/ml), dodajac 71 ml
mleka niezawierajacego substancji hamujacych (5.3) do 4 ml roztworu roboczego penicyliny
(5.2.2) i mieszajac zawartos¢.

(') Nalezy przestrzegal przepisow prawa patentowego dotyczacych stosowania pozywek hodowlanych zawierajacych substancje
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5.2.4.

5.3.

5.4.

5.4.1

5.4.2.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

5.6.4.

6.1.

Roztwory penicyliny wymienione w 5.2.1—5.2.3 musza by¢ przygotowane w dniu, w ktérym
ma by¢ wykonana préba.

Mleko niezawierajgce substancji hamujgcych

Przygotowac jako prébe kontrolna mleko niezawierajgce substancji hamujgcych poprzez rozpusz-
czenie w sterylnej wodzie destylowanej odtluszczonego mleka w proszku (10 % m/v) poprzed-
nio zbadanego, w ktérym nie wykryto substancji hamujacych. Ewentualnie, odpowiednia ilo§¢
$wiezego mleka ze zbiornikow, ktore zostalo przebadane i w ktérym nie wykryto substancji
hamujacych, rozdzieli¢ w butelki, podgrzewa¢ przez godzing w temperaturze 100 °C, a nastgp-
nie przechowywa¢ najdtuzej przez tydzien w lodowce w temperaturze 0—6 °C.

Szczep testowy

Jako szczep testowy stosowany jest Bacillus stearothermophilus var. calidolactus ATCC 10 149.
Szczep ten jest identyczny z C 953.

Przygotowal kulturg podstawowg stuzaca do utrzymywania kultury prébnej. Kulture prébng
hoduje si¢ na sko$nej pozywce agarowej (5.1.1). Wykonuje si¢ posiew pasmowy powierzchni
agarem sko$nym przy uzyciu kultury prébnej, po czym inkubuje si¢ ja tlenowo przez
48 godzin w temperaturze 63 + 1 °C. Po inkubacji probowke uszczelnia si¢ za pomocy steryl-
nego korka gumowego. W ten sposéb otrzymang kulture podstawowa mozna przechowywac
przez kilka miesigcy w lodowce w temperaturze 0—5 °C.

Kultura prébna (zawiesina przetrwalnikéw)

Przenie$¢ aseptycznie 20 ml pozywki agarowej (5.1.1) na sterylna plytke Petriego (4.2.2) i schlo-
dzi¢ do temperatury pokojowe;.

Za pomocy sterylnej pipety (4.2.4) przenie$¢ 5 ml sterylnej wody destylowanej do probéwki z
kulturg podstawowg (5.4.2) i postugujac si¢ sterylng ezg, zmy¢ przetrwalniki ze skosu agaro-
wego. Te zawiesing przetrwalnikéw przechowywac w temperaturze od 0 do 5 °C, zuzy¢ w ciggu
36 godzin.

Za pomoca sterylnej pipety (4.2.4) przenie$¢ 0,5 ml zawiesiny przetrwalnikowej (5.5.2) na plytke
z kulturg (5.5.1) i postugujac si¢ zgigtym precikiem szklanym, dokladnie rozsmarowaé materiat
inokulacyjny po calej powierzchni. Inkubowa¢ przez 16-18 godzin w temperaturze 63 * 1 °C
“.1.1).

Uzywajac kultury podstawowej (5.4.2) lub kultury starszej 36 godzin, nalezy przeprowadzi¢ pro-
cedure hodowli pochodnej przynajmniej dwukrotnie z odstgpami migdzy hodowaniem
nieprzekraczajacymi 36 godzin.

Za pomoca sterylnej pipety (4.2.4) przenie$¢ 10 ml wody destylowanej na plytke z kulturg
(5.5.3) i postugujac sie precikiem szklanym, usungé przetrwalniki z powierzchni do zawiesiny.

Przenie$¢ zawiesing z przetrwalnikami do butelki (4.2.3) zawierajacej 250 ml sterylnej wody
destylowanej. Zamkna¢ butelke i doktadnie potrzasnaé. Kultury nieprzeznaczone do posiewu
pochodnego nalezy natychmiast umiesci¢ na przechowanie w lodéwce w temperaturze 0—6 °C.

Zawiesina przetrwalnikow na plytce z pozywka agarowsa, inkubowana przez 16—18
godzin w temperaturze 63 = 1 °C, ma liczbe zyjacych kolonii wynoszaca od 5 do 10 milionow
na ml. Zawiesina przetrwalnikéw musi by¢ jednolicie zme¢tniala, a jesli wystepuja w niej klaczki
lub osad, nalezy ja odrzuci¢ i przygotowa¢ z kultury podstawowej (5.4.2) nowg zawiesing.

Przygotowanie probowek/amputek
Stopi¢ pozywke agarows (5.1.2) i ochlodzi¢ do 55 °C.

W probéwee lub butelce dodac jedna cze$¢ Swiezej zawiesiny z przetrwalnikami (5.5.4) do pie-
ciu czgsci pozywki agarowej (5.6.1) i doktadnie wymieszac.

W sterylnej probéwce lub ampulce (4.2.6) umiesci¢ 0,3 ml inokulowanej pozywki (5.6.2), w ilosci
obliczonej na 5 mm warstwe; zamkna¢ zatyczka lub korkiem albo zatopi koncowke. Pozosta-
wi¢ probowki/amputki w polozeniu pionowym do schlodzenia, pozostawi¢ pozywke do zesta-
lenia sig, a nastgpnie zostawi¢ w tym samym poloZzeniu co najmniej na 12 godzin.

Probéwek/ampulek mozna uzywaé w tym samym dniu, ale moga by¢ réwniez przechowywane
przez kilka miesigcy, o ile bezposrednio po przygotowaniu zostana schtodzone i beda przecho-
wywane w temperaturze 0—6 °C.

Procedura

Prébki nalezy badaé mozliwie jak najszybciej, najlepiej w ciagu 24 godzin od pobrania, utrzy-
mujac je w miedzyczasie w temperaturze 0—5 °C. Je$li niemozliwe jest przebadanie
prébek w ciagu 24 godzin, nalezy utrzymywa¢ je w bardzo niskiej temperaturze je gleboko
(— 30 do — 15 °C), aby zminimalizowa¢ inaktywacj¢ penicyliny.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

8.1.

2.1.

Oznaczy¢ kazda probéwkefampulke w sposdb czytelny i trwaly. Usunaé pokrywe lub korek.
Umiesci¢ wymagang ilo§¢ prébek i préb kontrolnych (5.2 i 5.3) do badania w odpowiednim sto-
jaku (4.1.3).

Do kazdej probowki/amputki doda¢ 50 mikrolitrow pozywki wymienionej w 5.1.4.

Wymiesza¢ dokladnie probke mleka i za pomocg strzykawki (4.1.4) przenies¢ 0,1 ml do odpo-
wiednio oznaczonej probowkifamputki. Do przenoszenia poszczegdlnych prébek uzywaé czys-
tej koncowki jednorazowe;j.

Dwukrotnie powt6rzy¢ czynno$¢ opisang w 6.4, przenoszac zamiast probki mleka wzorcowy
roztwor penicyliny zawierajacy 0,004 pg/ml (= 0,0067 IU/ml) penicyliny (5.2.3).

Dwukrotnie powt6rzy¢ czynnosci opisane w 6.4, przenoszac zamiast probki mleka probke kon-
trolng mleka wolnego od substancji hamujacych (5.3).

Zamkna¢ probéwkifamputki i umie$ci¢ je wraz ze stojakiem co najmniej na 2% — 2%
godziny w tazni wodnej o temperaturze 63 + 1 °C (4.1.2).

Wyjac stojak z probéwkamifamputkami z fazni wodnej.

Obserwowac barwe pozywki prébnej (patrz 7).

Interpretacja wynikow

Purpurowe zabarwienie pozywki prébnej w ktorejkolwiek probéweefampulce z probkami mleka
lub prébami kontrolnymi wskazuje na obecno$¢ antybiotykéw lub  sulfonami-
déw w probee w ilosci przyblizonej lub réwnej poziomowi podanemu w tabeli na stronie 60.
Zabarwienie probéwkifampulki z wzorcowym roztworem penicyliy (6.5) pozostaje purpurowy,
by udowodni¢, ze badana pozywka jest wystarczajaco wrazliwa.

Purpurowe zabarwienie jedynie czg$ci pozywki probnej albo nieregularne zabarwienie w ktorej-
kolwiek probéwcefampulce z probka mleka wskazuje na obecno$¢ substancji hamujacych w ilos-
ciach migdzy poziomami podanymi w tabeli na stronie 62.

Zétte zabarwienie pozywki prébnej w ktérejkolwiek prébce mleka lub kontrolnych
probéwek/ampulek wskazuje na nieobecno$¢ substancji hamujacych rozwdj szczepu testowego.

Purpurowe zabarwienie we wszystkich badanych probéwkach/amputkach lacznie z kontrola
negatywna wskazuje na to, ze probéwkifampulki nie zawieraja zywotnych przetrwalnikéw oraz
ze probki nalezy przebadaé ponownie, postugujac si¢ Swiezo przygotowanymi materialami
badawczymi.

Potwierdzenie wynikow

Potwierdzi¢ wszystkie probki za pomoca reakeji opisanych w 7.1 i 7.2, zgodnie z ,Metoda B”.

Jesli konieczne jest przechowanie prébek mleka przed potwierdzeniem, nalezy przechowywac je
gleboko zamrozone, aby unikna¢ degradacji antybiotykow.

B.  Procedura potwierdzajgca obecnos¢ penicylin oraz oznaczanie steZenia

Przedmiot i obszar stosowania
Niniejsza procedura precyzuje badanie potwierdzajace obecno$¢ penicylin lub innych antybio-

tykéw ponad to penicylin oraz procedury oznaczenia st¢zenia penicyliny w probkach mleka
wykazujgcych reakcje pozytywna (A.7.1) lub reakcja watpliwg (A.7.2).

Wrazliwos¢ poszczegdinych antybiotykw w procedurze

patrz A.1.

Definicja

Prébka mleka zawiera antybiotyki tgcznie z sulfonamidami, jesli w opisanej procedurze wykazuje
wokot krazka czysta, co najmniej 2 mm strefe hamowania.
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2.2.

2.3.

4.3.

5.2.

Jesli probka zawierajaca antybiotyki facznie z sulfonamidami (2.1), do ktérej dodano penicyli-
naze (betalaktamaze), nie wykazuje czystej strefy lub wykazuje czysta strefe o mniejszej Srednicy
niz bez dodatku penicylinazy—substancjg hamujgcg jest albo penicylina albo penicyling wraz z innym
antybiotykiem lub sulfonamidem.

Jesli strefa nie ulega dezaktywacji pod wplywem penicylinazy (2.2), substancja hamujaca w probce
mleka nie jest penicylina, ale moze nig by¢ inna pozostatosé (patrz dyrektywa 85/397[EWG zalgcz-
nik A, rozdziat VI, A.1.fi 2b).

Niektore potsyntetyczne penicyliny, np. kloksacylina sodowa, nie sa lub s3 tylko czgsciowo

dezaktywowane przez penicylinaz¢ badZ wykazuja catkowita odporno$¢, dlatego nie sa identy-
fikowane jako penicylina (patrz 7.3).

Zasada

Krazek z bibuly nasaczony badanym mlekiem umieszcza si¢ na powierzchni pozywki agarowej
zaszczepionej Bacillus stearothermophilus var. calidolactis. Inkubacja skutkujaca normalnym rozwo-
jem organizmu powoduje zmegtnienie agaru. Na obecno$¢ w mleku substancji hamujacych roz-
woéj organizmu wskazuje czysta strefa wokol. Rozmiar czystej strefy zalezy, miedzy innymi, od
stezenia i rodzaju substancji hamujacych w mleku.

Przyrzady, szklo laboratoryjne i sprzet

Przyrzgdy

Patrz A.4.1.

Laznia wodna pozwalajgca na pracg¢ w temperaturze 80 °C + 1 °C.

Szklo laboratoryjne

Patrz A.4.2.

Krazki bibulowe, niezawierajace inhibitoréw, $rednica 9—13 mm, umozliwiajace wchlonigcie
okoto 130 mg mleka (najlepiej przechowywane w eksykatorze).

Pozywki, roztwory wzorcowe, roztwor penicylinazy, odczynniki, szczep testowy
Sktadniki pozywek musza nadawac si¢ do celéw bakteriologicznych. Nalezy uzywac wody desty-

lowanej na szkle, demineralizowanej lub o réwnorzednej czystosci. Nie moze ona zawiera sub-
stancji hamujacych rozwdj szczepu testowego.

Pozywki
Pozywka agarowa (A.5.1.1)

Pozywka prébna do wykrywania substancji hamujacych

Sktad

Ekstrakt drozdzowy 2,5¢

Trypton 58

Glukoza lg

Roztwor trimetoprimu lub tetroksoprimu 10 ml

(A.5.1.3)

Agar 10—15 g (w zaleznosci od whasciwosci zeluja-
cych)

Woda 1000 ml

Przygotowanie

Sktadniki state rozpuscié catkowicie w wodzie, przez ogrzewanie i mieszanie, po czym doda¢ roz-
twor trimetoprimu lub tetroksoprimu. Po dodaniu roztworu trimetoprimu lub tetroksoprimu
musi zosta¢ dostosowane pH tak, aby po sterylizacji wynosit 8,0+0,1 w temperaturze 25 °C.
Pozywke sterylizuje si¢ przez 15 minut w temperaturze 121 = 1 °C.

Wzorcowe roztwory penicyliny w mleku
patrz A.5.2.

Do ilo$ciowego oznaczenia substancji hamujacych (8) wykonaé wzorcowe roztwory penicy-
liny w mleku niezawierajacym inhibitoréw (A.5.3), o nastepujacych stezeniach:
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5.3.

5.4.

5.5.

6.1.2.

a) 0,004 pg/ml (0,0067 IU/ml)
b) 0,006 pg/ml (0,01 IU/ml)

) 0,03 pg/ml (0,05 1U/ml)

d) 0,06 pg/ml (0,1 IU/ml)

Roztwdr penicylinazy

Rozpusci¢ dostateczng ilo$¢ penicylinazy (betalaktamazy) w sterylnej wodzie destylowanej, tak
aby otrzymac stezenie 1 000 U/ml. Roztwor ten, najlepiej rozdzielony na male porcje, mozna
przechowywac do czterech tygodni w temperaturze 0—5 °C.

Uwaga

Brak jest jednolitego miedzynarodowego wzorca dla penicylinazy. Do celéw tej procedury przy-
jmuje si¢, ze 10 jednostek penicylinazy iloScig wystarczajaca do inaktywacji bedzie 0,6 pg
(= 1 IU) penicyliny. Przy dostawach penicylinazy o nieznanej mocy bedzie konieczna weryfikacja
tego zalozenia. W przeciwnym razie konieczna jest odpowiednia zmiana stezenia roztworu peni-
cylinazy.

Zamiast roztworu penicylinazy mozna uzywac dostepnych w handlu krazkéw nasgczonych peni-
cylinazg, o ile procedura kontrolna wykaze, Ze zawieraja one odpowiednia ilo$¢ penicylinazy.
Szczep testowy

Patrz A.5.4.

Kultura prébna (zawiesina przetrwalnikow)

Patrz A.5.5.

Przygotowanie plytek do badar
Stopi¢ pozywke probna do wykrywania substancji hamujacych (5.1.2) i schtodzi¢ do 55 °C.

W butelce doda¢ jedng cze$é $wiezej zawiesiny przetrwalnikéw (5.5) do tylu czesci pozywki
probnej do wykrywania substancji hamujacych (5.1.2), aby zapewni¢ odpowiednie zageszczenie
kolonii w zaszczepionej pozywce probnej oraz starannie wymieszac.

Przenie$¢ na uprzednio podgrzang do 55 °C, sterylng plytke Petriego (A.4.2.2) inokulowana
pozywke prébna (5.6.2), tworzac warstwe grubosci od 0,6 do 0,8 mm. Aby uzyska¢ grubosé
0,8 mm w wypadku plytki Petriego o $rednicy wewnetrznej 140 mm, konieczne jest zastosowa-
nie okoto 15 ml pozywki probne;.

Przenie$¢ plytki Petriego na chlodna, plaska powierzchni¢ sprawdzong uprzednio za pomoca
poziomnicy alkoholowej; zdja¢ pokrywy i pozostawi¢ pozywke agarowg do zestalenia si¢. Po
zestaleniu umiesci¢ ponownie nakrywki na plytkach, a nastgpnie odwrécié, aby zminimalizowaé
stezenie na powierzchni pozywki agarowe;.

Przygotowane w ten sposob plytki najlepiej jest zuzy¢ tego samego dnia, mozna jednak je prze-
chowywac przez okres do dwdch tygodni pod warunkiem, ze bezposrednio po przygotowaniu

zostang zapakowane w szczelny worek polietylenowy i trzymane sa w temperaturze 5 °C.

W celu identyfikacji probek nalezy oznaczy¢ spdd plytek prébnych.

Procedura

Przygotowanie probki

Prébki dajace w ,Metodzie A” (A.7.1 i A.7.2) wyniki pozytywne lub watpliwe nalezy ponownie
przebadad, zidentyfikowac i okresli¢ ilosciowo penicyling.

Aby uniknaé wplywu termicznie nietrwatych, niespecyficznych inhibitoréw prébki mleka nalezy
wstepnie ogrzewaé przez 10 minut w temperaturze 80 = 1 °C.

Po dokladnym wymieszaniu przenie$¢ okoto 10 ml ogrzanego mleka prébnego do odpowied-
niej, sterylnej butelki z szerokim otworem. Do mleka doda¢ okoto 0,4 ml roztworu penicylinazy
(5.3) i doktadnie wymieszac.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.2.6.

6.2.7.

6.3.

6.3.2.

7.1.

7.2.

7.3.

8.1.

Wykrywanie inhibitoréw

Postugujgc si¢ czysta, sucha pinceta, zanurzy¢ krazek bibutowy (4.3) w probee mleka (6.1.2). Usu-
ng¢ nadmiar mleka, dotykajgc krazkiem Scianki butelki z probka. Umiesci¢ krazek plasko na
powierzchni plytki prébnej (5.6) i delikatnie docisnaé pinceta.

Krgzki nasaczone mlekiem z réznych prébek musza znajdowac si¢ w odleglosci co najmniej
20 mm od siebie oraz co najmniej 10 mm od krawedzi.

Aby sprawdzi¢ wrazliwo$¢, krazki (4.3) zanurzone we wzorcowym roztworze penicyliny (5.2)
musza one zosta¢ losowo rozmieszczone migdzy krazkami z prébkami mleka w ilosci co naj-
mniej 2 % liczby krazkéw z probkami mleka; przy czym podczas kazdego badania nalezy uzy-
wacé co najmniej pigciu krazkéw wzorcowych.

Po losowym umieszczeniu wszystkich krazkoéw na pozywce agarowej i ich identyfikacji odwrocic
plytki i inkubowad przez od 2% do pigciu godzin w cieplarce w temperaturze 63 + 1 °C.

Po inkubacji ustawi¢ plytki przed odpowiednim Zrédlem $wiatla i badaé na obecno$¢ przezro-
czystych stref hamowania wokét bibutowych krazkow. Dokonaé pomiaru przezroczystych stref.

Strefy wokét krazkow zawierajacych wzorcowy roztwér penicyliny (6.2.3) musza mie¢ co naj-
mniej 2 mm.

Czyste strefy wokol krazkow zawierajacych probki mleka o rozmiarach réwnych lub wigkszych
niz podane w 6.2.6 wskazujg na obecno$¢ substancji hamujacych rozwdj szczepu testowego.

Identyfikacja i oznaczenie ilosciowe substancji hamujgcych

Procedurg 6.2.1 wykonuje si¢ dwukrotnie na ogrzanej probee mleka (6.1.2) oraz na prébee pod-
danej dziataniu penicylinazy (6.1.3). Zamiast dodawania penicylinazy do 10 ml prébki mleka
mozna zanurzy¢ w tej probee przygotowany krazek z penicylinaza (5.3.2), a nastgpnie umie$ci¢
go na plytce.

Procedurg 6.2.1 wykonuje si¢ dwukrotnie dla kazdego wzorcowego roztworu penicyliny wymie-
nionego w 5.2. a)—d).

Nalezy ustali¢ $rednia Srednic¢ czystych stref hamowania dla probki mleka oraz dla kontrolnej
penicylazy, jak réwniez dla wzorcowych roztworéw penicyliny.

Interpretacja wynikéw (patrz 2)

Jesli brak jest czystej strefy wokot krazka zawierajacego kontrolng penicylinaze, ale taka strefa
wystepuje wokoét krazka zawierajacego probke mleka i jest ona réwna lub wigksza od strefy
wokot krazka z wzorcowym roztworem penicyliny (5.2a)), to substancja hamujaca w probee
mleka odpowiada penicylinie benzylowej sodu (potasu) o stezeniu co najmniej 0,004 pg/ml.

Jesli Srednia Srednica czystej strefy wokét krazka zawierajacego penicylinaze jest rowna $redniej
$rednicy tej strefy wokol krazka z probka mleka, to mleko zawiera substancje hamujace, ktérych
nie mozna dezaktywowac za pomoca uzywanych w ramach tej procedury stezen penicylinazy.

Jesli $rednia $rednica czystej strefy wokot krazka zawierajacego penicylinaze jest mniejsza niz
$rednia $rednica tej strefy wokot krazka z probka mleka ogrzang zgodnie z 6.1.2, to prébka
mleka zawiera penicyling wraz z innymi antybiotykami lacznie z sulfonamidami, oprécz peni-
cyliny lub penicyliny pélsyntetycznej, ktorej nie mozna zidentyfikowal za pomocy uzywa-
nego w tej procedurze stezenia penicylinazy. Penicyliny syntetyczne, takie jak kloksacylina
sodowa, mogg nie by¢ dezaktywowane przez penicylinaz¢ w warunkach badania i dlatego moga
by¢ klasyfikowane jako inhibitory inne niz penicylina.

Uwaga

Substancje hamujace inne niz penicylina moga — jesli trzeba — by¢ identyfikowane za pomoca
odpowiednich procedur.

Oznaczanie zawarto$ci penicyliny

Oznaczanie zawarto$ci penicyliny nalezy wykona¢ na podstawie sporzadzonej krzywej wzorco-
wej lub przez obliczenie na podstawie rozmiaréw stref uzyskanych przy wzorcowych roztwo-
rach penicyliny w mleku (5.2.a)—d)).
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8.2.

8.3.

9.1.

9.2.

Sporzgdzanie krzywej wzorcowej

Poniewaz istnieje liniowa korelacja migdzy log10 stezenia penicyliny a $rednicg stref hamowa-
nia, mozna sporzadzic krzywa wzorcows na papierze pétlogarytmicznym, odkladajac logarytmy
stezenia penicyliny na osi rz¢dnych, a $rednice stref hamowania na osi odcigtych. Srednicg strefy
hamowania oblicza si¢ jako $rednig z dwukrotnie przeprowadzonych badan. Dla poszczegdl-
nych stezent nanosi si¢ $rednice stref hamujacych, po czym kresli si¢ krzywa wzorcowa.

Obliczanie

Stezenia penicyliny w probce mleka moze by¢ obliczana na podstawie ich $rednicy stref za
pomocg rownania lub krzywej wzorcowej. Dla doktadnosci szacowania promien stref hamowa-
nia powinien by¢ co najmniej dwa razy, a co najwyzej pigé razy wigkszy od promienia krazkow.

Formulowanie wynikéw

Wyniki wyrazane sg jako zawarto$¢ penicyliny rowna lub wyzsza niz 0,004 pg/ml (lub przez
wskazanie ustalonego stezenia) badz jako zawartos$¢ inhibitoréw innych niz penicylina.

Powtarzalno$¢ (r) i odtwarzalnosé (R)

Odnosne wartosci nie sa dostgpne ani istotne, poniewaz podano wzorzec do celéw poréwny-
wania.
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IX. WYKRYWANIE MIKROORGANIZMOW CHOROBOTWORCZYCH

Zakres i obszar zastosowania

Zgodnie z wymogami dyrektywy 85/397/EWG, zalacznik A, rozdzial VII pkt 2 procedura ta podaje
instrukcje, ktorych nalezy przestrzega¢ podczas badania mleka pasteryzowanego na obecno$é¢ drobno-
ustrojéw chorobotwérczych.

Definicja

Badanie nalezy przeprowadzi¢ pod katem gatunkéw bakterii wystepujacych najczesciej w przypadku cho-
r6b przenoszonych droga pokarmows.

Pasteryzacja jest rodzajem obrdbki, ktéra zabezpiecza mleko przed obecnoscig termicznie nietrwatych
patogendw. Jesli spelnione sg normy ustanowione w zalgczniku A, rozdziat VII pkt 2 dyrektywy dla liczby
kolonii w temperaturze 30 °C i 21 °C, a takze wymogi dotyczace bakterii z grupy coli i aktywnosci fos-
fatazy, specyficzne badanie na obecno$¢ patogenéw jest konieczne jedynie w przypadku, gdy istnieje
podejrzenie, ze wystgpienie zatru¢ pokarmowych ma zwigzek z mlekiem.

Procedura

Procedura i czgstotliwo$¢ badan muszg zostaé przewidziane przez organ krajowy, w taki sposob, aby
umozliwia¢ wystawianie certyfikatow sanitarnych w odniesieniu do mleka poddanego obrébce termicz-
nej, przeznaczonego do handlu wewnatrz Wspdlnoty. W celu wykrywania drobnoustrojow chorobotwor-
czych nalezy stosowaé zatwierdzone kryteria i procedury migdzynarodowe, o ile s3 dostepne.

Sprawozdanie z badania

Wynik badania dla kazdego mikroorganizmu chorobotwodrczego wyrazany jest nastgpujaco:

Liczba na ml mleka badZ ,obecno$¢” lub ,nieobecno$¢” w objetosci mleka pasteryzowanego, wymaganej
przez zastosowang procedure. Sprawozdanie jasno okresla zastosowang procedure.



