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Szanowni Panstwo,

Mam nadzieje, ze artykuty, ktore zamiescilismy w numerze
17 ,Aktualnosci Industry” spetnig Panstwa oczekiwania.

Bardzo prosimy o opinie, ktore bedg dla nas wskaznikiem
co powinnismy zmieni¢ w przysztosci i jakie tematy sa dla
Panstwa wazne.

W tym roku mija 10 lat od wprowadzenia na rynek systemu
Tempo. Firma bioMérieux opracowata zautomatyzowang
metode liczenia wskazni-
kow jakosci czyli ogélnej =
liczby drobnoustrojow, bak- £ =
terii z grupy coli, Enterobac-
teriaceae, Escherichia coli,
Bacillus cereus, gronkow-
cow  koagulazo-dodatnich,
drozdzy i plesni. Wskazniki
jakosci odgrywajg istotng
role przy stosowaniu sys-
temu HACCP oraz zapew-
nieniu handlowej jakosci
produktéw  zywnosci  od
chwili zejscia ich z linii pro-
dukcyjnej zaktadu, az do
uptywu terminu ich przydat-
nosci do spozycia.

W 2015 roku sukcesem jest oficjalne wyrdznienie uzyskane
dla systemu TEMPO, zintegrowane z MLG (oficjalna instruk-
cja USDA) i potwierdzone przez NCIMS (oficjalny organ kon-
troli produktow mlecznych w USA).

System Tempo zyskat uznanie réwniez na naszym rynku.
Obecnie 30 aparatéow Tempo pracuje w laboratoriach bada-
jacych zywnos¢.

W numerze 17 znajda Panstwo rowniez artykuty poswie-
cone normom metodycznym w badaniach mikrobiologicz-
nych probek z faricucha zywnosciowego, kontroli srodowiska
produkcyjnego oraz wiecej informacji na temat enteroto-
ksyny gronkowcowej jako zagrozenia mikrobiologicznego
Zywnosci.

Przedstawiamy Panistwu nowa generacje systemu do monito-
rowania parametréw fizycznych w laboratorium — Labguard 3D.

Dorota Pawluch

(/ E/%Méé

Dyrektor ds. Sprzedazy
Mikrobiologia Przemystowa



10 lat Tempo - zautomatyzowanej
metody liczenia wskaznikow czystosci
mikrobiologicznej produktow

Zywnosciowych

W koncu ubieglego wieku na rynku dostepnych
byto wiele metod do wykrywania patogenéw
(Listeria, Salmonella, ...). Z drugiej strony, do licze-
nia wskaznikow jakosci (Ql) istnialy tylko Zzmudne
metody manualne, ktdre byly powtarzalne i bardzo
czasochionne.

Firma bioMérieux postanowita opracowa¢ zautomatyzo-
wang metode liczenia tych wskaznikow (ogdlnej liczby
drobnoustrojéw, bakterii z grupy coli, drozdzy i plesni, ...).
Temu trudnemu przedsiewzieciu poswiecit sie zespot R&D
bioMérieux Industry.

Po krotkim okresie préb i btedow, nowy zespot zdecydo-
wat sie wykorzysta¢ mocne strony kart VITEK® z jedno-
czesnym dostosowaniem do ograniczen w matrycach
spozywczych.

Po realizacji projektu karty, zostaty opracowane podtoza,
a takze aparaty: czytnik i napetniarka kart. Eksperci i klienci
na calym Swiecie zostali poproszeni o prace nad ergono-
mig TEMPO.

W 2005 roku zostat uruchomiony System TEMPO z 3 pa-
rametrami:

- TVC (ogolna liczba bakterii),

- TC (bakterii grupy coli),

- EC (Escherichia coli)

oraz zestaw TEMPO do kontroli jakosci (karty QC ).

Kolejne, wprowadzone na rynek testy to :

- W 2006 roku, TEMPO EB (Enterobacteriaceae),

- W 2007 roku, TEMPO CC (Bakterie z grupy coli);
TEMPO LAB (bakterie kwasu mlekowego)
i TEMPO STA (Staphylococcus aureus),

- W 2008 roku, TEMPO YM (drozdze i plesnie).
W tym tez roku, TEMPO zostato przyjete jako oficjalna
metoda badan zywnosci podczas Igrzysk Olimpijskich
w Pekinie.

W 2009 roku zainstalowanych byto 300 aparatéw TEMPO.
Od tego czasu, TEMPO umocnito swojg pozycje na Swiecie,
wiaczajac sukces na kongresie w Urugwaju na COLMIC
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(Congresso Latino Americano de Mikrobiologia e Higiene
de Alimentos) w 2009 roku, gdzie uzytkownicy przed-
stawili uczestnikom kongresu gtéwne zalety metody, lub
w Szanghaju, w 2010 roku, podczas wystawy $wiatowe;.

Ze wzgledu na wzrost wielkosci produkgji, zdecydowano,
ze produkgja zliofilizowanych podtozy zostanie przenie-
siona z Craponne do La Balme; po przeprowadzeniu licz-
nych walidagji, projekt ten zostat skutecznie zrealizowany
w 2011 roku.

Zespot TEMPO w 2013 roku przygotowat druga generacje
testu do liczenia ogdlnej liczby drobnoustrojéw TEMPO AC,

ktdry zastapit test TEMPO TVC .Ta zmiana zwiekszyta nasza
sprzedaz, o 5 milionéw kart rocznie.

W 2014 roku do juz szerokiej oferty dodano nowy test
TEMPO BC (Bacillus cereus).

Zachecony sukcesem, zesp&t TEMPO pracuje nad pro-
jektem kolejnego testy zwanego TEMPO EVO. Dzieki
nowej wersji, bedziemy mieli mozliwo$¢ przedstawienia
kart ,combo”, ktéra da 2 wyniki liczenia dwach roznych
gatunkéw bakterii, przy uzyciu tylko jednego odczynnika,
przynoszac istotne korzysci wydajnosci dla naszych
klientow. Co wiecej, mozemy przetestowac wieksze ilo-
$ci prébek, zmniejszajac jednoczesnie minimalny prog
dla liczenia (co umozliwia liczenie bardzo matych ilosci
bakterii). Projekt zostat zaakceptowany przez Nicolas
Cartier i jest obecnie realizowany. Pod koniec 2014
roku przekroczono liczbe 1000 klientow, uzytkownikow
TEMPO!

W 2015 roku sukcesem jest oficjalne wyrdznienie uzys-
kane dla systemu TEMPO, zintegrowane z MLG (oficjalna
instrukcja USDA) i potwierdzone przez NCIMS (oficjalny
organ kontroli produktéw mlecznych w USA).

W tym roku obchodzimy 10-lecie TEMPO bioMérieux.
Uroczystosci zaplanowano najpierw we Florengji, gdzie
produkowane sa aparaty, nastepnie w Marcy, dla kluczo-
wych klientéw oraz w Portland na kongresie IAFR | na koniec,
bedziemy Swietowac w La Balme, w miejscu, w ktérym
sa produkowane odczynniki.

Dzi$ TEMPQO® reprezentuje ponad 1000 klientow, kté-
rzy zuzywaja 7 min kart dla 9 zatwierdzonych przez I1SO
i AOAC parametrow.



Normy metodyczne w badaniach
mikrobiologicznych prébek
Z fancucha zywnosciowego

Krzysztof Kwiatek

Zaklad Higieny Pasz, Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy, Putawy

Obecnie obowigzujace prawo zywnosciowe Unii Europej-
skiej (UE) dotyczy wszystkich ogniw tarcucha zywnoscio-
wego i ma na celu utrzymanie na jak najnizszym poziomie
wystepowania czynnikdw zagrozen, bedacych przedmio-
tem kontroli laboratoryjnej prowadzonej w ramach nad-
zoru producenckiego i urzedowego. Dotyczy to réwniez
czynnikéw zagrozen typu mikrobiologicznego wystepuja-
cych w fancuchu zywnosciowym. W ramach przyjetych
kryteriéw z zakresu bezpieczenstwa dla produktu finalnego
stwierdza sie, ze nie tylko $rodki spozywcze, ale i pasze
nie powinny zawiera¢ mikroorganizmaow, ich toksyn ani
metabolitow w ilosciach stanowiacych zagrozenie dla
zdrowia ludzi i zwierzat. Warunek ten znajduje obecnie
swoje umocowanie prawne dla zywnosci, w uchwalonym,
a nastepnie nowelizowanym Rozporzadzeniu Komisji
(WE) nr2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 r. w spra-
wie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych $rodkow
spozywczych. Wsréd zawartych w tym rozporzadzeniu pa-
rametréw jakosci mikrobiologicznej wyrdzni¢ mozna pa-
rametry stanowiace o bezpieczenstwie zywnosci oraz
kryteria o charakterze jakosciowym i parametrycznym ma-
jace charakter wskaznikow higieny.

W grupie kryteridw mikrobiologicznych stuzacych jako pa-
rametr bezpieczenstwa zywnosci wymienic¢ nalezy: kryte-
rium obecnosci  drobnoustrojéw patogennych dla
cztowieka 1j.: Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Enterobacter sakazaki i E. coli jako wskaznik zanieczysz-
czenia katowego. W grupie tej znalazly sie réwniez toksyny
tj. enterotoksyna gronkowcowa i histamina. W zakresie
kryteriow mikrobiologicznych o charakterze parametrycz-
nym, okreslajacej poziom higieny wyrézni¢ nalezy ogdlna
liczbe bakterii tlenowych, liczbe bakterii z rodziny Entero-
bacteriaceae, pateczke Salmonella, E. coli i koagulazo-do-
datnie szczepy Stahylococcus aureus. W odniesieniu do
pasz istnieje zapis w Rozporzadzeniu Parlamentu Euro-
pejskiego i Rady nr 183/2005 stwierdzajacy, ze podmioty
dziatajace na rynku pasz powinny przestrzegac¢ zgodnosci
ze szczegdlinymi kryteriami mikrobiologicznymi.

W badaniach mikrobiologicznych zywnosci i pasz oraz in-
nych matryc faricucha zywnosciowego coraz wigkszg role
odgrywaja metodyczne normy miedzynarodowe (1SO)
i europejskie (EN), ktore w zdecydowanej wiekszosci sg

przyjmowane w naszym kraju jako normy polskie (PN)
zharmonizowane z tymi normami. W zwiazku z powy-
zszym celowym wydaje sie omowienie zakresu stosowa-
nia aktualnych wydan polskich norm (PN), ktore sa
zalecane do stosowania w badaniach mikrobiologicznych.
Nalezy tez dodac¢, ze w ostatnim okresie przyjety zostat
nowy ogdlny tytut norm ISO opracowywanych w ramach
Podkomitetu SC9 w brzmieniu: ,Mikrobiologia tarcucha
zywnosciowego” (Microbiology of the food chain) w za-
mian za ,Mikrobiologia zywnosci i pasz” (Microbiology of
food and animal feedingstuffs). Podobnie dotyczy to ty-
tutu norm EN opracowanych w ramach CEN/TC 275
+Analiza zZywnosci. Metody horyzontalne”. Oznacza to roz-
szerzenie zakresu badan i stosowania tych dokumentow
o brakujace dotagd matryce oraz ogniwa tancucha zywno-
Sciowego. W zwigzku z tym celem opracowania jest takze
zwrdcenie uwagi na poszerzanie sie zakresu badanych
matryc przy stosowaniu norm metodycznych uzywanych
dotychczas gtéwnie w analizie mikrobiologicznej zywnosci
i pasz.

Normy okreslajace ogdlne zasady badania
mikrobiologicznego

Konieczno$¢ ujednolicenia warunkow laboratoryjnych
majacych istotny wplyw na powtarzalnos¢ wynikow
badan i mozliwie jak najwyzsza ich jakos¢ znalazta od-
zwierciedlenie w znowelizowanej ostatnio miedzynarodo-
wej normie EN-ISO 7218:2007/A1:2013 ,Microbiology
of food and feedingstuffs. General requirements and gui-
dance for microbiological examinations”. Na poziomie kra-
jowym norma ta zostata zharmonizowana i oznaczona
jako PN-EN I1SO 7218:2008/A1:2013-10 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Ogolne wymagania i zasady badan mi-
krobiologicznych”. W nowej normie bardziej szczegétowo
okreslono sposob wykonywania badar mikrobiologicz-
nych zywnosci i pasz, zgodnie z wymaganiami i potrze-
bami systemu zapewnienia wiarygodnosci wynikow




badan. W roku 2014 rozpoczeto w ramach prac PKN ttu-
maczenie tej normy na jezyk polski.
W obrebie grupy polskich norm (PN) zharmonizowanych
z normami ISO/EN, okreslajacych ogdlne zasady i metody
badan mikrobiologicznych nalezy wymieni¢, w pierwsze;
kolejnosci, te dotyczace przygotowania probek zywnosci
do badania w laboratorium. Pierwszg z tej grupy jest
norma PN-EN ISO 6887-1:2000 ,Mikrobiologia zywnosci
i pasz. Przygotowanie probek, zawiesiny wyjsciowej i roz-
cienczen dziesieciokrotnych do badan mikrobiologicz-
nych. Ogdlne zasady przygotowania zawiesiny wyjsciowej
i rozcienczen dziesieciokrotnych”. Okreslony zakres tej
normy wskazuje na ogdlne zastosowanie na etapie przy-
gotowania probek do analiz mikrobiologicznych. Druga
cze$¢ omawianego dokumentu to norma PN-EN I1SO
6887-2:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Przygoto-
wanie probek, zawiesiny wyjsciowej i rozcieficzen dziesie-
ciokrotnych do badan mikrobiologicznych. Czes¢ 2.
Specyficzne zasady przygotowywania migsa i przetwordw
miesnych”. Norma powyzsza ma zastosowanie do bada-
nia $wiezego, surowego i przetworzonego miesa, drobiu
oraz przetworéw drobiowych. Kolejny arkusz normatywny
z tego zakresu to norma PN-EN 1SO 6887-3:2005 ,Mikro-
biologia zywnosci i pasz. Przygotowanie probek, zawiesiny
wyjsciowej i rozcienczen dziesieciokrotnych do badan mi-
krobiologicznych. Czes¢ 3: Specyficzne zasady przygoto-
wywania ryb i przetworéw rybnych”. Opisane tu zostaty
tylko te metody przygotowania prébek, ktére mozna wy-
korzysta¢ gtéwnie przy badaniu wielokierunkowym.
Norma ma zastosowanie do badania surowych, przetwo-
rzonych, gotowanych lub mrozonych ryb, skorupiakéw i
mieczakdw oraz produktdw pochodnych. Czwarty arkusz
to norma PN-EN ISO 6887-4/A1:2011 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Przygotowanie probek, zawiesiny wyjscio-
wej i rozcienczen dziesieciokrotnych do badan mikrobio-
logicznych. Czes¢ 4: Specyficzne zasady przygotowania
produktéw innych niz mleko i przetwory mleczne, mieso
i przetwory miesne oraz ryby i przetwory rybne”. Powyzszy
dokument ma zastosowanie w badaniach takich produk-
tow jak: margaryna, maka, produkty zbozowe, pasze, ma-
kuchy, zelatyna, produkty mleczne, jaja, produkty jajeczne,
produkty fermentowane i produkty piekarnicze. Piaty ar-
kusz to norma PN-EN ISO 6887-5:2010 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Przygotowanie probek, zawiesiny wyjscio-
wej i rozcienczen dziesieciokrotnych do badan mikrobio-
logicznych. Czes¢ 5: Specyficzne zasady przygotowania
mleka i przetworéw mlecznych”. Niniejsza norma ma sze-
rokie zastosowanie w badaniach mikrobiologicznych
mleka i jego przetwordw. Szésty arkusz to norma PN-EN
ISO 6887-6:2013-06 ,Mikrobiologia taricucha zywnoscio-
wego. Przygotowanie probek, zawiesiny wyjsciowej i roz-
ciericzen dziesieciokrotnych
do badan mikrobiologicznych.
Cze$¢ 6: Specyficzne zasady
przygotowywania probek po-
._u:"'" branych na etapie produkgji
pierwotnej”. Prébki do badan
mikrobiologicznych pobrane
ze $rodkow transportowych
i/lub liczenie drobnoustrojow

pochodzacych od Zzywych zwierzat lub z ich Srodowiska
sg w zakresie niniejszej normy, wylaczone sg natomiast
prébki pobierane do oceny jakosci higienicznej migsa. Ni-
niejsza czes$¢ 1ISO 6887, jako przyktad poszerzania sie za-
kresu badanych matryc, ma zastosowanie —w
przedmiotowej analizie laboratoryjnej probek pobranych z
narzedzi, gospodarstwa rolnego, ze $rodkéw transportu
zwierzat lub z tusz zwierzecych w ubojniach, jako wskaznik
stanu mikrobiologicznego.

Mikrobiologiczne normy metodyczne o charakterze
horyzontalnym

Prowadzone od szeregu lat prace normalizacyjne na po-
ziomie zaréwno europejskim jak i miedzynarodowym
maja réwniez na celu ujednolicanie norm metodycznych
dotyczacych wykrywania drobnoustrojéw patogennych,
ktére w swoim zakresie rozciagaja sie na caty fancuch zyw-
nosciowy. Czotowym zagadnieniem w tym obszarze jest
metodyka wykrywania pateczki Salmonella. Obecnie do
wykrywania tego patogenu stosuje sie powszechnie me-
tode opisang w normie PN-EN ISO 6579:2003 ,Mikro-
biologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
Salmonella spp.". Norma ta podaje metode wykrywania
pateczek Salmonella, tacznie z Salmonella Typhi i Salmo-
nella Paratyphi. Omawiana norma ma zastosowanie do
produktéw przeznaczonych do spozycia przez ludzi i pasz
dla zwierzat oraz probek srodowiskowych z obszaréw pro-
dukcji zZywnosci i obrotu zywnoscia. Metoda ta jednak nie
zapewnia wykrycia wszystkich szczepéw Salmonella Typhi
i Paratyphi. Z uwagi na zagrozenie 0séb wykonujacych ba-
dania waznym jest, aby wykrywanie Salmonella byto pro-
wadzone jedynie przez wiasciwie wyposazone laboratoria,
pod kierunkiem wykwalifikowanych mikrobiologéw i przy
zachowaniu odpowiedniej ostroznosci w czasie prowa-
dzenia badan. W 2007 roku opublikowano zatacznik norma-
tywny ,D" do normy 1SO 6579:2002/Amd. 1:2007, ktéry
zostat oznaczony jako PN EN-ISO 6579:2003/A1:2007
Wykrywanie Salmonella spp. w kale zwierzat i probkach
Srodowiskowych z etapu produkcji pierwotnej”. Procedura
tu opisana ma zastosowanie do wykrywania Salmonella
spp. w kale zwierzat (drobiu) i probkach pobranych na
poziomie produkgji pierwotnej. Warto doda¢, ze od kilku
juz lat trwa proces nowelizacji tej normy z podziatem na
3 arkusze metodyczne poswiecone wykrywaniu, oznacza-
niu liczby i serotypizacji Salmonella.

Kolejnym waznym, problemem badawczym w badaniu
matrycy zywnosciowej, paszowej oraz probek srodowisko-
wych jest wykrywanie i oznaczanie liczby Listeria mono-
cytogenes. Aktualnie w laboratoriach do wykrywania
Listeria monocytogenes stosuje sie norme PN-EN 1SO
11290-1:1999/A1:2005

.Mikrobiologia zywnosci i pasz.

Horyzontalna metoda wykry-

wania obecnosci i oznaczania

liczby Listeria monocytogenes.

Metoda wykrywania obecno-

$ci”. Nowelizacja metody z

2005 roku wprowadzita mo-

dyfikacje pozywki do izolagji



tego patogenu i testu na hemolizg, facznie z precyzjg wy-
nikow. Do oznaczania liczby bakterii z tego gatunku sto-
suje sie obecnie druga cze$¢ normy PN-EN
11290-2:2000/A1:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Horyzontalna metoda wykrywania obecnosci i oznaczania
liczby Listeria monocytogenes. Metoda oznaczania liczby”.
Uwzgledniajac ograniczenia omoéwione we wprowadze-
niu, norma ma zastosowanie do badania wszystkich ro-
dzajow zywnosci i pasz oraz probek srodowiskowych, a
prég wykrywalnosci metody wynosi 10 lub 100 jtk, od-
powiednio: w 1 ml lub 1 g probki.
Waznym problemem w badaniu zywnosci jest réwniez
wykrywanie i oznaczanie liczby gronkowca ztocistego -
Staphylococcus aureus. Obecnie w badaniach mikrobio-
logicznych zywnosci i pasz stosowana jest norma PN-EN
ISO 6888-1:2001/A1:2004 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Horyzontalna metoda oznaczania liczby gronkowcdw koa-
gulazo-dodatnich (Staphylococcus aureus i innych gatun-
kow). Cze$¢ 1. Metoda z zastosowaniem pozywki
agarowej Baird-Parkera”. Do oznaczania liczby Staphylo-
coccus aureus mozna rowniez stosowac¢ norme PN-EN
ISO 6888-2:2001/A1:2004 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Horyzontalna metoda oznaczania liczby gronkowcdw koa-
gulazo-dodatnich (Staphylococcus aureus i innych gatun-
kow). Cze$¢ 2. Metoda z zastosowaniem pozywki
agarowej z plazma krdlicza i fibrynogenem”. Dla probek,
w ktorych spodziewany jest niski poziom kontaminacji
przez gronkowce chorobotworcze, zalecana jest norma
PN-EN I1SO 6888-3:2004/AC:2005 ,Mikrobiologia zyw-
nosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby gron-
kowcoéw koagulazo-dodatnich. Cze$¢ 3. Wykrywanie
obecnosci i oznaczanie matych liczb metodg NPL". Metoda
ta ma zastosowanie w badaniach prébek produktow zyw-
nosciowych, prébek pobranych ze Srodowiska zaktaddw
produkujacych zywnos¢ i zajmujacych sie obrotem zyw-
noscia.
Do oznaczania liczby Bacillus cereus w zywnosci i paszach
dedykowana jest norma PN-EN ISO 7932:2005 ,Mikro-
biologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania
liczby przypuszczalnych Bacillus cereus. Metoda liczenia
kolonii w temperaturze 30°C", w ktdrej stosowane jest
podtoze MYP
Badania ukierunkowane na wykrywanie i oznaczanie
liczby bakterii z rodziny Enterobacteriaceae sa stosowane
do oceny stanu sanitarno-higienicznego oraz stopnia za-
nieczyszczenia katowego badanej matrycy. Do badan w
tym zakresie ma obecnie zastosowanie norma PN-ISO
21528-1:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzon-
talna metoda wykrywania i oznaczania liczby Enterobac-
teriaceae. Cze$¢ 1. Wykrywanie i oznaczanie liczby metoda
NPL z przednamnazaniem”. Zawarta w normie procedura
postepowania badawczego
ma zastosowanie do produk-
tow spozywczych i pasz oraz
: probek $rodowiskowych po-
branych z obszaru produkgji
i obrotu zywnoscia. Oznacza-
nie stopnia zanieczyszczenia
wykonywane jest metoda
NPL po inkubacji ptynnej po-

zywki w temperaturze 30°C lub 37°C. Metoda powinna
by¢ stosowana w przypadku, gdy poszukiwane drobnou-
stroje wymagajg ozywienia poprzez przednamnazanie
oraz gdy szacowana liczba drobnoustrojéw miesci sie w
zakresie od 1 do 100 jtk/gram (ml) badanej prébki. Ogra-
niczenie zastosowania niniejszej czesci normy wynika z
faktu duzego zakresu rozrzutu wynikdw otrzymywanych
opisang metoda. Drugi arkusz tego dokumentu to norma
PN-ISO 21528-2:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania liczby En-
terobacteriaceae. Cze$¢ 2. Metoda plytkowa”. W niniej-
szym arkuszu normy opisano metode oznaczania liczby
Enterobacteriaceae bez etapu przednamnazania. Ma ona
zastosowanie w badaniu produktéw spozywczych i pasz
oraz probek srodowiskowych z obszaru produkgji i obrotu
zywnoscia. Warto dodac, ze trwaja prace nad nowelizacja
norm dotyczacych Enterobacteriaceae, ktdre wprowadza
m.in. podtoze Glucose OF Medium stuzace do badan po-
twierdzajacych.

W dniu 9 wrzesnia 2004 r. Komisja Naukowa do spraw
Zagrozen Biologicznych (Komisja BIOHAZ) Europejskiego
Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) wydata opi-
nie na temat czynnikéw zagrozen typu mikrobiologicznego
wystepujacych w odzywkach dla niemowlat i preparatach
pochodnych. W opinii stwierdzono, ze mikroorganizmami
wymagajacymi najwiekszej uwagi w przypadku odzywek
dla niemowlat, preparatow specjalnego przeznaczenia
medycznego oraz preparatdw pochodnych sa Salmonella
spp. | Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazaki).
Obecnos¢ tych czynnikow chorobotworczych stanowi
znaczne ryzyko, jesli warunki po przygotowaniu odzywki
do spozycia umozliwiaja ich namnazanie. Jako wskaZznik
do oceny poziomu ryzyka moga by¢ wykorzystywane
czesciej wystepujace w tych produktach drobnoustroje
z rodziny Enterobacteriaceae. Ponadto, EFSA zalecita mo-
nitorowanie i badanie obecnosci Enterobacteriaceae za-
réwno w $rodowisku produkcyjnym jak i w gotowym
produkcie. Poniewaz w rodzinie Enterobacteriaceae,
oprécz gatunkéw chorobotworczych, wystepuja gatunki
saprofityczne czesto obecne w Srodowisku produkcji zyw-
nosci i nie stanowigce zagrozenia dla zdrowia, rodzina
Enterobacteriaceae moze by¢ wykorzystywana do ruty-
nowych badan, a w razie wykrycia ich obecnosci mozna
rozpoczac¢ badania w kierunku wykrywania obecnosci wy-
branych patogendw, w tym Cronobacter sakazakii. W chwili
obecnej do wykrywania obecnosci tego zarazka propo-
nuje sie norme PKN/ISO/TS 22964:2008 ,Mleko i prze-
twory mleczne. Wykrywanie Enterobacter sakazaki”.

W zakresie wykrywania i oznaczania liczby E. coli jako
drobnoustroju wskaznikowego poziomu higieny w pro-
dukgji zywnosci moze by¢ stosowana norma PN-ISO
7251:2006 ,Mikrobiologia zywno-
Sci i pasz. Horyzontalna metoda
wykrywania obecnosci i oznaczania
liczby przypuszczalnych Escheri-
chia coli. Metoda najbardziej praw-
dopodobnej liczby”. W niniejsze;
normie oznaczanie liczby wykony-
wane jest z zastosowaniem inkuba-
qji ptynnej pozywki w temperaturze




35°C lub 37°C. Kolejng norma metodyczna w tym zakre-
sie jest PN-ISO 16649-1:2004 ,Mikrobiologia zywnosci i
pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby beta-gluko-
ronidazo-dodatnich Escherichia coli. Cze$¢ 1. Metoda ptyt-
kowa w temperaturze 44°C z zastosowaniem membran
i 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-R-D-glukoronidu”. W opisa-
nej metodyce stosuje sie pozywke stata zawierajaca sktad-
nik chromogenny w celu wykrycia beta-glukoronidazy oraz
specjalne membrany. Drugi arkusz tej normy to PN-ISO
16649-2:2004 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzon-
talna metoda oznaczania liczby beta-glukuronidazo-dodat-
nich Escherichia coli. Cze$¢ 2. Metoda ptytkowa w
temperaturze 44°C z zastosowaniem 5-bromo-4-chloro-
3-indolilo-B-D-glukuronidu”. Do wykrywania patogennych
szczepow E. coli ma réwniez zastosowanie norma PN-EN
ISO 16654:2002 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Hory-
zontalna metoda wykrywania Escherichia coli 0157". Opi-
sana w normie metoda badania ma zastosowanie przede
wszystkim w badaniu zywnosci.

Kolejna grupa drobnoustrojéw wazng z punktu widzenia
oceny stanu higienicznego w produkgji zywnosci i pasz sa
pateczki z grupy coli. Warto doda¢, ze ten rodzaj badan
byt w przesztosci dosy¢ powszechnie prowadzony w pro-
dukgji i obrocie zywnoscia. Aktualnie do wykrywania i ozna-
czania liczby bakterii z grupy coli moga by¢ wykorzystywane
dwie normy polskie zharmonizowane z normami ISO.
Pierwsza z nich to PN-ISO 4831:2007 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Ogolne zasady oznaczania liczby bakterii
z grupy coli. Metoda najbardziej prawdopodobnej liczby".
W niniejszej normie okreslono horyzontalng metode
oznaczania liczby bakterii z grupy coli technika najbardzie;
prawdopodobnej liczby po inkubacji ptynnej pozywki w
temperaturze 37°C. Niniejsza norma ma zastosowanie do
badania produktéw przeznaczonych do spozycia przez
ludzi lub zwierzeta. Druga z nich to norma PN-ISO
4832:2007 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna
metoda oznaczania liczby bakterii z grupy coli. Metoda
plytkowa". Norma opisuje metode oznaczania liczby bak-
terii z grupy coli poprzez liczenie kolonii wyrostych na sta-
tych pozywkach po inkubacji w warunkach tlenowych.
Norma moze by¢ stosowana do badania produktdw prze-
znaczonych do spozycia przez ludzi i zwierzeta.

Stale rosnaca liczba przypadkéw kampylobakteriozy ludzi
wigze sie z licznymi badaniami nad bakteriami z rodzaju
Campylobacter. Stuza do tego obecnie dwie normy, a mia-
nowicie: PN-EN 1SO 10272-1:2007 (AP1:2008) ,Mikro-
biologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
obecnosci i oznaczania liczby Campylobacter spp. Czes¢
1: Metoda wykrywania” oraz PKN-ISO/TS 10272-2:2008
,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wy-
krywania obecnosci i oznaczania liczby Campylobacter
spp. Czes$c 2: Metoda liczenia
kolonii”.

Wazng grupe drobnoustrojow
w higienie zywnosci i pasz
stanowig tzw. beztlenowe la-
seczki przetrwalnikujace ro-
dzaju Clostridium. W obrebie
tego rodzaju znajduje sie ga-
tunek Clostridium botulinum
odpowiedzialny za produkcje

toksyn botulinowych oraz Clostridium perfringens wazny
z punktu widzenia toksoinfekgji zwierzat i zatru¢ pokarmo-
wych cztowieka. Do norm metodycznych stosowanych w
tym obszarze naleza dwie normy, a mianowicie: PN-ISO
15213:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzon-
talna metoda oznaczania liczby bakterii redukujacych siar-
czany (IV) rosnacych w warunkach beztlenowych” i
PN-EN ISO 7937:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Horyzontalna metoda oznaczania liczby Clostridium per-
fringens. Metoda ptytkowa". Obydwie normy maja zasto-
sowanie do badania produktéw spozywczych i pasz oraz
probek srodowiskowych w obszarze produkgji i obrotu
Zywnoscia.

Do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow zaleca sie
obecnie nowa norme dwuarkuszowa. Pierwszy arkusz to
norma PN-EN ISO 4833-1:2013-12 ,Mikrobiologia fan-
cucha zywnosciowego. Horyzontalna metoda oznaczania
liczby drobnoustrojow. Czes¢ 1. Oznaczanie liczby metoda
posiewu zalewowego w temperaturze 30°C" jest stoso-
wany gdy w badanej probce spodziewana jest niska liczba
drobnoustrojéw lub sa obecne drobnoustroje rosnace za-
lewowo, co moze utrudniac liczenie wyrostych kolonii.
Drugi arkusz to norma PN-EN ISO 4833-2:2013-12
,Mikrobiologia taricucha zywnosciowego. Horyzontalna
metoda oznaczania liczby drobnoustrojéw. Czes¢ 2. Ozna-
czanie liczby metodg posiewu powierzchniowego w tem-
peraturze 30°C", ktéra jest przeznaczona do badania
probek zawierajacych obligatoryjne tlenowce lub liczna
populacje drobnoustrojow wrazliwych na podwyzszong
temperature pozywki agarowej. Ponadto ma zastosowanie
do badania produktéw, ktérych czastki lub zabarwienie
moga utrudniac liczenie kolonii, a takze w sytuacji gdy po-
trzebne jest réznicowanie kolonii dla oceny jakosci pro-
duktu. Normy maja zastosowanie do wszystkich matryc
faricucha zywnosciowego.

Od 2009 roku obowiazuje w Polsce dwuczesciowa
norma metodyczna do oznaczania grzybéw w zywnosci
i paszach tj. PN-ISO 21527-1:2009 ,Mikrobiologia zyw-
nosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby droz-
dzy i plesni. Czes¢ I: Metoda liczenia kolonii w produktach
o aktywnosci wody wyzszej niz 0,95" i PN-ISO 21527-
2:2009 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna me-
toda oznaczania liczby drozdzy i plesni. Czes¢ 2: Metoda
liczenia kolonii w produktach o aktywnosci wody nizszej
lub réwnej 0,95". Nalezy wskaza¢, ze aktywnos¢ wody
(aw) w produkcie spozywczym jest definiowana jako ilos¢
wody dostepnej dla drobnoustrojow. Wartos¢ te przyjeto
w celu dokfadniejszego okreslenia zapotrzebowania okre-
$lonych mikrorganizméw na wode. Czysta chemicznie
woda posiada aw = 1. Wraz z wzrostem stezenia zwiazkdw
rozpuszczalnych aktywnos¢ wody spada ponizej wartosci 1.
Wiekszos¢  drobnoustrojow
moze rosna¢ w Srodowiskach,
ktérych aktywnos¢ wody wy-
nosi powyzej 0,95, jednak
wzrost niektérych z nich
stwierdza sie w $rodowis-
kach o aktywnosci wody wy-
noszacej nawet 0,6.
Elementem réznicujgcym oba
arkusze normy jest stosowana

—




pozywka. Wybér metodyki badawczej moze tu budzi¢
pewne watpliwosci, wynikajace z nieznajomosci badz réz-
nic w aw réznego rodzaju matryc badawczych trafiajacych
do laboratorium. Utatwieniem w wyborze metodyki jest
Zatacznik A zawarty w drugiej czesci normy, uzupe’rniony
przez autordw artykutu o wartosci aw najczesciej badanych
pasz (tabela 1). Pomiary aw pasz wykonano urzadzeniem
Aqualab (Decagon Devices, USA). W zaleznosci od stop-
nia wysuszenia materiatéw paszowych i warunkdw prze-
chowywania a« moze sie wahac¢ w dos¢ szerokim zakresie.
Przyktadem moga tu by¢ chociazby nasiona kukurydzy,
ktdrych aw miesci sie w zakresie od 0,5 do 0,8.
Zastosowanie drugiego arkusza normy do badania pasz
wyraznie ogranicza zawarty w niej zapis brzmigcy naste-
pujaco: ,Ninigjsza czes¢ ISO 21527 nie ma zastosowa-
nia do produktéw w proszku o aktywnosci wody nizszej
lub réwnej 0,60 (zboza w proszku, produkty oleiste,
przyprawy, rosliny straczkowe, nasiona, napoje w proszku
instant, produkty w proszku dla zwierzgt domowych
itp.)". W tej sytuacji metodg oznaczania liczby grzybéw
w paszach pozostaje metoda opisana w normie PN-R-
64791:1994 ,Pasze. Wymagania i badania mikrobiolo-
giczne", gdzie stosowane jest podtoze DRBC. Warto tez
zaznaczy¢, ze wspomniana powyzej norma PN-R-
64791:1994 jest nadal stosowana do badania mikro-
biologicznego pasz, gdzie poza oznaczaniem liczby
grzybow, stosuje sig ja jeszcze do oznaczania liczby bak-
terii tlenowych mezofilnych i wykrywania beztlenowych
laseczek przetrwalnikujacych.
Do oznaczania liczby drobnoustrojéw psychrotrofowych
zaleca sie obecnie norme PN-ISO 17410:2004 ,Mikro-
biologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda oznacza-
nia liczby drobnoustrojéw psychrotrofowych”. Inkubacja
posiewow w tej metodzie prowadzona jest w tempera-
turze 6,5°C.
W ocenie jakosci pasz coraz czesciej jest oznaczana liczba
bakterii probiotycznych, zaréwno w gotowych mieszan-
kach paszowych jak i dodatkach paszowych zootechnicz-
nych, definiowanych jako stabilizatory flory jelitowej. Do
tego celu laboratorium ma do dyspozycji nastepujace me-
tody normy metodyczne w randze PN, ktére sq zharmo-
nizowane z normami europejskimi (EN):
* PN-EN 15789:2009 ,Pasze. Wykrywanie i oznaczanie
liczby szczepdw drozdzy probiotycznych”.
* PN-EN 15788:2009 ,Pasze. Wykrywanie i oznaczanie
liczby Enterococcus (E. faecium) spp.”
PN-EN 15784:2009E ,Pasze. Wykrywanie i oznaczanie
liczby przypuszczalnych Bacillus spp.”
* PN-EN 15785:2009E ,Pasze. Wykrywanie i oznaczanie
liczby Bifidobacterium spp.”
PN-EN 15786:2009E ,Pasze. Wykrywanie i oznaczanie
liczby Pediococcus spp.”
= PN-EN 15787:2009E
,Pasze. Wykrywanie i ozna-
czanie liczby Lactobacillus

n

SPp.

Do oznaczania liczby Lacto-
bacillus spp. w zywnosci i pa-
szach oraz innych matrycach
fancucha zywnosciowego ma

zastosowanie norma PN-ISO 15214:2002 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby
mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej. Metoda pfyt-
kowa w temperaturze 30°C". W metodzie tej liczba zy-
wych mezofilnych bakterii  kwasu mlekowego w
analizowanej matrycy badana jest na statej pozywce MRS
inkubowanej w temperaturze 30°C przez 72h.

Do kontroli czystosci srodowiska zaktadéw produkujacych
zywnos¢ i pasze przeznaczona jest norma PN-ISO
18593:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzon-
talne metody pobierania probek z powierzchni z uzyciem
plytek kontaktowych i wymazéw". W normie tej pod po-
jeciem ,$rodowisko” rozumie sie wszystko, co ma kontakt
z produktem zywnosciowym czy pasza i moze by¢ 7réd-
tem jego pierwotnego i/lub wtdrnego zanieczyszczenia
(np. materialy, pomieszczenia, personel).

W badaniu parametrow higieny tusz zwierzat rzeznych
w przemysle migsnym stosowana jest norma PN SO
17604:2005 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz. Pobieranie
probek z tusz do badan mikrobiologicznych”. W doku-
mencie tym opisano metody prébobrania w celu wykrycia
i oznaczenia liczby mikroorganizméw na powierzchni tusz
zwierzat rzeznych bezposrednio po uboju. W wyniku kil-
kuletnich prac zostata opracowana znowelizowana wersja
tej normy, ktdra jest obecnie w dalszym ciggu procedo-
wana i bedzie zatwierdzona przez ISO do stosowania
w 2015 roku.

Wyrazem dazenia do dalszej optymalizacji wytwarzania
i harmonizacji metod kontroli jakosci stosowanych pozy-
wek jest ostatnio opracowana i zatwierdzona norma ISO
11133:2013 ,Microbiology of food, animal feed and
water — Preparation, production, storage and performance
testing of culture media. (Mikrobiologia zywnosci, pasz
i wody. Przygotowywanie, wytwarzanie, przechowywanie
i kontrola jakosci pozywek). Norma ISO 11133 zawiera
0gdIna terminologie odnoszaca sie kontroli pozywek sto-
sowanych w badaniach mikrobiologicznych zywnosci,
pasz oraz wszystkich rodzajow wody. Ponadto podaje w
sposob kompleksowy wytyczne systemu kontroli jakosci
i wymagan w procesie przygotowywania oraz stosowania
pozywek w badaniach laboratoryjnych w zakresie okreslo-
nym w autorskim opracowaniul.

W laboratorium kwestie przygotowania prébek do badan
reguluje m.in. norma PN - ISO 6498:2012 ,Pasze. Wska-
zo6wki do przygotowania probek do badan”. W niniejsze;
normie polskiej zharmonizowanej z norma miedzynaro-
dowg podano metody przygotowania prébek do badan
z probek laboratoryjnych pasz, w tym karmy dla zwierzat
domowych.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie grupy, rodzaje
i gatunki drobnoustrojéw chorobotwoérczych i wskazniko-
wych mogg by¢ wykrywane i/lub oznaczane w zywnosci,
paszach i innych matrycach faricucha zywnosciowego przy
zastosowaniu polskich norm (PN), ktore sq na ogét zhar-
monizowane z normami europejskimi (EN)) i/lub normami
miedzynarodowymi (1SO). Jednoczesnie wystepuje silna
tendencja do dalszej miedzynarodowej harmonizadji i po-
szerzania zakresu stosowania norm z zakresu mikrobiolo-
gii tancucha zywnosciowego.

Pismiennictwo u Autora



Tab. 1. Aktywnos¢ wody w zaleznosci od rodzaju matrycy.

aktywnosc rodzaj matrycy
wody
Zywnos¢ pasze
> 095 owoce konserwowe, warzywa konserwowe, -
> 0,95 Swieze owoce, owoce konserwowe, warzywa, mieso, kietbasy mleko dla zwierzat towarzyszacych,
gotowane, ryby, mleko, pieczywo, zywno$¢ zawierajaca do 4% kiszonka z kukurydzy
sacharozy lub 7% Nadl,
> 0,91 sery twarde (Cheddar, Szwajcarski), wedzone mieso, wedliny (szynka), sianokiszonka
niektdre koncentraty sokow owocowych zawierajace 55% sacharozy
Jub 1206 Nadl,
> 0,87 kietbasy fermentowane (salami), sery suszone, margaryna, ciasta kiszonka z lucerny
biszkoptowe, zywnos¢ zawierajaca 65% sacharozy lub 15% NaCl,
> 0,80 wiekszos¢ koncentratow sokéw owocowych, syropy: czekoladowy, nasiona kukurydzy
owocowy, klonowy,
ciasta o duzej zawartosci cukru, ciasta owocowe, mleko zageszczone,
maka, ryz, szynka wiejska, rosliny straczkowe o zawartosci wody
od 15% do 17%,
> 0,75 dzemy, marmolady, owoce lukrowane, owoce kandyzowane, marcepan, nasiona kukurydzy
ptasie mleczko, miekkie cukierki, ciasta,
> 0,65 patki owsiane o zawartosci wody 10%, galaretki, melasa, orzechy, nasiona soi, sruta sojowa, nasiona kukurydzy,
suszone owoce, miekkie cukierki (np. krowki), mieszanki paszowe dla zwierzat domowych,
nierafinowany cukier trzcinowy, sucha karma dla zwierzat towarzyszacych
> 0,60 suszone owoce o zawartosci wody od 15% do 20%, karmel, toffi, miod, sucha karma dla zwierzat towarzyszacych,
batony zbozowe, zZywnosc¢ granulowana, zboza i produkty zbozowe, nasiona soi,
$ruta sojowa, sruta kukurydziana
koncentraty dla zwierzat domowych
> 0,50 makarony, spaghetti o wilgotnosci 15% - 20%, przyprawy o zawartosci nasiona kukurydzy, karma dla ryb,
wody 10%, ziofa, koncentraty dla zwierzat domowych
> 0,40 proszek jajeczny o zawartosci wody 5%, nugaty, karma dla ryb
> 0,30 ciastka, krakersy, suchary i pieczywo chrupkie o zawartosci wody maczka z krwi drobiowej, maczka drobiowa,
od 3% do 5%, podstawa soséw w proszku, maczka z pidr, suszona plazma z krwi
> 0,20 - suszona hemoglobina, maczka drobiowa,
maczka z pior
> 0,10 - maczka z krwi drobiowe]
> 0,03 mleko petne w proszku o zawartosci wody od 2% do 3%, preparaty mlekozastepcze

zupy w proszku, kawa instant,suszone owoce o wilgotnosci 5%,
ptatki kukurydziane o wilgotnosci 5%,

ﬁ'_ %4.;
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Aktualne zagrozenia mikrobiologiczne

W Zywnosci
gronkowcowe

Jolanta G. Rola

W styczniu 2015 . Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (EFSA), wspdlnie z Europejskim Centrum Zwal-
czania i Zapobiegania Choréb (ECDC), opublikowat kolejny
raport dotyczacy wystepowania choréb odzwierzecych
(zoonoz) oraz ich czynnikéw etiologicznych, zaréwno u ludzi
jak i u zwierzat, a takze w zywnosci, obejmujacy dane za
2013 r. Dane zoonotyczne zawarte w raporcie pochodza
z 28 krajow cztonkowskich UE oraz 4 krajéw spoza UE.
Obejmuje on 13 czynnikéw i choréb zoonotycznych w
tym Salmonella, Listeria monocytogenes, werotoksyczne
E. coli czy Campylobacter. Zebrano réwniez informacje
dotyczace innych szkodliwych czynnikéw w zywnosci takich
jak koagulazo-dodatnie gronkowce i enterotoksyny gron-
kowcowe, a takze odnotowanych epidemii pokarmowych.
Na podstawie prezentowanych w raporcie EFSA danych,
zatrucia pokarmowe wywotane przez toksyny bakteryjne
znajduja sie na trzecim miejscu po zachorowaniach wy-
wotanych przez bakterie z rodzaju Salmonella spp.
(22,5% wszystkich epidemii) i wirusy (18,19%). W ostat-
nich 6 latach zaobserwowano wyrazny wzrost ich liczby
z 525 do 834 ognisk choroby (59,8%). Ten sam raport
stwierdza, ze w 2013 r. niemal potowe (46,3%) zatru¢ po-
karmowych wywotanych przez toksyny bakteryjne (Bacillus,
Clostridium, Staphylococcus), spowodowanych byto przez
enterotoksyny gronkowcowe, co stanowi 7,4% wszystkich
raportowanych epidemii pokarmowych. Wskaznik zapa-
dalnosci wyniost 0,13 na 100 000 oséb. Hospitalizacji
wymagato 6,6% oséb wykazujacych objawy gronkowco-
wego zatrucia pokarmowego, natomiast nie odnotowano
przypadkow $miertelnych. Najwyzszy odsetek zatruc¢ po-
karmowych na tym tle, wywotany byt spozyciem zanie-
czyszczonej toksynami zywnosci mieszanej. Kolejnymi
kategoriami zywnosci powodujacymi zatrucia pokarmowe
na tym tle byly warzywa i soki oraz produkty je zawiera-
jace, a nastepnie migso wieprzowe i produkty z takim
miesem (Tabela 1).

Gronkowcowe zatrucia pokarmowe (staphylococcal food
poisoning — SFP) charakteryzuja sie krotkim okresem in-
kubacji (do 8 godzin) oraz gwattownym przebiegiem. Do
gtéwnych objawdw zalicza sie nudnosci, wymioty i béle
brzucha. Objawy zwykle ustepuja samoistnie po 24-48
godzinach. Powikfania, rzadko wystepujace, odnotowuje
sie gtéwnie u 0sdb starszych i dzieci.

Dotychczas opisano 23 enterotoksyny gronkowcowe. Ente-
rotoksyny zdolne do wywotania wymiotéw okresla sie jako
wiasciwe (staphylococal enterotoxin — SEs) w odréznieniu

enterotoksyny

od tych nie posiadajgcych witasciwosci wymiotnych lub
0 nie potwierdzonych jeszcze wiadciwosciach. Piec¢ naj-
wczesniej odkrytych enterotoksyn gronkowcowych (SEA
— SEE) okreslanych jest mianem klasycznych. Enteroto-
ksyny gronkowcowe wykazuja znaczng termostabilno$¢,
zachowujac aktywnos¢ biologiczna nawet po przeprowa-
dzeniu procesu pasteryzadj, ktory niszczy gronkowce znaj-
dujace sie w zywnosci. Charakteryzuja sie tez duza
opornoscia na enzymy proteolityczne dzieki czemu nie
traca aktywnosci w uktadzie pokarmowym. Parametry fi-
zykochemiczne wptywajace na wzrost Staphylococcus au-
reus i produkcje enterotoksyn przedstawiono w tabeli 2.
Intoksykacje w przebiegu gronkowcowego zatrucia pokar-
mowego U ludzi wywotuja przede wszystkim enteroto-
ksyny A i D oraz w mniejszym zakresie B i C. Odnotowano,
7e szczepy S. aureus izolowane z mleka i seréw w Szwajcarii
i Whoszech posiadaty gtéwnie geny sed i sea odpowie-
dzialne za produkgcje enterotoksyn SED i SEA w odrdznie-
niu od doniesien z Japonii, Austrii, Francji i Turcji, gdzie
przewazaty izolaty z genem sec kodujacym toksyne SEC.
W Polsce od 14,3% do 26,3% szczepéw S. aureus izo-
lowanych z przypadkoéw mastitis u bydfa wytwarzato en-
terotoksyne SEC, 10,8% — 71,4% enterotoksyne SEA,
4,8% — 14,3% SED i 1,2%, SEB. W przypadku izolatéw
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z mleka surowego krowiego najczesciej identyfikowano
geny enterotoksyn SEC i SEA, odpowiednio 45% i 309%.
Z drugiej strony, w innych badaniach dotyczacych produkgji
seréw z mleka surowego w Polsce potwierdzano u wyizo-
lowanych koagulazo-dodatnich gronkowcdw wystepowanie
gtéwnie genu enterotoksyny SED (60,7%).

Zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 2073/2005
(z péin. zm.) wskazaniem do badania produktow na
obecnos¢ enterotoksyn gronkowcowych jest liczba gron-
kowcow koagulazo-dodatnich przekraczajaca 10° jtk/g na
réznym etapie produkcji w zaleznosci od rodzaju pro-
duktu. Badaniami objete sa sery, mleko w proszku i ser-
watka w proszku. Produkt uwaza sie za bezpieczny dla
zdrowia konsumenta jezeli w kazdej z 5 badanych prébek
0 masie 25 g nie wykryto enterotoksyn gronkowcowych.
Jednoczesnie jako referencyjna metode wykrywania en-
terotoksyn gronkowcowych w tych produktach wskazano
Europejska metode skriningowa opracowana przez Labo-
ratorium Referencyjne Unii Europejskiej ds. gronkowcéw
koagulazododatnich w tym S. aureus (Reference Labora-
tory for Coagulase Positive Staphylococci, including Stap-
hylococcus aureus - EURL CPS). Obecnie trwaja prace
dotyczace standaryzacji i walidacji metody, prowadzace
do zatwierdzenia jej jako normy EN ISO. Krajowe labora-
toria referencyjne ds. gronkowcéw koagulazo-dodatnich
(Laboratorium Zaktadu Bezpieczenstwa Zywnosci Naro-
dowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowego
Zaktadu Higieny i Laboratorium Zaktadu Higieny Zywnosci
Pochodzenia Zwierzecego Instytutu Weterynaryjnego w Pu-
tawach) biorg udziat w walidacji te] metody. Rutynowe bada-
nia obecnosci enterotoksyn gronkowcowych na zgodnosé¢
z rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 2073/2005 wyko-
nuja laboratoria urzedowe Inspekgji Sanitarnej i Inspekgji
Weterynaryjnej. Potwierdzeniem kompetendji tych labora-
toridw jest udziat i pozytywny wynik uczestnictwa w bada-
niach bieglosci organizowanych przez krajowe laboratoria
referencyjne. Coraz czesciej badania obecnosci enteroto-
ksyn gronkowcowych dotycza takze produktéw do zywie-
nia psow i kotow.

Dokument EURL CPS przedstawiajacy Europejska skrinin-
gowa metode wykrywania enterotoksyn gronkowcowych,
wersja 5 z wrzesnia 2010 roku zawiera opis wykrywania
enterotoksyn gronkowcowych typu od SEA do SEE w zyw-
nosci. Obejmuje ona dwa etapy. Pierwszym z nich jest
ekstrakcja i zageszczanie probki. Prébka jest mieszana z woda
destylowana i homogenizowana. Toksyny dyfunduja do
wody i sg odzyskiwane w supernatancie po 2 wirowa-
niach. Faza wodna jest zageszczana przez noc na drodze
dializy. Kolejnym etapem jest detekcja metoda immuno-
enzymatyczng (Vidas SET 2, bioMerieux lub Ridascreen
SET Total, R-Biopharm).

Test Vidas SET 2 jest szybka i w petni zautomatyzowana,
jakosciowa metoda wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych typu A — E. W skfad zestawu wchodzg pipetki SPR
(Solid Phase Receptacle), ktorych wnetrze optaszczone jest
przeciwciatami specyficznymi dla enterotoksyn gronkowco-
wych typu A, B, C, D i E. Kompleks immunologiczny po-
wstaje miedzy przeciwciatami optaszczajacymi wnetrze
pipetki, enterotoksynami gronkowcowymi obecnymi w za-
geszczonym ekstrakcie i przeciwciatami anty — SE znakowa-
nymi fosfatazg alkaliczna. Wszystkie odczynniki niezbedne

do wykonania testu znajdujg sie w szczelnie zamknigtych
studzienkach paskéw testowych i sg gotowe do uzycia. Za-
geszczony ekstrakt lub probki kontrolne sg wprowadzane
do studzienek paska testowego i inkubowane w aparacie
Vidas lub miniVidas. Analizator wykonuje dwa fluorescencyjne
pomiary (fluorescencja probki, fluorescencja ta). Stosunek
(Relative Fluorescent Value - RFV) miedzy tymi dwoma po-
miarami pozwala na interpretacje wyniku i stwierdzenie czy
prébka jest dodatnia czy ujemna.

Zestaw Ridascreen SET Total jest jednym z handlowych
testow przydatnych do wykrywania enterotoksyn gron-
kowcowych w zywnosci. Metoda wykrywania enteroto-
ksyn gronkowcowych przy uzyciu zestawu Ridascreen SET
Total oparta jest na tescie sandwich EIA. Faze statg stano-
wig studzienki optaszczone przeciwciatami specyficznymi
dla enterotoksyn gronkowcowych. Kompleks immunolo-
giczny powstaje w wyniku faczenia sie przeciwciat optasz-
czajacych studzienki mikroptytki, enterotoksyn obecnych
w badanej prébce i przeciwciat przeciw enterotoksynie
gronkowcowej znakowanych peroksydaza. Obecnos¢ en-
terotoksyn stwierdza sie na podstawie reakgji kolorymet-
rycznej przy dtugosci fali 450/630 nm.

Immunologiczne metody wykrywania enterotoksyn gron-
kowcowych charakteryzuja sie wysoka specyficznoscia i czu-
toscig maja jednak pewne wady. Zaobserwowano niespe-
cyficzne reakcje, ktdre moga by¢ przypisane enzymom en-
dogennym, takim jak fosfataza alkaliczna (Vidas SET 2) czy
laktoperoksydaza (Ridascreen SET Total), pochodzacym z su-
rowego mleka. W takim przypadku nalezy podjac stosowne
dziatania aby wykluczy¢ ich wptyw na wynik badania.
Przytoczone dane pismiennictwa z walidacji metody i mie-
dzylaboratoryjnych badan poréwnawczych wskazujg na
odpowiednio wysoka czutos¢ i specyficznose testow immu-
noenzymatycznych, pozwalajaca z powodzeniem na ich
wykorzystanie do wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych w zywnosci. Automatyzacja analiz, zastosowanie
analizatora miniVidas/Vidas wydatnie upraszcza i skraca
czasu trwania badania oraz zapewnia standaryzacje wy-
konanych badan i uzyskanych wynikéw (tabela 5).

Pismiennictwo u Autora

Tabela 1. Zywnos¢ zwiqzana z gronkowcowymi zatruciami
pokarmowymi w UE w 2013 r.
(N=94) — wg raportu EFSA.

Rodzaje produktow Udziat w SFP (%)
Produkty mieszane 19,1
Warzywa i soki 12,8
Mieso wieprzowe i produkty z miesa wieprzowego 10,6
Mieso wotowe i produkty z miesa wotowego 6,4
Sery 6,4
Ryby i produkty rybne 6,4
Wyroby piekarnicze 53
Mieso i produkty miesne 6,4
(inne, np.: innych gatunkéw, mieszane,)

Inne produkty, np.: wyroby garmazeryjne, produkty 26,6
zbozowe, jaja i produkty jajeczne, mleko i produkty

mleczne inne niz sery, inne)




Tabela 2. Parametry fizykochemiczne wplywajqgce na wzrost Staphylococcus. aureus i produkcje enterotoksyn
gronkowcowych — WE, 2003.

Parametr Wizrost S. aureus Produkcja enterotoksyn

Wartosci optymalne Wartosci graniczne Wartosci optymalne Wartosci graniczne

Temperatura (°C) 37 7-48 40 - 45 10- 48
pH 6-7 4-10 7-8 4-96
NaCl (%) 0 0-20 0 0-10
Aktywnos¢ wody (aw) 0,98 0,83 - >0,99' 0,98 0,85 - >0,99%
Atmosfera tlenowa beztlenowa - tienowa Tlenowa beztlenowa - tienowa

(5-20%
rozpuszczonego O2)

! Atmosfera tlenowa (beztlenowa) 0,90 - >0,99 2 Atmosfera tlenowa (beztlenowa) 0,92 - >0,99

Tabela 3. Czutos¢, specyficznosc i doktadnos¢ europejskiej metody skriningowej — wykrywanie w mleku i produktach mlecznych
wg raportu EU-RL CPS z 2011 r.

Badania miedzylaboratoryjne
Matryca: ser z mleka krowiego naturalnie zanieczyszczony enterotoksyna D

Poziom zanieczyszczenia
0ng/g
0,04 ng/g
0,26 ng/g

DC* + Ridascreen SET Total
Specyficznos¢ SP = 99%
Czutos¢ SE = 52%
Czutos¢ SE = 99%

DC* + Vidas SET2
Specyficznos¢ SP = 99%
Czutos¢ SE = 99%
Czutos¢ SE = 99%

Wzgledna doktadno$¢ ACetaive = 84%

Badania wewnatrzlaboratoryjne

Doktadnos¢ AC = 97%

Wzgledna specyficznos¢ SPreiaive = 97%

Wzgledna czutos¢ SEreiive = 97%

*DC - dializa/zageszczanie

Tabela 4. Czutos¢, specyficznos¢ i doktadnos¢ europejskiej metody skriningowej — wykrywanie w zywnosci innej niz mleko
i produkty mleczne wg raportu EU-RL CPS z 2011 r.

Badania miedzylaboratoryjne

Matryca: ser z mleka krowiego naturalnie zanieczyszczony enterotoksyng E

Poziom zanieczyszczenia
Poziom zerowy
Poziom niski 0,5 ng/g
Poziom wysoki 1,25 ng/g

DC* + Ridascreen SET Total
Specyficznos¢ SP = 96%
Czutosc SE = 93%
Czutos¢ SE = 100%

DC* + Vidas SET2
Specyficznosc SP = 100%
Czutos¢ SE = 100%
Czutos¢ SE = 100%

Badania wewnatrzlaboratoryjne

DC* + Ridascreen SET Total
Dokfadnos¢ AC = 91%
Wzgledna specyficznosc SPreaive = 89%
Wzgledna czutos¢ SEreatve = 97%

DC* + Vidas SET2
Dokfadnos¢ AC = 96%
Wzgledna specyficznosc SPreaive = 96%
Wzgledna czutos¢ SEreaive = 97%

*DC - dializa/zageszczanie

Tabela 5. Charakterystyka testow.

Test Technika badania Wykrywane enterotoksyn Czas badania LOD (ng/ml)
Vidas SET 2 ELFA* A-E 1h20 min >0,25 ng/ml
Ridascreen SET Total EIA** A-E 2 h 45 min 0,25 ng/ml

* — Enzyme Linked Fluorescent Assay ** — Enzyme Immuno Assay
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Elementy kontroli czystosci
mikrobiologicznej srodowiska

produkgji

Alina Kunicka-Styczynska

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki kodzkiej

Wprowadzenie

Zapewnienie prawidtowej czystosci mikrobiologicznej $ro-
dowiska produkgji zywnosci jest jednym z podstawowych
warunkow witasciwego prowadzenia procesu produkcyj-
nego. Procedury mycia i dezynfekgji linii technologicznej
oraz utrzymywania odpowiedniego stanu higienicznego
jej otoczenia obejmuja monitorowanie nie tylko poziomu
mikroorganizmow saprofitycznych, ale réwniez drobnou-
strojow wskaznikowych. Wykorzystywanie w produkcji wy-
sokiej jakosci surowcow oraz wody technologicznej nie
jest gwarancja trwatego bezpieczenstwa mikrobiologicz-
nego. Surowce stosowane do produkcji zywnosci sa bo-
gatym Zrédtem weglowodandw i biatek, co w potgczeniu
zwykle z wysoka aktywnoscia wody tych matryc, stwarza
doskonate warunki do rozwoju mikroorganizmoéw. Nawet
duzy tadunek drobnoustrojow nie musi niesc ze soba wi-
docznych makroskopowo objawoéw zepsucia surowcow.
Wizualne oznaki dziatalnosci bakterii i grzybdw obserwuje
sie zazwyczaj przy ich namnozeniu do poziomu dziesigtek
lub setek milionéw komdrek w jednym gramie lub mililitrze.
Whiesione drobnoustroje sa zwykle niszczone podczas
operacji technologicznych, a liczebno$¢ populacji mikro-
organizmow zanieczyszczajacych maleje sekwencyjnie.
Pojedyncze komdérki stanowia jednak niebezpieczenstwo
tworzenia biofilméw na wewnetrznych i zewnetrznych po-
wierzchniach instalacji. Bakterie, drozdze i spory plesni
w strukturze biofilmu wykazuja wielokrotnie wyzsza opornosc
na niszczace czynniki fizyczne i chemiczne, w poréwnaniu
z formami planktonicznymi tych samych szczepéw. Szcze-
gélnie niebezpieczne sa drobnoustroje chorobotwdrcze
lub potencjalnie chorobotwdrcze. Bakterie chorobotwar-
cze sa nieodtagcznym elementem kazdego ekosystemu
w $rodowisku naturalnym i moga by¢ wnoszone zaréwno
z surowcem, jak i przez personel produkcyjny. Niebezpie-
czenstwo znaczaco wzrasta w przypadku namnozenia ko-
morek do osiggniecia dawki infekcyjnej. Zagrozenie dla
konsumenta stanowig nawet pojedyncze komorki w jed-
nostkowym opakowaniu produktu w przypadku bakterii
z rodzaju Salmonella, ktérych dawka infekcyjna wynosi od 1
do 100 komorek. Niskie dawki infekcyjne zostaty okre-
dlone réwniez dla innych patogendw wnoszonych droga
pokarmowa, np.: Escherichia coli 0157 (2-2000 komd-
rek), Campylobacter spp. (500-800 komorek), Listeria
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monocytogenes lub Listeria ivanovii (100-1000 komo-
rek dla osobnikéw z grup podwyzszonego ryzyka). Na in-
fekcje narazone sg gtéwnie kobiety w cigzy, noworodki,
niemowleta oraz dorosli z ostabionym systemem immu-
nologicznym.

Nalezy takze pamigta¢, ze jakiekolwiek drobnoustroje
whniesione do zaktadu cyrkuluja w $rodowisku produkeyj-
nym, a powietrze jest osrodkiem gdzie nie tylko moga one
czasowo przebywac, ale sa tez przenoszone na czastkach
pytu i kurzu. Ze wzgledu na duza wilgotnos¢ powietrza na
niektorych etapach produkgji tworzg sie bioaerozole, co
znacznie zwieksza przezywalnos¢ komarek wegetatyw-
nych w powietrzu.

Produkcja zywnosci prowadzona jest zgodnie z zasadami
Dobrej Praktyki Higienicznej (GHR ang. Good Hygiene
Practice), a kontrola jakosci wedtug ustalonych dla po-
szczegolnych zaktadéw i linii technologicznych procedur
HACCP (ang. Hazard Analysis and Critical Control Points).
Ten system kontroli, okreslany polska nazwa Analiza
Zagrozen i Krytyczne Punkty Kontroli, pozwala na identy-
fikacje ryzyka i zapobieganie zaktdceniom w produkcji
skutkujacym obnizeniem jakosci i bezpieczenstwa wytwa-
rzanych produktéw. Jako zagrozenie uznaje sie¢ ceche
produktu, powodujaca ze jego spozycie bedzie niebez-
pieczne dla ludzi, a jego przyczyna moze by¢ czynnik bio-
logiczny, chemiczny lub fizyczny zaistniaty w produkgji.
System HACCP zostat uznany przez Komisje wspdlng FAO
i WHO Codex Alimentarius za najbardziej skuteczny spo-
sob kontroli patogenéw przenoszonych droga pokar-
mowa. Prowadzone w zakfadach przemystu spozywczego
monitorowanie stanu higienicznego warunkéw produkdji
obejmuje: wewnetrzne i zewnetrzne powierzchnie ma-
szyn, urzadzen oraz linii technologicznych; wode stoso-
wang do produkgji; powietrze w halach produkcyjnych;
pracownikow pozostajacych w bezposrednim kontakcie
z produktem na wszystkich etapach jego wytwarzania.
System kontroli wykracza poza zaktad produkcyjny, wska-
zujac na koniecznos¢ nadzorowania catego taricucha
produkcji zywnosci, wiaczajac produkcje pierwotng (wy-
twarzanie surowcow stosowanych w procesie technolo-
gicznym), magazynowanie gotowego produktu i jego
transport, koriczac na sprzedazy. Okreslenie zagrozen mi-
krobiologicznych w systemie ciagtego monitoringu na kaz-
dym etapie wytwarzania zywnosci od pola czy obory do



stotu konsumenta wymaga stosowania wiarygodnych
i nowoczesnych technik analizy mikrobiologicznej. Najcze-
$ciej wykorzystywane do oceny czystosci mikrobiologicz-
techniki stanowigce modyfikacje metod hodowlanych.
Uzyteczne testy powinny réwniez umozliwia¢ szybkie i wy-
godne pobranie prébek oraz bezpieczny transport do la-
boratorium mikrobiologicznego.

Kontrola czystosci mikrobiologicznej powierzchni

Zaleznie od rodzaju produkgji i stosowanych surowcow,
wskazuje sie grupy drobnoustrojow, ktorych obecnos¢
$wiadczy o potencjalnym zagrozeniu dla bezpieczenstwa
i trwatosci mikrobiologicznej produktu. Najwazniejsze
wsrod wskaznikow jakosci QI (ang. Quality Indicators) sa
oznaczenia ogolnej liczby drobnoustrojéw mezofilnych,
liczby drozdzy i plesni, liczby bakterii z grupy coli, bakterii
Escherichia coli, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, pa-
teczek bakterii mlekowych z rodzaju Lactobacillus oraz
gronkowcdw koagulazo-dodatnich Staphylococcus au-
reus. Standardowo, w przypadkach monitorowania duzej
liczby punkéw krytycznych oznacza sie ogolng liczbe drob-
noustrojow mezofilnych oraz liczbe drozdzy i plesni. Mo-
nitorowanie nawet tych podstawowych wskaznikéw QI
zapewnia kontrole mikrobiologiczng w czasie procesu pro-
dukgji i ustalenie poziomu higieny produkgji. Istotny jest
réwniez dobdr stosowanej w monitoringu mikrobiologicz-
nym metody oznaczania poziomu mikroorganizmow za-
nieczyszczajacych.

Rutynowa metoda okreslania liczby drobnoustrojow rezy-
dujacych na powierzchniach produkcyjnych jest technika
wymazow (polegajaca na przeniesieniu drobnoustrojow
z badanej powierzchni do rozcienczalnika), w potaczeniu
z wysiewem tej zawiesiny zwykle na pozywki agarowe.
Chociaz metoda ptytkowa jest ztotym standardem analiz
mikrobiologicznych, nie jest ona pozbawiona wad. Posiew
na pozywkach agarowych wykonuje sig przynajmniej w 2
powtdrzeniach dla jednego rozcienczenia, a rozcienczenia
powinny by¢ tak dobrane aby uzyska¢ od 30 do 300 kolo-
nii na plytce. Czesto prognozowanie poziomu zanieczysz-
czenia $rodowiska produkcji moze by¢ trudne, a uzyskanie
doktadnego wyniku wymaga posiewu dwdch lub trzech
kolejnych rozcienczen. Oznaczenia metodg ptytkowa
obarczone sa btedem; i tak przy liczbie 2700 wyrostych
kolonii btad wynosi 5%, dla 700 policzonych kolonii btad
wzrasta do 10%, a dla 200 kolonii btad metody wynosi
209%. Stosowanie klasycznej techniki posiewu ptytkowego
jest rdwniez czaso- i pracochtonne, co przy koniecznosci
kontroli duzej liczby punktow krytycznych generuje
znaczne koszty. Wprowadzenie ptytek kontaktowych istot-
nie usprawnia przeprowadzenie analizy, a zmniejszenie
liczby operacji (pobranie probki nastepuje przez bezpo-
$rednie zetknigcie powierzchni pozywki z badang po-
wierzchnia) redukuje bfedy podczas rozciericzania i wysiewu.
Wykorzystanie ptytek kontaktowych jest zgodne z norma
PN-ISO 18593 dotyczaca badania powierzchni przemy-
stowych.

Bezposrednie pobranie materiatu do kontroli higieny po-
wierzchni umozliwiaja ptytki Count-Tact™ (bioMérieux).
Plytki z pozywkami agarowymi maja menisk wypukty, co
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ufatwia pobranie materiatu. Wygodny w uzyciu, ergono-
miczny aplikator zapewnia standaryzacje poboru prébki.
Stosowanie aplikatora zapewnia pobdr prébki przy na-
cisku na powierzchnie 500 gram i 10-sekundowym cza-
sie ekspozycji. Na podkreslenie zastuguje szeroki zakres
pozywek.

Do monitoringu higieny powierzchni w pomieszczeniach
niejatowych przeznaczona jest pozywka Count-Tact
Agar zawierajaca 4 neutralizatory (lecytyneg, polisorbat
80, L-histydyne i tiosiarczan sodu), co zapewnia réwno-
czesna inaktywacje pozostatosci wiekszosci stosowanych
w przemysle srodkéw myjacych i dezynfekeyjnych. Zaleznie
od sposobu higienizacji powierzchni, moze byc¢ uzyty Count-
Tact GTS Agar bez neutralizatoréw. Zakres wskaznikow ja-
kosci QI uzupetnia Agar Count-Tact VRBG do wykrywania
obecnosci i poziomu bakterii z rodziny Enterobacteria-
ceae i Agar Count-Tact YGC do okreslania liczby drozdzy
i plesni.

Monitoring higieny powierzchni w pomieszczeniach jato-
wych mozna prowadzi¢ z zastosowaniem pozywek Agar
Count-Tact sterylizowanych radiacyjnie, réwniez w pacz-
kach potréjnie opakowanych. Trzy warstwy opakowania
pozwalaja na zachowanie bezpieczenstwa sterylnosci po-
mieszczen podczas pobierania prébek. Do okreslania
liczby grzybdw przeznaczona jest pozywka Agar Count-
Tact Sabouraud Dekstroza Chloramfenikol z neutralizato-
rami, sterylizowana radiacyjnie. Dostepne sa tez pozywki
Count-Tact i Trypcase Soy Agar z dodatkiem B-laktamazy,
neutralizujgcej antybiotyki. Uzupetnieniem systemu Count-
Tact jest jatowy, plastikowy pojemnik BI-BOX, zapewniajacy



bezpieczny transport do laboratorium i przechowywanie
ptytek po pobraniu materiatu. Wykorzystanie pojemnikéw
BI-BOX znacznie ufatwia przeprowadzenie poboru mate-
riatu do badan, szczegdInie gdy istnieje koniecznos¢ mo-
nitorowania kilku lub kilkunastu punktow krytycznych
rozmieszczonych w réznych miejscach zaktadu produk-
cyjnego.

System Count-Tact moze byc¢ z powodzeniem wykorzysty-
wany do kontroli czystosci mikrobiologicznej ubrania, re-
kawic i rak personelu produkcyjnego. Flora rak jest
szczegblnie bogata, a drobnoustroje tam bytujace prze-
noszone sa na powierzchnie rekawic, ubrania i nastepnie
wnoszone na powierzchnie produkcyjne stanowiac zagro-
zenie dla produktu. Mikroorganizmy znajdowane na po-
wierzchni rak klasyfikowane sg w dwoch kategoriach: (i)
przejsciowe, wystepujace tylko okresowo na powierzchni
skory, niespecyficzne dla danego cztowieka, charaktery-
styczne dla otoczenia; (i) osiadte, ktére maja charakter
osobniczy, sa to zwykle ziarniaki i gronkowce koagulazo-
dodatnie, wystepujg na powierzchni i w szczelinach skéry
oraz w zachytkach gruczotéw fojowych. Drobnoustroje za-
liczane jako przejsciowe mozna tatwo usuna¢ podczas
mycia rak, natomiast do usuniecia mikroorganizmoéw
osiadtych konieczne jest mycie i szczotkowanie oraz sto-
sowanie srodkéw bakteriobdjczych.

Przyktadowo, na powierzchniach w pokojach jatowych
znajdowane byly przede wszystkim gronkowce Staphy-
lococcus epidermidis, Staphylococcus hominis i Stap-
hylococcus haemolyticus i plesnie z rodzaju Aspergillus.
O ile wyniki badan czystosci mikrobiologicznej $rodo-
wiska produkcji zaktadéw spozywczych nie sg ujawniane,
to w literaturze znajdowane sa opracowania dotyczace
stanu higieny pomieszczen i urzadzen w miejscach dys-
trybucji zywnosci i osrodkach zywienia zbiorowego.
Dobry przyktad stanowig badania przeprowadzone w sto-
téwkach 120 brazylijskich szkét publicznych. Na podsta-
wie poziomu mikroorganizmdw saprofitycznych stotéwki
3300 szkot sklasyfikowano jako $rodowiska o wysokim
ryzyku dla zdrowia konsumentéw, a 64 i 3% odpowied-
nio jako niosace $rednie i niskie ryzyko. Interesujace jest,
ze poziom zanieczyszczenia mikrobiologicznego (TVC,
ang. Total Viable Count) wyrazony jako mediana wynosit
27,3 jtk/cm? powierzchni blatéw; 15 jtk/cm? po-
wierzchni desek do krojenia; 14,5 jtk/cm? powierzchni
wewnetrznej blenderéw i 2 jtk/cm? powierzchni umy-
tych naczyn.

Przy wyborze techniki wymazu, wazny jest dobdr narze-
dzia stuzacego do zebrania drobnoustrojéw z powierzchni.
Polska norma PN-ISO 18593 definiuje wymazowke jako
tatwo famiacg sie pateczke z przedza bawetniang lub
materiatem syntetycznym, podajac przyktad materiatow:
alginianu lub sztucznego jedwabiu. Materiat oraz sposéb
jego naniesienia na pateczke determinuje zaréwno efek-
tywnos¢ zbierania komorek drobnoustrojéw z powierzchni,
jak i stopien ich odmycia do rozcierczalnika. Gtéwka wy-
mazdwki QUANTISWAB oferowanej przez firme bioMe-
rieux jest wytwarzana z nylonu i utworzona w ksztatcie
szczoteczki. Takie rozwigzanie zapewnia odzysk 60% ko-
morek, trzykrotnie wyzszy w poréwnaniu z tradycyjna
gtéwka wykonang z bawetny. Dodatkowym udogodnie-
niem jest zataczona w zestawie probowka transportowa.
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Badanie czystosci mikrobiologicznej powietrza

System HACCP nakfada na producenta konieczno$¢ ba-
dania czystosci mikrobiologicznej powietrza w punktach
krytycznych, w ktérych dochodzi do kontaktu produktu
z powietrzem. Wiarygodna ocena jego stanu mikrobiolo-
gicznego mozliwa jest jedynie przy wtasciwym prébkowa-
niu, zapewniajacym zbadanie reprezentatywnej probki
o Scisle okreslonej objetosci. Sposréd dostepnych komer-
cyjnie technik poboru, najczesciej wybierana jest metoda
zderzeniowa, polegajaca na zderzeniu zdefiniowanej ob-
jetosci strumienia powietrza z powierzchnig pozywki ho-
dowlanej. Ta wygodna w stosowaniu technika zapewnia
réwnoczesny pobdr probki powietrza i posiew znajduja-
cych sie w nim mikroorganizméw i nie wymaga dodatko-
wych wysiewéw w laboratorium mikrobiologicznym.

Do oceny poziomu mikroorganizmdw znajdujacych sie w po-
wietrzu firma bioMérieux proponuje prébnik air IDEAL 3P™.
Oznaczenie jest odmiang metody zderzeniowej. Dzigki
wbudowanej turbinie, powietrze o okreslonej przez anali-
tyka objetosci, jest zasysane i po przejsciu przez perforo-
wang przegrode zderza sie z powierzchnig pozywki.
Drobnoustroje niesione wraz ze strumieniem powietrza
przyklejaja sie do powierzchni pozywki, a ich liczba odczy-
tywana jest po inkubacji ptytek, jako jednostki tworzace
kolonie. Liczbe komorek zawartych w 1 m? powietrza od-
czytuje sie z tablic dotaczonych do aparatu. Zaletg aparatu
jest jego niska masa (1,2 kg) oraz petna automatyzacja
poboru probki (programowany czas pobrania i objetos¢
powietrza), z mozliwoscia opdZnienia startu do 60 minut.
Pie¢ wymiennych ekrandw, ktére moga byc sterylizowane,
umozliwia pobor prébek z miejsc o zréznicowanym za-
nieczyszczeniu bez koniecznosci dezynfekcji pomiedzy ko-
lejnymi pomiarami. Aparat wyposazony jest w ekran do
poboru probek o $rednicy 90 mm i 65/70 mm. Elastycz-
no$¢, automatyzacja oraz tatwos¢ obstugi pozwala na
szybki i wtasciwy pobdr prébki powietrza nawet przez
osoby spoza laboratorium mikrobiologicznego. Prébnik
charakteryzuje sie wysoka skutecznoscia fizyczna, definio-
wang jako zdolnos¢ do pochtaniania znajdujacych sie w
powietrzu czastek o roznej wielkosci. Przeprowadzona
przez Agencje Ochrony Zdrowia (Anglia) walidacja aparatu
pod katem zgodnosci z wymaganiami normy 1SO 14698-1
stwierdza, ze Air IDEAL 3P pochtania czastki o wielkosci
powyzej 5 um ze skutecznoscig rowng 100% w pordw-
naniu do metody referencyjnej. Ponadto, probnik pochta-
nia spory bakterii o wielkosci rownej i wiekszej niz 2,1 ym
ze skutecznoscig 85-139% w poréwnaniu z metoda re-
ferencyjna. Wskazano réwniez, ze prébnik zbiera bakterie
Staphylococcus epidermidis ze skutecznoscig 92,1%. Po-
wyzsze parametry dowodzg nie tylko zgodnosci z wymo-
gami normy ISO 14698, ale réwniez stawiajg aparat w
czotéwcee komercyjnych probnikéw powietrza dostepnych
na rynku.

Skfad jakosciowy i ilosciowy mikroorganizmdw znajduja-
cych sie w powietrzu warunkowany jest wieloma czynni-
kami $rodowiskowymi, takimi jak: klimat, pora roku,
obecnos¢ roslinnosci i zwierzat, gleba, promieniowanie
UV i IR oraz fizjologia mikroorganizmdéw (ksztatt komorki,
zdolnos¢ do tworzenia form przetrwalnych, tolerancja ni-
skiej aktywnosci wody, tworzenie pigmentéw karotenoi-



dowych). Chociaz uznaje sie, ze w powietrzu przewazaja
zwykle konidia plesni, to sktad jakosciowy mikroorganiz-
mow powietrza moze by¢ znacznie zroznicowany, zalez-
nie od miejsca poboru prébki. W powietrzu najczesciej
znajdowane sa: ziarniaki z rodzajow Micrococcus, Sarcina
i Staphylococcus; pateczki z rodzajéw Alcaligenes i Bacil-
lus; konidia plesni z rodzajéw Cladosporium, Penicillium,
Aspergillus, Alternaria, Botrytis, Rhizopus i Mucor. \Wséréd
izolowanych drozdzy najczesciej identyfikuje sie gatunki
z rodzajow Rhodotorula, Torulopsis i Candida. W powietrzu
moga by¢ réwniez przenoszone drobnoustroje chorobo-
tworcze takie jak: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus spp., Streptococcus spp., Sal-
monella spp., Shigella spp., Clostridium spp.. Patogeny
moga réwniez cyrkulowa¢ w powietrzu na farmach ho-
dowlanych i w ubojniach bydta. Bakterie Salmonella
Typhimurium oraz Listeria monocytogenes izolowano
z powietrza pobranego z obér dla bydta i owiec, a Salmo-
nella Derby z chlewni.

Identyfikacja bakterii Legionella izolowanych
z wody

W ostatnich latach szczegding uwage zwraca sie na nie-
bezpieczenstwo zanieczyszczenia bakteriami z rodzaju Le-
gionella w systemach dystrybucji wody. Bakterie te
powszechnie wystepujg w wodach powierzchniowych, je-
ziorach oraz fatwo wnikaja do systemow dystrybucji wody.
Namnazaja sie w komorkach pierwotniakdw i stanowia
powszechny element heterogennych biofilmdw w $rodo-
wiskach wodnych. Znajdowane sa w domowych i publicz-
nych instalacjach wodnych, systemach rozprowadzania
cieptej wody do celéw sanitarnych oraz wiezach chtodni-
czych. Ze wzgledu na wysokie ryzyko zakazenia bakteriami
z rodzaju Legionella zaleca sie¢ prowadzenie regularnej
kontroli obiegdw wody w $rodowisku przemystowym,
szpitalach, hotelach, szkofach i przedszkolach oraz innych
sieciach wodnych dostarczajacych wode uzytkowa. Ze-
staw pozywek i testow do wykrywania i liczenia Legionella

i Legionella pneumophila w $rodowisku wodnym firmy
bioMérieux obejmuje pozywke GVPC przeznaczong do
wykrywania i liczenia przypuszczalnych Legionella oraz
pozywke BCYE z dodatkiem L-cysteiny lub bez stuzacej
do potwierdzania rodzaju Legionella. Uzupetnienie sys-
temu stanowi Slidex Legionella Kit, szybki, lateksowy test
aglutacyjny do identyfikacji wszystkich grup serologicznych
bakterii Legionella pneumophila i Legionella anisa.

Wsréd szczepdw bakterii z rodzaju Legionella znajdowa-
nych w wodzie, 75% stanowi Legionella pneumophila,
przy czym dominuje grupa serologiczna 1. Legionella
pneumophila grupa serologiczna 1 reprezentuje od 91
do 95% szczepdw w prébkach klinicznych i okoto 30%
w prébkach srodowiskowych. Bakterie Legionella anisa
stanowia 149% szczepow wsrdd izolatéw identyfikowa-
nych jako gatunki inne niz Legionella pneumophila.

Podsumowanie

State monitorowanie czystosci mikrobiologicznej srodo-
wiska produkgiji stafo sie nie tylko obowigzkiem producen-
tow, ale réwniez stanowi uzyteczne narzedzie w procesie
kontroli jakosci. Wczesne wykrycie zagrozenia mikrobiolo-
gicznego daje mozliwosc¢ szybkiej reakcji i podjecia natych-
miastowych $rodkow zaradczych, minimalizujac lub nawet
eliminujac straty ekonomiczne. Prawidtowa kontrola $ro-
dowiska produkcji wymaga jednak ciagtego poboru prébek
czesto w kilkunastu czy kilkudziesieciu punktach linii tech-
nologicznej. Zastosowanie wiarygodnych i wygodnych w
uzyciu systemow testow mikrobiologicznych dedykowa-
nych do kontroli $rodowiska mikrobiologicznej produkgji
znacznie usprawnia pobdr probek i skraca czas poswie-
cony na wykonanie analiz. Elastycznos¢ proponowanych
przez firme bioMerieux systemow pozwala na zaprojekto-
wanie indywidualnej dla kazdego zaktadu $ciezki kontroli
stanu higienicznego linii technologicznej, personelu, po-
wietrza i wody technologicznej.
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Monitorowanie temperatury
| Innych parametrow fizycznych

w laboratorium

Mgr Marta Warowny-Krawczykowska

Labguard 3D to automatyczny system nowej gene-
racji do monitorowania temperatury oraz innych
parametrow fizycznych w laboratorium. System
zostat zaprojektowany specjalnie z mysla o labo-
ratoriach, tak aby utatwi¢ proces kontroli warun-
kéw w jakich przechowywane sa odczynniki oraz
materialy biologiczne. Bogata oferta sond pomia-
rowych oraz elastyczno$¢ oprogramowania spra-
wia, ze system Labguard 3D znajduje zastosowanie
nie tylko w wielu gateziach przemystu (przemysle
spoiywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym),
ale rowniez w laboratoriach klinicznych czy wetery-
naryjnych. System znajduje zastosowanie wszedzie
tam, gdzie potrzebna jest kontrola parametréw fi-
zycznych.

System Labguard 3D pomaga spetnia¢ wszelkie wyma-
gania zawarte w normach: 1SO 17025 — Wymagania
dotyczgce laboratoriow badawczych i wzorcujgcych,
ISO 15189 Laboratoria medyczne, Szczegdlne wymaga-
nia dotyczqce jakosci i kompetengji czy PN-EN 1SO 7218
Mikrobiologia zywnosci i pasz — Wymagania ogdlne i za-
sady badari mikrobiologicznych a takze wymagania FDA
21 CFR cze$¢ 11. Posiadanie automatycznego systemu
do monitorowania utatwia procesy zwiazane z akredytacja
oraz audytami i kontrolami zewnetrznymi.

Cztery podstawowe funkcje systemu Labguard 3D to
mierzenie parametrow fizycznych ich monitorowanie, za-
pisywanie oraz alarmowanie w trybie rzeczywistym. Funk-
cja alarmowania gwarantuje otrzymanie informacji w

momencie kiedy doszto do awarii monitorowanego urza-
dzenia. Dzigki temu uzytkownik moze wprowadzi¢ dzia-
tania naprawcze i zapobiec stracie odczynnikdéw czy
materiatéw biologicznych przechowywanych w monito-
rowanym urzadzeniu.

Dziafanie systemu Labguard 3D opiera sie na bezprzewo-
dowej technologii radiowej przekazywania sygnatu z na-
dajnika do odbiornika. Do nadajnika podtaczone sa sondy
pomiarowe, ktére umieszczone sa w komorze monitoro-
wanego urzadzenia. Odbiornik, ktory podtaczony jest bez-
posrednio do sieci internetowe] przekazuje dane do
komputera.

Nowoczesne nadajniki oferowane w systemie Labguard
3D posiadaja wbudowane cyfrowy wyswietlacz. Dzieki
czterem rodzajom nadajnikéw: jedno-, dwu-, trzy- i cztero-
kanatowym mozliwe jest podfaczenie od jednej do czterech
réznych sond pomiarowych. Uniwersalnos¢ nadajnikow
to istotna zaleta systemu. Dzieki niej mozliwe jest podta-
czenie do jednego nadajnika sond réznego rodzaju np.
do pomiaru temperatury, wilgotnosci wzglednej oraz ste-
zenia CO2. Wyswietlacz cyfrowy nadajnika prezentuje sze-
reg istotnych dla uzytkownika informacji. Poza nazwa
monitorowanego urzadzenia, aktualna wartoscia danego
parametru fizycznego wyswietlane sa rowniez informacje
o0 stopniu zuzycia baterii oraz jakosci tagcznosci radiowe).
Nadajniki wyposazone sa w kolorowe diody alarmowe
z projekcja 360°. Do kazdego rodzaju alarmu (przekro-
czenie wymaganej wartosci parametru fizycznego, pro-
blem z tacznoscia, problem z zasilaniem) przypisany jest
odpowiedni kolor. Poza alarmami, ktére wyswietlane sg
na obudowie nadajnika jest tez alarm w postaci czerwone;j
diody z projekcja pionowa, ktéry umozliwia obserwowanie
sygnatu swietlnego na suficie. Zasilanie nadajnikow moze
odbywac¢ sie na trzy sposoby: klasyczny zasilacz elek-
tryczny, kabel USB oraz baterie litowe.

Sposrod bogatej oferty sond pomiarowych najbardziej po-
pularmne sa sondy do pomiaru temperatury. Z systemem
Labguard 3D mozliwe jest jej monitorowanie w zakresie
od -196°C do ponad 1000°C. Dwie najczesciej instalowane
sondy to: sonda pracujaca w zakresie -30°C do + 80°C
oraz sonda PT100 pracujaca w zakresie -90°C do + 130°C.
Umozliwiajg one monitorowanie temperatury w praktycz-
nie wszystkich urzadzeniach laboratoryjnych: niskotempe-
raturowych zamrazarkach, zamrazarkach klasycznych,



lodéwkach, chtodniach, cieplarkach. W ofercie systemu
Labguard 3D sa takze sondy: monitorujace jednoczesnie
temperature i wilgotnos¢ wzgledna oraz sondy mierzace
stezenie COz, ci$nienie oraz przetworniki umozliwiajace
podfaczenie praktycznie dowolnej sondy analogowej (prze-
tworniki analogowo-cyfrowe 0-20mA i 0-10V).

W ofercie systemu Labguard 3D dostepne s3 takze nie-
zalezne rejestratory danych, przeznaczone do monitoro-
wania warunkow transportu. Zapewniaja kontrole nad
whasciwymi warunkami przewozonych materiatéw biolo-
gicznych, a raport z informacjami o warunkach transportu
moze by¢ przekazywany automatycznie do systemu w mo-
mencie, w ktérym nadajnik bedzie w zasiegu odbiornika.
Raport taki jest idealnym dokumentem do przedstawienia
w razie kontroli z zewnatrz.

Kolejna zaleta a systemu Labguard 3D jest fakt, ze opro-
gramowanie instalowane jest na serwerze lub serwerze
wirtualnym. Dzigki temu wszelkie aktualizacje wykony-
wane sa w jednym miejscu, a dostep do oprogramowania
mozliwy jest przez przegladarke internetowa. W zaleznosci
od potrzeb dostepne sg trzy wersje oprogramowania,
ktére mozna rozbudowywac stopniowo uruchamiajac po-
szczegolne jego funkcje. Dostep do oprogramowania
maja tyko uzytkownicy ktérzy posiadaja indywidualny login
i hasto. Dodatkowo mozliwe jest przypisanie uzytkowni-
kom wybranych poziomoéw dostepow m.in. uzytkownika,
ktéry moze analizowac informacje o alarmach i odbiera¢
alerty oraz administratora, ktéry zarzgdza kontami innych
uzytkownikéw, moze wprowadzac zamiany do konfiguracji
oprogramowania, tak aby dopasowac system do lokal-
nych potrzeb. Oprogramowanie systemu Labguard 3D
umozliwia analize graficzng oraz tabelaryczng gromadzo-
nych danych. Mozliwy jest takze export danych do pro-
gramu Microsoft Excel lub do formatu PDF. Dane mozna
analizowac retrospektywnie. W dowolnym momencie
mozna wygenerowac raport za wybrany okres z przeszto-
dci dla konkretnego wybranego urzadzenia lub grupy urza-

dzen. Dzigki temu ogranicza sie do minimum drukowanie
zbednych dokumentéw oraz ich magazynowanie. Po-
nadto zainstalowanie automatycznego systemu do moni-
torowania $rodowiska w znacznym stopniu odcigza
pracownikéw laboratorium. Obowiazek systematycznego
spisywania temperatur z urzadzen laboratoryjnych moze
zosta¢ wyeliminowany, a dzieki temu zyskaja Panstwo
czas, ktéry bedzie mozna wykorzysta¢ na inne zadania
i obowigzki.

Kolejna zaleta systemu Labguard 3D to zapewnienie bez-
pieczenstwa dla przechowywanych odczynnikéw i mate-
riatéw 24h na dobe, czyli takze w nocy oraz w weekendy
i dni wolne od pracy, kiedy nie ma personelu w laborato-
rium. Komunikowanie alarméw mozliwe jest na wiele
sposobdw: moga to by¢ maile wysytane na wybrane ad-
resy, widget — ,wyskakujace” kolorowe okienko na pulpi-
cie komputera czy mozliwos$¢ otrzymywania wiadomosci
SMS, faxu oraz wiadomosci glosowych. Dzieki temu moga
Panstwo ,zapomnie¢” o manualnej kontroli parametréw
fizycznych. Pomiary oraz ich kontrola odbywaja sie w spo-
s6b automatyczny, a Panstwo sg informowani wyfacznie
w przypadku zaistniatej awarii.

Dodatkowo odpowiednie moduty oprogramowania umoz-
liwiajg wykonanie samodzielnie kalibracji i mapowania. Na
zyczenie klienta z sondami dostarczamy $wiadectwa ka-
libracji producenta lub certyfikaty wzorcowania wydane
przez laboratoria wzorcujace posiadajace akredytacje Pol-
skiego Centrum Akredytacji (PCA). Mozliwy jest takze
zakup urzadzen do przeprowadzania kalibracji na miejscu
w Panstwa laboratorium.

Warto zaznaczy¢ fakt, ze Labguard 3D jest systemem mo-
dutowym. Oznacza to, ze zakupiona dzi$ wersje systemu
mozna rozbudowac o kolejne sondy, nadajniki, odbiorniki.
Mozliwy jest réwniez upgrade oprogramowania do wy-
zszej wersji, uruchomienie dodatkowych jego funkgji, tak
aby dopasowac system Labguard 3D do zmieniajacych
sie potrzeb uzytkownika.
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