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rawo zywnos$ciowe Unii Europejskiej,

majace zastosowanie na calej diugo-
$ci faiicucha zywnosciowego, ma na celu
utrzymanie na jak najnizszym poziomie
wystepowanie czynnikéw zagrozen, be-
dacych przedmiotem kontroli laborato-
ryjnej prowadzonej w ramach nadzoru
producenckiego i urzedowego (1, 2, 3, 4,
5). Dotyczy to réwniez zagrozen typu mi-
krobiologicznego we wszystkich ogniwach
taricucha zywno$ciowego (6, 7). W ramach
przyjetych kryteriéw z zakresu bezpieczen-
stwa dla produktu finalnego stwierdza sie,
ze nie tylko srodki spozywcze, ale i pasze
nie powinny zawiera¢ mikroorganizmoéw,
ich toksyn ani metabolitéw w ilosciach
stanowiacych zagrozenie dla zdrowia lu-
dzi i zwierzat. Warunek ten znajduje obec-
nie swoje umocowanie prawne dla zywno-
$ci, w uchwalonym, a nastepnie nowelizo-
wanym rozporzadzeniu Komisji (WE) nr
2073/2005 z 15 listopada 2005 r. w sprawie
kryteriéw mikrobiologicznych dotyczacych
$rodkéw spozywcezych (8). Wsrdd zawar-
tych w tym rozporzadzeniu parametréw
jako$ci mikrobiologicznej wyrézni¢ moz-
na parametry stanowiace o bezpieczen-
stwie zywnosci oraz kryteria o charakte-
rze jako$ciowym i parametrycznym maja-
ce charakter wskaznikéw higieny.

W grupie kryteriéw mikrobiologicz-
nych stuzacych jako parametr bezpieczen-
stwa zywno$ci wymieni¢ nalezy: kryterium
obecnosci drobnoustrojéw patogennych
dla czlowieka tj.: Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Enterobacter sakazaki
i E. coli, jako wskaznik zanieczyszczenia
kalowego. W grupie tej znalazly sie réw-
niez toksyny: enterotoksyna gronkow-
cowa i histamina. W zakresie kryteriéw
mikrobiologicznych o charakterze para-
metrycznym, okreslajacej poziom higie-
ny, wyrdzni¢ nalezy ogdlna liczbe bakte-
rii tlenowych, liczbe bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, pateczke Salmonel-
la, E. coli i koagulazo-dodatnie szczepy
Staphylococcus aureus.

W odniesieniu do pasz istnieje zapis
w rozporzadzeniu Parlamentu Europej-
skiego i Rady nr 183/2005, stwierdzajacy,
ze podmioty dzialajace na rynku pasz po-
winny przestrzega¢ zgodnosci ze szczegol-
nymi kryteriami mikrobiologicznymi (9).

Zycie Weterynaryjne * 2014 « 89(6)

Oznaczad to moze, iz w niedalekiej przy-
szto$ci beda ustalone bardziej precyzyjne
kryteria mikrobiologiczne dla pasz. Warto
dodag, ze od diuzszego czasu trwaja pra-
ce w DG SANCO nad opracowaniem kry-
teriéw mikrobiologicznych dla pasz (10).
Warto tu zaznaczy¢, ze zgodnie z prawem
UE ,zasadniczg odpowiedzialno$¢ za bez-
pieczenistwo paszy ponosi przedsiebior-
stwo paszowe” (10), a obowiazujace obec-
nie wymagania mikrobiologiczne dla pasz
nie dopuszczaja jedynie obecnosci pateczek
Salmonella spp. w 25 g paszy (7). Ponad-
to wydane zostaly przepisy, ktére limituja
liczbe bakterii z rodziny Enterobacteriace-
ae w materialach paszowych pochodzenia
zwierzecego i surowej karmie dla zwierzat
domowych (11).

Wykonanie badania mikrobiologicznego
zywnosci i pasz oraz innych matryc z fan-
cucha zywnosciowego wymaga zastosowa-
nia odpowiednich normatywnych metod
badawczych, ktére okreslaja sposéb pobie-
rania, przygotowania prébek do badar, tok
postepowania analitycznego i formulowa-
nia wyniku. Stad powstal zamysl opraco-
wania tego artykulu, ktéry stanowi aktu-
alizacje i kontynuacje poprzedniego opra-
cowania (12).

W badaniach mikrobiologicznych zyw-
noéci i pasz coraz wieksza role odgrywaja
metodyczne normy miedzynarodowe (ISO)
i europejskie (EN), ktére w zdecydowanej
wiekszosci sg przyjmowane w naszym kraju
jako normy polskie (PN) zharmonizowane
z tymi normami (13, 14). W zwiazku z po-
wyzszym celowe wydaje si¢ omdwienie za-
kresu stosowania aktualnych wydan pol-
skich norm (PN), ktére sa zalecane do sto-
sowania w badaniach mikrobiologicznych.
Nalezy tez doda¢, ze w ostatnim okresie
przyjety zostal nowy ogélny tytul norm
ISO opracowywanych w ramach Podko-
mitetu SC9, w brzmieniu: ,Mikrobiologia
tancucha zywnosciowego” (Microbiology
of the food chain), w zamian za ,Mikro-
biologia zywnosci i pasz” (Microbiology
of food and animal feedingstuffs). Podob-
nie dotyczy to tytulu norm EN opraco-
wanych w ramach CEN/TC 275 ,Analiza
zywnosci. Metody horyzontalne” Oznacza
to rozszerzenie zakresu badan i stosowa-
nia tych dokumentéw o brakujace dotad
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matryce oraz ogniwa laicucha zywnoscio-
wego. W zwigzku z tym celem opracowa-
nia jest takze zwrdcenie uwagi na posze-
rzanie si¢ zakresu badanych matryc przy
stosowaniu norm metodycznych uzywa-
nych dotychczas gléwnie w analizie mi-
krobiologicznej zywnosci i pasz.

Normy dotyczace ogolnych zasad
badania mikrobiologicznego

Potrzeba ujednolicenia warunkéw labo-
ratoryjnych majacych istotny wplyw na
powtarzalno$¢ wynikéw badan i moz-
liwie jak najwyzsza ich jako$¢ znala-
zta odzwierciedlenie w znowelizowa-
nej ostatnio miedzynarodowej normie
EN-ISO 7218:2007/A1:2013 ,,Microbiolo-
gy of food and feedingstuffs. General requ-
irements and guidance for microbiological
examinations”. Na poziomie krajowym nor-
ma ta zostala zharmonizowana i oznaczo-
na jako PN-EN ISO 7218:2008/A1:2013-10
»Mikrobiologia zywnosci i pasz. Ogdlne
wymagania i zasady badar mikrobiologicz-
nych” W nowej normie bardziej szczeg6-
fowo okreslono sposéb wykonywania ba-
dan mikrobiologicznych zywnosci i pasz,
zgodnie z wymaganiami i potrzebami sys-
temu zapewnienia wiarygodno$ci wyni-
kéw badan.

W obrebie grupy polskich norm (PN)
zharmonizowanych z normami ISO/EN,
okreslajacych ogdlne zasady i metody ba-
dan mikrobiologicznych, nalezy wymieni¢
w pierwszej kolejnosci te dotyczace przy-
gotowania probek zywnosci do badania
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w laboratorium. Pierwsza z tej grupy jest
norma PN-EN ISO 6887-1:2000 ,Mikro-
biologia zywnosci i pasz. Przygotowanie
probek, zawiesiny wyjsciowej i rozcien-
czen dziesieciokrotnych do badan mi-
krobiologicznych. Ogélne zasady przy-
gotowania zawiesiny wyjsciowej i roz-
cieczen dziesigciokrotnych” Okreslony
zakres tej normy wskazuje na ogdlne za-
stosowanie na etapie przygotowania pro-
bek do analiz mikrobiologicznych. Druga
cze$¢ omawianego dokumentu to norma
PN-EN ISO 6887-2:2005 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Przygotowanie prébek,
zawiesiny wyj$ciowej i rozcieficzen dzie-
sieciokrotnych do badan mikrobiologicz-
nych. Cze$¢ 2. Specyficzne zasady przy-
gotowywania miesa i przetworéw mie-
snych” Norma powyzsza ma zastosowanie
do badania $wiezego, surowego i przetwo-
rzonego miesa, drobiu oraz przetworéw
drobiowych. Kolejny arkusz normatyw-
ny z tego zakresu to norma PN-EN ISO
6887-3:2005 ,Mikrobiologia zywno$ci
i pasz. Przygotowanie prébek, zawiesi-
ny wyjsciowej i rozcienczen dziesigcio-
krotnych do badan mikrobiologicznych.
Czes¢ 3: Specyficzne zasady przygotowy-
wania ryb i przetworéw rybnych” Opisa-
ne tu zostaly tylko te metody przygoto-
wania probek, ktére mozna wykorzystac
gltéwnie przy badaniu wielokierunkowym.
Norma ma zastosowanie do badania su-
rowych, przetworzonych, gotowanych lub
mrozonych ryb, skorupiakéw i miecza-
kéw oraz produktéw pochodnych. Czwar-
ty arkusz to norma PN-EN ISO 6887-4/
A1:2011 ,Mikrobiologia Zywnosci i pasz.
Przygotowanie probek, zawiesiny wyjscio-
wej i rozcienczen dziesieciokrotnych do
badan mikrobiologicznych. Czes¢ 4: Spe-
cyficzne zasady przygotowania produk-
téw innych niz mleko i przetwory mlecz-
ne, mieso i przetwory miesne oraz ryby
i przetwory rybne”. Powyzszy dokument
ma zastosowanie w badaniach takich pro-
duktdéw, jak: margaryna, maka, produkty
zbozowe, pasze, makuchy, Zelatyna, pro-
dukty mleczne, jaja, produkty jajeczne,
produkty fermentowane i produkty pie-
karnicze. Piaty arkusz to norma PN-EN
ISO 6887-5:2010 ,Mikrobiologia zywno-
$ci i pasz. Przygotowanie prébek, zawie-
siny wyj$ciowej i rozcieniczen dziesiecio-
krotnych do badan mikrobiologicznych.
Czes¢ 5: Specyficzne zasady przygotowa-
nia mleka i przetworéw mlecznych” Ni-
niejsza norma ma szerokie zastosowanie
w badaniach mikrobiologicznych mleka
ijego przetwordéw. Szésty arkusz to nor-
ma PN-EN ISO 6887-6:2013-06 ,Mikro-
biologia faricucha zywno$ciowego. Przy-
gotowanie probek, zawiesiny wyjsciowej
i rozcienczen dziesieciokrotnych do ba-
dan mikrobiologicznych. Cze$¢ 6: Specy-
ficzne zasady przygotowywania prébek

pobranych na etapie produkcji pierwot-
nej”. Probki do badan mikrobiologicznych
pobrane ze §rodkéw transportowych i/lub
liczenie drobnoustrojéw pochodzacych
od zywych zwierzat lub z ich $rodowi-
ska sa w zakresie niniejszej normy, wyla-
czone s3 natomiast probki pobierane do
oceny jakosci higienicznej migsa. Niniej-
sza cze$¢ ISO 6887, jako przyktad posze-
rzania sie zakresu badanych matryc, ma
zastosowanie w przedmiotowej analizie
laboratoryjnej probek pobranych z na-
rzedzi, gospodarstwa rolnego, ze $rod-
kéw transportu zwierzat lub z tusz zwie-
rzecych w ubojniach, jako wskaznik sta-
nu mikrobiologicznego.

Horyzontalne normy metodyczne

Prowadzone od szeregu lat prace nor-
malizacyjne na poziomie zaréwno euro-
pejskim, jak i miedzynarodowym maja
réwniez na celu ujednolicanie norm
metodycznych dotyczacych wykrywa-
nia drobnoustrojéw patogennych, ktére
w swoim zakresie rozciagaja sie na caly
taricuch zywnosciowy. Czolowym zagad-
nieniem w tym obszarze jest metodyka
wykrywania pateczki Salmonella. Obec-
nie do wykrywania tego patogenu stosuje
sie¢ powszechnie metode opisana w nor-
mie PN-EN ISO 6579:2003 ,Mikrobiolo-
gia zywnosci i pasz. Horyzontalna meto-
da wykrywania Salmonella spp. Norma
ta podaje metode wykrywania pateczek
Salmonella, Yacznie z Salmonella Typhi
i Salmonella Paratyphi. Omawiana nor-
ma ma zastosowanie do produktéw prze-
znaczonych do spozycia przez ludzi i pasz
dla zwierzat oraz prébek srodowiskowych
z obszaréw produkcji Zzywnosci i obrotu
zywno$cia. Metoda ta jednak nie zapew-
nia wykrycia wszystkich szczepow Salmo-
nella Typhi i Paratyphi. Z uwagi na zagro-
zenie oséb wykonujacych badania wazne
jest, aby wykrywanie Salmonella bylo pro-
wadzone jedynie przez wlasciwie wypo-
sazone laboratoria, pod kierunkiem wy-
kwalifikowanych mikrobiologéw i przy
zachowaniu odpowiedniej ostroznosci
w czasie prowadzenia badan. W 2007 r.
opublikowano zalacznik normatywny ,D”
do normy ISO 6579:2002/Amd. 1:2007,
ktdry zostal oznaczony jako PN EN-ISO
6579:2003/A1:2007 ,Wykrywanie Sal-
monella spp. w kale zwierzat i prébkach
srodowiskowych z etapu produkcji pier-
wotnej”. Procedura tu opisana ma zasto-
sowanie do wykrywania Salmonella spp.
w kale zwierzat (drobiu) i prébkach po-
branych na poziomie produkcji pierwot-
nej. Warto dodad, ze od kilku juz lat trwa
proces nowelizacji tej normy z podziatem
na 3 arkusze metodyczne poswiecone wy-
krywaniu, oznaczaniu liczby i serotypiza-
cji Salmonella.

Kolejnym waznym problemem badaw-
czym w badaniu matrycy zywnosciowej,
paszowej oraz prébek srodowiskowych
jest wykrywanie i oznaczanie liczby Li-
steria monocytogenes. Aktualnie w labo-
ratoriach do wykrywania Listeria mono-
cytogenes stosuje si¢ norme¢ PN-EN ISO
11290-1:1999/A1:2005 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda
wykrywania obecnosci i oznaczania licz-
by Listeria monocytogenes. Metoda wy-
krywania obecno$ci” Nowelizacja meto-
dy z 2005 r. wprowadzita modyfikacje po-
zywki do izolacji tego patogenu i testu na
hemolize, facznie z precyzja wynikéw. Do
oznaczania liczby bakterii z tego gatun-
ku stosuje sie obecnie druga czes¢ normy
PN-EN 11290-2:2000/A1:2005 ,,Mikro-
biologia zywnosci i pasz. Horyzontalna
metoda wykrywania obecnosci i oznacza-
nia liczby Listeria monocytogenes. Metoda
oznaczania liczby” Uwzgledniajac ograni-
czenia oméwione we wprowadzeniu, nor-
ma ma zastosowanie do badania wszystkich
rodzajéw zywnosci i pasz oraz prébek sro-
dowiskowych, a prég wykrywalno$ci me-
tody wynosi 10 lub 100 jtk, odpowiednio:
w 1 mllub 1 g prébki.

Waznym problemem w badaniu Zywno-
$ci jest réwniez wykrywanie i oznaczanie
liczby gronkowca zlocistego — Staphylococ-
cus aureus. Obecnie w badaniach mikro-
biologicznych zywnosci i pasz stosowa-
na jest norma PN-EN ISO 6888-1:2001/
A1:2004 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Horyzontalna metoda oznaczania liczby
gronkowcéw koagulazo-dodatnich (Sta-
Pphylococcus aureus i innych gatunkéw).
Cze$¢ 1. Metoda z zastosowaniem pozyw-
ki agarowej Baird-Parkera” Do oznaczania
liczby S. aureus mozna réwniez stosowac
norme PN-EN ISO 6888-2:2001/A1:2004
»Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzon-
talna metoda oznaczania liczby gronkow-
céw koagulazo-dodatnich (Staphylococcus
aureus i innych gatunkéw). Czes¢ 2. Me-
toda z zastosowaniem pozywki agarowej
z plazma kroéliczg i fibrynogenem”. Dla pré-
bek, w ktérych spodziewany jest niski po-
ziom kontaminacji przez gronkowce cho-
robotwdrcze, zalecana jest norma PN-EN
ISO 6888-3:2004/AC:2005 ,,Mikrobiolo-
gia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda
oznaczania liczby gronkowcéw koagulazo-
-dodatnich. Czes¢ 3. Wykrywanie obecno-
$ci i oznaczanie malych liczb metoda NPL"
Metoda ta ma zastosowanie w badaniach
prébek produktéw zywnosciowych, pro-
bek pobranych ze srodowiska zaktadéw
produkujacych zywno$¢ i zajmujacych sie
obrotem zywnoscia.

Do oznaczania liczby Bacillus cereus
w zywnosci i paszach przeznaczona jest
norma PN-EN ISO 7932:2005 ,Mikrobio-
logia zywnosci i pasz. Horyzontalna me-
toda oznaczania liczby przypuszczalnych
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Bacillus cereus. Metoda liczenia kolonii
w temperaturze 30°C’, w ktorej stosowa-
ne jest podtoze MYP.

Badania ukierunkowane na wykry-
wanie i oznaczanie liczby bakterii z ro-
dziny Enterobacteriaceae sa stosowane
do oceny stanu sanitarno-higieniczne-
go oraz stopnia zanieczyszczenia kato-
wego badanej matrycy. Do badan w tym
zakresie ma obecnie zastosowanie nor-
ma PN-ISO 21528-1:2005 ,Mikrobiolo-
gia zywnosci i pasz. Horyzontalna me-
toda wykrywania i oznaczania liczby En-
terobacteriaceae. Cze$¢ 1. Wykrywanie
i oznaczanie liczby metoda NPL z przed-
namnazaniem”. Zawarta w normie proce-
dura postepowania badawczego ma za-
stosowanie do produktéw spozywczych
i pasz oraz prébek $rodowiskowych po-
branych z obszaru produkcji i obrotu zyw-
nos$cig. Oznaczanie stopnia zanieczyszcze-
nia wykonywane jest metoda NPL po in-
kubacji plynnej pozywki w temperaturze
30 lub 37°C. Metoda powinna by¢ sto-
sowana, gdy poszukiwane drobnoustroje
wymagaja ozywienia poprzez przednam-
nazanie oraz gdy szacowana liczba drob-
noustrojéw miesci sie¢ w zakresie od 1 do
100 jtk/gram (ml) badanej prébki. Ograni-
czenie zastosowania niniejszej czeséci nor-
my wynika z faktu duzego zakresu roz-
rzutu wynikéw otrzymywanych opisana
metoda. Drugi arkusz tego dokumentu to
norma PN-ISO 21528-2:2005 ,Mikrobio-
logia zywnosci i pasz. Horyzontalna me-
toda wykrywania i oznaczania liczby En-
terobacteriaceae. Czes¢ 2. Metoda plytko-
wa’. W niniejszym arkuszu normy opisano
metode oznaczania liczby Enterobacteria-
ceae bez etapu przednamnazania. Ma ona
zastosowanie w badaniu produktéw spo-
zywczych i pasz oraz prébek srodowisko-
wych z obszaru produkgji i obrotu zyw-
noécig. Warto dodac, ze trwaja prace nad
nowelizacja norm dotyczacych Enterobac-
teriaceae, ktére wprowadzg m.in. podtoze
Glucose OF Medium, stuzace do badan po-
twierdzajacych.

W dniu 9 wrzes$nia 2004 r. Komisja Na-
ukowa do spraw Zagrozen Biologicznych
(Komisja BIOHAZ) Europejskiego Urze-
du ds. Bezpieczefistwa Zywnosci (EFSA)
wydata opini¢ na temat czynnikéw zagro-
zen typu mikrobiologicznego wystepuja-
cych w odzywkach dla niemowlat i prepa-
ratach pochodnych. W opinii stwierdzono,
ze mikroorganizmami wymagajacymi naj-
wiekszej uwagi w przypadku odzywek dla
niemowlat, preparatéw specjalnego prze-
znaczenia medycznego oraz preparatéw
pochodnych sg Salmonella spp. i Entero-
bacter sakazakii (Cronobacter sakazaki).
Obecno$¢ tych czynnikéw chorobotwér-
czych stanowi znaczne ryzyko, jesli wa-
runki po przygotowaniu odzywki do spo-
zycia umozliwiaja ich namnazanie. Jako
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wskaznik do oceny poziomu ryzyka moga
by¢ wykorzystywane cze$ciej wystepujace
w tych produktach drobnoustroje z rodzi-
ny Enterobacteriaceae. Ponadto EFSA za-
lecita monitorowanie i badanie obecnosci
Enterobacteriaceae zaréwno w §rodowisku
produkcyjnym, jak i w gotowym produkcie.
Poniewaz w rodzinie Enterobacteriaceae
oprécz gatunkéw chorobotwérczych wy-
stepuja gatunki saprofityczne, czesto obec-
ne w $srodowisku produkcji zywnosci i nie
stanowigce zagrozenia dla zdrowia, rodzi-
na Enterobacteriaceae moze by¢ wykorzy-
stywana do rutynowych badan, a w razie
wykrycia ich obecno$ci mozna rozpoczaé
badania w kierunku wykrywania obecno-
$ci wybranych patogenéw, w tym Crono-
bacter sakazakii. W chwili obecnej do wy-
krywania obecno$ci tego zarazka propo-
nuje sie norme PKN/ISO/TS 22964:2008
»Mleko i przetwory mleczne. Wykrywanie
Enterobacter sakazaki’.

W zakresie wykrywania i oznaczania
liczby E. coli jako drobnoustroju wskaz-
nikowego poziomu higieny w produk-
¢ji zywnosci moze by¢ stosowana norma
PN-ISO 7251:2006 ,Mikrobiologia zyw-
nosci i pasz. Horyzontalna metoda wy-
krywania obecno$ci i oznaczania liczby
przypuszczalnych Escherichia coli. Me-
toda najbardziej prawdopodobnej licz-
by”. W niniejszej normie oznaczanie licz-
by wykonywane jest z zastosowaniem in-
kubacji plynnej pozywki w temperaturze
35°C lub 37°C. Kolejna norma metodycz-
na w tym zakresie jest PN-ISO 16649—
1:2004 ,Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Horyzontalna metoda oznaczania liczby
beta-glukoronidazo-dodatnich Escherichia
coli. Czes$¢ 1. Metoda plytkowa w tempe-
raturze 44°C z zastosowaniem membran
i 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-3-D-gluko-
ronidu”. W opisanej metodyce stosuje si¢
pozywke stala zawierajaca sktadnik chro-
mogenny w celu wykrycia beta-glukoroni-
dazy oraz specjalne membrany. Drugi ar-
kusz tej normy to PN-ISO 16649—-2:2004:
»Mikrobiologia zywnosci i pasz. Hory-
zontalna metoda oznaczania liczby be-
ta-glukuronidazo-dodatnich Escherichia
coli. Cze$¢ 2. Metoda plytkowa w tempe-
raturze 44°C z zastosowaniem 5-bromo-
4-chloro-3-indolilo-B-D-glukuronidu” Do
wykrywania patogennych szczep6w E. coli
ma réwniez zastosowanie norma PN-EN
ISO 16654:2002 ,,Mikrobiologia zywnosci
i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
Escherichia coli 0157”. Opisana w normie
metoda badania ma zastosowanie przede
wszystkim w badaniu zywnosci.

Kolejna grupa drobnoustrojéow waz-
ng z punktu widzenia oceny stanu higie-
nicznego w produkcji zywnosci i pasz sa
pateczki z grupy coli. Warto dodaé¢, ze
ten rodzaj badan byl w przesztosci do-
sy¢ powszechnie prowadzony w produkcji
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i obrocie zywnoscia. Aktualnie do wykry-
wania i oznaczania liczby bakterii z grupy
coli moga by¢ wykorzystywane dwie normy
polskie zharmonizowane z normami ISO.
Pierwsza z nich to PN-ISO 4831:2007 ,Mi-
krobiologia zywnosci i pasz. Ogélne zasa-
dy oznaczania liczby bakterii z grupy coli.
Metoda najbardziej prawdopodobnej licz-
by”. W niniejszej normie okreslono hory-
zontalng metode oznaczania liczby bakte-
rii z grupy coli technika najbardziej praw-
dopodobnej liczby po inkubacji ptynnej
pozywki w temperaturze 37°C. Niniejsza
norma ma zastosowanie do badania pro-
duktéw przeznaczonych do spozycia przez
ludzi lub zwierzeta. Druga z nich to norma
PN-ISO 4832:2007 ,Mikrobiologia zyw-
noéci i pasz. Horyzontalna metoda ozna-
czania liczby bakterii z grupy coli. Meto-
da plytkowa” Norma opisuje metode ozna-
czania liczby bakterii z grupy coli poprzez
liczenie kolonii wyroslych na statych po-
zywkach po inkubacji w warunkach tleno-
wych. Norma moze by¢ stosowana do ba-
dania produktéw przeznaczonych do spo-
zycia przez ludzi i zwierzeta.

Stale rosnaca liczba przypadkéw kampy-
lobakteriozy ludzi wiaze sie z licznymi ba-
daniami nad bakteriami z rodzaju Campy-
lobacter. Stuza do tego obecnie dwie normy,
a mianowicie: PN-EN ISO 10272-1:2007
(AP1:2008) ,Mikrobiologia zywnosci
i pasz. Horyzontalna metoda wykrywa-
nia obecnosci i oznaczania liczby Campy-
lobacter spp. Czeg$¢ 1: Metoda wykrywa-
nia” oraz PKN-ISO/TS 10272—-2:2008 ,,Mi-
krobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna
metoda wykrywania obecnosci i oznacza-
nia liczby Campylobacter spp. Czgs¢ 2: Me-
toda liczenia kolonii”

Wazna grupe drobnoustrojow w higie-
nie zywnoéci i pasz stanowia tzw. beztle-
nowe laseczki przetrwalnikujace rodzaju
Clostridium. W obrebie tego rodzaju znaj-
duje sie gatunek Clostridium botulinum
odpowiedzialny za produkcje toksyn bo-
tulinowych oraz Clostridium perfringens
wazny z punktu widzenia toksykoinfekcji
zwierzat i zatru¢ pokarmowych czlowie-
ka. Do norm metodycznych stosowanych
w tym obszarze naleza dwie normy, a mia-
nowicie: PN-ISO 15213:2005 ,,Mikrobiolo-
gia Zywnosci i pasz. Horyzontalna meto-
da oznaczania liczby bakterii redukujacych
siarczany (IV) rosnacych w warunkach
beztlenowych” i PN-EN ISO 7937:2005
»Mikrobiologia zywnosci i pasz. Hory-
zontalna metoda oznaczania liczby Clo-
stridium perfringens. Metoda ptytkowa”.
Obydwie normy maja zastosowanie do ba-
dania produktéw spozywczych i pasz oraz
prébek srodowiskowych w obszarze pro-
dukcji i obrotu zywnoscia.

Do oznaczania ogdlnej liczby drobno-
ustrojow zaleca si¢ obecnie nowa norme
dwuarkuszowg. Pierwszy arkusz to norma
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PN-EN ISO 4833-1:2013-12 ,,Mikrobio-
logia faricucha zywnosciowego. Horyzon-
talna metoda oznaczania liczby drobno-
ustrojow. Czes¢ 1. Oznaczanie liczby me-
todg posiewu zalewowego w temperaturze
30°C’, stosowany, gdy w badanej prébce
spodziewana jest niska liczba drobnoustro-
jow lub sa obecne drobnoustroje rosna-
ce zalewowo, co moze utrudnia¢ liczenie
wyrostych kolonii. Drugi arkusz to norma
PN-EN ISO 4833-2:2013-12 ,,Mikrobiolo-
gia taricucha zywnosciowego. Horyzontal-
na metoda oznaczania liczby drobnoustro-
jow. Cze$¢ 2. Oznaczanie liczby metoda po-
siewu powierzchniowego w temperaturze
30°C’, ktora jest przeznaczona do badania
probek zawierajacych obligatoryjne tle-
nowce lub liczna populacje drobnoustro-
jow wrazliwych na podwyzszona tempe-
rature pozywki agarowej. Ponadto ma za-
stosowanie do badania produktéw, ktérych
czastki lub zabarwienie moga utrudnia¢ li-
czenie kolonii, a takze w sytuacji, gdy po-
trzebne jest réznicowanie kolonii dla oce-
ny jakosci produktu. Normy maja zasto-
sowanie do wszystkich matryc faiicucha
zywnosciowego.

Od 2009 r. obowigzuje w Polsce dwu-
cze$ciowa norma metodyczna do ozna-
czania grzybéw w zywnosci i paszach, tj.
PN-ISO 21527-1:2009 ,Mikrobiologia

zywnosci i pasz. Horyzontalna meto-
da oznaczania liczby drozdzy i plesni.
Cze$¢ 1: Metoda liczenia kolonii w pro-
duktach o aktywnosci wody wyzszej niz
0,95” 1 PN-ISO 21527-2:2009 ,,Mikrobio-
logia zywno$ci i pasz. Horyzontalna me-
toda oznaczania liczby drozdzy i pleéni.
Cze$¢ 2: Metoda liczenia kolonii w pro-
duktach o aktywnos$ci wody nizszej lub
réwnej 0,95” Nalezy wskaza¢, ze aktyw-
no$¢ wody (a ) w produkcie spozywczym
jest definiowana jako ilo$¢ wody dostep-
nej dla drobnoustrojéw. Warto$¢ te przy-
jeto w celu dokladniejszego okreslenia za-
potrzebowania okreslonych mikroorgani-
zméw na wode. Czysta chemicznie woda
posiada a_=1. Wraz ze wzrostem steze-
nia zwigzkéw rozpuszczalnych aktywnosé
wody spada ponizej warto$ci 1. Wigkszos¢
drobnoustrojéw moze rosna¢ w srodowi-
skach, ktérych aktywnos¢ wody wynosi po-
wyzej 0,95, jednak wzrost niektérych z nich
stwierdza si¢ w srodowiskach o aktywno-
$ci wody wynoszacej nawet 0,6. Elemen-
tem réznicujgcym oba arkusze normy jest
stosowana pozywka. Wybér metodyki ba-
dawczej moze tu budzi¢ pewne watpliwo-
$ci, wynikajace z nieznajomosci badz réznic
w a_ réznego rodzaju matryc badawczych
trafiajacych do laboratorium. Ulatwie-
niem w wyborze metodyki jest zalacznik

Tabela 1. Aktywno$¢ wody w zalezno$ci od rodzaju matrycy

A zawarty w drugiej czesci normy, uzupet-
niony przez autoréw artykutu o wartosci a
najczesciej badanych pasz (tab. 1). Pomiary
a, pasz wykonano urzadzeniem Aqualab
(Decagon Devices, USA). W zaleznosci od
stopnia wysuszenia materialéw paszowych
i warunkéw przechowywania a  moze sie
waha¢ w do$¢ szerokim zakresie. Przykta-
dem moga tu by¢ chociazby nasiona ku-
kurydzy, ktérych a  miesci sie w zakresie
0d 0,5do 0,8.

Zastosowanie drugiego arkusza normy
do badania pasz wyraznie ogranicza zawar-
ty w niej zapis brzmiacy nastepujaco: ,Ni-
niejsza cze$¢ ISO 21527 nie ma zastoso-
wania do produktéw w proszku o aktyw-
no$ci wody nizszej lub réwnej 0,60 (zboza
w proszku, produkty oleiste, przyprawy, ro-
$liny straczkowe, nasiona, napoje w prosz-
ku instant, produkty w proszku dla zwie-
rzat domowych itp.)” W tej sytuacji meto-
da oznaczania liczby grzybéw w paszach
pozostaje metoda opisana w normie PN-
R-64791:1994 ,Pasze. Wymagania i bada-
nia mikrobiologiczne’, gdzie stosowane
jest podloze DRBC. Warto tez zaznaczy¢,
Ze wspomniana powyzej norma PN-R-
64791:1994 jest nadal stosowana do bada-
nia mikrobiologicznego pasz, gdzie poza
oznaczaniem liczby grzybéw stosuje sie
ja jeszcze do oznaczania liczby bakterii

Aktywnosé Rodzaj matrycy
wody zywnosé pasze
>0,95 owoce konserwowe, warzywa konserwowe -
>0,95 Swieze owoce, owoce konserwowe, warzywa, migso, kietbasy gotowane, ryby, mleko, mleko dla zwierzat towarzyszacych, kiszonka z kukurydzy
pieczywo, Zywno$¢ zawierajaca do 4% sacharozy lub 7% NaCl
20,91 sery twarde (cheddar, szwajcarski), wedzone mieso, wedliny (szynka), niektore sianokiszonka
koncentraty sokéw owocowych zawierajgce 55% sacharozy lub 12% NaCl
>0,87 kietbasy fermentowane (salami), sery suszone, margaryna, ciasta biszkoptowe, zywno$¢  kiszonka z lucerny
zawierajgca 65% sacharozy lub 15% NaCl
20,80 wiekszo$¢ koncentratow sokow owocowych, syropy: czekoladowy, owocowy, klonowy, nasiona kukurydzy
ciasta o duzej zawarto$ci cukru, ciasta owocowe, mleko zageszczone, maka, ryz, szynka
wiejska, rosliny straczkowe o zawarto$ci wody od 15% do 17%
20,75 dzemy, marmolady, owoce lukrowane, owoce kandyzowane, marcepan, ptasie mleczko, nasiona kukurydzy
miekkie cukierki, ciasta
20,65 pfatki owsiane o zawarto$ci wody 10%, galaretki, melasa, orzechy, suszone owoce, nasiona soi, Sruta sojowa, nasiona kukurydzy, mieszanki
miekkie cukierki (np. kréwki), nierafinowany cukier trzcinowy paszowe dla zwierzat domowych, sucha karma dla zwierzat
towarzyszacych
20,60 suszone owoce o zawarto$ci wody od 15% do 20%, karmel, toffi, mi6d, batony zbozowe,  sucha karma dla zwierzat towarzyszacych, zboza i produkty
zywno$¢ granulowana zbozowe, nasiona soi, $ruta sojowa, $ruta kukurydziana,
koncentraty dla zwierzat domowych
20,50 makarony, spaghetti o wilgotnosci 15%-20%, przyprawy o zawarto$ci wody 10%, ziota nasiona kukurydzy, karma dla ryb, koncentraty dla zwierzat
domowych
20,40 proszek jajeczny o zawarto$ci wody 5%, nugaty karma dla ryb
20,30 ciastka, krakersy, suchary i pieczywo chrupkie o zawartosci wody od 3% do 5%, maczka z krwi drobiowej, maczka drobiowa, maczka z pidr,
podstawa sosow w proszku suszona plazma z krwi
20,20 - suszona hemoglobina, maczka drobiowa, maczka z pior
20,10 - maczka z krwi drobiowej
>0,03 mleko petne w proszku o zawartosci wody od 2% do 3%, zupy w proszku, kawa instant, preparaty mlekozastepcze

suszone owoce 0 wilgotno$ci 5%, ptatki kukurydziane o wilgotno$ci 5%
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tlenowych mezofilnych i wykrywania bez-

tlenowych laseczek przetrwalnikujacych.

Do oznaczania liczby drobnoustrojéw
psychrotrofowych zaleca si¢ obecnie nor-
me PN-ISO 17410:2004 ,Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda
oznaczania liczby drobnoustrojéw psy-
chrotrofowych”. Inkubacja posiewéw w tej
metodzie prowadzona jest w temperatu-
rze 6,5°C.

W ocenie jako$ci pasz coraz czesciej
jest oznaczana liczba bakterii probiotycz-
nych, zar6wno w gotowych mieszankach
paszowych, jak i dodatkach paszowych
zootechnicznych, definiowanych jako sta-
bilizatory flory jelitowej. Do tego celu la-
boratorium ma do dyspozycji nastepujace
metody normy metodyczne w randze PN,
ktére sa zharmonizowane z normami eu-
ropejskimi (EN):

— PN-EN 15789:2009 ,Pasze. Wykrywa-
nie i oznaczanie liczby szczepéw droz-
dzy probiotycznych”

— PN-EN 15788:2009 ,Pasze. Wykrywa-
nie i oznaczanie liczby Enterococcus (E.
faecium) spp”

— PN-EN 15784:2009E ,,Pasze. Wykrywa-
nie i oznaczanie liczby przypuszczal-
nych Bacillus spp”

— PN-EN 15785:2009E ,,Pasze. Wykry-
wanie i oznaczanie liczby Bifidobac-
terium spp”

— PN-EN 15786:2009E ,,Pasze. Wykrywa-
nie i oznaczanie liczby Pediococcus spp”

— PN-EN 15787:2009E ,Pasze. Wykry-
wanie i oznaczanie liczby Lactobacil-
lus spp”

Do oznaczania liczby Lactobacillus spp.
w zywnosci i paszach oraz innych matry-
cach lancucha zywnosciowego ma zasto-
sowanie norma PN-ISO 15214:2002 ,Mi-
krobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna
metoda oznaczania liczby mezofilnych bak-
terii fermentacji mlekowej. Metoda ptytko-
wa w temperaturze 30°C”. W metodzie tej
liczba zywych mezofilnych bakterii kwasu
mlekowego w analizowanej matrycy bada-
na jest na statej pozywce MRS inkubowa-
nej w temperaturze 30°C przez 72 godz.

Do kontroli czystosci Srodowiska zakla-
déw produkujacych zywnos¢ i pasze prze-
znaczona jest norma PN-ISO 18593:2005
»Mikrobiologia zywnosci i pasz. Hory-
zontalne metody pobierania prébek z po-
wierzchni z uzyciem plytek kontaktowych
i wymazow”. W normie tej pod pojeciem
»$rodowisko” rozumie si¢ wszystko, co ma
kontakt z produktem zywnos$ciowym czy
pasza i moze by¢ zrédlem jego pierwotnego
i/lub wtérnego zanieczyszczenia (np. ma-
terialy, pomieszczenia, personel).
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W badaniu parametréw higieny tusz
zwierzat rzeznych w przemysle miesnym
stosowana jest norma PN-ISO 17604:2005
»Mikrobiologia zywnosci i pasz. Pobiera-
nie prébek z tusz do badan mikrobiologicz-
nych” W dokumencie tym opisano metody
prébobrania w celu wykrycia i oznaczenia
liczby mikroorganizméw na powierzchni
tusz zwierzat rzeznych bezposrednio po
uboju. W wyniku kilkuletnich prac zo-
stala opracowana znowelizowana wersja
tej normy, ktéra podlega obecnie gloso-
waniu w okresie od 16 stycznia 2014 r. do
16 czerwca 2014 r.

Wyrazem dazenia do dalszej optyma-
lizacji wytwarzania i harmonizacji metod
kontroli jako$ci stosowanych pozywek jest
ostatnio opracowany oraz poddany proce-
durze glosowania projekt normy ISO/FDIS
11133-1:2013 ,Microbiology of food, ani-
mal feed and water — Preparation, produc-
tion, storage and performance testing of
culture media. (Mikrobiologia Zywnosci,
pasz i wody. Przygotowywanie, wytwarza-
nie, przechowywanie i kontrola jakosci po-
zywek). Glosowanie nad niniejszym pro-
jektem trwato do 19 lutego 2014 r. i zakon-
czylo sie przyjeciem projektu do publikacji.
Norma ISO/FDIS 11133 zawiera ogdlna
terminologie odnoszaca si¢ kontroli pozy-
wek stosowanych w badaniach mikrobio-
logicznych zywno$ci, pasz oraz wszystkich
rodzajéw wody. Ponadto podaje w sposéb
kompleksowy wytyczne systemu kontro-
li jako$ci i wymagan w procesie przygoto-
wywania oraz stosowania pozywek w ba-
daniach laboratoryjnych w zakresie okre-
$lonym w autorskim opracowaniu (15).

W laboratorium kwestie przygotowa-
nia prébek do badan reguluje m.in. nor-
ma PN-ISO 6498:2012 ,,Pasze. Wskazéwki
do przygotowania prébek do badan”. W ni-
niejszej normie polskiej zharmonizowanej
z norma miedzynarodowa podano meto-
dy przygotowania prébek do badan z pré-
bek laboratoryjnych pasz, w tym karmy dla
zwierzat domowych.

Reasumujac, nalezy stwierdzié, ze
wszystkie grupy, rodzaje i gatunki drob-
noustrojéw chorobotwoérczych i wskazni-
kowych moga by¢ wykrywane i/lub ozna-
czane w zywnosci, paszach i innych ma-
trycach taricucha zywnos$ciowego przy
zastosowaniu polskich norm (PN), ktére
sa na ogo6l zharmonizowane z normami
europejskimi (EN) i/lub normami miedzy-
narodowymi (ISO). Jednoczes$nie wystepu-
je silna tendencja do dalszej miedzynaro-
dowej harmonizacji i poszerzania zakresu
stosowania norm z zakresu mikrobiologii
faricucha zywno$ciowego.
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