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Zalacznik 1 %

Opracowanie w calosci ani wi @nentaoh nie moze byC powielane ani
rozpowszechniane za pomoca zadzen elektronicznych, mechanicznych,
kopiujacych, nagrywajacych i i , W tym rowniez nie moze by¢ umieszczane ani
rozpowszechniane w postaci owej, zarowno w Internecie, jak i w sieciach
lokalnych, bez pisemnej z utorow.
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Norma w zat. D podaje przyktad karty kontroli podtoza w oparciu o sposob
przygotowania, cechy fizyczne i mikrobiologiczne.

Nazwa podloza: Przygotowana Data rozlania: (Wewnetrzny nr serii/partii:
objetosé:

Pozywka sucha (nazwa, nr): Dostawca: Partia/Lot: Tlosé: Data i podpis:

Suplement: Dostawca: Partia/Lot: Tlosé: Data i podpis:

Szczegdly procesu:

Kontrola fizyczna

Oczekiwany wyglad pozywki Normalny kolor, Tak |defekty: ma i podpis:

suchej brak zbrylen Nie

Oczekiwane pH Wartos$é zmierzona: Dglbara defekty: Data i podpis:

Oczekiwana ilo§¢ (napelnianie) |obserwacja: Dobra |defekty Data i podpis:

/grubos¢ warstwy Zta

Oczekiwany kolor obserwacja: D;ll:;ry ekty: Data i podpis:

Oczeknyf\na. klarownosé/ obserwacja: Do‘; ty: Data i podpis:

obecnosé wizualnych Ia

zanieczyszczen %

Oczekiwana stabilnos¢ obserwacja: Dobra |defekty: Data i podpis:

zelu/konsystencja/wilgotnosé Z1la

Zakazenie mikrobiologiczne

Liczba testowanych Wynik: Dobra Liczba zakazonych |Data i podpis:

plytek/probowek: Zia plytek/probowek:

Inkubacja:

Wzrost mikrobiologiczny - zyznosé¢

Metoda kontroli: jakoSciowa

ilo§ciowa

Szczep:
Inkubacja:
Podloze referencyjne:

&

Wynik:

Dobra
Zla

Data i podpis:

Wzrost mikrobiologiczny - selektywnosé

Metoda kontroli: jakoSciowa

ilo§ciowa

Szczep:
Inkubacja:

Podloze referencym

Kryteria:

Wynik:

Dobra
Zla

Data i podpis:

Wzrost mikrobiologiczny - specyficznosé

Metoda kontroli: jakoSciowa

ilo§ciowa

Szczep: ) Kryteria: Wynik: Dobra Data i podpis:
Inkubacj Zia

Podloz encyjne:

Zwolnienie pozywki partii/serii

mm przechowywania: Zwolnienie partii/serii  TAK NIE Data i podpis:
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Roztwory do regulacji pH - najczesciej stosowane
NaOH 40 g/L [C (NaOH = 1 mol/L)]
HCl 35,5 g/L [C (HCI ~ 1 mol/L)]

Zgodnie z ISO 7218 i ISO 8199:

Do autoklawowania nalezy nala¢ do butelek tyle pozywki, zeby pozostawi¢ wolna
przestrzen. Norma zwraca uwage, iz mozna nie zostawiac tej wolnej przestrzeni, jesli
podczas chlodzenia w autoklawie zachowane jest ciSnienie.

Sterylizacja powinna odbywac sie¢ w dniu przygotowania pozywki. Mozna zas@v&’aé
®

2 techniki:

a) Sterylizacja mokra
W autoklawie — tu moze nastapi¢ przegrzanie pozywki, jesli w au@wie jest wiecej
niz 1000 ml. Nalezy dobrze dobra¢ parametry pracy autoklawu
Do sterylizacji para wodna serwisanci autoklawow zalecaji @ anie rekawoéw do

sterylizacji zamiast owijania w folie aluminiowaq, kt&s dla pary wodnej
nieprzepuszczalna. O
b) Filtracja

Z wykorzystaniem prozni lub podcisnienia, Sr r@oréw filtra to 0,2 pm. Nalezy
dobrze dobrac rodzaj filtrow.
ani

Suplementy nalezy przygotowywac z zach% m Srodkéw bezpieczenstwa oraz

instrukcji producenta, poniewaz moga ¢ reakcje alergenne!

Warunki ogélne:
Nalezy zachowac identyﬁk@ S¢ pozywki na wszystkich etapach

P wania/uzycia.
Wszystkie pozywki przed uzyc alezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
. . Pozywki przygotowywane
Pozywki gotoz > w laboratorium
» Zabezpieczy¢ przed utrata wilgoci
» Zabezpieczy¢ przed swiattem
Przecho ie i termin * Zapewnic¢ temp. S = 3°C (lodowka)
waznosc nie z instrukcja Termin wazno$ci pozywek
oducenta pozywki na plytkach w lodowce mozna
® & przechowywac od 2 do 4 tygodni
x pozywki w butelkach i probéwkach
mozna przechowywac od 3 do 6 miesiecy

Warunki inne:

- jesli laboratorium stwierdzilo inaczej

- jesli inaczej nakazuje norma ISO 8199

Ocena terminu waznosci powinna opiera¢ si¢ na ocenie cech: fizycznych,
chemicznych i mikrobiologicznych, czyli: zmianie koloru, wysychaniu, zmianie pH,
specyficznosci, selektywnosci — wszystkie te cechy musza byc spelnione.
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Przygotowanie plytek do posiewow

Podsuszanie

Wazne jest aby podsuszac plytki chwile, zeby usunac¢ kropelki na powierzchni. Czas
suszenia nalezy dobra¢ w zaleznosSci od stopnia zawilgocenia pozywki, jednak nalezy
go w miare mozliwosci ograniczy¢ do minimum.

Jesli laboratorium bedzie badac¢ bakterie, ktore hoduja sie w dtugim okresie czasu
np. bakterie z rodzaju Legionella (a pozywka po wczesniejszym wyjeciu wyglada na
sucha), podsuszanie mozna pominac¢, aby nie przesuszy¢ pozywki.

®
UWAGA: zbytnie podsuszenie moze prowadzi¢ do wzrostu wlasciwosci hamyga}cych
w pozywkach selektywnych i zmniejsza¢ aktywnos¢ wody (aw) na powier@li plytki.

Podczas suszenia nalezy zabezpieczy@tki przed
Podsuszanie kontaminacja, dlatego nalezy suszyc komorze
laminarnej, albo skierowane pozywka ku dolowi
Gdzie? Komora laminarna Cieplarka
. v Odwrécone agarem ku
Otwarte w laminarnym przept . .
Jak? owietrra dotowi, oparte na wpét
P otwartych wieczkach
W jakiej : Temp.: od 25°C do
temperaturze? Temperatura pokof%, 50°C
1. Od 30 minut do 60 m ub przez | Tak dlugo, aby nie bylo
Przez jaki czas? ; .
cala noc z zamkm?ﬂr ieczkami kropli na wieczku

Inkubacja pozywek stalych néytkach Petriego

Na rynku dostepnych jest dzajow inkubatorow i cieplarek z dodatkowymi
drzwiczkami szklanymi, azonyml w wiatraki do rownomiernego ogrzewania

powietrza wewnatrz . Zadaniem laboratorium jest tak dobra¢ wyposazenie,
aby zabezpieczy¢ i przed przesuszeniem w cieplarce poprzez umieszczanie
np.:

— maksymalnie lytek w sztaplu, umieszczonych w worku otwartym od goéry
(zabezpiecza t ei przed nadmierna kondensacja),
- ustawieni dnie cieplarki butelki z woda (nalezy czesto ja zmieniac, zeby

I przed uzyciem w laboratorium powinny zosta¢ sprawdzone na
o mierne rozprowadzanie ciepla i utrzymanie temperatury w wymaganym
zakresie w roznych czesciach komory (rozklad temperatur). Jesli cieplarka ulegta
powaznemu uszkodzeniu i byta naprawiana czynnosc te nalezy powtorzyc.
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Czas inkubacji

Dla organizmow typowych (target) Najkroétszy czas z normy ISO
Dla selektywnosci Najdtuzszy czas z normy ISO
KONTROLA JAKOSCI

Podrozdzialy okreslaja wymagania dla pozywek w zaleznosci od wielkosci Batcha.
W warunkach normalnych probki moga zawiera¢ mikroorganizmy zestresowane.
Nalezy dobra¢ odpowiednie podloza i wzia¢ pod uwage zdolnosci regeneracji.

Kontrola jakosSci
podloz zalezy od:

Skladnikow podstawowych

Wlasciwego skladu

Jakosci przygotowania

Eliminacji zakazenia

Odpowiedniego pakowania i przecho ania

kontroli jakosci pozywki przed uzyciem, mozna zrobic to rownolegle z badaniem.

Wazna informacja podana w normie jest zezwolenie, ze "e: ic mozna wykonac

Suplementy i dodatki odzywcze tez powinny przechodzi¢ proces kontroli.

Cechy fizyczne
i chemiczne

na

systencja zelowa

ilgotnos¢

Dodatkowo oceniana wartosci pH

Cechy
mikrobiologiczne

ol

Wielkos¢ partii oCeniana powinna zaleze¢ od wielkosci partii

otrzymanej
Kont podloz referencyjnych (zazwyczaj TSA):
Musza by¢ wysokiej jakosci

]\@ﬁfej uzy¢ materiatu odniesienia (RM) o znanej liczbie
drobnoustrojow

ezy zastosowac okreslony proces produkcji-przygotowania
podloza, wlacznie z rozpuszczaniem

Tego podioz tego samego producenta/zrodia dostarczania
pozywki/skladnikow

Nalezy uzy¢ wiekszego zakresu mikroorganizmow dla
ostatecznego zatwierdzenia pozywki aby pokryc¢ zakres
organizmow szukanych

Wybor podloza referencyjnego odpowiedniego do celow

Odpowiednie procedury postepowania dla zapewnienia jakosci,
kiedy podloza beda uzywane jako podloza referencyjne

Nie ma koniecznos$ci brania pod uwage tych aspektow dla
oszacowania tego, czy podloze zostalo wlasciwie dobrane

Laboratorium powinno uzasadni¢ procedure wyboru
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Zestawic tez X obecnego wykresu ze Srednia poprzednich obserwacjiytot .

2 b Wszystkie

— — 3?2 Sy Obecny Parametr poprzednie

‘X ~ Xtot ‘(2 —+ wykres wykresy
n Mot — Liczba -

Jesli to zalozenie nie zgadza X obserwacji X tot

sie z wynikami nalezy dojs¢ S Odchylenie S

jaka jest tego przyczyna. standardowe ot

Nalezy rozpoczac nowy Wartosc¢

wykres. n Srednia Theot

3. Wartosci Srednie do ustalenia nowych limitéw kontroli po

arytmetycznie.

Dla przeprowadzenia oceny 3 wykresow zawierajacych

kazdy, norma odwotata sie do NEN 6603

wykresu:
Parametr Wykres | Wykres | Wykres
1 2 3
Y 84,4 81’6 81,1
S 11,1 12,3 12,1
S2 122,7 150,8 47,
Ad. 1

Korzystajac ze wzoru uzy@& wartosc¢

2

7 ‘@czane sa
wyniki 30 obserwacji
Na podstawie wartosci uzyskanych z kontroli pozywek zo&

iczone dla kazdego

tot

’%% Parametr Z wyl.:resu
. 1i2
ierwszych
Xtot 83,0
Stot ]. ]. ,7
Stot? 136,1
_1475_ o
1361

Dla F (0,975; 29,5
Uzyskana wartos¢ nie'przekracza wartosci krytycznej w tym przypadku, a wiec test

nie wykazatl
pozostalych.

Ad. 2
z

Ad.

Warte'&e wzgledna dla danych z tabel wynosi
& ieniem iloSci obserwacji wynosza 5,4.

Wa&cej roznicy pomiedzy wariancjami wykresu 3 i dwoch

1,9, a wyliczenia wariancji

W zwigzku z tym, iz nie zauwazono znaczacych zmian pomiedzy wartoscia Srednia
i odchyleniem standardowym wykresu 3 i dwoch poprzednich za pomoca Sredniej

arytmetycznej wyznaczono nowa wartoS¢ Srednia (84,4+81,6+81,1)/3 =
122, 7+1508 +147,5

oraz odchylenie standardowe s = \/ 3

=1184.

82,4

Poniewaz 1,9 <5,4 dlatego nie stwierdza si¢ statystycznej roznicy wartosci Srednich
z ostatniego wykresu w poréwnaniu do dwéch poprzednich.
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