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badaniach stanu mikrobiologiczne-
go zywnosci, pasz i wody, a tym sa-
mym w zapewnieniu ich bezpieczenstwa
zdrowotnego duza role odgrywa jakos¢
uzytych materialéw w polaczeniu z jakoscia
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wykonania tych badai. W ramach pro-
wadzonych badan laboratoryjnych wy-
mienionych matryc, wykonywanych w ra-
mach kontroli wewnetrznej czy tez urze-
dowej, nalezy zapewni¢ wiarygodnos¢

otrzymywanych wynikéw. Oznacza to ko-
nieczno$¢ wdrozenia systemu zapewnie-
nia jako$ci badan i uwzglednienia wszyst-
kich elementéw gwarantujacych rzetelnos¢
i prawdziwo$¢ otrzymywanych rezultatow.
Jednym z wazniejszych elementéw zapew-
nienia jako$ci mikrobiologicznych badan
laboratoryjnych jest stosowanie wlasci-
wych pozywek oraz zapewnienie stalo$ci
parametréw, jakimi sie one charaktery-
zuja. Stad istnieje potrzeba normalizacji
calego procesu przygotowywania, stoso-
wania i kontroli jako$ci pozywek mikro-
biologicznych. Jako$¢ pozywek mikrobio-
logicznych stosowanych w réznego rodzaju
badaniach, a wiec i wiarygodno$¢ otrzy-
manego wyniku, uzalezniona jest od wie-
lu czynnikéw, a w szczegdlnosci od jakosci
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The purpose of this article was to present new guide-
lines (GLs) for manufacturing and use of culture me-
dia in diagnostic microbiology. Many tests and proce-
dures which require various culture media during mi-
crobiological examinations are used. Therefore, they
play crucial role in providing consistent and reliable re-
sults in diagnostic approach. Current requirements for
the best quality of these products during each step of
manufacturing resulted in elaborating the Internation-
al Standards 1SO/DIS 11133 which will be published
in 2013. These documents provide terminology relat-
ed to quality assurance and specify the requirements
for preparation of culture media to be used during
microbiological analysis of food, feed, water and oth-
er materials from the food production environment.
In this paper requirements applicable to all categories
of laboratory culture media for performing microbi-
ological analysis are described and briefly discussed.
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poszczegdlnych skladnikéw i substancji
stosowanych, poprawnosci procedur przy-
gotowania czy odpowiedniego procesu pa-
kowania i przechowywania (1).
Wytwérca pozywek lub laboratorium
je przygotowujace musza zapewnié, ze go-
towa do uzycia pozywka odpowiada pod
wzgledem cech fizycznych, chemicznych
i biologicznych okreslonemu standardo-
wi. Zatem wdrozony system jakos$ci powi-
nien zapewnia¢ otrzymanie odpowiednich
cech wytworzonej i uzywanej w badaniach
pozywki w zakresie parametréw ogdlnych
i hodowlanych (1, 2, 3). Stad obecne daze-
nie w skali miedzynarodowej do standary-
zacji metod analitycznych dla wszystkich
rodzajéw badan, takze mikrobiologicznych.
Chodzi bowiem o opracowanie, a nastep-
nie zastosowanie w praktyce laboratoryj-
nej jednolitych metod badan mikrobiolo-
gicznych, odpowiednich dla réznego ro-
dzaju matryc, dajacych powtarzalne oraz
wiarygodne wyniki. W efekcie pozwoli to,
aby byly one poréwnywalne w przypad-
ku wykonywania badan tej samej probki
w réznych laboratoriach, niezaleznie od
miejsca czy kraju. Powinno to pozwoli¢
na wiarygodng, pelna i szybka identyfika-
cje czynnikéw zagrozen mikrobiologicz-
nych wystepujacych w zywnosci, paszach
i wodzie oraz utatwia¢ podejmowanie co-
raz bardziej obiektywnych decyzji admi-
nistracyjnych przez organy kontrolne. Jak
wazny to element w zapewnieniu wiary-
godnosci wynikéw, §wiadczy o tym nowe

podejscie w skali miedzynarodowej oraz
UE w zakresie bezpieczenistwa taricucha
zywno$ciowego, gdzie okreslona jest hie-
rarchia stosowania metod analitycznych do
badan urzedowych zywnosci i pasz (4, 5).

Normalizacja metod wytwarzania,
stosowania i kontroli jakosci pozywek

Wyrazem dazenia do dalszej harmoniza-
¢ji metod kontroli jako$ci stosowanych po-
zywek jest ostatnio opracowany i podda-
ny procedurze glosowania projekt normy
ISO/DIS 11133-1:2012 pt.: ,Mikrobiolo-
gia zywnosci i pasz — Przygotowywanie,
wytwarzanie, przechowywanie i kontrola
jakosci pozywek” (Microbiology of food,
animal feed and water — Preparation, pro-
duction, storage and performance testing
of culture media; 6). Glosowanie nad tym
projektem trwalo do 2 stycznia 2013 r.
i zakonczylo sie przyjeciem projektu do
publikacji. W tym artykule przedmiotem
omowienia bedzie cze$¢ normy poswie-
cona kwestiom wytwarzania, stosowania
i przechowywania pozywek, ktére maja by¢
uzyte w laboratorium. Zagadnienie kontro-
li jakosci pozywek podczas ich przygoto-
wywania i stosowania bedzie przedmio-
tem oddzielnego artykulu.

Na wstepie nalezy wskazaé, ze projekt
normy ISO 11133 w rozdziale 3 zawie-
ra ogélng terminologie odnoszaca si¢ do
systemu zapewnienia jakosci przygoto-
wywanych pozywek stosowanych w ba-
daniach mikrobiologicznych produktéw
spozywczych, pasz i wody. Podobnie jak
w poprzednich dokumentach normaliza-
cyjnych z tego zakresu, okreslono, ze po-
dane wymagania maja zastosowanie do ka-
tegorii pozywek wykorzystywanych w labo-
ratoriach, ktére sa przygotowywane i/lub
uzywane podczas wykonywania analiz mi-
krobiologicznych, a mianowicie pozywek:
— gotowych do uzycia wytworzonych

w celach handlowych;

— wymagajacych uplynnienia, uzupelnie-
nia i rozlania;

— przygotowanych z dostepnych na ryn-
ku suchych pétproduktow;

— przygotowanych z pojedynczych sktad-
nikéw.

Dla celéw normy podano szereg ujed-
noliconych terminéw i definicji zwigza-
nych z wytwarzaniem i kontrola pozywek.
Zdefiniowano, ze kontrola jako$ci oznacza
operacje techniczne i dzialalno$¢ podej-
mowang w celu spelnienia wymogoéw ja-
kosciowych pozywek. Okreslono takze, ze
w rozumieniu dokumentu partia pozyw-
ki jest to w pelni identyfikowalna jednost-
ka danej pozywki odnoszaca si¢ do okre-
$lonej masy, potproduktu lub konicowego
produktu, cechujaca sie jednolitoscia pod
wzgledem rodzaju i jakosci, a takze spet-
niajaca wymagania produkcyjne (kontrola

procesu produkgji) i kryteria wykonania,

ktdra zostala wytworzona w trakcie jed-

nego okreslonego cyklu produkcyjnego,
oznaczona tym samym numerem serii.

W dalszej cze$ci omawianej normy poda-

no szereg definicji dla r6znych rodzajéw

pozywek, poczawszy od definicji ogélnej,
co to jest pozywka, poprzez pozywki kla-
syfikowane na podstawie sktadu, konsy-
stencji, sposobu uzycia i przygotowania,

a skoficzywszy na pozywce referencyjne;j.
Wart podkreslenia jest fakt, ze w pre-

zentowanej normie podano bardzo istot-
ng z praktycznego punktu widzenia prak-
tycznego klasyfikacje i definicje dotyczace
drobnoustrojéw testowych, a mianowi-
cie, co to jest:

— organizm testowy (test organism) —
jest to drobnoustréj ogdlnie stosowa-
ny do kontroli przydatnosci pozywek;

— szczep referencyjny — (reference stra-
in) — drobnoustréj otrzymany bezpo-
$rednio z uznanej kolekcji szczepdw,
ktéra jest cztonkiem Swiatowej Fede-
racji Kolekeji Szczepéw (World Fede-
ration of Culture Collections) lub Euro-
pejskiej Organizacji Kolekeji Szczepow
(European Culture Collections Organi-
sation), okreslony przynajmniej co do
rodzaju i gatunku, skatalogowany i opi-
sany pod wzgledem cech, przy jedno-
czesnym wskazaniu preferowanego zro-
dla pochodzenia, takiego jak zywno$¢
lub woda, jezeli to ma zastosowanie;

— szczep macierzysty (reference stock)
— zestaw odrebnych, identycznych
szczep6w, uzyskanych w laboratorium
z pierwszego pasazu szczepu referen-
cyjnego otrzymanego z laboratorium
lub tez od dostawcy;

— kultura macierzysta (stock culture) —
pierwsza kultura otrzymana ze szcze-
pu referencyjnego;

— kultura robocza (working culture) —
jest to kultura uzyskana ze szczepu re-
ferencyjnego lub szczepu macierzyste-
g0, lub materiatu referencyjnego, cer-
tyfikowana albo niecertyfikowana.
Ponadto w omawianym dokumencie

zdefiniowano, ze material referencyjny to

material zawierajacy okreslona liczbe mozli-
wych do ozywienia drobnoustrojéw, réwno-
miernie rozmieszczonych, o stabilnej liczbie.

Certyfikowany material referencyjny to ma-

terial, w ktérym liczba drobnoustrojow jest

potwierdzona odpowiednim certyfikatem.
W rozdziale 4 norma podaje wytycz-
ne dotyczace zapewnienia jakosci pozy-
wek w czasie ich przygotowania i stoso-
wania. W pierwszej kolejnosci okreslono,
ze w systemie zapewnienia jakosci zaleca
sie, aby wytwdrca lub producent pozywek
udostepnit klientowi nastepujace dane:

— nazwe pozywki, pojedyncze skladniki
i suplementy oraz kody tych produktéw;

— Lkarte specyfikacji technicznej;
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— informacje o zasadach bezpieczenstwa i/
lub zagrozeniach, o ile jest to konieczne;

— numer partii/serii;

— docelowa warto$¢ pH kompletnej po-
zywki przed zastosowaniem;

— informacje dotyczace przechowywania
i przydatnosci do stosowania;

— certyfikat kontroli jakosci i nazwe uzy-
tych organizméw testowych;

— wyniki testéw kontrolnych w zakresie
przydatnoséci pozywki, z uwzglednie-
niem kryteriéw ich akceptacji.

W procesie akceptacji produktéw przy
dostawie dla kazdej partii produktu (skladnik
lub pozywka) nalezy sprawdzi¢ nastepujace
dane: znaki identyfikacyjne produktu, inte-
gralno$¢ opakowania, date waznosci produk-
tu i dofaczona dokumentacje. Ponadto nalezy
zapisa¢ date otrzymania produktu. W trak-
cie przechowywania pozywek we wszystkich
sytuacjach postgpowac zgodnie z instruk-
cja producenta, dotyczaca warunkéw prze-
chowywania, daty waznosci i stosowania.

Zarzadzanie jakoScia,
kontrola gotowych do uzycia i suchych
pozywek oraz suplementéw

W przypadku stosowania gotowych, do-
stepnych w handlu pozywek nalezy prze-
strzega¢ instrukcji producenta w zakresie
warunkéw przechowywania, przydatno-
$ci do uzycia i stosowania.

Pozywki suche dostarczane sa w szczel-
nie zamknietych pojemnikach, w postaci
suchego proszku lub granulatu. Suplementy
majace wlasciwosci selektywne lub substan-
cje diagnostyczne dostarczane sa w posta-
ci zliofilizowanej lub plynnej. Jednak zaleca
sie, aby zakupy byly planowane w sposéb
zapewniajacy obrét w magazynie zgodnie
z zasadq: ,pierwsze przyszlo — pierwsze wy-
sz1o” (first in — first out). W ramach prowa-
dzonej gospodarki magazynowej pozywek
nalezy sprawdzi¢ szczelnos¢ opakowania,
zapisa¢ date pierwszego otwarcia i oceni¢
wizualnie zawarto$¢ otwartego opakowa-
nia. Szczegdlnie po otwarciu nowego po-
jemnika jako$¢ pozywki zalezy od warun-
kéw przechowywania. Na utrate jakosci
suchej (odwodnionej) pozywki wskazuje
zmiana konsystencji sproszkowanej pozyw-
ki, jej jednorodnosci, wystepujace zbryle-
nia czy zmiana zabarwienia. Kazda sucha
pozywka, ktéra wchioneta wilgo¢ lub wy-
kazuje jakiekolwiek zmiany fizykochemicz-
ne powinna by¢ wybrakowana.

0golne zasady przygotowania pozywek
w laboratorium

W rozdziale 4.3 omawianej normy stwier-
dzono, ze wlasciwe przygotowanie pozywki
jest jednym z najwazniejszych etapéw bada-
nia mikrobiologicznego i nalezy zwraca¢ na
to baczna uwage. W szczegélnosci nalezy
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zadbac o przestrzeganie zasad dobrej prak-
tyki laboratoryjnej (GLP) oraz zalecen pro-
ducenta pozywki w zakresie postepowania
z suchymi pozywkami i innymi sktadnika-
mi, zwlaszcza zawierajacymi niebezpieczne
materialy, takie jak sole z6lci czy inne selek-
tywne czynniki. W przypadku sporzadzania
pozywek z suchych, dostepnych na rynku
produktéw nalezy bezwzglednie przestrze-
gac zaleceni producenta. Wazne jest zapisy-
wanie wszystkich kluczowych danych dla
zapewnienia jako$ci, takich jak: masa/obje-
to$¢, warto$¢ pH, data przygotowania, wa-
runki sterylizacji czy wykonawca. W przy-
padku robienia pozywek z pojedynczych
sktadnikéw nalezy przestrzega¢ dokladnie
receptury i odnotowywac wszystkie istot-
ne szczeg6ly procedury oraz dodatkowo za-
pewnic, aby wszystkie uzyte sktadniki byly
w pelni identyfikowalne (kod i numer serii).
Przewodnos¢ wlasciwa wody wytwarzanej
w laboratorium nie powinna by¢ wyzsza
niz 25 pS cm! (odpowiada opornosci 0,4 M
W cm) w temperaturze 25°C, jesli nie jest
to inaczej zalozone. Zaleca sie, aby zanie-
czyszczenie mikrobiologiczne nie przekra-
czalo 10°/ml?, a wartoscia preferowana byla
liczba drobnoustrojéw nizsza od 10?/ml™.
Zaleca sie regularne przeprowadzanie ba-
dan mikrobiologicznych wody, sprawdzajac
zanieczyszczenie, zgodnie z ISO 6222 (inku-
bacja w temperaturze 22°C przez 68 h +4 h)
lub zastosowac inna zwalidowana metode.
Do doktadnie odwazonej odpowiedniej ilo-
$ci sproszkowanej pozywki (unikajac wdy-
chania pylu, szczegblnie w przypadku po-
zywek zawierajacych substancje toksyczne)
stopniowo dodawa¢ wymagang ilo$¢ wody,
tak aby podczas mieszania unikna¢ zbryla-
nia si¢ pozywki. W przypadku odwodnio-
nych pozywek wymagajacych wlasciwego
i szybkiego rozpuszczenia nalezy stosowac
cykliczne lub stale mieszanie przed i pod-
czas ogrzewania. Zaleca sig, aby pozywki
zawierajace agar pozostawi¢ zalane woda
przez kilkanascie minut w celu uwodnienia
skladnikéw i ogrzewac mieszajac w celu roz-
puszczenia. Pomiaru wartosci pH dokony-
wac za pomoca pH-metru i doprowadzi¢, je-
zeli to konieczne, do takiej wartosci, aby po
schlodzeniu do temperatury 25°C pozywka
miala wymagana warto$¢ pH 0,2 jednostki
pH, chyba ze s3 ustalone inne wymagania.
Przy ustalaniu warto$ci pH nalezy korzysta¢
z roztworu 1 mol/l NaOH (okolo 40 g/1) lub
1 mol/l HCI (36,5 g/1). Jezeli ustalanie war-
tosci pH jest przeprowadzane po steryli-
zacji, uzywac roztworu uprzednio wyjalo-
wionego. Produkowane pozywki dostepne
na rynku moga wykazywac znaczne waha-
nia pH przed i po sterylizacji. W przypad-
ku stosowania wody destylowanej lub de-
jonizowanej ustalanie pH przed sterylizacja
nie jest konieczne, nalezy rozlewac pozyw-
ke do odpowiednio wiekszych pojemnikéw
niz objetos¢ pozywki.
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Zasady i sposdb sterylizacji pozywek

Sterylizacje pozywek na ogél wykonuje sie
za pomoca przegrzanej pary wodnej lub
przez filtracje. Niektdre pozywki nie wyma-
gaja sterylizacji, ale wystarcza ich zagotowa-
nie przed uzyciem, czyli pasteryzacja. Dla
przykladu, pozywki dla Enterobacteriace-
ae zawierajace zielen brylantowa sa bardzo
wrazliwe na ogrzewanie i $wiatlo, stad za-
leca sig, aby byly szybko schtodzone po za-
gotowaniu oraz chronione przed $wiatlem.
Réwniez niektdre odczynniki moga by¢ uzy-
wane bez sterylizacji, biorac pod uwage za-
lecenia odpowiednich norm miedzynarodo-
wych lub instrukcji producenta. Steryliza-
cjaza pomoca przegrzanej pary wodnej jest
przeprowadzana w autoklawie lub urzadze-
niu do przygotowywania pozywek. Zazwy-
czaj proces sterylizacji trwa 15 min w tempe-
raturze 121°C +£3°C. W przypadku objetosci
wiekszych niz 1000 ml nalezy dostosowac
cykl sterylizacji do zwigekszonej objetosci,
gdyz wymaga ona innych parametréw ob-
rébki termicznej. We wszystkich przypad-
kach nalezy postepowac zgodnie ze wskaza-
niami zawartymi w odpowiednich normach
miedzynarodowych lub w instrukcjach pro-
ducenta. Aby zapobiec przegrzaniu, po za-
koniczeniu obrébki cieplnej wazne jest schio-
dzenie pozywek. Odnosi sie to szczegdl-
nie do pozywek w duzych objetosciach lub
wrazliwych, np. zawierajacych zieler brylan-
towa. Sterylizacja przez filtracje moze by¢
wykonywana w warunkach prézni lub nad-
ci$nienia. Do tego celu nalezy stosowac od-
powiedni sprzet i filtry membranowe o $red-
nicy poréw 0,22 um. Czeéci aparatu do fil-
tracji nalezy sterylizowac zgodnie z PN EN
ISO 7218 albo uzywac sprzetu wysterylizo-
wanego wcze$niej. Niektore filtry membra-
nowe moga zatrzymywac bialka albo inne
substancje, np. antybiotyki. W celu uzyska-
nia odpowiedniego stezenia nalezy uzywac
filtréw wstepnie zwilzonych. Zaleca sig, aby
po sterylizacji, gotowaniu lub filtracji wszyst-
kie pozywki byty monitorowane pod katem
wartosci pH, zabarwienia, sterylnosci i fi-
zycznej konsystencji.

Przygotowywanie suplementow
stosowanych przy sporzadzaniu pozywek

W normie podkreslono, ze nie mozna sto-
sowal suplementéw po uplywie okresu
trwalo$ci okre$lonym przez producenta.
W przypadku roztworéw roboczych an-
tybiotykéw nalezy zuzy¢ je tego samego
dnia. W pewnych warunkach roztwory
antybiotykéw moga by¢ przechowywane
w stanie zamrozenia, ale po rozmrozeniu
nie moga by¢ ponownie zamrazane. Zale-
ca sig, aby stopien potencjalnej utraty ak-
tywnosci antybiotykéw w trakcie mroze-
nia byl ustalony z producentem lub okre-
$lony przez uzytkownika. Wyprodukowane
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suplementy zawierajgce substancje toksycz-
ne, szczeg6lnie antybiotyki, powinny by¢
traktowane z ostroznos$cia w celu uniknie-
cia pylenia si¢, co moze powodowac reakcje
alergiczne u personelu laboratorium pod-
czas przygotowywania roztworéw. Podczas
przygotowywania roztworéw nalezy zasto-
sowac wszelkie $rodki ostroznosci i poste-
powac zgodnie z zaleceniami producenta.

Zasady przechowywania i okreslania
trwatosci przygotowanych pozywek

Okres trwato$ci pozywek mikrobiologicz-
nych jest zréznicowany w zaleznosci od ro-
dzaju i warunkéw przechowywania. Okre-
$lone warunki i okresy trwalo$ci moga by¢
zawarte w odpowiednich normach miedzy-
narodowych i krajowych. Pozywki nalezy
przechowywac w warunkach zapobiegaja-
cych wystapieniu jakichkolwiek modyfika-
¢ji ich sktadu, chronigc przede wszystkim
przed $wiatlem, odwodnieniem oraz, jeze-
li to konieczne, przechowywa¢ w lodéwce
w temperaturze 5°C +3°C. Na og6t zaleca
sie, aby nie przechowywac plytek z rozlana
pozywka dluzej niz od 2 do 4 tygodni, na-
tomiast w przypadku pozywek rozlanych
do butelek lub probéwek okres ten wynosi
od 3 do 6 miesiecy, jezeli nie jest to inaczej
podane w odpowiednich normach. Na pod-
stawie wynikéw laboratoryjnych badan wa-
lidacyjnych trwalosci czas przechowywa-
nia pozywek moze by¢ wydluzony. Zaleca
sie, aby pozywki, do ktérych zostaly dodane
niestabilne suplementy, byly uzyte w dniu
ich przygotowania. Inne okresy przydatno-
$ci moga by¢ stosowane w przypadku ist-
nienia zapiséw w odpowiednich normach
lub gdy wykazano w laboratoryjnych bada-
niach walidacyjnych dluzszy okres trwato-
$ci. Zaleca sie, aby stale pozywki zawieraja-
ce chemicznie reaktywne i/lub niestabilne
substancje nie byly przechowywane na za-
pas w magazynie przed uplynnieniem. Za-
leca sig, aby dla kazdej pozywki przezna-
czonej do przechowywania byla ustalona
zwalidowana data trwatlo$ci/przydatno-
$ci. Obserwowac¢ nalezy réwniez wszelkie
zmiany zabarwienia pozywki, oznaki jej pa-
rowania/odwodnienia lub wzrost drobno-
ustrojow. Partie pozywek wykazujace takie
zmiany nie powinny by¢ stosowane w ba-
daniach. Przed uzyciem lub dalsza obréb-
ka cieplng zaleca si¢ wyréwnanie tempe-
ratury pozywki z temperaturg otoczenia.

W przypadku pozywek gotowych nale-
2y przestrzegac zaleceri producenta w za-
kresie przechowywania, okresu trwalosci
i stosowania.

Przygotowanie pozywek do uzycia
w badaniach laboratoryjnych

Zestalona pozywke nalezy rozpuszczac przez
umieszczenie jej w gotujacej sie wodzie lub

poprzez zastosowanie kazdego innego pro-
cesu dajacego identyczne wyniki (np. za-
stosowanie strumienia biezacej pary wod-
nej). Pozywki, ktére byly uprzednio steryli-
zowane, nalezy ogrzewac tak krétko, jak to
jest mozliwe, w celu zachowania ich jako-
$ci. Unika¢ nalezy przegrzewania, przerywa-
jac ogrzewanie pozywki zaraz po rozpusz-
czeniu. potem pozostawi¢ w temperaturze
pokojowej przez krétki okres, np. 2 min, ce-
lem unikniecia pekniecia szkta. Powinno sie
schlodzi¢ rozpuszczona pozywke do tempe-
ratury 47-50°C i trzyma¢ do momentu za-
stosowania w fazni wodnej z termostatem.
Czas potrzebny do uzyskania temperatury
od 47 do 50°C zalezy od rodzaju pozywki,
objetosci i liczby pojemnikéw umieszczo-
nych w tazni wodnej. Rozpuszczona po-
zywka powinna by¢ zuzyta tak szybko, jak
to jest mozliwe. Nie zaleca si¢ przetrzymy-
wania rozpuszczonej pozywki dluzej niz
4 h. Niewykorzystana pozywka nie powin-
na by¢ ponownie uplynniana do dalszego
stosowania. W przypadku pozywek szcze-
golnie wrazliwych czas przetrzymywania
w formie uptynnionej powinien by¢ skréco-
ny, zgodnie z wymaganiami odpowiedniej
normy miedzynarodowej. Nalezy ponadto
ustali¢ i dokumentowac przestrzeganie pa-
rametréw temperatury poprzez ustawienie
termometru w pozywce agarowej w osob-
nym pojemniku, podobnym do tego, w kt6-
rym jest stosowana pozywka. Pozywki uzy-
te w badaniu danej prébki powinny miec
temperature w zakresie od 44 do 47°C albo
zgodna z wymaganiami odpowiedniej normy
miedzynarodowe;j. Jezeli to konieczne, na-
lezy bezposrednio przed uzyciem ogrzewac
pozywke w gotujacej wodzie lub w strumie-
niu biezacej pary wodnej przez 15 min, z po-
luzowanymi korkami lub zamknieciami. Po
ogrzewaniu korki trzeba szczelnie zamkna¢
i pozywke szybko schlodzi¢ do wymaganej
temperatury roboczej. Zaleca sig, aby wraz-
liwe na ciepto dodatki dodawac¢ do pozyw-
ki po jej schtodzeniu do temperatury 47 do
50°C. Sterylne suplementy przed dodaniem
do pozywki agarowej trzeba doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej. Dodanie chtodne-
go suplementu do pozywki moze doprowa-
dzi¢ do zestalania si¢ pozywki lub tworzenia
sie w niej przezroczystych stratow. Wszyst-
kie suplementy dodane do pozywki nalezy
delikatnie i dokladnie wymiesza¢, a nastep-
nie jak najszybciej rozla¢ do pojemnikéw.

Przygotowanie statych pozywek
agarowych na ptytkach Petriego

Agar nalezy rozlewac¢ na plytki w taki spo-
s6b, aby grubo$¢ warstwy pozywki wynio-
sta przynajmniej 3 mm (do plytek Petriego
o $rednicy 90 mm zazwyczaj wlewa sie od
18 do 20 ml agaru). Plytki nalezy przykry¢
wieczkami i pozostawi¢ do zestalenia na wy-
poziomowanej chfodnej powierzchni. Jezeli

plytki sa przechowywane lub inkubowane
dluzej niz 72 h lub w temperaturze powy-
zej 40°C, trzeba rozlewa¢ wigksza objetos¢
pozywki. W czasie inkubacji posiewéw do-
chodzi nieuchronnie do utraty wody z po-
zywki agarowej, co w pewnych sytuacjach
moze wplywac na wzrost drobnoustrojow.
Natomiast stopien utraty wody uzalezniony
jest od szeregu czynnikdéw, a mianowicie: od
sktadu pozywki, objetosci pozywki obecnej
na plytce, typ stosowanej cieplarki (wymu-
szony obieg powietrza zwieksza parowanie),
wilgotnosci powietrza w cieplarce, sposo-
bu ulozenia, i liczby plytek w cieplarce czy
temperatury inkubacji. Waznym elementem
GLP jest to, aby natychmiast po przygoto-
waniu zuzy¢ pozywke agarowa lub zapewnic¢
takie warunki przechowywania, ktére chro-
nig ja przed zmiana skladu, tj. przechowywac
w ciemnoéci i/lub w chlodziarce w tempera-
turze 5 £3°C w szczelnych torebkach. Plytki
nalezy oznaczy¢ na ich spodzie lub na boku,
podajac date przygotowania i/lub date waz-
nosci oraz dane umozliwiajace identyfikacje
pozywki. Alternatywnie moze by¢ zastoso-
wany system kodowania, ktéry spetnia po-
wyzsze wymagania. Okres trwalo$ci przygo-
towanych plytek z pozywka wydluzy sie, je-
zeli bedq one przechowywane w szczelnych
plastikowych opakowaniach. W celu unik-
niecia skraplania wody plytki nalezy schlo-
dzi¢ przed zapakowaniem w szczelne opa-
kowania. Nie suszy¢ powierzchni pozywki
agarowej przed przechowywaniem w chlo-
dziarce. Na ogol, w przypadku posiewéw
powierzchniowych na stalych pozywkach,
plytki nalezy podsuszac. Najlepiej w tym
celu uchyli¢ wieczka i pozostawi¢ odwré-
cone denkiem do gory plytki w cieplarce
w temperaturze od 25 do 50°C lub w komo-
rze laminarnej do chwili znikniecia kropelek
wody z powierzchni agaru. Nie nalezy prze-
suszac pozywek. Komercyjnie przygotowa-
ne plytki z pozywka nalezy przechowywac
i stosowac zgodnie z instrukcja producenta.
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