Wytyczne w sprawie pobierania probek wymazow sanitarnych w celu wykrycia Listeria
monocytogenes w sSrodowisku produkcyjnym na podstawie dokumentu pt. ,,Guidelines
on sampling the food processing area and equipment for the detection of Listeria

monocytogenes” wersja 3 — 20/08/2012, ANSES

1. Zakres
Wytyczne te okreSlaja, gdzie, jak i kiedy nalezy pobiera¢ probki wymazéw w celu wykrycia
L. monocytogenes na powierzchniach, na ktoérych przetwarzana jest Zywnos$¢ gotowa do

spozycia i urzadzeniach, z ktorymi ma ona kontakt.

UWAGA 1: Powierzchnie obszaru przetwarzania i sprzetu nie sg jedynymi miejscami do
monitorowania. Pobieranie probek powinno rowniez obejmowac¢ srodki ulatwiajace
przetwarzanie (takie jak sprezone powietrze, 16d, roztwor solanki, woda, spustowa woda), dla
ktorych techniki pobierania probek nie sa omowione w tym dokumencie.

UWAGA 2: W tym miejscu nie beda podawane zadne wskazowki dotyczace czestotliwosci
pobierania prébek, liczby punktéw poboru prébek, znaczenie Iaczenia probek lub
koniecznosci rotowania punktow pobierania probek, poniewaz nalezy je wybierac
indywidualnie dla kazdego przypadku, na podstawie analizy ryzyka.

UWAGA 3: Te wytyczne nie zostaly przygotowane w celu oceny skutecznosci czyszczenia i

dezynfekcji.

2. Odniesienia normatywne

Nastepujace dokumenty odniesienia powinny by¢ brane pod uwage w celu stosowania tych
wytycznych:

ISO 6887-1 - Mikrobiologia tancucha zywnosciowego -- Przygotowanie probek do badan,
zawiesiny wyjsciowej i rozcienczen dziesieciokrotnych do badan mikrobiologicznych --
Czes¢ 1: Ogolne zasady przygotowania zawiesiny wyjSciowej i rozcienczen
dziesieciokrotnych

ISO 7218 - Mikrobiologia zywnosci i pasz -- Ogdlne zasady badan mikrobiologicznych

ISO 11290-1 - Mikrobiologia zywnosci i pasz -- Horyzontalna metoda wykrywania obecnosci
i oznaczania liczby Listeria monocytogenes -- Metoda wykrywania obecnosci

ISO/TS 11133 - Mikrobiologia zZywnosci i pasz -- Wytyczne przygotowania i sporzadzania
pozywek



3. Wybér miejsc poboru probek

L. monocytogenes mozna znalez¢ na wizualnie czystych powierzchniach, ale najczesciej jest
wykrywana w wilgotnych i zabrudzonych miejscach, w ktorych bakteria moze rosnac i
przetrwa¢. Trudno dostepne miejsca, takie jak dziury lub szczeliny w materiatach
widknistych, porowatych, rdzewiejacych i pustych, Zle czyszczone urzadzenia stanowia
potencjalne miejsca, w ktérych nalezy pobra¢ probki. Pobranie prébek z powierzchni
trudnodostepnych, w ktorych mogq zbiera¢ sie resztki zywnosci, moze by¢ trudne. Prébki z
tych miejsc nalezy pobra¢ po demontazu sprzetu przez zespot obstugi technicznej. Nie zaleca
sie pobierania probki przez ptlukanie takich obszaréw, poniewaz ptukanie nie ma takiej samej
skutecznosci jak wymaz w uwolnieniu drobnoustrojow z powierzchni.

Pobieranie probek powinno odbywac sie czesto w obszarach, w ktérych produkt spozywczy
jest narazony na zanieczyszczenie, ale istotne moze byc¢ takze pobranie prébki, z mniejsza
czestotliwoscia, w miejscach, gdzie produkt nie jest narazony (miejsca przechowywania).
Wybér miejsca pobierania probek musi by¢ zgodny z historycznymi danymi powigzanymi z
konkretnym zakladem produkcyjnym i po szczegotowej analizie procesu. Otwarta lista
miejsc, z ktorych moze by¢ pobrana probka wymazu jest podana ponizej:

- Powierzchnie nie majace kontaktu z ZzywnoScia:

odptywy, podiogi, zbiorniki wodne na podtodze, narzedzia czyszczace, obszary do mycia,
wagi podlogowe, weze, rolki do przenosnikéw, przenosniki, szkielety konstrukcyjne,
wewnetrzne panele wyposazenia, miseczki ociekowe kondensatu, wozki widlowe, wozki
reczne, wozki, kota wozkowe, kosze na Smieci, zamrazarki, maszyny do robienia lodu, zebra
chtodzace w kondensatorach, fartuchy, Sciany, sufity, zimne miejsca, gdzie woda skrapla sie
jako mokra izolacja w $cianach lub wokét rur i urzadzen chtodzacych, gumowe uszczelki
wokot drzwi, szczegdlnie w chlodnicach, zawartos¢ odkurzaczy, klamki i krany.

- Powierzchnie majace kontakt z Zzywnoscia:

przenoSniki taSmowe, krajalnice, deski do krojenia, kostkownice, leje, rozdrabniacze,
blendery, obieraczki, kolektory, urzadzenia do napeklniania i pakowania, pojemniki, inne

przybory, rekawiczki wielorazowe.

4. Kiedy nalezy pobierac probke

Wykrywanie L. monocytogenes moze by¢ trudne, jesli prébki sq pobierane natychmiast lub
wkrotce po czyszczeniu i dezynfekcji. Komorki, z powodu uszkodzen spowodowanych przez
Srodki chemiczne uzywane do czyszczenia i dezynfekcji, moga nadal by¢ zywe, ale moga by¢

niehodowane, a zatem nie sg fatwo wykrywalne. Ponadto komorki pozostajace w miejscach



trudnodostepnych pomimo czyszczenia i dezynfekcji réwniez moga pozostaC niewykryte,
podczas gdy w trakcie produkcji mozliwos¢ ich pobrania razem z probka po rozmontowaniu
maszyn jest wieksza, poniewaz sprzet wibruje i / lub poniewaz zywnos¢ i ptyny wchodza w
kontakt z miejscami trudnodostepnymi.

Dlatego, aby zwiekszy¢ prawdopodobienstwo wykrycia drobnoustrojow mogacych przetrwac
w srodowisku przetwarzania zywnosci, pobieranie probek powinno by¢ wykonywane podczas
procesu technologicznego, po co najmniej dwoéch godzinach produkcji lub na koniec
produkcji danej partii, tj. przed czyszczeniem i dezynfekcja. Na liniach technologicznych, na
ktérych produkty spozywcze sa wytwarzane z surowcow, ktére nie sa poddawane obrébce,
ktora obniza poziom mikroorganizmow (na przykilad sery surowe), L. monocytogenes w
prébce wymazu pobranej podczas cyklu przetwarzania moze pochodzi¢ z tych surowcow, a
takze z miejsc, w ktorych komorki L. monocytogenes moga przetrwa¢ w Srodowisku
przetwarzania zywnosci. W zakladach, w ktérych przetwarzane sa pasteryzowane produkty
lub surowce rzadko zanieczyszczone (np. ser pasteryzowany), L. monocytogenes w prébce
wymazu nalezy badac jako Listeria pochodzaca ze srodowiska przetwarzania Zzywnosci.

Gdy Srodki spozywcze wchodzace do pomieszczen przetworstwa sa surowe lub zostaly
poddane obrobce w celu zmniejszenia ich zanieczyszczenia mikrobiologicznego (przez
pasteryzacje, mikrofiltracje itp.), podmioty prowadzace przedsiebiorstwa spozywcze powinny,
w ramach swojego planu HACCP, ustali¢ dopuszczalng liczbe probek dodatnich, ktéra moze
by¢ ustalona inaczej dla wykrywania L. monocytogenes na powierzchniach stykajacych sie z
zywnoscia i na powierzchniach, ktére nie maja kontaktu z zywno$cia. Nalezy wdrozy¢
dziatania korygujace, zgodnie z planem HACCP podmiotu, gdy zostanie przekroczona
ustalona liczba prébek dodatnich. Oczywiscie, gdy przetwarzana jest surowa zywnosc,
pobieranie probek po czyszczeniu i dezynfekcji lub na poczatku produkcji moze byc¢
wykonywane oprécz pobierania probek podczas obrébki. Moze to jednak prowadzi¢ do
falszywego poczucia bezpieczenstwa. Natomiast wykrycie L. monocytogenes na
powierzchniach majacych kontakt z zZywnos$cig po czyszczeniu i dezynfekcji wskazuje na
powazne niepowodzenia w procedurach czyszczenia i dezynfekcji.

Jesli nie pobiera sie prob codziennie, nie nalezy ich pobiera¢ zawsze w tym samym dniu
tygodnia. Wiasciwe moze byC pobranie probek po serwisowaniu sprzetu, napraw sprzetu,
konstrukcji i zwiekszonej produkcji, poniewaz mogq one zwieksza¢ ryzyko skazenia L.

monocytogenes.



5. Rozcienczalniki do zwilzania przyborow do pobierania wymazéw

5.1Rozcienczalniki proste
W miejscach tatwo dostepnych, z ktorych pobierane sa probki podczas lub po zakonczeniu
przetwarzania, do zwilzania patyczkéw wymazowych i innych przyboréw do pobierania
probek nalezy uzywac zwykltych rozcienczalnikow nie zawierajacych neutralizatora.
Zalecane rozcienczalniki to: roztwor peptonowy o stezeniu 1 g/l, sol fizjologiczna peptonu lub
14 stezony lub 0,25 stezony roztwdr Ringera (quarter-strength Ringer's solution), dostepny w
probdwkach lub butelkach i sterylizowany przez 15 minut w temperaturze 121 °C.
Nie zaleca sie stosowania rozcienczalnikéw buforowanych fosforanem do komorek
bakteryjnych obcigzonych niesprzyjajagcymi warunkami w pomieszczeniach przetworstwa
zywnosci (sol, kwas, produkty do czyszczenia i dezynfekcji itp.), poniewaz moga one mie¢
szkodliwy wptyw na ich zdolnos$¢ do hodowli.
Podobnie zaleca sie, aby nie stosowac neutralizujacego rozcienczalnika, gdy nie oczekuje sie
resztkowego Srodka dezynfekujacego. Neutralizator uzyty do zatrzymania pozostato$ci srodka
dezynfekujacego moze mie¢ nieznacznie szkodliwy wplyw na komorki bakteryjne i jest
prawdopodobne, ze taki wplyw bylby wiekszy, gdy komérki sa poddane warunkom
stresowym. Wykazano, ze neutralizatory zmniejszajq izolacje Salmonella z prébek.
Bulion Frasera lub bulion pét-Frasera nie powinny by¢ stosowane zamiast rozcienczalnika,
poniewaz moga sprzyja¢ wzrostowi L. monocytogenes w miejscu przetwarzania.
5.2Rozcienczalniki neutralizujace
W miejscach, w ktérych spodziewane sq pozostatosci srodkéw dezynfekujacych lub gdy
probki sq pobierane natychmiast po dezynfekcji, do zwilzania patyczkow wymazowych i
innych przyboréw do pobierania probek nalezy uzy¢ rozcienczalnikéw neutralizujgcych.
Gdy stosuje sie chlor lub zwigzki uwalniajace chlor, nalezy wybra¢ tiosiarczan sodu jako
neutralizator. W przypadku innych substancji czynnych dostepnych jest wiele neutralizatoréw
(patrz EN 1276, EN 1650, EN 13697 i EN 13704), ale zaden z nich nie jest odpowiedni dla
wszystkich Srodkow dezynfekujacych ("uniwersalny"). Neutralizujacy rozcienczalnik, ktory
mozna stosowa¢ w wiekszosci sytuacji, opisano w tabeli 1. Nalezy go przechowywac¢ w

probowkach lub butelkach i sterylizowac przez 15 minut w temperaturze 121 °C.



Tabela 1: Rozcienczalnik neutralizujacy, ktory mozna uzy¢ w wiekszosci sytuacji (na

podstawie ISO 18593)

Skladnik Stezenie
Monooleinian sorbitolu (Polisorbat 80) 30 g/l
Lecytyna 3gl
Tiosiarczan sodu 5g/l
L-Histydyna 1g/1
Saponina 30 g/l
Pepton 1g/1
Chlorek sodu 8.5 g/l

6. Pozywka

Wymagania dla pozywki sq okreslone w normie EN ISO 11290-1

7. Aparatura i naczynia szklane

Wymagania ogélne, patrz EN ISO 7218.

Wymagania dotyczace L. monocytogenes, patrz EN ISO 11290-1 i zmiany.

Zwykty mikrobiologiczny sprzet laboratoryjny, a w szczego6lnosci:

7.1. Narzedzia do pobierania wymazéw

Patyczek do wymazow, wysterylizowany patyczek zakonczony bawelng lub materiatem
syntetycznym pojedynczo zawarty w sterylizowanej probowce. Zastosowany materiat
powinien mie¢ potwierdzenie (udokumentowane) braku substancji hamujgcych.

UWAGA W przypadku niektérych rodzajow powierzchni resztki bawelny moga zanieczysScic¢
wewnetrzne czesci tych powierzchni po pobraniu probek.

Gabka, tkana lub nietkana Sciereczka lub gaziki, sterylizowane i pakowane pojedynczo w
sterylizowane torby plastikowe. Zastosowany material powinien mie¢ potwierdzenie
(udokumentowane) braku substancji hamujacych.

7.2. Jednorazowe sterylizowane rekawice (opcjonalnie)

7.3. Chlodzony pojemnik, z pakietami lodowymi, izolowany, zdolny do utrzymywania
probek w temperaturze od 1 do 8 °C podczas transportu do laboratorium (patrz EN ISO
7218)

7.4. Sterylizowany papier absorpcyjny, zdolny do pochlaniania stojacej wody (np. wody
na podlogach)

7.5. Mieszalnik do mieszania cieczy w probéwkach

7.6. Homogenizator perystaltyczny do przygotowania poczatkowych zawiesin za pomoca

ruchu perystaltycznego



8. Obszar poboru prébki

Calkowity obszar objety proba podczas pobierania probek powinien by¢ jak najwiekszy, aby
zwiekszy¢ prawdopodobienstwo wykrycia L. monocytogenes. W zwiazku z tym zaleca sie
pobieranie probek o powierzchni od 1000 cm? do 3000 cm? (to jest od 0,1 m* do 0,3 m?), o ile
to mozliwe, to znaczy gdy obszary sq otwarte i ptaskie (przeno$niki, poiki itp.).

Do wymazania trudnodostepnych matych obszarow (np. wnetrza pustych watkéw, obudowy
silnika) nalezy uzy¢ patyczka do wymazow.

Do badania duzych powierzchni nalezy uzyc¢ gabki, tkanej lub nietkanej Sciereczki lub gazy.
W przeciwiefistwie do patyczkow wymazowych mozna je bardziej energicznie potrze¢ na
powierzchniach i sa bardzo chlonne. Nie zaleca sie stosowania szablonéw lub linijek
miarowych, moga przenosi¢ zanieczyszczenia i / lub ich dezynfekcja moze zakldcac¢ badanie,
jednak wielkoS¢ obszaru pobierania probki powinna by¢ znana w przyblizeniu. W tym celu
probkobiorca powinien pamieta¢, ze dlugo$¢ przedramienia, od czubka palca sSrodkowego do
tokcia, wynosi okoto 45 cm. Podobnie, gdy palce sg roztozone, odlegtos¢ miedzy czubkami
kciuka a matego palca (rozpietos¢) wynosi okoto 20 cm.

Rozmiar obszaru objetego proba powinien by¢ staly, aby tendencje mogly by¢ monitorowane

W czasie.

9. Przygotowanie narzedzi do pobierania probek

Zaden sprzet znajdujacy sie w laboratorium mikrobiologicznym nie powinien by¢
wprowadzany do obszaru produkcji zywnosci ze wzgledu na ryzyko wprowadzenia
zanieczyszczen.

Narzedzia do pobierania probek i odziez ochronna powinny by¢ przechowywane i uzywane w
oddzieleniu od dziatan laboratoryjnych, w szczegdlnosci odseparowane od pomieszczen
laboratoryjnych zajmujacych sie analizq patogenu.

Probkobiorcy powinni upewni¢ sie, ze zaden przedmiot wykorzystywany do pobierania
probek nie pozostaje w obszarze produkcji. W tym celu zaleca sie zliczanie tych elementow

przed i po pobraniu probek.

9.1 Patyczki wymazowe

Patyczek wymazowy moze by¢ uzywany na sucho lub zwilzony. W przypadku, gdy
powierzchnia do pobrania prébki jest mokra, nalezy uzy¢ suchego patyczka, a w przypadku,
gdy obszar do badania jest suchy, nalezy uzy¢ zwilzonego patyczka. W przypadku, gdy

pobieranie probek musi odbywac sie w wilgotnym lub suchym miejscu, gdzie spodziewane sg



pozostatosci Srodkéw dezynfekcyjnych (ktére czesto wystepuja w trudno dostepnych
miejscach), wymaz nalezy zwilzy¢ rozcienczalnikiem neutralizujgcym (5.2).

Nawilzone patyczki mozna przygotowac aseptycznie w laboratorium przed rozpoczeciem
pobierania probek. Koncowka patyczka powinna lekko dotkna¢ powierzchni rozcienczalnika
(5.1 lub 5.2), tak aby z patyczka nie skapywalo. Nastepnie nalezy wtozy¢ patyczek do

probowki zabezpieczajacej aby utrzymac zarowno sterylnosc, jak i wilgotnosc.

9.2 Gabka, tkana lub nietkana Sciereczka lub gaziki

Przed rozpoczeciem pobierania probek zwilzone narzedzie do pobrania prébki mozna
przygotowa¢ w laboratorium za pomocg odpowiedniej i odnotowanej objetosci
wysterylizowanego rozcienczalnika (5.1 lub 5.2), tak aby nie Sciekaly. Po zwilZeniu narzedzia
zamknij plastikowaq torebke w sposob zapewniajacy sterylno$¢ i utrzymanie wilgotnosci.

Je$li zwilzanie narzedzi do pobierania probek odbywa sie w obszarze przetwarzania,

rozcienczalnik nie powinien by¢ przechowywany w szklanej butelce.

10. Pobieranie probek

10.1 Metoda z patyczkiem wymazowym

Wyjmij patyczek z tuby, potrzyj energicznie, na tyle aby nie ulegl uszkodzeniu i obroc¢
wewnatrz urzadzenia lub w innym trudnodostepnym obszarze, z ktérego pobierane sa probki.
Umiesci¢ patyczek w oryginalnej probowce; zamknij, aby wymaz byt chroniony przed
zanieczyszczeniem, a jego koniec pozostat nadal wilgotny w czasie analizy.

Po pobraniu probki, obszar z ktérego pobrano probke powinien zosta¢ wytarty Sciereczka z

alkoholem.

10.2 Metoda z gabka / materialem / gazikiem

W przypadku, gdy obszar, ktéory ma by¢ pobrany, jest zbyt mokry (tj. woda na podiodze),
nadmiar plynu nalezy najpierw usuna¢ delikatnie z zastosowaniem sterylnego papieru
chlonnego. Otwérz plastikowa torebke zawierajaca narzedzie do wymazu. Wyjmij
aseptycznie narzedzie do wymazu za pomoca dloni w sterylnej rekawiczce. Alternatywnie,
narzedzie moze zosta¢ uchwycone przez plastikowa torebke z jednoczesnym naciggnieciem
zewnetrznej strony torebki na dlon. Wytrzyj energicznie ruchem ,zygzaka” cala wybrang
powierzchnie w dwoch prostopadlych kierunkach, zmieniajac powierzchnie narzedzia do
wymazu. Odtéz narzedzie do wymazu do plastikowej torebki i zamknij, aby chroni¢ je przed

zanieczyszczeniem i aby pozostato wilgotne w czasie analizy.



Po pobraniu prébki, obszar z ktérego pobrano probke powinien zosta¢ wytarty Sciereczka z

alkoholem.

11. Transport prébek, przechowywanie i rozpoczecie analizy
Transportuj probki w chtodzonym pojemniku (7.3) miedzy 1 a 8 °C.
Jesli to konieczne, przechowuj probki w laboratorium w temperaturze 3°C + 2°C. Zbadaj
probki tak szybko, jak to mozliwe, najlepiej nie pozniej niz 24 godziny po dostarczeniu do
laboratorium, a w kazdym razie nie p6zniej niz 36 godzin po pobraniu, zgodnie z normg EN
ISO 7218 (punkt 8.3, akapit trzeci od konca i nastepny akapit dot. produktow tatwo psujacych

sie). Czas od pobrania probki do analizy powinien by¢ zapisany w sprawozdaniu z badan.

12. Analiza probek
12.1 Metoda z patyczkiem wymazowym
Dodaj do tuby zawierajacej wymaz wystarczajaca objetos¢, co najmniej 9 ml, bulionu pot-

Frasera (patrz EN ISO 11290-1), aby koncoéwka byla catkowicie zanurzona w bulionie.
Doktadnie wymieszaj zawartos¢ probowek zawierajacych wymazy za pomoca mieszalnika

(7.5) przez 30 sekund.
Nastepnie wykonaj wykrywanie L. monocytogenes zgodnie z metoda standardowa EN ISO

11290-1 lub zwalidowana metoda alternatywna.

12.2 Metoda z gabka / Sciereczka / gazikiem

Dodaj 9-krotnosS¢ ciezaru zwilzonego narzedzia wymazowego, przygotowanego zgodnie
z punktem 9.2, bulionu pot-Frasera (patrz EN ISO 11290-1) do plastikowej torebki

zawierajacej narzedzie wymazowe, ktore musi by¢ catkowicie namoczone w bulionie.
Zastosuj homogenizator perystaltyczny (7.6) przez 1 minute do wymieszania zawartos¢

torebki.
Nastepnie nalezy wykona¢ wykrywanie L. monocytogenes zgodnie z metoda standardowa EN

ISO 11290-1 lub zwalidowang metodg alternatywna.
13. Wyrazanie wynikow
Wyniki nalezy podawac jako: obecnos¢ lub brak L. monocytogenes w miejscu pobierania

probek. Nalezy podag, jesli jest znany, rozmiar obszaru objetego préba.



