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1. SCOP

Prezenta instructiune de lucru descrie reguli generale pentru prelevarea teste de sanitatie si

microeroflora de catre Clienti.
2. DESCRIEREA ACTIVITATII

2.1 Aspecte generale

Probele recoltate trebuie si fie reprezentative si sa fie adecvate pentru analiza solicitata.

Prelevarea se face cu respectarea conditiilor aseptice, astfel incdt si se evite orice
contaminare suplimentari a acestora.

In vederea asigurarii interpretarii corecte a rezultatelor testelor, se recomandi ca, inainte de
recoltare, partile interesate si se pund de acord asupra: echipamentului de protectie pentru
personalul care realizeaza prelevarea, instrumentarului de recoltare utilizat, steril.

Depozitarea si expedierea probelor de laborator trebuie realizate astfel incét si nu fie afectati
starea acestora din momentul prelevarii. Pe durata transportului trebuie si se ia masuri de precautie
la lumina directd a soarelui si la alte conditii nefavorabile.

Probele recoltate trebuie transportate la laborator, in cel mai scurt timp de la prelevare cu

respectarea conditiilor de timp si temperaturd (refrigerare) firi a depisii 12h.

2.2 Prelevare de teste de sanitatie

Metoda tamponului este o metoda de recoltare care permite recuperarea microorganismelor
cultivabile detasabile de pe suprafete. Scopul este izolarea unui posibil microorganism patogen.
Rezultatele obtinute depind in mod direct de calitatea recoltirii, tipul de material recoltat (plastic,
metal. etc.), de tipul suprafetei (netedd, rugoasd), forta de aplicare pe verticald a tamponului
(dispozitiv de recoltare).

2.2.1 Suprafete, utilaje, instrumente, echipamente de protectie

Prelevarea testelor pentru controlul bacteriologic/microbiologic al suprafetelor ce vin in
contact cu produsul alimentar se executd inainte de inceperea procesului de lucru sau dupi spalare
sau decontaminare si niciodaté in timpul productiei. in situatia in care se observa murdarie vizibil,
resturi de materie organicd, curatenia trebuie consideratd ca neacceptabili fird nici o alta evaluare
microbiologicd. Locurile carora trebuie si li se acorde cea mai mare atentie sunt zonele in care
este cel mai probabil sd apard risc de contaminare microbiologicd, respectiv zonele care sunt

destinate sd intre in contact cu produsul.
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Suprafata de pe care se face prelevarea probelor trebuie sa fie cel putin 1/10000 din suprafata
totald supusa decontaminarii.

Prelevarea probelor se executd prin stergerea suprafetei de testat cu tampon, astfel incét sa
se acopere o suprafati totald de 100 em? (10 em x 10 cm), marcata de un sablon steril sau prin
apreciere. Recoltarea se face aplicand o presiune ferma pe suprafatd, trecAnd tamponul de 3 ori
prin acelasi loc, in directii diferite (a doua trecere perpendiculard pe prima, iar a treia, oblicd pe
primele doud)

Pentru zonele umede pot fi suficiente tampoanele din bumbac uscate. In cazul suprafetelor
uscate, tampoanele din bumbac se umecteaza cu 1 ml solutie fiziologica peptonata, sterila. Daca
recoltarea se efectuezd dupd curdtenie si dezinfectie, la solutia de umectare pentru tampoane
trebuie adiugata o cantitate de 30 g/l Tween 80 si 3 g/l Lecitind ( sau alte produse cu un efect
similar), dupa caz.

Pentru detectarea Listeriei monocytogenes suprafata totald prelevata trebuie sa fie cat mai
mare posibil pentru a creste probabilitatea identificarii L. monocytogenes. Cand este posibil, se
preleveaza probe de pe suprafete cu arii cuprinse intre 1000 cm?® si 3000 em? , adica atunci cand
zonele sunt deschise si plane. Tamponul cu tiji trebuie utilizat pentru a testa zone mici greu
accesibile (de exemplu, in interiorul rolelor goale, sau al carcasei motorului).

Buretele, pAnza tesutd sau netesutd ori tamponul de tifon se utilizeazd pentru prelevarea de
probe de pe suprafete mari, spre deosebire de tampoanele cu tija, cu acestea se poate realiza o
stergere mai energeticd a suprafetelor si sunt foarte absorbante.

Dimensiunea zonei de pe care se realizeazi prelevarea trebuie si fie consecventa, astfel incét
tendintele sa poata fi monitorizate in timp.

2.2.2 Controlul microbiologic al unor materiale de ambalaj — (folii de material
plastic, hiartie pergaminati, tivite polistiren, §.a.)

Se vor recolta prin sondaj un numér minim de 5 si maxim de 10 unitati de ambalaj. Pentru
ambalarea si sigilarea acestor recipiente se utilizd ambalaje de polietilend de uz alimentar, aflate

la prima utilizare.

2.2.3 Maini personal
Cu tamponul usor umectat in ser fiziologic sau uscat, dupé caz, se sterge fata palmard si
spatiile interdigitale de la o ména, frecAndu-se cu tamponul de 3 ori pe acelasi loc. Se spald bine
tamponul in serul fiziologic din eprubetd, se stoarce cét mai bine prin presarea lui pe peretii
acesteia. Cu acelasi tampon se executd in acelasi mod, stergerea celeilalte mdini. Tamponul se

introduce 1n eprubetd cu ser fiziologic si se trimite In laborator.
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2.2.4 Microaeroflora
Metoda de expunere - Pentru a verifica indeplinirea si realizarea criteriilor de igiend de
proces si a criteriilor de sigurantd a alimentelor, trebuie luate probe din arii de procesare, transport
si comercializare a alimentelor. Controlul microbilogic al aerului ambiant se adreseaza spatiilor
de lucru si depozitare ale produselor destinate consumului uman. Prelevarea testelor pentru
controlul bacteriologic/microbiologic al aerului din incperi se executd inainte de inceperea

A

lucrului sau dupd efectuarea curiteniei si decontaminiri si niciodatid in timpul procesului
tehnologic.

Se solicitd laboratorului pregitirea placilor cu mediile de culturi specifice determindrilor.
Pentru fiecare incépere se vor folosi 2 grupe de placi Petri, fiecare grupi cuprizand 2 plici (cu
mediu DG18 pentru drojdii si mucegaiuri, respectiv PCA pentru numir total de germeni). Un grup
de pléci se va expune in mijlocul incaperii pe 0 masa/ la inaltimea unei mese (la 60-100 cm de
pardoseald), al doilea grup va fi expus intr-un colt al incéperii la inédltimea unei mese (la 60-100
cm de pardoseald). Numarul de placi necesare se calculeazi in functie de volumul inciperii.
Expunerea se va face prin ridicarea capacului cutiilor Petri si asezarea capacelor cu deschiderea in
jos aldturi de cutiile Petri cu mediile selectate. Timpul de expunere va fi strict cronometrat din
momentul ridicérii capacelor de la placile Petri cu acestea urméand si fie lasate deschise 10 minute.

2.2.5 Recipiente

In recipientul de controlat se introduce aseptic lichidul de spalare sterilizat (ser fiziologic
steril sau apd distilata sterild), adus de inspector/operator de la laborator. Cantitatea de lichid de
spélare va fi egald cu 1/100 din capacitatea recipientului de controlat (de ex. 10 ml pentru un
recipient de 1L, 50 ml pentru unul de 5L). Prin urmare, 1 mL lichid de spilare reprezinti 100 mL
din capacitatea recipientului. Se vor utiliza un numar suficient de recipiente, astfel incét capacitatea
lor totala si fie de 1 L.

Recipientul se acopera cu capacul propriu sau cu altele improvizate, dar sterilizate, se agita
bine prin miscdri in sensuri diferite, in asa fel incét lichidul de spilare si treaci prin acelasi loc de
cel putin 10 ori.

Se recolteazi lichidul de spalare in mod aseptic, in vesele din care a provenit si se transporta
rapid la laborator pentru a fi introdus imediat in lucru.

Ca alternativé, dacd nu pot fi asigurate conditii stricte de asepsie in timpul operatiunilor
descries (spalare si prelevare a lichidului de spalare), este preferabild prelevarea in conditii de
asepsie a recipientelor si expedierea lor la laborator. Pentru ambalarea si sigilarea acestor

recipiente se pot utiliza ambalaje de polietilend de uz alimentar, aflate la prima utilizare.
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Pentru controlul microbilogic al recipientelor, se vor recolta prin sondaj un numar minim de
5 si maxim de 10 recipiente, cu precizarea ci este necesar ca in cazul ambalajelor de capacitate
redusi, s se recolteze suficiente recipiente, astfel incat capacitatea lor totala si fie de minim 1
litru.

2.2.6. Carcase

A. Recoltarea probelor prin metoda distructiva

La fiecare recoltare, probele se preleveazi aleatoriu din cinci carcase. Pentru examinarea
locurilor cu cea mai mare prelevantd de contaminare, in functie de specie si tehnologia de
sacrificare utilizati in fiecare unitate, se selecteaza pentru prelevare 4 zone de pe suprafata fiecirei
carcase. in cazul analizelor referitoare la Enterobacteriaceae si numarul total de germeni, din patru
zone ale fiecdrei carcase se vor preleva patru probe de tesut/piele, reprezentand o suprafata totala
de 20 cm? . Cele 4 portiuni de tesut/piele se recolteazid cu ajutorul unui dispozitiv steril (o sonda
cu suprafati de tiiere circulard, cu diametru de cca. 2,5 cm), obtindnd astfel 4 lambouri de tesut
sau piele, cu suprafati de aprox. 5 cm? si 2 mm grosime. Cele 4 lambouri se introduc, in conditii
aseptice, intr-o punga de dilutie din plastic sterile, etichetatd, fiind transferate ulterior in laborator.

B. Recoltarea probelor prin metoda nedistructiva

La fiecare recoltare, probele se preleveazi aleatoriu din cinci carcase. Pentru examinarea
locurilor cu cea mai mare prevalentd de contaminare, in functie de specie si tehnologia de
sacrificare utilizata in fiecare unitate, se selecteaza pentru prelevare 4 zone de pe suprafata fiecérei
carcase. Prelevarea de probe pentru analizele referitoare la Salmonella si Listeria mocytogenes se
efectueazd cu ajutorul metodei buretelui abraziv, suprafata totala de prelevare fiind de minimum
400 em?/carcasa (100 cm?¥loc de recoltare). in cazul rumegatoarelor mici, suprafata totald de
prelevare este de minimum 200 cm?/carcasi (50 cm?/loc de recoltare).
Prelevarea de probe pentru analizele referitoare la Enterobacteriaceae $i numaérul total de germeni
se poate efectua cu ajutorul metodei buretelui abraziv, suprafata totald de prelevare fiind de
minimum 400 ecm?carcasa (100 cm¥loc de recoltare). In cazul rumegitoarelor mici, suprafata
totald de prelevare este de minimum 200 cm?/carcasi (50 cm*/loc de recoltare). Cei 4 bureti
abrazivi, recoltati de pe suprafata unei carcase, se introduc, in conditii aseptice, intr-o punga de
dilutie din plastic sterile, etichetata.
In cazul utilizirii metodei nedistructive, tampoanele trebuie umezite inainte de prelevarea
probelor. Ca mediu steril pentru umezirea tampoanelor se utilizeaza bulion 0,1 % peptona +0,85
% NaCl. In cazul folosirii tampoanelor, aria de recoltare trebuie s acopere cel putin 100 cmp
pentru fiecare loc de recoltare. Este necesar ca tamponul si fie umectat timp de cel putin 5 secunde

si apoi s@ fie frecat initial vertical, apoi orizontal si pe diagonala minimum 20 de secunde pe
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intreaga suprafata a carcasei delimitatd printr-un sablon apasind atit cat este posibil. Dupa
folosirea tamponului umed, aceeasi procedurd de recoltare trebuie repetati utilinAndu-se un
tampon uscat. Pentru obfinerea unor rezultate comparabile trebuie mentinuti rigurozitatea
executdrii tehnice intre probe, carcase si zile de recoltare.
Pentru controlul procesarii se vor utiliza de regula urmatoarele locuri de recoltare a probelor:
- Vita: gat, piept, flanc si coapsa
- Oaie: caprdé: flanc, torace lateral si piept
- Porc: spate, gusa, pulpa si piept
- Cal: flanc, piept, spate si coapsi
2.4 Transpertul probelor la laborator
Teste de sanitatie
Probele se individualizeaza prin etichetare i se trimit la laborator cu asigurarea temperaturii
de la 2 °C péni la 8 °C. In timpul transportului se va evita o expunere directsi la lumina soarelui.
Timpul intre prelevarea probelor si testarea in laborator trebuie sa fie cel mai scurt posibil.
Probele prelevate din mediu pentru detectarea Listeria monocytogenes :
- Trebuie racite anterior introducerii in containerele de transport (cutii termoizolante) si
trebuie transportate la temperaturi cuprinse intre 1 si 8 °C
- Perioada de timp dintre momentul prelevarii probei si cel al testirii trebuie si fie cit mai
scurt posibil, probele ar trebui examinate in maximum 24 h de la prelevare
- Daca testarea nu se poate realiza imediat dupd receptia in laborator, probele pot fi
depozitate la temperaturi de 3 °C + 2 °C maximum 48 h de la prelevare.
Microaeroflord
Probele se identificd prin etichetare in functie de locul prelevirii, se ambaleazi, se sigileazi
si se trimit la laborator la temperatura camerei. In timpul transportului se va evita o expunere

directd la lumina soarelui. Probele se vor incuba imediat in laborator.

Recipiente

Lichidul de spalare recoltat aseptic, se va ambala in conditii care si asigure integritatea si se
expedieaza la laborator, 1n conditii de refrigerare (2-4 °C) in cel mai scurt timp posibil astfel incat
intervalul scurs intre prelevare si introducerea in lucru, si nu depaseasci 24 ore.
In situatia in care se vor preleva direct recipiente, acestea ambalate, etichetate si sigilate se vor

expedia la laborator in maxim 24 de ore.
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Carcase

Probele recoltate prin metoda distructivda sau tampoanecle reocoltate prin metoda
nedistructivi trebuie pistrate la o temperatura de refrigerare de 4 °C pani la examinare.

Pentru probele care necesitd ricire se asigurd ci temperatura de depozitare si transport va fi
de 5+3°C (transport n cutii/lizi frigorifice cu acumulatoare de gheata). Atentie probele nu trebuie
sa Inghete!!!

Teste de sanitatie se transporti in laborator cat mai repede posibil in conditii care nu modificad
viabilitatea sau numirul de microorganisme, protejate de contaminare de preferintd in mai putin
de 4 ore. Daci timpul de transport este mai mare de 4 ore proba va fi pastratd la 5 + 3 °C. Timpul
de transport nu poate depdsii niciodatd 24 de ore.

Conditiile pentru transportul probelor de microaeroflord trebuie sd asigure supravietuirea
microorganimelor recoltate. Dupd prelevarea probei de microaeroflord cutiile Petri se acopera cu
capacul si se depoziteazd in geanta de transport, cu capacul in jos, pentru a evita deschiderea lor
accidentald. Probele nu se pun la frigider si se transporti la laborator in cel mai scurt timp posibil
(max 24 e ore) la temperatura camerei.

Datele din prelevare se vor Inregistra pe cererea de analiza pusi la dispozitie de cétre laborator.

2.5 Conditii de refuz la receptia probelor
Laboratorul are dreptul de a respinge probele la receptie In urmatoarele cazuri:
-Probe necorespunzitoare (volum insuficient, recipient necorespunzitor, probe prelevate
necorespunzator);
-Probele pentru care timpul de pistrare este depasit si rezultatele pot fi influentate;
-Probe netichetate corespunzitor;
-Probele insotite fird cerere de analiza sau cu date incomplete care pot influenta validitatea

rezultatelor.

Sef laborator Analize Microbilogice
dr. ing. Benedek Tibor
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