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MAGYAR ELELMISZERKONYV

Hivatalos Elelmiszer-vizsgalati Modszergyiijtemény

Codex Alimentarius Hungaricus
3-1-91/180 szamu el6iras

A nyers- ¢és a hdkezelt tej vizsgalati modszerei

Methods of analysis and testing of raw milk and heat-treated milk

1.§

A nyerstejnek az alabbi jellemzo6it vizsgaljak referenciamodszerekkel:
— fagyaspont,
— mikrobaszam 30 °C-on,
— szomatikus sejtszam,
— antibiotikumok és szulfonamidok kimutatasa.

2.§

A pasztérozott tejnek az alabbi jellemzoit vizsgaljak referenciamodszerekkel:
— fagyaspont,
— foszfataz aktivitas,
— peroxidaz aktivitas,
— mikrobaszdm 30 °C-on,
— mikrobaszdm 21 °C-on,
— Koliform szdm 30 °C-on,
— antibiotikumok és szulfonamidok kimutatasa,
— patogén mikrobaszam.

3.§

Az UHT és a paszt6rozott tejnek az alabbi jellemzoit vizsgaljak referenciamodszerekkel:
— fagyaspont,
— mikrobaszam 30 °C-on,
— antibiotikumok és szulfonamidok kimutatasa.

4.§

A referenciamoédszereket és a mintavételt az 1. mellékletben ismertetett altalanos szabalyok
betartasaval kell alkalmazni, illetve elvégezni.

5.8

A referenciamoddszerek részletes szabalyait a II. melléklet tartalmazza.

6.§

Ez az el6iras 2004. januar 1-jén 1ép hatalyba.
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I. MELLEKLET

I. ALTALANOS SZABALYOK

1. Bevezetés

Ez a fejezet a reagensekre, az eszkozokre, az eredmények megadasara, a pontossagra és a vizs-
galati jegyzOkonyvre vonatkozo azon altalanos eldirdsokat tartalmazza, amelyeket a tej minta-
vételét és vizsgalatat végzo ellenérzo laboratoriumoknak be kell tartaniuk.

2. Reagensek

2.1. Viz

2.1.1. Ha nincs masképpen eldirva, akkor az oldashoz, a higitdshoz és a mosashoz minden esetben
desztillalt vagy ioncserélt, vagy legalabb azzal azonos tisztasagu sotlanitott vizet kell hasznalni.
A mikrobiologiai vizsgalatokra hasznalt viznek mentesnek kell lennie olyan anyagoktol,
amelyek befolyasolhatjak a mikroorganizmusok szaporodasat a tesztelési koriilmények kozott.

2.1.2. Ha nincs masképpen eldirva, akkor az “oldason” és a “higitdson” vizes oldas, illetve vizes
higitas értendd.
2.2. Vegyszerek

Ha nincs masképpen eldirva, akkor valamennyi felhasznalt vegyszer analitikai mindségii legyen.

3. Eszkozok

3.1. Az eszkozok jegyzéke

A kiilonb6z6 referenciamodszerek leirasaban megadott eszkozlista csak azokat tartalmazza,
amelyek specialisak, illetve kiilonleges felhasznalastiak.

3.2. Analitikai meérleg

Az “analitikai mérleg” 0,1 mg mérésére alkalmas mérleget jelent.

4. Az eredmények megadasa

4.1. Eredmények

Ha nincs masképpen eldirva, akkor a jegyzokonyvben megadott eredmény két olyan vizsgalati
eredmény szamtani atlaga, amelyek kielégitik a modszer ismételhetdségi (5.1.1) kdvetelményét.

Ha a vizsgalati eredmények az ismételhetdségi kovetelménynek nem felelnek meg, a vizsgalatot
meg kell ismételni, vagy - ha nem lehetséges - az eredmény érvénytelen.

4.2. A szazalékerték szamitasa

Ha nincs masképpen eldirva, akkor az eredményt tomegszazalékban kell megadni.
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5. Pontossagi ismérvek

5.1. A pontossagi ismérvek az egyes modszerek esetében az ismételhetoség és az
osszehasonlithatosag.

5.1.1. Az ismételhetdség (r) akkor teljesiil, ha ugyanazon eljarassal, ugyanazon mintabol, ugyanazon
feltételek mellett (azonos vizsgald személy, azonos eszk6zok, azonos laboratorium és rovid
id6intervallum) végzett, két egymast kovetd vizsgalat eredményének abszolut kiilonbsége nem
haladja meg az érvényes kiiszobértéket.

5.1.2. Az Osszehasonlithatosag (R) akkor teljesiil, ha ugyanazon eljarassal, ugyanazon mintabdl,
kiilonbozo feltételek kozott (kiillonbozo vizsgald személyek, kiilonbozé eszkozok, kiilonbdzo
laboratoriumok és/vagy kiilonbozd id6pontok) végzett két vizsgalat eredményének abszolut
kiilonbsége nem haladja meg a mindenkor érvényes kiiszobértéket.

5.1.3. Ha nincs masképpen eldirva, akkor az ismételhetdéség ¢és az Osszehasonlithatosag
kiiszobértékére az ISO 5725:1986, 2. kiadasa szerinti 95%-os valosziniiségre vonatkozo
kovetelmények a mérvadok.

5.1.4. A sziikséges korvizsgalatokat a vonatkozd nemzetkdzi iranyelvek szerint kell tervezni és
végrehajtani.

6. Vizsgalati jegyz6konyv

A vizsgalati jegyzokonyvben meg kell adni az alkalmazott eljarast, valamint a kapott eredmé-
nyeket. Meg kell adni tovabba, az alkalmazott eljaras minden olyan részletét, amely nincsen
rogzitve a vizsgalati modszer leirdsaban vagy valaszthato, tovabba minden olyan koriilményt,
amely befolyasolhatta a kapott eredményeket. A jegyzokdnyvben meg kell adni a minta egyér-
telmil azonositasahoz sziikséges valamennyi adatot.

II. A NYERS- ES A HOKEZELT TEJ MINTAVETELE

1. Targy és alkalmazasi teriilet

A leiras megadja a hokezelt tej] mintavételének, szallitdsanak és tarolasanak
referenciamodszerét.

2. Altalanos eldirasok

A hokezelt tej mintavételét szakképzett személynek kell végeznie, aki el6zéleg megfeleld okta-
tasban részesiilt.

A vizsgaldlaboratorium feladata, hogy a megbizott mintavevd személyt megfelel6 utasitasokkal
lassa el a mintavételi technikara vonatkozdan azért, hogy a minta reprezentativ ¢és a tétellel
megegyezo legyen.

Ugyancsak a vizsgald laboratoriumnak kell utasitassal ellatni a megbizott mintavevo személyt a
minta jelolésére vonatkozdan annak érdekében, hogy a minta egyértelmiien azonosithato legyen.

3. Mintavevo eszkozok
3.1. Altalanos elSirdsok

A mintavevl eszk6zok rozsdamentes acélbol vagy mas, megfeleld szilardsagi anyagbol
késziiljenek és célszerlien kialakitottak legyenek. A nagy tartalyokban 1évé folyadékok keve-
résére szolgalo keverdt és keveré berendezést ugy kell méretezni, hogy az alkalmas legyen a
folyadék megkeverésére anélkiil, hogy a zsir avasodasat okozna. A mintavevé nyele erds,
megfeleld hosszi legyen, hogy a tartaly barmely mélységébdl mintat lehessen venni. A
mintavevl edény térfogata legalabb 50 ml legyen.
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

A mintavevé edények és a fedeliik ivegbdl, megfeleld fémbol vagy mlianyagbol késziiljenek.

A mintavevo eszk6zok (beleértve az edényeket és a fedeleket) anyaganak nem szabad olyan
valtozast el6idéznie a mintaban, amely befolyasolhatja a vizsgalati eredményeket. A mintavevo
eszkozok feliilete tiszta, szdraz, sima és karcmentes legyen, a sarkai pedig legyenek lekerekitve.

3.2. Mintavevd eszkozok mikrobiologiai célokra

A mintavevo eszkozok valamint az edények a fentieken kiviil sterilek legyenek.

Ha ugyanazon mintavevd eszkdzoket hasznaljuk az egymast kdvetd mintavételre, akkor a
vizsgalolaboratorium vagy az illetékes hatosag altal rogzitett eljarasok vagy Gtmutatok szerint
minden mintavétel utan tisztitandok és sterilezenddk, amivel az egymast kovetd mintak
sértetlensége garantalhato.

4. Mintavételi technika

4.1. Altalanos elirdasok

Az elvégzend6 vizsgalatoktol fiiggetleniil a tejet a mintavétel elott kézzel vagy géppel alaposan
Ossze kell keverni. A mintat kdzvetleniil a keverés utan kell venni, amikor a tej még mozgasban
van.

Ha tankban 1év0 tejet tobbféle vizsgalat céljara egyidejlileg mintazzak, eldszor a mikrobiologiai
mintat kell kivenni.

A minta mennyisége feleljen meg a vizsgalati igényeknek. A mintavevd edény térfogatat ugy
kell megvalasztani, hogy az edényt a minta csaknem teljesen kitoltse, azonban tartalmat a
vizsgalat elott megfelelden Ossze lehessen keverni, egyidejiileg kizarva a minta szallitas kdzbeni
kikoptilddését.

4.2. Kézi mintavétel

4.2.1.

Mintavétel tejes vodrokbol és kannakbol

A keveredés eléréséhez gyors mozdulatokkal mozgassuk a meriil6 keverdt fel és le a vodorben
vagy a kannaban, mikézben meggy6zodiink arrdl, hogy a tej alaposan Osszekeveredett, és nem
tapad tejszin a kanna nyakahoz. A 4.2.4 pontnak megfelelden a teljes allomanyra nézve
reprezentativ mintat kell begytijteni.

Mintavétel hiitStt termeldi tejes tartalyokbol vagy kadakbol

Gépi vagy kézi uton keverjiik fel a tejet, mig a kivant homogenitast elérjiikk. Ha a tej térfogata
nem elegendd a gépi keveréshez, végezziink kézi keverést.

Mintavétel méréedénybdl

Fontos, hogy a tej megfelelden Ossze legyen keverve, amikor attoltik a mérdedénybe. Sziikséges
lehet, hogy tovabbi kézi vagy gépi keverést alkalmazzunk, igy biztositva a tejzsir egyenletes
eloszlasat. Amikor a mintavételezendé anyag mennyisége meghaladja a méréedény Urtartalmat,
a 4.2.4 pontnak megfelelden az egész allomanyra nézve reprezentativ mintat kell begytijteni.

Megosztott mennyis€ég mintavétele

Amikor a mintavételi tejmennyiség tobb tartalyban talalhatd, mindegyik tartalybol reprezentativ
mennyiséget kell venni, és fel kell jegyezni az egyes mintakhoz kapcsolodd tejmennyiséget.
Hacsak az egyes tartalyokbol szarmazé mintak nem keriilnek kiilon-kiilon tesztelésre, keverjiink
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Ossze ezen reprezentativ mennyiségekbol olyan adagokat, melyek aranyosak azon tartalyok
mennyiségével, amelybdl az egyes mintakat begyijtotték. Keverés utan vegyiink mintat
(mintakat) ezekbol az Osszesitett aranyos mennyiségekbol.

4.2.5. Mintavétel nagy méretli edényekbdl — tarolo, vasuti vagy koziti tartalyokbol
4.2.5.1. Mintavétel el6tt megfeleld eljarassal keverjiik Gssze a tejet.

Nagy méretii edények vagy tarold, kozuti vagy vasuti tartalyok tartalmanak dsszekeverésé¢hez
javasolt a gépi keverés. (4.2.5.2)

A keverés alapossaganak mértéke feleljen meg azon id6tartamnak, ameddig a tej allt. Az
alkalmazott keverési eljaras hatékonysaga barmely koriillmények kozott feleljen meg a tervezett
elemzés céljainak; a keverés-hatékonysagi kritérium nagymértékben befolyasolja azon mintak
elemzési eredményeinek hasonlosagat, amelyek a készlet kiilonbozé részeibdl Kkeriiltek
begyljtésre, vagy kiengedéskor a tartaly kivezetd nyildsan keresztil, kiilonb6zo
intervallumokban. A tejkeverési eljaras akkor tekintheté hatékonynak, ha ezen koriilmények
kozott begyiijtott két minta kozotti zsirtartalom kiilonbsége kevesebb, mint 0,1%.

Olyan nagy méretl edényben, amelynek alsé kivezetd nyildsa van, a kimeneti pontnal
lehetséges, hogy egy kis mennyiségii tej gylilik Ossze, amely még a keverés utan sem
reprezentativ a teljes tartalomra nézve. Ezért a mintat lehetdség szerint vizsgalonyilason
keresztiil érdemes levenni. Amennyiben a mintdt a kivezetd nyilason keresztiil vessziik le,
engedjliink ki megfeleld mennyiségii tejet ahhoz, hogy a mintdk a teljes allomanyra nézve
legyenek reprezentativak.

4.2.5.2. Nagy méretli edények vagy taroldk, vasuti vagy kozati tartalyok tartalmanak keverése
torténhet

— atartalyba épitett és villanymotorral izemeltetett mechanikai keverével,

— avizsgalonyilasra helyezett, villanymotorral hajtott csavarral vagy vibracios keverdvel, ahol
a keverdt fiiggesztve a tejbe engedik leérni,

— vasuti vagy kozati tartalyok esetén a tejnek a tartaly tank irité szivatty(jahoz csatlakoztatott,
és a vizsgalonyilason behelyezett tovabbitd csdvon keresztiil torténd keringetésével,

— tiszta, szlrt siritett levegdvel, ebben az esetben minimalis nyomast és mennyiségli levegot
szabad alkalmazni azért, hogy az avas iz kialakulasat elkertiljiik.

4.3. Automata vagy félautomata mintavétel

A termeldk szallitmanyaibol torténd nyers tej mintavételéhez automata vagy félautomata
mintavételi eszkozoket a mérést végzo laboratdriumok vagy az illetékes hatdosagok altal adott
utasitasoknak megfelel6en lehet alkalmazni.

Az ilyen berendezéseket a hasznalatbavétel el6tt és a hasznalat soran rendszeres idok6zonként
az illetékes hatosag altal eldirt teszteken kell ellendrizni. A mintavételi eljarasok megfeleloségét
a kovetkezOk megallapitasa céljabol verifikalni kell:

— a gyljtott minimalis tej mennyiséget, amelyet megfeleloképpen lehet mintavételezni,

— Dbarmilyen maradvany hanyadot (amelyet a legkisebb minta térfogatahoz viszonyitunk),

— arra valo alkalmassagot, hogy megfeleld keverés utan a készletbdl reprezentativ minta
legyen begyiijthetd.
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Az automata vagy félautomata mintavételi berendezés hasznalatakor az illetékes kompetens
nemzeti hatosag eldirhatja:

— atej minimalis mennyiségét, amelybol mintat ki szabad venni,
— aminta minimalis mennyiségét,
— amaradék maximumat,

— milyen elemzést lehet elvégezni vagy milyen dvintézkedéseket kell megtenni.

4.4. Mintavétel a hokezelt, kozvetlen fogyasztasra szant kiskereskedelmi kiszerelésii tejbol

A hokezelt, kozvetlen fogyasztasra szant kiskereskedelmi kiszerelésii tejmintdkat a teljesen
lezart csomagolasbol kell venni. Ha lehet6ség van ra, a feldolgozas utan minél rovidebb idon
beliil mintat kell venni a csomagologépbdl vagy az eldallitd hiitdterébdl; a pasztérozott tej
esetében a feldolgozas napjan.

A mintakat mindegyik tipusu hodkezelt tejbdl be kell gytijteni (pasztorozott, UHT-kezelt és
sterilezett), mégpedig olyan szamban, amely megfelel az elvégzendd vizsgalatok szamanak és
Osszhangban van a vizsgald laboratérium vagy egyéb illetékes hatosag altal meghatarozott
utasitasoknak.

5. A mintak azonositasa

A mintat azonositd koddal kell ellatni ugy, hogy az pontosan azonosithatod legyen és feleljen
meg a vizsgalolaboratorium vagy az illetékes hatosag eldirasainak.

6. A mintak szallitasa és tarolasa

A szallitasra, a tarolasra vonatkozo eldirasokat, tovabba a mintavétel és a vizsgalat kozotti
megengedhetd idOtartamot a vizsgaldlaboratorium adja meg a tej tipusatol és a vizsgalati
modszertdl, illetve a vonatkozo hatosagi eldirasoktol fliggden.

Az el6iras a kovetkezore térjen ki:

— a szallitas és tarolas soran ovintézkedéseket kell alkalmazni, hogy megeldzziik a szennyezo
szagoknak ¢és a kozvetlen napfénynek valo kitételt. Ha a mintdkhoz hasznalt tartaly atlatszo,
azt sotét helyiségben kell tarolni,

— a mikrobioldgiai elemzés céljabol begyiijtott nyers tej mintakat 0 °C és 4 °C kozott kell
szallitani és tarolni. A mintavétel és az elemzés kozott eltelt idé a lehetd legrovidebb kell,
hogy legyen, és semmilyen koriilmények kozott sem haladhatja meg a 36 orat. Az illetékes
hatosag 0 °C és 6 °C kozotti tarolasi hémérsékletet is elfogadhat, amennyiben a mintavétel
és az elemzés kozott eltelt id6 nem haladja meg a 24 orat,

— a mikrobiolégiai elemzés céljabol begyljtott pasztérozott tej mintakat 0 °C és 4 °C kozott
kell szallitani és tarolni. A mintavétel €s az elemzés kozott eltelt ido a lehetd legrovidebb
kell, hogy legyen, és semmilyen koriilmények kdzott sem haladhatja meg a 24 orat,

— a mikrobioldgiai elemzés céljabol begyiijtott egyéb-, mint nyers és pasztérozott tej mintakat
laboratoriumban hiitve kell tarolni €s a mintavétel valamint az elemzés kozott eltelt id6 a
lehetd legrovidebb kell legyen.

A kiilonboz6 eljarasoknal az elemzésekre vonatkozd néhany specialis ovintézkedés kertil
megadasra.
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II. MELLEKLET

I.  AFAGYASPONT MEGHATAROZASA

II. A FOSZFATAZ AKTIVITAS MEGHATAROZASA

III. A PEROXIDAZ AKTIVITAS MEGHATAROZASA

IV. A MIKROBASZAM MEGHATAROZASA - OSSZCSIiRA SZAM 30 °C-ON
V. A MIKROBASZAM MEGHATAROZASA - OSSZCSIRA SZAM 21 °C-ON
VI. A KOLIFORM SZAM MEGHATAROZASA - TELEPSZAM 30 °C-ON
VII. A SZOMATIKUS SEJTEK MEGHATAROZASA

VIII. ANTIBIOTIKUMOK ES SZULFONAMIDOK KIMUTATASA

IX. A PATOGEN MIKROBAK SZAMANAK MEGHATAROZASA

I. A FAGYASPONT MEGHATAROZASA

1. Alkalmazasi lehetdoség és teriilet

Ezen eljards meghatarozza a nyers, a pasztorozott, az UHT-kezelt és a sterilezett teljes tej,
félzsiros tej és zsirszegény tej fagyaspontjanak meghatarozasara vonatkozo referencia eljarast,
amikor olyan eszkozt (termisztor krioszkdpot) hasznalnak, amelynél egy hdészabalyzott fiird6t
elektromos hiitével hiitik és a higanyos homérd helyett termisztor hdérzékeldt alkalmaznak.

Kétféle berendezés 1étezik. Az elsO a fagyasi gorbe ,,platdjan” talalhaté maximum fagyaspontot
méri, mig a masodik, gazdasdgossagi szempontok miatt a fagyds megkezdddése utani
megszabott id6pontban mért homérsékletet adja meg fagyaspontként. Mivel a fagyaspont
gorbék tej fajtanként ¢s magaban a tejben is valtozhatnak valamint a kalibracional hasznalt
standard oldatok kozdtt is lehet eltérés, ez a referencia eljaras a fagyaspontgérbe maximumanak
meghatarozasara alkalmas berendezés alkalmazasat irja el6. A rogzitett idOponth
méroeszkozoket a valogatd méréseknél lehet rutin eljaras alkalmaval hasznalni.

A fagyaspont alapjan becsiilhetdé meg a tej idegen viz tartalma, amennyiben a minta savassaga
nem lépi tal a 0,18 g tejsav/100 ml-t (1asd 7.4).

2. Definicié

A tej fagyaspontja: Az eljaras szerint végzett mérés soran kapott érték fok Celsiusban (°C) kertil
megadasra.

3. Elv

Vizsgaland6 mennyiségii tejet szuper-htitéssel a berendezéstol fliggéen megfeleld hdmérsékletre
hiitenek le, és mechanikai vibracioval kristalyosodast idéznek eld, emiatt a hdmérséklet gyorsan
a platoig emelkedik, amely megfelel a minta fagyaspontjanak.

A berendezés igy van kalibralva, hogy ugyanazzal az eljarassal, mint amit a tejmintaknal
hasznaltak, helyes értéket adjon két standard oldatra. Ezen feltételek kozott a platd adja meg a
tej fagyaspontjat fok Celsiusban mérve.
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4. Berendezések és livegeszkozok

Ko6zonséges laboratoriumi berendezések és kiillondsképpen:

4.1. Krioszkop

4.1.1.

4.1.1.

A krioszkop hoészabalyzott hiit6fiirdobdl, termisztor hémérséklet érzékelobol (félvezetd
ellendllas hdmérd), hozza csatlakozé aramkorbol és galvanométerbdl vagy ,.kijelz6bol”, minta
kever6bol all és egy olyan eszkozbol, amely a mintatartokkal egyiitt elinditja a fagyast.

Hiitd fiirdd

Kétféle hutofiird6t lehet alkalmazni.
1. Immerzios tipus

Megfeleld hiitéfolyadékot tartalmazo jol szigetelt fiirdd, amely kevertetve van ugy, hogy a
folyadék barmely két pontja kozotti homérséklet kiilonbség ne haladja meg a 0,2 °C-ot. A
folyadék homérséklete nem ingadozhat tobb, mint + 0,5 °C-kal a gyarto altal megadott névleges
értékhez képest.

Fontos, hogy a hiitéfiirdében talalhato folyadék alland6é szinten maradjon. A térfogatjel alatt a
kiivetta teljes felszinét el kell, hogy lepje a hiitéfolyadék.

4.1.1.2. Cirkulacios tipus

A Kkiivetta koriil folyamatosan a célnak megfeleld hiitéfolyadékot cirkulaltatnak. A folyadék
homérséklete legfeljebb + 0,5 °C-kal térhet el a gyarto altal megallapitott névleges értéktol.

A célnak megfelel6 hiitéfolyadék 33% (v/v)-os vizes etan-1,2 diol (etilén glikol) oldat.

. Termisztor és a hozza kapcsolodo aramkor

A termisztor liveg-héérzékeld tipusu kell legyen, amelynek atméréje nem haladhatja meg az
1,80 = 0,2 mm-t €s bélés atmérdje nem lehet tobb, mint 0,31 mm. A termisztor id6 allandoja
nem lehet kevesebb, mint két masodperc valamint a v értéknek (1asd megjegyzés) magasnak kell
lennie. Az lizem kdzbeni fesziiltségnek, aramnak és disszipacios allandonak akkoranak kell
lennie, hogy a termisztor hdmérséklete legfeljebb 0,0005 °C-kal emelkedjen -0,512 °C-on a
kornyezet hémérséklete folé. A maximalis ellenallési tolerancia + 5% kell, hogy legyen.

Amikor a h6érzékeld a krioszkopban mérdallasban van, az iiveggdmb alsoé pontjanak a kiivetta
tengelyében kell elhelyezkedni, 44,6 £0,1 mm-rel a henger tetejétél. A felhasznalot
sablonrajzzal kell ellatni, hogy a héérzékeldt a megfeleld helyzetbe tudja beallitani.

Megjegyzés

B az egyenletnek megfelelden definidlja a termisztor ellenallas-hémérsékleti karakterisztikajat:

R I_B
dT R T?
ahol:

T a hémérséklet Kelvinben kifejezve,

R az ellenallas Ohmban kifejezve T hémérsékleten,
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dR 1
-— X E =a homérsékleti egyiitthato,

dT

B = a termisztor anyagatol fiiggd allandd. A jelenlegi gyakorlatnak megfeleléen 3 000 feletti
érték javasolt.

4.1.3. Méro és kijelzo egység

4.1.3.1. A mérés elve
A hasznalt eszkdz miikodése a fagyaspont gorbén talalhato els6 platd megkeresésének elvén

alapul. A plat6 a gorbe azon része, amelynél a hdmérséklet + 0,002 °C-on beliil legalabb 20
masodpercig allandé marad.

4.1.3.2. Kézi mukodtetés

A termisztor ellenallasat Wheatstone-hiddal vagy ehhez hasonld eszkdz segitségével kell
kiegyenliteni, amely + 10%-nal nem magasabb tolerancidju, a legjobb mindségli allando
ellenallasokbol all és hémérsékleti egyiitthatoja nem haladja mega 2 x 107 °C-ot.

A valtoztathato (kiegyenlitd) ellenallas a teljes skala linearitasatol legfeljebb a maximalis érték
0,3%-aval térhet el.

Kalibracios okbol az ellenallasoknak valamilyen modon szabalyozhatoknak kell lennitik.
A mérotarcsat legalabb 0,001 °C-onként kell beosztani.
4.1.3.3. Automatikus miikddtetés
A kijelzének 0-tol -1 °C-ig osztott skalan legalabb 0,001 °C-os felbontast kell lehetdvé tennie.

A kijelzének és a hozza kapcsolodd aramkornek olyannak kell lennie, hogy ugyanazon
homérséklet egymast kdveto kijelzése ne térjen el tobb mint 0,001 °C-kal egymastol.

Az aramkor linearitdsanak olyannak kell lennie, hogy az eszkoz szakszerti miikddtetése soran ne
fordulhasson el6 = 0,001 °C-nal nagyobb hiba a -0,400 °C-t6l -0,600 °C-ig terjedé skala
barmely pontjan.

4.1.4. Kevero bot

Egy tejre kozombds, 1 €s 1,5 mm kozotti atmérdjli rudat hasznalnak a minta megkeveréséhez.

A keverd bot amplitudojat be kell allitani, és ugy kell fliggélegesen felszerelni, hogy az also
vége ne legyen lejjebb, mint a termisztor cstiicsa. Ezen helyzettdl vald kb. 1,5 mm-es le- vagy
felfelé torténo eltérés megengedett.

A  kever6 bot oldaliranyban a gyartd altal megallapitott megfeleld amplitidoval
(legfeljebb + 1,5 mm) vibral, igy biztositja, hogy a teszt minta hdmérséklete a meghatarozas
soran egységes maradjon. A normal keverd mikddés alatt a keverd bot soha nem csapodhat
hozz4 a termisztor héérzékel6hodz vagy a kiivetta faldhoz.
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4.1.5. A fagyast kivalto berendezés

Barmilyen eszkoz lehet, amely miikddésbe lépve azonnal a minta fagyasat idézi eld, tehat a
minta hdmérséklete a fagyaspont felé mozdul el. Erre a célra hasznalhaté a keverd bot; gy,
hogy egy-két masodpercre a vibracié amplitudojat annyival kell ndvelni, hogy a keverd bot
nekicsapodjon a kiivetta falanak.

4.1.6. Kiivetta

A kiivetta (1asd 1. abra) livegbdl késziil, 50,8 = 0,1 mm hosszt, 16,0 + 0,1 mm a kiils6 atmérdje,
belsé atmérdje pedig 13,5 = 0,1 mm. A fal vastagsaganak eltérése a henger teljes hosszan
legfeljebb 0,1 mm lehet.

A hengereken 29,8 mm-rel a végiik alatt (21 mm-rel a henger also részétdl) térfogat jeldlést kell
alkalmazni, hogy igy 2,5 + 0,1 ml térfogati mintanak feleljen meg.

4.1.7. Elektromos aramellatas

Az aramellatast vagy a berendezésen beliil vagy azon kiviil stabilizalni kell, hogy az ingadozas
ne haladja meg a névleges érték + 1%-at, amikor a bemend aramellatas + 6%-kal ingadozik.

4.2. Analitikai meérleg
4.3. Mérdlombik, ,,A” osztalyu, 1000 ml térfogatu, egyjelil.

4.4. Szaritoszekrény, jol szellozo, amely képes a homérsékletet 130 £ 1 °C-on tartani vagy szell6zo
elektromos kemence, amely a homérsékletet 300 + 25 °C-on képes tartani.

4.5. Exszikkator
5. Reagensek

5.1. Boroszilikat iivegen desztillalt viz, amelyet forralast kévetdoen 20 + 2 °C-ra hiitenek le, széndioxid
elnyeleto csovel ellatott edényben.

5.2. Analitikai reagens mindségii finomra orolt natrium-klorid, amelyet 300 + 25 °C-on 5 ordig
kemencében vagy 130 + 1 °C-on legalabb 24 oraig szaritoszekrényben szaritunk, majd megfelelo
exszikkatorban szobahémérsékletiire hiitiink le.

5.3. Standard oldatok elkészitése

Meérjiink ki megfeleld0 mennyiségi (lasd 1. tablazat) széraz natrium-kloridot (5.2) a
mérdedénybe. Oldjuk fel desztillalt vizben (5.1), toltsik at egy 1000 ml-es egyjelil
mér6lombikba és a jelig toltsiik fel vizzel 20 + 2 °C-on.

Legfeljebb 250 ml térfogata, jol bedugaszolt polietilén edényekben taroljuk maximum két
honapig kb. 5 °C-on.
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1. tablazat
Natrium-klorid oldatok fagyaspontja 20 °C-on

NaCl g/l °C
6,859 -0,408
7,818 -0,464
8,149 -0,483
8,314 -0,492
8,480 -0,502
8,646 -0,512
8,811 -0,521
8,977 -0,531
9,143 -0,541

10,155 -0,600

Miel6tt standard oldatot hasznalunk, az iiveget forditsuk fejjel lefelé, és Ovatosan, tobbszor
korkorosen mozgassuk, hogy az alkotdrészek alaposan dsszekeveredjenek. A standard oldatot
soha nem szabad erésen felkeverni, mert levegd keriilhet bele.

A standard oldatbol gy kell mintat venni, hogy az oldatot tiszta, szaraz f6z6époharba toltjik,
tehat pipetta erre a célra nem hasznalhato.

Nem lehet olyan oldatot hasznalni, ami kevesebb, mint egynegyed részig telt iivegbdl szarmazik,
¢és hacsak az oldatot nem kezelik gombaold szerrel (példaul tiomerzal oldattal, 10g/1), az két
hénapnal nem lehet régebbi.

6. A termisztor krioszkép kalibracidja

A krioszkopot ugy kell beallitani, hogy a kornyezd levegd homérséklete legfeljebb 1 °C-kal
térjen el attdél a hémérséklettl, amelyben a kalibraciot végzik. A krioszkdpot nem szabad
napfény sugarzasanak, huzatnak, vagy 26-27 °C-nal magasabb hémérsékletnek kitenni.

Gy6z6édjink meg rola, hogy a krioszkop a gyartd eldirasainak megfeleléen jo {izemallapotban
van, és a kalibracio el6tt legalabb 12 o6raig be volt kapcsolva. Ellendrizziik a héérzékeld
helyzetét, a keverébot vibracios amplitaddjat és a hiitéfolyadék homérsékletét.

Valasszunk ki két standard oldatot (lasd 1. tablazat fent), amelyek leginkabb megkézelitik a
tesztelésre vard tejmintak fagyaspontjanak varhatod értékét. A két oldat fagyaspontja kozotti
kiilonbség lehetdleg ne haladja meg a -0,100 °C-ot.

(Néhany jelenleg forgalomban 1évo krioszkdp tipus esetén a termisztorhoz kapcsolodd aramkort
ugy tervezték meg, hogy annak kompenzalasa a fagyaspont egy bizonyos értékén torténjen meg
a berendezés mérési skalajan beliil. Ezekben az esetekben a ilyen fagyaspontt standard oldatnak
az egyik kalibracios oldatként torténd felhasznaldsa a kalibracios eljarast segiti, a gyarto pedig
ezt az értéket feltiinteti.)

Pipettaval az egyik standard oldatbol mérjiink be 2,5 £ 0,1 ml-t egy tiszta, szaraz kémcsObe és
helyezziik be a krioszkdpot.
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Megjegyzés:

A kalibracidé soran alkalmazott kiivettdknak ugyanolyan tipusu iivegbdl kell késziilniiik és
ugyanabban az idében ionmentesitett vizzel kell azokat kimosni illetve elobliteni, mint amelyet
a tejmintak tesztelésekor hasznaltakat. A standard oldatok és a tejmintdk homérsékleteinek
hasonlonak kell lennitik.

A gyarto utasitdsainak megfelel6en allitsuk be a kalibracios szabalyozokat, amig a krioszkop a
standard oldat fagyaspontjaval megegyez0 értéket nem ad. Ismételjilk meg az eljarast a masik
standard oldattal is, és folytassuk tovabb a miiveletet ilyen médon valtakozva, amig az egyes
oldatok egymast kovetd leolvasasai megadjak az oldatok helyes fagyaspont értékét, anélkiil,
hogy a kalibracios szabalyozokat Gjra allitottuk volna. A krioszkop ezutan hasznalatra készen all
¢s barmilyen korrekcio alkalmazasa nélkiil kozvetleniil jelzi a tejminta fagyaspontjat.

7. A vizsgalati minta elokészitése
7.1. Ha sziikséges, 0 és 5 °C kozotti homérsékleten taroljuk a mintdkat.

7.2. A mintabdl tavolitsunk el minden lathato idegen testet vagy megszilardult vajzsirt, sziikség esetén
sztirjiik le a mintat egy tiszta, szaraz edénybe és ovatosan keverjiik 6ssze. Ha sziirét hasznalunk,
annak a tejre kozombosnek kell lennie, és laboratoriumi homérsékleten hatékonyan kell miikédnie.

7.3. A tejet akkor lehet vizsgalni, amikor az tarolasi homérsékleten (0 és 5 °C kozott) van, vagy
kozvetleniil a mérés megkezdése elott elérheti a laboratoriumi hoémérsékletet. Azonban fontos, hogy a
standard oldatok és tejmintak hasznalatkor ugyanolyan homérsékletiiek legyenek.

7.4. A leheto legpontosabban hatdarozzuk meg a tej titralhato savassagat a fagyaspont vizsgalattal egy
idében. A 0,18 g tejsav/100 ml savassag feletti mintik nem vizsgalhatok.

7.5. Az UHT-kezelt és a sterilezett tejnek a vizsgalat megkezdése elott legalabb 20 percig nyitott
tartalyban kell allnia.

8. Eljaras
8.1. Elozetes ellendrzések

Ellendrizziik, hogy a hitéfolyadék szintje és homérséklete megfelel a gyartd utasitdsainak,
valamint amennyiben sziikséges, ellendrizziik, hogy a termisztor h6érzékeld iires mintacsdben
helyezkedik el a mintatarton beliil. Kapcsoljuk be a krioszkopot €s gy6zodjiink meg afeldl, hogy
a hitéfolyadék berendezéstdl fiiggden megfeleléen keveredik, illetve cirkulal. Amikor mar a
krioszkop legalabb 12 oraig be volt kapcsolva, ellendrizziik a hiitéfolyadék homérsékletét és a
keverdbot helyzetét, illetve vibracios amplitadojat.

8.2. Rutin kalibracios ellendrzés

A tesztek elvégzése eldtt addig mérjik egy standard natrium-klorid oldat fagyaspontjat
(pl. -0,512 °C-o0s fagyasponttal rendelkez6 oldat), amig két egymast kdvetd mérés kozotti
kiilonbség nem haladja meg, a 0,001 °C-t. Ha ezen értékek atlaga a standard oldat
fagyaspontjatol tobb, mint 0,002 °C-kal tér el, a 6. pontban leirtaknak megfeleléen a
krioszkopot tjra kell kalibralni.

Amennyiben a krioszkopot folyamatosan hasznaljuk, oranként legalabb egyszer végezziik el a
rutin kalibracios ellenérzést. A gyarto utasitasait figyelembe kell venni.
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8.3. A tej fagyaspontjanak meghatdrozasa

Ovatosan forditsuk fejjel lefelé, majd tobbszor korkorosen mozgassuk a mintatejes iiveget, hogy
a tartalma Osszekeveredjen. Soha ne keverjiik meg a mintdt olyan erGsen, hogy levegot
juttassunk bele.

Pipettaval mérjiink a tejbol 2,5 + 0,1 ml-t egy tiszta, szaraz kiivettaba €s a pipettaval tavolitsuk
el az esetleges felesleget. Gy6zddjiink meg arrdl, hogy a héérzékeld, illetve a keverdbot tiszta és
szaraz, amennyiben sziikséges, azokat tiszta, szaraz, szoszmentes puha kenddvel alulrol felfelé
iranyulé mozdulattal t6roljiik meg.

A gyarto utasitasainak megfeleléen helyezziik a kiivettat a kalibralt krioszkopba. A tej lehiil,
majd a gyarto6 altal meghatarozott hdmérsékleten 0,1 °C-on belill megkezdddik a fagyas.

(Néhany automata berendezés esetén ez a homérséklet leolvashatd a digitalis kijelzon; kézi
berendezéseknél a sziikséges pontossagot ugy biztositjuk, hogy a fagyas akkor kezdddjon,
amikor a galvanométer mutatdja vagy a hajszalvonal egybeesik a megfeleld jeloléssel.)

Amennyiben barmilyen okbol kifolyolag a fagyas a megadott hdmérsékleti tartomany elérése
elott vagy utan kezdoédik el, szakitsuk meg a mérést €s ismételjiik azt meg egy masik adag tejjel.
Amennyiben az ismételt minta Ggyszintén a megadott hdmérséklet elérése elott fagy meg, a
kovetkez6 minta adagot melegitsiik fel 45 °C-ra és tartsuk ott 6t percig, hogy a kristalyos tejzsir
megolvadhasson.

Ezutan Gjra hitsiik le a mérési hémérsékletig, és azonnal kezdjiik el a mérést. A fagyas
inicialasa utan a tej hémérséklete gyorsan fog emelkedni addig az értékig, amelynél egy
bizonyos ideig gyakorlatilag allandd marad, majd ujra csokkenni kezd. A fagyaspont
megegyezik ezen idéperiodus alatt elért legmagasabb homérséklettel, és ezt az értéket fel kell
jegyezni.

Megjegyzés:

Az az idétartam, ami alatt a hdmérséklet allando marad, valamint a fagyés inicialasa, illetve a
legmagasabb homérséklet elérése kozotti idointervallum mintanként mas és mas lehet, jelentds
mértékben rovidebb viz és standard natrium-klorid oldatok esetében, mint a tejnél. Fontos, hogy
a legmagasabb hémérséklet legyen az, ami feljegyzésre kerdl.

Amikor a mérés sikeresen befejez6dott, tavolitsuk el a mintacsdvet, oblitsiik ki vizzel, majd
toroljiik szarazra a termisztor hdoérzékelot tiszta, szOszmentes puha kenddvel, alulrol felfelé
iranyuld mozdulattal, és végezziink parhuzamos meghatarozast egy masik adag tejmintaval.

Amennyiben a kapott fagyaspontok kozotti kiilonbség meghaladja az ismételhetdségi értéket
(0,004 °C), végezziink parhuzamos meghatarozast egy masik minta adagon. Ha a két
meghatarozas eredménye 0,004 °C-on beliili egyezést mutat, az értékeket fel kell jegyezni és a
végso eredmény kiszamitasahoz fel kell hasznalni.

8.4. A hoerzékelo lehiitése

A berendezés hasznalatanak befejezése utan helyezziink egy iires kiivettat a mintatartoba és
engedjik le a miikddteto fejet, hogy a hoérzékelot hidegen tartsuk.

(Bizonyos krioszkop tipusoknal ez nem lehetséges; ezekben az esetekben fontos, hogy a
mérések elvégzése elott biztositsuk a hdérzékeld megfeleld hiitését, példaul ugy, hogy proba
meghatarozasokat végziink egészen addig, amig konzisztens eredményeket kapunk.)

15



Magyar Elelmiszerkonyv 3-1-91/180

9. Az eredmények megadasa

9.1. Szamitas

Amennyiben a rutin kalibracios ellendrzést kovetoen a kalibracié helyesnek bizonyul, szamitsuk
ki a kapott elfogadhatd parhuzamos fagyaspont értékek atlagat, és kerekitsiik azt harom
tizedesre.

Ha két elfogadhat6 parhuzamos eredmény 6sszege paratlan szam, az atlag a kdvetkez6 példanak
megfelelden a legkozelebbi paros szamra kerekitendo:

Fagyaspont (°C)
Parhuzamos eredmény Atlag
-0,544 -0,545 -0,544
-0,545 -0,546 -0,546

9.2. Pontossag
9.2.1. Ismételhetdség (r): 0,004 °C.
9.2.2. Reprodukalhatosag (R): 0,006 °C.

r\‘ Forgétengely

[ ]
Mintatart6 cs6 —>
(Kiivetta)
S
+
;.
< Keverdbot
(Mintakeverd)
Termisztor gomb ) o
\ / A 4

' 13,5+¢0,1 '

16£0,1 ; .
4—P Az Osszes méret mm-ben

van megadva

Termisztor krioszkop (4.1.) vazrajza (termisztor gémbbel és mintakeverovel helyes allasban)
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II. A FOSZFATAZ AKTIVITAS MEGHATAROZASA

1. Alkalmazasi kor és teriilet

Ez az eljaras meghatarozza a referencia eljarast a pasztOrozott tej foszfatdz aktivitdsanak
meghatarozasahoz.

2. Definicio

2.1. A foszfataz aktivitas az aktiv alkalikus foszfataz mennyiségének mértéke a termékben,
mikrogrammban a fenol mennyiségeként keriil kifejezésre, amely a pasztorozott tej 1 mi-ére vonatkozo
eljarasban emlitett kériilmények kozott szabadul fel.

2.2. Barmilyen 4 ug/mi-nél kisebb foszfatiz aktivitasu tej foszfataz negativnak tekintendo.

3. Elv

A foszfatdz aktivitds a mintdhoz adott dinatrium fenil-foszfatbol felszabadult fenol
mennyiségb0l kerill meghatarozasra. A felszabadulé fenol dibrom-kinon-klorimiddal Iép
reakcioba, igy (kékes szinti) dibrom-indofenol keletkezik, amelyet kolorimetrias vizsgalattal
610 nm-nél mérnek. Osszehasonlitjak a mintaval, ahol a foszfatdz enzim inaktivalva lett.

4. Reagensek

4.1. Barium borat-hidroxid puffer
4.1.1. Vizben oldjunk fel 50,0 g barium hidroxidot [Ba(OH),-8H,0] és toltsiik fel 1000 ml-re.
4.1.2. Vizben oldjunk fel 22,0 g borsavat [H;BOs] és engedjiik fel 1000 ml-re.

4.1.3. Az oldatokbdl 500 ml-t melegitsiink fel 50 °C-ra, vegyitsiik el, keverjiik, majd gyorsan htitsiik le
az oldatokat kb. 20 °C-ra, ha sziikséges allitsuk be a pH értéket 10,6 = 0,1-re a 4.1.1 vagy 4.1.2
hozz4adasaval. Sziirjiik meg. Az oldatokat jol bedugaszolt edényben taroljuk.

4.1.4. Felhasznalas elott az oldatot azonos mennyiségii vizzel higitsuk.

4.2. Szin elohivo puffer

Vizben higitsunk 6,0 g natrium metaboratot (NaBO,) vagy 12,6 g (NaBO,-4H,0)-t és 20,0 g
natrium-kloridot (NaCl) és toltsiik fel 1000 ml-re.

4.3. Szin higitasi puffer
Vizzel higitsunk 10 ml szin el6hivo puffert (4.2) 100 ml-re.

4.4. Puffer szubsztrat

Oldjunk 0,1 g fenol-mentes dinatrium fenilfoszfat dehidratot 100 ml pufferben (4.1.3) vagy
oldjunk 0,5 g dinatrium fenilfoszfatot 4,5 ml szin el6hivo pufferben (4.2), adjunk hozza két
csepp BQC oldatot (4.6) és 30 percig hagyjuk szobahdmérsékleten allni. Extrahaljuk ki az igy
kialakult szint 2,5 ml n-butanollal és hagyjuk allni, mig a butanol el nem kiiloniil. Valasszuk el
¢s Ontsiik ki ezt a frakciot. Amennyiben sziikséges, ismételjiikk meg az extrakciot.

Az oldat néhany napig hiitészekrényben eltarthato; hasznalat el6tt képezziik a szinanyagot, majd
ujra extrahaljuk ki. A puffer szubsztratot kdzvetleniil felhasznalas eldtt készitsiik el ezen oldat
1 ml-ének barium borat-hidroxid pufferrel 100 ml-re torténd higitasaval. (4.1.3).

17



Magyar Elelmiszerkonyv 3-1-91/180

4.5. Cink-réz kicsaposzer

Oldjunk fel 3,0 g cink-szulfatot (ZnSO47H,0) és 0,6 g réz(I1l)szulfatot (CuSO4 5H,0) vizben és
higitsuk fel 100 ml-re.

4.6. 2,6-dibrom-kinon-klorimid oldat (BQC-oldat)

Oldjunk fel 40 £ 1 mg 2,6-dibrom-kinon-klérimidet (BQC) (C¢H,Br,CINOg) 10 ml 96% (v/v)
etanolban. Taroljuk sotét szinli livegben, hiitészekrényben. Ha elszinezodott, vagy mar egy
honapnal régebbi, ontsiik ki.

4.7. Réz(1l)szulfat oldat
Oldjunk fel 0,05 g réz(Il)szulfatot (CuSO4 5SH,0) vizben, higitsuk fel 100 ml-re.

4.8. Fenol standard oldatok

4.8.1. Mérjlink 200 + 2 mg tiszta vizmentes fenolt, helyezziik at egy 100 ml-es mér6lombikba, adjunk
hozza vizet, vegyitsiik el, és engedjiik fel a jelig. Ez a torzsoldat hiitészekrényben tarolva tobb
hoénapig stabil marad.

4.8.2. Vizzel higitsunk fel 10 ml-t a torzsoldatbol 100 ml-re és vegyitsiik el. 1 ml 200 pg fenolt
tartalmaz.

5. Berendezés és iivegeszkozok
Megjegyzések:

(a) Minden iiveget, dugét és mintavevd eszkozt alaposan meg kell tisztitani. Javasolt, hogy
frissen forralt desztillalt vizzel 6blitsiik el azokat, vagy helyezziik vizgdzbe.

(b) Bizonyos miianyag dugdk fenolos szennyezodést okozhatnak, igy hasznalatuk nem
megengedett.

Szokvanyos laboratoriumi berendezések, kiilonosképpen:

5.1. Analitikai meérleg

5.2. Vizfiirdo, amely 37 + 1 °C-ot képes tartani.

5.3. Spektrofotométer, amely 610 nm-es hullaimhosszon alkalmas mérésre.
5.4. Kemcso, 16 vagy 18 mm x 150 mm-es, elonyosen 5 és 10 ml-jellel.

5.5. Pipettak

5.6. Uveg télcsér, megfeleld méretii, példdul 5 cm atmérdji.

5.7. Sziirépapir, redozott, legalabb 9 cm atmérdjii, kozepes sziirési sebességii.
5.8. Mérélombikok a standard oldatok elkészitéséhez.

6. Eljaras

Megjegyzések:

(a) A meghatarozas alatt keriilend6 a kozvetlen napfény.

(b) Nyal- vagy izzadsagnyomok altal okozott szennyezddés helytelen pozitiv eredményt adhat,
igy ez elkeriilendd. Ebbdl a szempontbol a pipettazasra kiilonleges gondot kell forditani.
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6.1. A minta elokészitése

6.1.1. Az elemzést kdzvetleniil a mintavétel utdn végezziik el. Egyéb esetben legfeljebb két napig
tartsuk a mintat hiitészekrényben.

6.2. Minta adag

Pipettaval 1 ml mintat mérjiink a kémcsovekbe (5.4), egy kémcsovet hasznaljunk kontroll vagy
vakproba célokra.

6.3. Meghatarozas

6.3.1. Melegitsiik a vakprobat két percig forralt vizben; fedjiikk le a kémcsovet €s a forralt vizet
tartalmazo foz6poharat aluminium folidval, hogy biztositsuk az egész kémcsd melegedését.
Gyorsan hiitsiik le szobahémérsékletre.

6.3.2. Hasonloképpen jarjunk el a vakproba €s a teszt minta esetén az eljaras tobbi részében. Adjunk
hozza 10 ml puffer szubsztratot (4.4), majd vegyitsiik el.

6.3.3. Azonnal helyezziik a mintékat vizfiirdébe (5.2), tartsuk benne 60 percig, alkalmanként (legalabb
négyszer) keverjiik 0ssze a kémcsovek tartalmat .

6.3.4. A 6.3.1 pontban leirtaknak megfeleléen hevitsiik két percig forrasban 1évo vizben. Gyorsan
hiitstik le szobahémérsékletre.

6.3.5. Adjunk 1 ml cink-réz kicsaposzert (4.5) a kémcsovekhez és alaposan keverjiik Ossze a
kémcsovek tartalmat.

6.3.6. Sziirjiik at szaraz szlir6papiron, Ontsiik ki az elsé 2 ml-t, sziikség esetén Ujra sziirjiik at, addig,
amig a sziirlet teljesen tiszta nem lesz, ekkor 5 ml-t helyezziink at kémcsdbe.

6.3.7. Adjunk hozza 5 ml szinel6hivé puffert. (4.2).

6.3.8. Adjunk hozza 0,1 ml BQC oldatot (4.6), vegyitsiik el és 30 percig szobahdmérsékleten hagyjuk,
hogy a szin kialakuljon.

6.3.9. 610 nm hullamhosszon spektrofotométerrel (5.3) a kontroll vagy a vakprobaval szemben mérjiik
meg az abszorbanciat.

6.3.10. Ismételjiik meg a meghatarozast a minta megfeleld higitasaval, ha a 6.3.9 pontban leirtaknak
megfeleléen mért abszorbancia meghaladja a 6.4.4 pontban leirtaknak megfeleléen mért,
kémcsovenként 20 pg fenolt tartalmazd standard oldat abszorbanciajat. Ezt az oldatot a
kovetkezoképpen készitsiik el: vegyitsiink egy térfogatrész mintat ugyanannak a teszt mintanak
egy megfeleld térfogataval, amit gondosan forrasig hevitettiink a foszfataz inaktivalasa
érdekében.

6.4. A kalibracios gorbe elkészitése

6.4.1. Készitslink megfeleld tartomanyban higitott standard oldatokat, kezdjiik a milliliterenként 0
(kontrol vagy vakproba), 2, 5, 10 és 20 pg fenolt tartalmazé standard fenollal (4.8.2), és
pipettaval mérjiink mind az 6t kémcsébe sorrendben 1 ml vizet és 1 ml-t a négy standard fenol
oldatbol.

6.4.2. Mindegyik kémcsobe adjunk 1 ml réz(II)szulfat oldatot (4.7), 5 ml szinhigité puffert (4.3), 3 ml
vizet és 0,1 ml BQC oldatot (4.6); ezeket vegyitsiik el.

6.4.3. 30 percig, szobahémérsékleten hagyjuk, hogy a szin kifejlodjon.

6.4.4. 610 nm hullamhosszon spektrofotométerrel (5.3) a kontroll vagy a vakprobaval szemben mérjiik
meg az abszorbanciat.

6.4.5. A hozzaadott fenol mennyiségekre (6.4.1) kapott abszorbancia értékekbol (6.4.4) a legkisebb
négyzetek modszerével szamitsuk ki a regresszios egyenest.
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7. Az eredmények megadasa

7.1. Szamitas és egyenlet

7.1.1. Szémitsuk ki a fenol mennyiségét a kapott regresszidos egyenes felhasznalasaval (6.4.5) az
abszorbancia érték leolvasasabol (6.3.9).

7.1.2. A kovetkez6 egyenlettel szadmitsuk ki a foszfataz aktivitast, amely a pasztorozott tej
milliliterenkénti fenol tartalmanak mikrogrammban valé megadasaval keriil kifejezésre:

Foszfataz aktivitas =2,4 Xx A x D

ahol:

A a 7.1.1 pontban meghatarozottaknak megfeleléen kapott fenol mennyiség mikrogrammban;

D a 6.3.10 pontban meghatarozottaknak megfeleléen elvégzett higitas faktora (ha nem tortént
higitas, D = 1);

A 2,4-es faktor a higitasi faktor (1 ml teszt minta 5/12 része) — A 6.3.2, 6.3.5 és 6.3.6 pontokkal
kapcsolatban lasd 6.2 pontot.

7.2. Pontossag

7.2.1. Ismételhetdség (r): 2 ug fenol/ml.

7.2.2. Reprodukalhatdsag (R): 3 (elozetes) pg fenol/ml.

7.2.3. Ha a 6.3.10 pontban foglaltaknak megfelel6en higitast alkalmaztak, a 7.2.1 és 7.2.2 pontokban
emlitett hatarértékek a higitott mintara kapott eredményekre vonatkoznak.

III. A PEROXIDAZ AKTIVITAS MEGHATAROZASA

1. Alkalmazasi kor és teriilet

Ez az eljarés referencia eljarasként meghatdrozza a tejben 1évo peroxidaz enzim jelenlétének
vagy hianyanak kimutatasat, mint a pasztorozottség ellendrzését.

2. Definicio
Peroxidaz-pozitiv reakcio:
Ha a tejet megfelelden pasztorozték, a keveredés utan 30 masodpercen beliil kék szin jelenik
meg.
Peroxidaz-negativ reakcio:

30 masodpercen beliil nem jelenik meg szin.

3. Elv

A peroxidaz enzim hidrogén-peroxidot bont le. A felszabadult atomos oxigén a szintelen
1,4-fenilén-diamint biborlila szinii indofenollad oxidalja (Storch-proba). A szin intenzitdsa az

crcr
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4. Reagensek

4.1. 1,4-feniléen-diamin oldat

Oldjunk fel 2 g 1,4-fenilén-diamint (CcHsN») meleg (50 °C-os) vizben és toltsiik fel 100 ml-re.
Az oldatot tartsuk sotétbarna, tivegdugoval ellatott iivegben, hiivos, szaraz helyen. Az elkészités
utan 1-2 napon beliil az 1,4-fenilén-diamin oldatbdl {iledék valik ki; ekkor ki kell onteni.

4.2. Hidrogén-peroxid oldat

Higitsunk 9 ml 30%-o0s vizes hidrogén-peroxidot vizzel és toltsiik fel 100 ml-re. Stabilizalas
celjabol adjunk az oldathoz literenként 1 ml koncentralt kénsavat.

A hidrogén-peroxid oldat egy honapig stabil marad, ha hiivos, s6tét helyen taroljuk és az tiveget
iivegdugoval zarjuk le, hogy megeldzziik a szerves vegyliletekkel vald érintkezést.

5. Eljaras
5.1. Tegyiink 5 ml tej mintat egy megfeleléen zarhato tiszta kémcsébe.
5.2. Adjunk hozza 5 ml 1,4-fenilén-diamin oldatot (4.1).

5.3. Adjunk hozza 2 csepp hidrogén-peroxid oldatot (4.2).

5.4. Figyeljiik az osszekeverés utan 30 mdsodpercen beliil kialakulo szint. Ha a kék szin a reagens
hozzaadasa utan t6bb, mint 30 masodperc utan jelenik meg, a reakcio nem specifikus.

IV. A MIKROORGANIZMUS-SZAM MEGHATAROZASA — OSSZCSIRASZAM 30 °C-ON

1. Alkalmazasi kor és teriilet

Ez az eljaras meghatirozza a referencia eljarast a mikrobaszam meghatarozasra,
telepszamlalasos technika segitségével 30 °C-on. Az eljaras alkalmazhatd nyers €s pasztorozott
tejre, valamint a 15 napig 30 °C-on eldinkubalt UHT-kezelt és sterilezett tejre.

2. Definicié

A 'mikroorganizmus' kifejezés alatt értendd: azon organizmusok, amelyek megszamlalhato
telepeket alkotnak, areob modon inkubalva, a leirt feltételek mellett.

3. Elv

A tejminta meghatarozott mennyiségét Petri-csészében Osszekeverik a taptalajjal és 30 °C-on
72 6ran at inkubaljak. A telepeket megszamlaljak, és kiszamitjdk az 1 ml nyers vagy
pasztorozott tejre vagy 0,1 ml eldinkubalt UHT-kezelt vagy sterilezett tejre vonatkoztatott
mikroorganizmusok szamat.

4. Berendezés és iivegeszkozok

Szokvanyos laboratoriumi berendezések, és kiillonosképpen:

4.1. Berendezések
4.1.1. Holégsterilezo, amely 170 és 175 °C kozott képes miikodni.
4.1.2. Autoklav, amely 121 £ 1 °C-on képes mitkodni.
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4.1.3.
4.1.4.
4.1.5.
4.1.6.
4.1.7.
4.1.8.
4.1.9.

Inkubator, amely képes barmely bels6 pontjan a hdmérsékletet 30 = 1 °C-on tartani.
Homérséklet kompenzacios pH-méter, amely + 0,1 pH egységig pontos mérést ad.
Vizfiirdd, amely képes 45 £ 1 °C-on miikodni.

Nagyito, 2-4x nagyitasu.

Nagyito, 8-10x nagyitasu.

Telepszamlalod berendezés.

Kever6, amely képes 1 ml tej minta vagy a decimalis higitasok (1 + 9 ml) keverésére és
mitkodési elve a kémeso tartalmanak excentrikus rotacioja.

4.2. Uvegeszkézok

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

Kémcsovek, megfelelden zarhatoak és elegendd térfogatiiak, amelyek megfeleld hossziisaguak a
10 ml alaphigitas vagy a tovabbi decimalis higitasok keveréséhez.

Lombikok, 150-t81 250 ml-es térfogatiiak, vagy kémecsovek, kb. 20 ml térfogattak, a taptalaj
tarolasahoz.

Pipettak (vattaval bedugaszolt) tivegbdl vagy steril szintetikus anyagbol késziiltek, amelyeknek
csucsa €ép, névleges térfogata 1 ml, és kifolyo nyilasanak atmérdje 1,75-t61 3 mm.

Petri-csészEk, tiszta, szintelen livegbdl vagy steril szintetikus anyagbol. Az als6 csésze bels6
atmérdje kb. 90-100 mm. A belsé melység legalabb 10 mm. Az als6é részen nem lehetnek
rendellenességek, amelyek a telepszamlalast befolyasolhatjak.

Uvegeszkozok sterilizése

Az iivegeszkozoket a kdvetkezo eljarasok egyikének alkalmazasaval kell sterilezni:

(a) holégsterilezOben legalabb 1 oraig 170 és 175 °C kozott tartani (4.1.1);
(b) autoklavban legalabb 20 percig 121 + 1 °C-on tartani (4.1.2).

Figyelni kell arra, hogy az autoklavban biztositsuk a megfeleld gdzathatoldst — pl. ha az
eszkozoket tarold edényben sterilezziik, azt ne zarjuk le szorosan, valamint a lombikokra is
lazan helyezziik r4 a tet6t.

Az autoklavban sterilezett tivegeszkdzoket géz kiengedésével kell szaritani.

A pipettakat holégsterilezében kell sterilezni.(4.1.1).

5. Taptalaj — tejporos tapagar osszcsiraszam meghatarozashoz

5.1. Osszetétel:

Eleszt kivonat 25¢g

Tripton 50g

Gliikéz D (+) vagy Dextroz 1,0g

Sovany tejpor 1,0g

Agar 10-15 g, a hasznalt agar gélképzo
tulajdonsagaitol fliggben.

Viz 1000 ml

A sovany tejpornak gatléanyagoktol mentesnek kell lennie. Ezt 6sszehasonlitd vizsgalatokkal
kell igazolni, ahol ismerten gatldoanyagoktol mentes sovany tejport alkalmazunk.
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Elkeészites:

Az alkotorészeket a kovetkezd sorrendben szuszpendaljuk és oldjuk fel a vizben: élesztd
kivonat, tripton, gliik6z majd legvégiil a sovany tejpor. A szuszpenzid felmelegitése eldsegiti a
folyamatot. Adjuk hozza az agart és forrasig hevitsiik fel, folytonosan kevergetve, amig az agar
teljesen fel nem oldodik, vagy g6zoljiik 30 percig.

Amennyiben sziikséges, szlirjiik at sziirépapiron.
pH mérdvel (4.1.4) ellendrizziik a pH-t, sziikség esetén allitsuk be a pH-t, hogy a sterilezés utan

az 6,9 + 0,1 legyen 25 °C-on, natrium-hidroxid vagy so6sav oldat (legalabb 0,1 mol/l)
felhasznalasaval.

5.2. A taptalaj dozirozasa, sterilezése és tarolasa

Adagoljuk ki a taptalajt (5.1) 100-t6l 150 ml-es mennyiségekben lombikokba vagy 12-t6l 15 ml-
es mennyiségekben kémcsovekbe (4.2.2). Dugaszoljuk be a lombikokat és a kémcsdveket.

Sterilezziik autoklavban (4.1.2) 121 £ 1 °C-on 15 percig.
Ellenérizziik a kozeg pH-jat.

Ha a taptalaj nem keriil azonnal felhasznalasra, taroljuk so6tét helyen, 1 és 5 °C kozotti
hémérsékleten az elkészités utan legfeljebb egy honapig.

5.3. Kereskedelmben készen kaphato vizmentes taptalaj

A taptalajt (5.1) el lehet késziteni kereskedelemben készen kaphatd vizmentes taptalajbol.
Kovessiik a gyarto utasitasait, de ha a taptalaj nem tartalmaz sovany tejport alkotorészként, azt a
feloldas el6tt adjuk hozza .

Az 5.1-ben leirtaknak megfelelden allitsuk be a pH-t 6,9 + 0,1-ra 25 °C-on, majd adagoljuk ki,
sterilezziik és taroljuk a taptalajt az 5.2-ben leirtaknak megfelelden.

6. Higitofolyadékok

6.1. Pepton/so oldat

Osszetétel:

Pepton 1,0g
Natrium-klorid (NaCl) 85¢g
Viz 1000 ml
Elkészités:

Az 6sszetevoket oldjuk fel vizben, sziikség esetén melegitsiik.

pH mérdvel (4.1.4) ellendrizziik a pH-t, és ha sziikséges, allitsuk be a pH-t, hogy sterilezés utan
az 7,0 + 0,1 legyen 25 °C-on, natrium-hidroxid vagy so6sav oldat (legalabb 0,1 mol/l)
felhasznalasaval

6.2. A higitofolyadék elosztasa, sterilezése és tarolasa

Adagoljuk ki a higitofolyadékot (6.1) kémcsdvekbe akkora mennyiségekben, hogy a sterilezés
utan a kémcsovek egyenként 9,0 + 0,2 ml higitofolyadékot tartalmazzanak. Zarjuk le a
kémcsoveket.

23



Magyar Elelmiszerkonyv 3-1-91/180

Sterilezziik autoklavban (4.1.2) 121 £ 1 °C-on 15 percig.
Ellendrizziik a higitofolyadek pH-jat.

Ha a higitéfolyadék nem keriil azonnal felhasznalasra, taroljuk sotét helyen, 1 és 5 °C kozotti
hémérsékleten az elkészités utan legfeljebb egy honapig.

6.3. Kereskedelemben készen kaphato vizmentes higitofolyadékok

A higitofolyadékot (6.1) el lehet késziteni kereskedelemben készen kaphatd vizmentes
tablettabol vagy porbol. Kovessiik a gyarto utasitasait. A 6.1 pontban foglaltaknak megfelelden
allitsuk be a pH-t, mérjiik szét, sterilezziik és taroljuk a 6.2-es pontnak megfelelden.

7. Eljaras

7.1. A taptalaj megolvasztasa

A mikrobiologiai vizsgalat elkezdése el6tt gyorsan olvasszuk fel a kivant mennyiségli taptalajt
¢s tartsuk vizflirdében 45 £+ 1 °C-on. (4.1.5).

7.2. A tejminta elokészitése

A tejmintat tartalmazo edény 25-szori gyors ide-oda forgatdsaval alaposan keverjiik 0ssze a
tejmintat, hogy a mikroorganizmusok eloszlasa a lehetd legegyenletesebb legyen. A habosodast
vagy a hab szétterjedését keriilni kell. A vizsgalati minta Osszekeverése és a vizsgalathoz
szlikséges mintamennyiség kivétele kozott eltelt id6 ne legyen harom percnél hosszabb.

7.3. Az alaphigitas elkészitése (107') (nyers és pasztérizott tej)

1 ml nyers vagy pasztorozott tejmintat (7.2) steril pipettaval (4.2.3) helyezziink at 9 ml
higitofolyadékba (6.1) ugy, hogy a pipetta ne érintkezzen a higitofolyadékkal. A higitofolyadék
hémérsékletének koriilbeliil azonosnak kell lenni a tejmintaéval. Ovatosan keverjiik ssze ezt az
alaphigitast keverdben (4.1.9) 5-10 masodpercig.

fgy a 10" higitast kapjuk.

7.4. Tovabbi decimalis higitdasok elkészitése (nyers és pasztorozott tej)
A 7.3 pontban leirtaknak megfelelden steril pipettaval (4.2.3) vigyliink at 1 ml-t az
alaphigitasbol (7.3) 9 ml higitofolyadékba (6.1).
fgy a 107 higitast kapjuk.

Tovabbi decimalis higitasok eldallitasdhoz ismételjiik ezeket a miiveleteket egészen addig, amig
megkapjuk azt a higitasi fokot, amely a varhaté mikroorganizmus szamnak megfelel. (8.1.1).

7.5. Petri-csészék beoltasa (inokulacio)

7.5.1. Nyers tej: Steril pipettaval (4.2.3) vigyiink at 1 ml mintat és/vagy megfeleld decimalis higitasu
oldatot egy Petri-csészébe (4.2.4). Legalabb kétféle higitast kell vizsgalni. A megfelden
kivalasztott higitasokbol készitsiink egy inokulalt Petri-csészét (8.1.1).

7.5.2. Pasztorozott tej: Steril pipettaval (4.2.3) vigylink at 1 ml mintat és/vagy megfelelé decimalis
higitast egy Petri-csészébe (4.2.4). Legalabb kétféle higitast kell vizsgalni. A megfelden
kivalasztott higitasokbol készitsiink két inokulalt Petri-csészét (8.1.1).
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7.5.3. UHT-kezelt és sterilezett tej (15 napig tartd 30 °C-on torténd inkubacid utan vizsgalva -

Direktiva “A” Fiiggelék, VIL. fejezet, 5. pont ):

Steril pipettaval (4.2.3) vigyiink at 0,1 ml tej mintat (7.2) egy Petri-csészébe (4.2.4). Készitslink
el két inokulalt Petri-csészét.

7.6. Lemezontés

Ontsiink kb. 15-18 ml taptalajt (7.1) mindegyik inokulalt Petri-csészébe.

Kozvetlenill az ontés utan keverjilk el az anyagot gy, hogy a Petri-csészét korkdrdsen
mozgatjuk, azért, hogy az inkubacio utan egyenletes eloszlasu telepeket kapjunk.

A tejminta elokészitésének befejezése és a tejféleségektdl fiiggd anyagmennyiségnek vagy a
higitasanak a taptalajjal valo 0sszekeverése kozott eltelt id6 nem haladhatja meg a 15 percet.

Tiszta, hiivos, vizszintes feliileten hagyjuk megszilardulni.

7.7. Petri-csészék inkubacioja

Helyezziik at a Petri-csészéket az inkubatorba (4.1.3). Inkubaljuk a megforditott Petri-csészéket.
Ne rakjunk 6-nal tobb Petri-csészét egymas tetejére. A Petri-csésze halmok nem érintkezhetnek
egymassal vagy az inkubator falaval és tetejével.

Inkubaljuk 6ket 30 + 1 °C-on 72 * 2 6ran at.

7.8. Telepszam meghatdrozasa

A 300-nal kevesebb telepet tartalmazo Petri-csészékben (lemezeken) hatarozzuk meg a
telepszamot.

A Petri-csészéket vizsgaljuk alsd megvilagitasban. A szam meghatarozas elosegitése érdekében
a célnak megfelel6 nagyitd (4.1.6) és/vagy telepszamlald berendezés hasznalhato (4.1.8). A
Petri-csészében kicsapddott anyagrészecskéket ne tévessziik Ossze a tliszarasnyi telepekkel.
Amennyiben sziikséges, a kétséges képzédményeket alaposan vizsgaljuk meg erdsebb nagyitasi
nagyitoval (4.1.7), hogy meg tudjuk kiilonbdztetni a telepeket az idegen anyagoktol.

Az 0sszefolyo telepek egyetlen telepnek szamitanak. Ha a Petri-csésze egynegyed részénél
kisebb teriiletét toltik ki az Gsszefolyd telepek, a Petri-csésze tobbi részén hatarozzuk meg a
telepszamot, és szamoljuk ki az ennek megfeleld szamot a teljes Petri-csészére vonatkozolag.
Ha a Petri-csésze egynegyed részénél nagyobb teriileten talalhatok meg a szétteriilé telepek, a
lemezt nem értékeljiik.

8. Az eredmények kiszamitasa és megadasa

8.1. Nyers és pasztorozott tej

8.1.1. Minden 10 és 300 kozotti telepszamu Petri-csészébol (lemezbdl) hatarozzunk meg telepszamot

(lasd 8.1.3 és 8.1.4 pontokat).

8.1.2. A nyers vagy pasztorozott tej 1 ml-enkénti mikroorganizmus szama a kovetkezé formulaval

szamithato ki:

_2C

(n, +0,In,)d
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ahol:

Z C =8.1.1 pont alapjan meghatarozott telepszam,

(n;+0,1np)d = a mért minta térfogata, amelyben:

n = az els0 higitasbdl figyelembe vett Petri-csészék (lemezek) szama,
n, = a masodik higitasbol figyelembe vett Petri-csészék (lemezek) szama,
d = az elso értékelt higitas faktora.

Az eredményt két értékes szamjegyre kerekitve adjuk meg. Amikor a kerekitendd szamjegy ot,
ugy kerekitsiink, hogy a kozvetleniil balra es6 szam paros legyen.

Példa (pasztorozott tej):
107 higitas: 278 és 290 telep
10~ higitas: 33 és 28 telep

278+290+33+28 _ 629
(2+0,1x2)107 0,022

szam/ml = =28590 (029000= 2,9x 10*

8.1.3. Ha csak 10-nél kisebb szamot hataroztunk meg, akkor a ml-enkénti mikroorganizmusok szamat
“kevesebb, mint 10 x d/ml” szoveggel adjuk meg, ahol ‘d’ a legkisebb higitasi faktor reciprok
érteke.

8.1.4. Ha csak 300-nal nagyobb telepszamot hataroztunk meg, de a szamolas lehetséges, hatarozzunk
meg egy becsiilt szamot, és szorozzuk meg a higitasi faktor reciprok értékével. Az eredményt
“Becsiilt mikroorganizmus szam/ml” szoveggel adjuk meg.

8.2. UHT és sterilezett tej

Ha 0,1 ml mintdban az Osszcsiraszam tobb, mint 10 telep, akkor mar nem elégiti ki a
85/397/EGK iranyelv kdvetelményeit.

9. Pontossag

Nemzetkozileg elfogadott 6sszehasonlito vizsgalati eredmények még nem allnak rendelkezésre.

V. MIKROBASZAM MEGHATAROZASA — OSSZCSIRASZAM 21 °C-ON

1. Alkalmazasi kor és teriilet

Ez az eljaras a mikoorganizmus szam meghatarozasanak referencia eljarasat adja meg
pasztorozott tej esetében, telepszamlalassal 21 °C-on, ahol eldszor a tejet 6 °C-on 5 napig
inkubaljak annak érdekében, hogy meghatarozzak a pasztoérozott tejben a 6 °C-on szaporodni
képes hidegtiird mikroorganizmusokkal valo szennyezettség mértékeét.

2. Definicié

A ‘mikroorganizmus’ kifejezés alatt értend6: azon organizmusok, amelyek a leirt koriilmények
kozott aerob modon inkubalva, megszamlalhat6 telepeket hoznak 1étre.
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3. Elv
A pasztordzott tejet 6t napig 6 °C-on inkubaljak. A minta meghatarozott mennyiségét Petri-

csészében Osszekeverik a taptalajjal és 21 °C-on 25 oran at inkubaljak.

A telepeket megszamlaljak, és kiszamitjak az 1 ml pasztorozott tejre vonatkoztatott
mikroorganizmusok szamat.

4. Berendezés és iivegeszkozok

Szokvanyos laboratoriumi berendezések, és kiillonosképpen:

4.1. Berendezések

4.1.1. Holégsterilezo, amely 170 és 175 °C kozott képes mitkodni.

4.1.2. Autoklav, amely 121 £ 1 °C-on képes mitkodni.

4.1.3. Inkubatorok, amelyek képesek barmely belsé ponton a hdmérsékletet
(a) 6+0,2°C-on,
(b) 21x1°C-on

tartani.

4.1.4. pH-mér6, homérséklet kompenzalt, amely + 0,1 pH egységig pontos mérést ad.

4.1.5. Vizfiirdd, amely képes 45 £ 1 °C-on miikodni.

4.1.6. Nagyito, 2-4x nagyitasu.

4.1.7. Nagyito, 8-10x nagyitasu.

4.1.8. Telepszamlalo késziilék.

4.1.9. Keverd, amely képes 1 ml tej minta vagy a decimalis higitasok (I + 9 ml) keverésére és
mikodési elve a kémeso tartalmanak excentrikus rotacioja.

4.2. Uvegeszkozok
Kémcsovek, megfelelden zarhatoak és elegendd térfogatuak, és megfeleld hosszusaghiak a 10 ml
alaphigitas vagy tovabbi decimalis higitasok keveréséhez.

4.2.2. Lombikok, 150-250 ml-es térfogatuak, vagy kb. 20 ml térfogatd kémcsovek, a taptalaj
tarolasahoz.

4.2.3. Pipettak, (vattaval bedugaszolt) ivegb6l vagy steril szintetikus anyagbol késziilt, ek ép csticsu,
1 ml névleges térfogatu és kifolyo nyilasanak atméréje 1,75-t61 3 mm.

4.2.4. Petri-csész€k, tiszta, szintelen livegbdl vagy steril szintetikus anyagbol késziilt, ahol az also
Petri-csésze belsé atméréje kb. 90-100 mm. A belsé mélység legalabb 10 mm. Az alsé részen
nem lehetnek rendellenességek, amelyek a telepszamlalast befolyasolhatjak.

4.2.5. Uvegeszkdzok sterilezése:

Az iivegeszkozoket a kdvetkezo eljarasok egyikének alkalmazasaval kell sterilezni:

(a) holégsterilezOben legalabb 1 oraig 170 és 175 °C kdzott tartani (4.1.1);
(b) autoklavban legalabb 20 percig 121 + 1 °C-on tartani (4.1.2).
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Figyelni kell arra, hogy az autoklavban biztositsuk a megfeleld goézathatolast — pl. ha a
berendezést taroldoedényben sterilezziik, azt ne zarjuk le szorosan, valamint a lombikokra is
lazan helyezziik r4 a tetdt.

Az autoklavban sterilezett ivegeszkdzoket géz kiengedésével kell szaritani.

A pipettakat holégsterilezében kell sterilezni.(4.1.1).

5. Taptalaj — tejporos tapagar osszcsiraszam meghatarozashoz

5.1. Osszetétel:

Elesztd kivonat 25¢g

Tripton 50g

Gliikk6z D (+) vagy dextroz 1,0g

Sovany tejpor 1,0g

Agar 10-15 g, a hasznalt agar gélképzo
tulajdonsagaitol fliggden.

Viz 1000 ml

A sovany tejpornak gatléanyagoktol mentesnek kell lennie. Ezt 6sszehasonlitd vizsgalatokkal
kell igazolni, ahol ismerten gatldanyag mentes sovany tejport alkalmazunk.

Elkeszites:

Az alkotorészeket a kovetkezd sorrendben szuszpendaljuk és oldjuk fel a vizben: élesztd
kivonat, tripton, gliik6z majd legvégiil a sovany tejpor. A szuszpenzid felmelegitése elOsegiti a
folyamatot. Adjuk hozza az agart és forrasig hevitsiik fel, folytonosan kevergessiik, amig az agar
teljesen fel nem oldodik, vagy g6zoljiik 30 percig.

Amennyiben sziikséges, sziirjiik at sziirépapiron.

A pH mérdvel (4.1.4) ellendrizziik a pH-t, sziikség esetén allitsuk be a pH-t, hogy a sterilezés
utan az 6,9 = 0,1 legyen 25 °C-on, natrium-hidroxid vagy so6sav oldat (legalabb 0,1 mol/l)
felhasznalasaval.

5.2. A taptalaj elosztasa, sterilezése és taroldasa
Adagoljuk ki a taptalajt (5.1) 100-t6l 150 ml-es mennyiségekben lombikokba vagy 12-15 ml-es
mennyiségekben kémcsdvekbe (4.2.2). Dugaszoljuk be a lombikokat és a kémcsoveket.
Sterilezziik autoklavban (4.1.2) 121 £ 1 °C-on 15 percig.

Ellenérizziik a kozeg pH-jat.

Ha a taptalaj nem keriil azonnal felhasznalasra, taroljuk so6tét helyen, 1 és 5 °C kozotti
hémérsékleten az elkészités utan legfeljebb egy honapig.

5.3. Kereskedelemben készen kaphato vizmentes taptalaj

A taptalajt (5.1) el lehet késziteni kereskedelemben készen kaphatd vizmentes taptalajbol.
Kovessiik a gyarto utasitasait, de ha a taptalaj nem tartalmaz sovany tejport alkotorészként, azt a
feloldas el6tt adjuk hozza.

Az 5.1-ben leirtaknak megfeleléen allitsuk be a pH-t 6,9 + 0,1-ra 25 °C-on, majd adagoljuk ki,
sterilezziik és taroljuk a taptalajt az 5.2-ben leirtaknak megfelelden.
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6. Higitofolyadékok

6.1. Pepton/so oldat

Osszetétel:

Pepton 1,0g
Natrium-klorid (NaCl) 85¢g
Viz 1000 ml
Elkészités:

Az 6sszetevoket oldjuk fel vizben, sziikség esetén melegitsiik.

pH mérdvel (4.1.4) ellendrizziik a pH-t, és ha sziikséges, allitsuk be a pH-t, hogy sterilezés utan
az 7,0 + 0,1 legyen 25 °C-on, natrium-hidroxid vagy so6sav oldat (legalabb 0,1 mol/l)
felhasznalasaval

6.2. A higitofolyadék elosztasa, sterilezése és tarolasa

Adagoljuk ki a higitofolyadékot (6.1) kémcsovekbe, olyan mennyiségekben, hogy a sterilezés
utan a kémcsovek egyenként 9,0 + 0,2 ml higitofolyadékot tartalmazzanak. Dugaszoljuk be a
kémcsoveket.

Sterilezziik autoklavban (4.1.2) 121 £ 1 °C-on 15 percig.
Ellendrizziik a higitofolyadek pH-jat.

Ha a higitéfolyadék nem keriil azonnal felhasznalasra, taroljuk sotét helyen, 1 és 5 °C kozotti
hémérsékleten az elkészités utan legfeljebb egy honapig.

6.3. Kereskedelmben készen kaphato vizmentes higitofolyadékok

A higitofolyadékot (6.1) el lehet késziteni kereskedelmben készen kaphat6 vizmentes tablettabol
vagy porbol. Kovessiik a gyartod utasitasait. A 6.1 pontban foglaltaknak megfelelden allitsuk be
a pH-t, ontsiik edénybe, sterilezziik és taroljuk a 6.2-es pontnak megfelelden.

7. Eljaras

7.1. A taptalaj megolvasztasa

A mikrobiologiai vizsgalat elkezdése el6tt gyosan olvasszuk fel a kivant mennyiségl taptalajt és
vizfiirdében hiitsiik le 45 £ 1 °C-ra. (4.1.5).

7.2. A tejminta elokészitése

7.2.1 Bontatlan csomagolasu pasztorozott tejet inkubaljunk, vagy ha ez nem lehetséges, akkor
legalabb 100 ml-nyi reprezentativ mintat, 120 * 2 6ran at 6 + 0,5 °C-on (4.1.3 (a)).

7.2.2 Az inkubacié utan a tejmintat tartalmazo edény 25-szor torténd gyors ide-oda forgatasaval
alaposan keverjiik 0Ossze a tejmintat, hogy a mikroorganizmusok eloszlasa a lehetd
legegyenletesebb legyen. A habosodast vagy a hab szétterjedését keriilni kell. A vizsgalati
minta 6sszekeverése és a vizsgalathoz sziikséges mennyiség kivétele kozott eltelt ido ne legyen
harom percnél hosszabb.

29



Magyar Elelmiszerkonyv 3-1-91/180

7.3. Az alaphigitas elkészitése (10™)

1 ml tejmintat (7.2.2) steril pipettaval (4.2.3) vigyiink 4t 9 ml higitéfolyadékba (6.1) Ggy, hogy a
pipetta ne érintkezzen a higitofolyadékkal. A higitéfolyadék homérsékletének koriilbeliil
azonosnak kell lenni a tejmintaéval. Ovatosan keverjiik 6ssze ezt az alaphigitast keverében
(4.1.9) 5-10 masodpercig. igy megkapjuk a 10™ -en foki alaphigitast.

7.4. Tovabbi decimalis higitdasok elkészitese
A 7.3. pontban leirtaknak megfelelGen steril pipettaval (4.2.3) vigyiink at 1 ml alaphigitast (7.3)
9 ml higitoéfolyadékba (6.1).
fgy 107 higitast mintat kapunk.

Tovabbi decimalis higitdsu mintak eldallitasahoz ismételjiik ezeket a miiveleteket egészen
addig, amig megkapjuk azt a higitasi fokot, amely a varhaté mikroorganizmus szdmnak
megfelel. (8.1).

7.5. Petri-csészék beoltasa (inokulacio)

7.5.1. Steril pipettaval (4.2.3) vigylink 4t 1 ml mintat és/vagy a megfelel6 decimalis higitasat egy
Petri-csészébe (4.2.4). Legalabb kétféle higitast kell vizsgalni. A megfeld higitasokbol
készitsiink két inokulalt Petri-csészét. (8.1).

7.6. Lemezontés
Ontsiink kb. 15-18 ml taptalajt (7.1) mindegyik beoltott Petri-csészébe.

Kozvetleniil az ontés utan keverjiikk el az anyagot ugy, hogy a Petri-csészét korkordsen
mozgatjuk, annak érdekében, hogy az inkubacio utan egyenletes eloszlasu telepeket kapjunk.

A tejminta elokészitésének befejezése és a higitasoknak a taptalajjal valo osszekeverése kozott
eltelt id6 nem haladhatja meg a 15 percet.

Tiszta, hiivos vizszintes feliileten hagyjuk megszilardulni.

7.7. Petri-csészék inkubacioja

Helyezziik 4t a Petri-csészéket az inkubatorba (4.1.3 (b)). Inkubéljuk a megforditott Petri-
csészéket. Ne rakjunk 6-nal tobb Petri-csészét egymas tetejére. A Petri-csésze halmok nem
érintkezhetnek egymassal vagy az inkubator falaval és tetejével.

Inkubaljuk 6ket 21 + 1 °C-on 25 6ran at.

7.8. Telepszam meghatarozdsa

A 300-nal kevesebb telepet tartalmazo Petri-csészékben hatarozzuk meg a telepszamot.

A Petri-csészéket vizsgaljuk alsé megvilagitasban. A szam meghatarozas megkonnyitése
érdekében a célnak megfeleld nagyitd (4.1.6) és/vagy telepszamlald berendezés hasznalhato.
(4.1.8). A Petri-csészékben kicsapodott anyagrészecskéket ne tévesszilk O0ssze a tliszirasnyi
telepekkel. Amennyiben sziikséges, a kétséges képzodményeket alaposan vizsgaljuk meg
erdsebb nagyitasti nagyitoval (4.1.7), hogy meg tudjuk kiilonboztetni a telepeket az idegen
anyagoktol.
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Az Osszefolyo telepek egyetlen telepnek szamitanak. Ha a Petri-csésze egynegyed részénél
kisebb teriiletét toltik ki Osszefolyd telepek, a Petri-csésze tobbi részén hatarozzuk meg a
telepszamot, és szamoljuk ki az ennek megfeleld szamot a teljes Petri-csészére vonatkozolag.
Ha a Petri-csésze egynegyed részénél nagyobb teriileten talalhatok meg az 6sszefolyo telepek, a
lemezt (Petri-csészét) nem értékeljiik.

8. Az eredmények kiszamitasa és megadasa

8.1. Minden 10 és 300 kozétti telepszamot tartalmazo Petri-csészébol (lemezrdl) hatarozzuk meg a
telepszamot (lasd 8.3 és 8.4).

8.2. A pasztorozott tej 1 mil-enkénti mikroorganizmus szama a kévetkezo formuldaval szamithato ki:

_2¢

(n, +0,In,)d
ahol:
z C = 8.1 pont alapjan meghatarozott telepszam,

(n;+0,1ny)d = a mért minta térfogata, amelyben:

n; = az elsd higitasbol figyelembe vett Petri-csészék (lemezek) szama,
n, = a masodik higitasbol figyelembe vett Petri-csészék (lemezek) szama,
d = az elso értékelt higitas faktora.

Az eredményt két értékes szamjegyre kerekitve adjuk meg. Amikor a kerekitendd szamjegy ot,
ugy kerekitsiink, hogy a kdzvetleniil balra es6 szdm paros legyen.

Példa:

107 higitas: 278 és 290 telep

107 higitas: 33 és 28 telep
278+290+33+28 _ 629

—_ = 28590 029000 = 2,9x 10°
(2+0,1%2)10° 0,022

szam/ml =

8.3. Ha csak 10-nél kisebb telepszamot hataroztunk meg, akkor a milliliterenkénti mikroorganizmusok
szamat “kevesebb, mint 10 x d/ml” szoveggel adjuk meg, ahol ‘d’ a legalacsonyabb higitasi faktor
reciprok értéke.

8.4. Ha csak 300-ndl nagyobb telepszamot hatdaroztunk meg, de a szamolas lehetséges, hatdrozzunk
meg egy becsiilt szamot, és szorozzuk be a higitasi faktor reciprok értékével. Az eredmeényt “Becsiilt
mikroorganizmus szam/ml” széveggel adjuk meg.

9. Pontossag

Nemzetkozileg elfogadott sszehasonlito vizsgalati eredmények még nem allnak rendelkezésre.

VI. KOLIFORM SZAM MEGHATAROZASA — TELEPSZAMLALASSAL 30 °C-ON
1. Alkalmazasi kor és teriilet

Ez az eljaras megadja pasztorozott tej esetében a koliform szam meghatarozasanak referencia
eljarasat, 30 °C-on torténd telepszamlalassal.
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2. Definicio

A 'koliform' kifejezes alatt olyan baktériumokat értiink, amelyek 30 °C-on jellegzetes vagy nem

jellegzetes telepeket hoznak létre, amelyek a leirt koriilmények kozott fermentaljak a laktozt,

gaz termeléssel.

3. Elv

A minta meghatarozott mennyiségét Petri-csészében Osszekeverik a taptalajjal és 30 °C-on
24 6ran at inkubaljak. A jellegzetes telepek szamat meghatarozzak, és amennyiben sziikséges,
azonositjdk a nem jellegzetes telepeket a laktdoz fermentalasi képesség — vizsgalataval.
Kiszamitjak az 1 ml pasztorozott tejre vonatkozo koliformok szdmat.

4. Berendezés és iivegeszkozok

Szokvanyos laboratoriumi berendezések, és kiillonosképpen:

4.1. Berendezések

4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.
4.1.4.
4.1.5.
4.1.6.

Holégsterilezo, amely 170 és 175 °C kozott képes mitkodni.

Autoklav, amely 121 + 1 °C-on képes mitkodni.

Inkubator, amely képes barmely bels6 pontjan a hdmérsékletet 30 = 1 °C-on tartani.
pH-mérd, homérséklet kompenzalt, amely + 0,1 pH egységig pontos mérést ad.
Vizfiirdd, amely képes 45 £ 1 °C-on miikodni.

Oltokacs, platina-iridiumbol vagy nikkel-krom 6tvozetbdl késziilt.

4.2. Uvegeszkézok

4.2.1.

4.2.2.
4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

Kémcsovek, megfelelden zarhatoak és 20 ml térfogatuak, a megerdsito taptalaj tarolasahoz (5.2)
¢és ezekhez a kémcsovekhez megfeleld méretli Durham csdvek

Lombikok, 150-t61 250 ml-es térfogatuak a szilard szelektiv taptalaj tarolasahoz (5.1).

Pipettak (vattdval bedugaszolt), iivegbdl vagy steril szintetikus anyagbol késziilt, ép csucst,
1-10 ml névleges térfogatu és kifolyo nyilasanak atméréje 1,75-t61 3 mm.

Petri-csészEk, tiszta, szintelen {ivegbOl vagy steril szintetikus anyagbol.Az als6 Petri-csésze
bels6 atmérdje kb. 90-100 mm. A belsé mélység legalabb 10 mm. Az alsé részen nem lehetnek
rendellenességek, amelyek a telepszamlalast befolyasolhatjak.

Uvegeszkdzok sterilezése

Az iivegeszkozoket a kdvetkezo eljarasok egyikének alkalmazasaval kell sterilezni:

(a) holégsterilezOben legalabb 1 oraig 170 és 175 °C kozott tartani (4.1.1);
(b) autoklavban legalabb 20 percig 121 + 1 °C-on tartani (4.1.2).

Figyelni kell arra, hogy az autoklavban biztositsuk a megfeleld goézathatolast — pl. ha a
berendezést taroloedényben sterilezziik, azt ne zarjuk le szorosan, valamint a lombikokra is
lazan helyezziik r4 a tet6t.

Az autoklavban sterilezett tivegeszkdzoket g6z kiengedésével kell szaritani.

A pipettakat holégsterilezében kell sterilezni (4.1.1).
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5. Taptalaj

5.1. Kristalyibolya-neutralvorés-epe-laktoz agar (VRBL agar) szilard szelektiv taptalaj

5.2. Brillantzéld laktoz epe leves - megerdsito taptalaj

Osszetétel:

Pepton 7g

Elesztd kivonat 3g

Laktoz (C12H22011‘H20) 10 g

Natrium-klorid (NaCl) 5g

Epe sok I,5¢g

Neutralvoros 0,03 g

Kristalyibolya 0,002 g

Agar 10-15 g (a hasznalt agar gélképzo
tulajdonségaitol fiiggden)

Viz 1000 ml

Elkészités:

Az alkotorészeket szuszpendaljuk és oldjuk fel vizben, majd néhany percre hagyjuk allni,
ezutan erdteljesen keverjiik 0ssze.

A pH mérdvel (4.1.4) ellendrizziik a pH-t, sziikség esetén allitsuk be a pH-t, hogy a forralas utan
az 74 + 0,1 legyen 25 °C-on, natrium-hidroxid vagy so6sav oldat (legalabb 0,1 mol/l)
felhasznalasaval.

Hirtelen forraljuk fel, idonként korkdrésen mozgassuk €s azonnal toltstik 4t 100-150 ml-es steril
lombikokba (4.2.2). Vizfiirdoben (4.1.5), 45 £ 1 °C-on hiitsiik le a taptalajt.

A taptalaj sterilitasat hasznalatkor ellendrizni kell (lasd 6.4).

A taptalajt az elkészitést6l szamitott harom oran beliil hasznaljuk fel.

Osszetétel:

Pepton 10g
Laktoz (C12H22011‘H20) 10 g
Vizmentes marha epe 20g
Brillantzold 0,0133 g
Viz 1000 ml
Elkészités:

Forralassal oldjuk fel az alkotorészeket vizben.

A pH mérdvel (4.1.4) ellendrizziik a pH-t, sziikség esetén allitsuk be a pH-t, hogy a forralas utan
az 7,2 + 0,1 legyen 25 °C-on, natrium-hidroxid vagy so6sav oldat (legalabb 0,1 mol/l)
felhasznalasaval.

Meérjiik szét 10 ml-es Durham csdveket tartalmazd kémcsdvekbe (4.2.1). Dugaszoljuk a
kémcsoveket.

Sterilezziik autoklavban (4.1.2) 121 £ 1 °C-on 15 percig.

A Durham csovekben a sterilezés utan nem fordulhatnak el6 1égbuborékok.
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Ellendrizziik a taptalaj pH-jat.

Ha a taptalaj nem keriil azonnal felhasznalasra, 0 és 5 °C kozott sotét helyen tarolva legfeljebb
egy honapig tarthato el.

5.3. Kereskedelemben készen kaphato vizmentes taptalaj

A taptalaj (5.1, 5.2) elkészitheté kereskedelemben készen kaphatd vizmentes taptalajbol.
Kovessiik a gyarto utasitasait. Allitsuk be a pH-t, mérjiik szét a taptalajt, forraljuk fel vagy
sterilezziik és taroljuk az 5.1 és 5.2 pontokban leirtaknak megfelelden.

6. Eljaras

6.1. A taptalaj
Az 5.1-ben leirtaknak megfeleléen hasznaljuk a taptalajt (VRBL agar).

6.2. A tejminta elokészitése

A tejmintat tartalmazé edény 25-szOr torténd gyors ide-oda forgatasaval alaposan keverjiik
Ossze a tejmintat, hogy a mikroorganizmusok eloszlasa a lehetd legegyenletesebb legyen. A
habosodast vagy a hab szétterjedését keriilni kell. A vizsgalati minta Osszekeverése és a
vizsgalathoz sziikséges mennyiség kivétele kozott eltelt id6 ne legyen harom percnél hosszabb.

6.3. Petri-csészék leoltasa (inokulacio)

Oltsunk le 3 ml tejmintat (6.2) ugy, hogy steril pipettaval (4.2.3) helyezziink at 1-1 ml tejmintat
mind a harom Petri-csészébe (4.2.4).

6.4. Lemezontés
Ontsiink kb. 12 ml VRBL agart (6.1) mindegyik leoltott Petri-csészébe.

Kozvetleniil az 6ntés utan a Petri-csésze korkords mozgatasaval keverjiik el az anyagot, hogy az
inkub4cio6 utan egyenletes eloszlasu telepeket kapjunk.

A tejminta elokészitésének befejezése €s a vizsgalathoz sziikséges anyagmennyiség (inokulum)
Osszekeverése kozott eltelt ido nem lehet 15 percnél tobb.

Sterilitas ellendrzése céljabol készitsiink egy kontroll, nem inokulalt Petri-csészét, az inokulalt
Petri-csészeék ontéséhez sziikséges 12 ml-nyi VRBL agar felhasznalasaval.

Tiszta, hiivos vizszintes feliileten hagyjuk megszilardulni, amig a taptalaj megkot.
A teljes szilardulas utan ontsiink legalabb 4 ml VRBL agart (6.1) az inokulalt taptalaj feliiletére.
Hagyjuk megszilardulni.

6.5. Petri-csészék inkubdacioja

Helyezziik at a csészéket az inkubatorba (4.1.3). Inkubaljuk a megforditott csészéket. Ne
rakjunk 6-nal tobb csészét egymas tetejére. A csésze halmok nem érintkezhetnek egymassal
vagy az inkubator falaval és tetejével.

Inkubaljuk 6ket 30 + 1 °C-on 24 + 2 6ran at.
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6.6. Telepszamlalas
6.6.1. A 150-n¢l kevesebb telepet tartalmazo Petri-csészékben hatarozzuk meg a telepszamot.
Szamlaljuk meg a legaldbb 0,5 mm atmérdji sotétvords, csapadékkal koriilvett vagy anélkiili

telepeket, melyek a koliformokra jellemzoek.

6.6.2. Ha néhany vagy minden telep megjelenése nem jellemzé (pl. szinben, méretben,
csapadékképzésben vagy felépitésben eltér a tipikus telepektol), végezziink megerdsitd
vizsgalatot (6.7).

6.7. Megerosito vizsgalat

A 6.6.2-ben foglaltaknak megfeleléen végezziink megerdsitd vizsgalatot megfeleld szamu
(pl. harom-6t) nem jellemzd teleppel, brillantzold-laktoz-epe levest tartalmazoé (5.2)
kémcsovekbe torténd leoltasukkal, melyhez hasznaljunk oltokacsot (4.1.6). A kémcsoveket
inkubaljuk 30 + 1 °C-on 24 + 2 ¢6raig.

Azokat a telepeket, amelyek gazt termelnek a Durham csdvekben, tekintsiik bizonyitottan
koliformoknak.

7. Az eredmények kiszamitasa és megadasa

7.1. A 150 telepnél kevesebbet tartalmazo csészékben megszamolt telepeket vegyiik figyelembe a
szamitasnal. (lasd 7.4).

7.2. Ha megerosito vizsgalatot végziink, a bizonyitottan koliform telepek szazalékabol szamitsuk ki a
koliform telepek szamat.

7.3. 1 ml pasztorozott tej koliform szama a kévetkezo formula alapjan szamithato ki:

2¢

n

b

ahol:

ZC = az 0Osszes koliform telepek szama (7.1 a 7.2-vel kapcsolatosan), amely a tejminta

vizsgalata soran keriilt megallapitasra (3 ml),
n = a megvizsgalt minta milliliter szdma (6.3) (3 ml).

Ha 100-nal tobb a telepek szama, az eredményt két értékes szamjegyre kerekitve adjuk meg.
Amikor a kerekitendd szamjegy 6t, ugy a kozvetleniil balra esé paros szamra kerekitsiink.

Ha csak 150-nél nagyobb a telepszam, az eredményt ,,Becsiilt koliformszdm/1 ml” szoveggel
adjuk meg.

8. Pontossag

Nemzetkozileg elismert 6sszehasonlito vizsgalati eredmények nem allnak rendelkezésre.
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VIL. SZOMATIKUS SEJTSZAM MEGHATAROZASA
Ez az eljaras két referencia eljarast ad meg a szomatikus sejtszam meghatarozasara:
A. Mikroszkopos modszer
B. Fluoro-opto-elektronikus modszer
A. Mikroszképos modszer
1. Alkalmazasi kor és teriilet
Ez az ecljaras a nyers tejre vonatkozolag adja meg a szomatikus sejtszam meghatarozas

referencia eljarasat.

Ez az eljaras megadja a tejmintara vonatkozolag a sejtszam meghatarozas eljarasat, amelynek
segitségével a fluoro-opto-clektronikus eljaras kalibralhato és pontossaga ellendrizhetd.

(lasd B.1).

2. Definicio

Ezen eljaras soran szomatikus sejtek azok a sejtek, pl. leukocitak és epithelialis sejtek, amelyek
sejtmagja metilénkék hasznalatakor erételjesen megfestodik.

3.Elv

0,01 ml tejet eloszlatnak 1 cm’nyi targylemez feliileten. A kenetszer(i réteget megszaritjak és
megfestik. A szammeghatarozas mikroszkop segitségével torténik. Adott teriileten
meghatarozott szomatikus sejtek szadmat beszorozzak a munkafaktorral, igy megkapjak a sejt/ml
szdmot.

4. Reagensek

Analitikai mindségii vegyi anyagokat kell hasznalni.

Festékoldat:
Osszetétel:
Metilénkék 0,6 g
Etanol - 99%-o0s 54,6 ml
1,1,1-trikloretan vagy tetrakloretan 40,6 ml
Jégecet 6,6 ml
Figyelmeztetés
A tetrakloretan mérgez6. Hasznalatakor az elkészitést és alkalmazast elszivofiilkében kell
végezni.
Elkészites:

Uvegben keverjiik dssze az etanolt és az 1,1,1-trikloretant vagy tetrakloretant, és melegitsiik
vizfirdében 60-70 °C-ra. Adjuk hozzd a metilénkéket, Ovatosan keverjik Ossze,
hiitészekrényben hiitsiik le 12-24 o6ran at 4 °C-ra, majd adjuk hozza a jégecetet. Legfeljebb
10-12 mikron porusméretii sziirén sziirjiik at, és a festékoldatot taroljuk légmentesen zar6do
iivegben. Ha szemcsék vagy iiledék képzddnének, hasznalat el6tt ujra sziirjiik at az oldatot.
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5. Berendezés és iivegeszkozok
5.1. Mikroszkop, 500 %-tol 1000 x-es nagyitdsu.

5.2. Mikrofecskendd, 0,01 ml-es, legalabb = 2% pontossagu.

5.3. Targylemez, 20 mm x 5 mm teriiletjelolessel ellatott a meghatarozdshoz, vagy kozonséges
mikroszkop targylemez 20 mm x 5 mm-t kijelolo sablonnal a mintakenet készitéshez.

5.4. Vizszintes melegitolap, (30-50 °C) a lemezek szaritasahoz.

5.5. Ventilator (hajszarito), a kenet szaritasahoz.

5.6. Vizfiirdo, amely 30-40 °C kozott képes miikodni, a tejminta melegitéséhez.
5.7. Mikrométer targylemez, 0,01 mm-es beosztassal.

6. Eljaras

6.1. Tejminta

A tejmintat a mintavételtl szamitott hat o6ran beliil kell megvizsgalni. A tarolas soran a minta
homérséklete nem lehet 6 °C-ndl magasabb. A fagyast el kell keriilni.

6.2. A minta elkeszitése laboratoriumban

Melegitsiik fel a mintat vizfiirddben (5.6) 30-40 °C-ra. Ezutan ovatosan keverjiikk meg, majd
hiitsiik arra a hdmérsékletre, amelyen a mikrofecskenddt (5.2) kalibraltak, pl. 20 °C-ra.

6.3. A lemezek elokezelése

A lemezeket tisztitsuk meg (5.3), pl. etanollal, szaritsuk meg pormentes papirral, majd langba
tartva, ¢s hiitsiik le. A porosodas elkertilése érdekében taroljuk dobozban.

6.4. A kenet elkészitése

Mikrofecskend6 segitségével (5.2) vegytink ki 0,01 ml tejet a fenti modon elkészitett mintabol.
Alaposan tisztitsuk meg a fecskendd kiilsé részét, amely érintkezett a tejjel. Helyezziik a
fecskenddt a lemezre (5.3), toltsiik ki a tejmintat a 20 mm x 5 mme-es teriiletre ugy, hogy eldszor
a teriilet kdrvonalait jeloljiik ki azzal , majd kitoltve teriiletet olyan egyenletesen, amennyire az
lehetséges. Szaritsuk a kenetet vizszintes melegitdlapon (5.4) a teljes szaradasig.

Minden tejmintabol legalabb két parhuzamos kenetet kell késziteni és megvizsgalni.

6.5. A kenetek megfestése

Martsuk 10 percre festékoldatba (4). Szaritsuk, ha sziikséges, ventilatorral befejezve a miiveletet
(5.5). Martsuk a keneteket csapvizbe, amig az Osszes felesleges szinezék ki nem mosodik.
Ezutan szaritsuk ujra és taroljuk portol védve.

6.6. A mikroszkopikus mezd kalibracioja

A valasztott nagyitastol fiiggden (500 x-t6l 1000 x-ig) a mikrométer targylemez (5.7)
segitségével hatarozzuk meg a mikroszkop latomez6 atmérdjét.
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7. Szamolas és szamitas

7.1. Sejtszam meghatarozasa

Hasznaljunk mikroszképot (5.1). Nem a sejteket szamoljuk meg, hanem csak a sejtmagok
szamat. Ezeket hatarozottan fel lehet ismerni, és a szamlalashoz legalabb a sejtmag felének
lathatonak kell lennie a mikroszkdop mezdjében. Szamoljuk meg a sejteket a kenet kozépso
harmadaban 1évé savokban vagy mezOkben, ne kizardlag a kenet periférikus teriileteirdl
valasztott savokat és mezoket értékeljiik ki. A kenet kiilonb6zd részeinek megszamlalasaval
havonta egyszer ellendrizziik azt, hogy a kenet megfelelden van-e elkészitve ¢s igy az
eredmények megbizhatok-e. A szamlalast tigy kell elvégezni, hogy a mintakenet minden része
egyenlo mértékben legyen képviselve.

7.2. A meghatarozando minimalis sejtszam

Mivel a mikroszképos szomatikus sejtszdm meghatarozast az automatikus és miszeres
szamlalas standardizalasara is lehet hasznalni, az azonos mintak szamolasanak variacios
egyiitthatdja nem lehet magasabb, mint az elektronikus berendezéseké. 400 000 —
600 000 sejt/ml-t tartalmazo tejmintanal a variacios koefficiens nem lehet magasabb, mint 5%.

A mintakban megszamlalando szomatikus sejtek szama a Poisson eloszlas jellegzetességeinek
megfelelden legalabb 400 kell legyen azért, hogy ezen ismételhetdségi kitétel érvényesiiljon.

A Poisson eloszlas feltétele

M=V =5

ahol

M = az atlag érték,

V = a variancia,

s = a standard deviacio.

A variacios koefficiens:

0 0 100%
K:sXIOOA) VK:IOOA) VK 0

M = (atlag) jelzi a megszamlalt részecskék (sejtek) szamat (azaz 400-at CV = 5%-nal).

7.3. A munka faktor kiszamitasa

7.3.1.

0,01 ml tej felhasznalasaval a munka faktort a 7.3.1 vagy a 7.3.2 pontban foglaltaknak
megfeleldn kell kiszamitani.

A keneten talalhatd savok szamanak meghatarozasa

A megszamlalando savok hossza egyenként 5 mm. A savok szélessége megfelel a mikrométer

targylemez segitségével meghatarozott mikroszkdp latdmezo atmérdjének (5.7).

20%x5x100
Munka faktor= ————
dxb

ahol:
d = a mikrométer targylemez altal meghatarozott mikroszkop mez6é atméréje (5.7),

b = a kiértékelt sdvok szama.
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7.3.2. A kenet kdzépsé harmadaban talalhatd, vagy racshaloval meghatarozott mikroszkop latomezok

szama:

Munka faktor = 20x5x100 _ 12732
Mxd? xs d? xs’
S

ahol:

d = a mikrométer targylemez lemez altal meghatarozott mikroszkop 1latomez6 atmérdje (5.7),

s = a meghatarozott mezok szama.

7.4. Sejt tartalom kiszamitdsa

A meghatarozott szomatikus sejtek szamat (7.1 és 7.2) megszorozzuk a munka faktorral (7.3),
igy megkapjuk egy ml tej sejttartalmat.

7.5. Pontossag
A variacios egylitthato (1asd 7.2) nem lehet nagyobb 5%-nal.

Nemzetkozileg elfogadott korvizsgalati eredmények nem allnak rendelkezésiinkre.

B. Fluoro-opto-elektronikus modszer
1. Alkalmazasi kor és teriilet

Ez az eljaras meghatarozza azt a referencia eljarast, amely megfelel6 kalibracio (lasd A.1) utan
a kémiailag tartositott vagy tartdsitatlan nyers tej szomatikus sejtszdmanak meghatarozasahoz
hasznalhato.

2. Definicio

Ezen eljarasnal a szomatikus sejtek alatt olyan részecskéket értiink, amelyek a szomatikus sejtek
sejtmagjaban 1évé DNS megfestodésébol adodoan minimalis fluoreszcenciat mutatnak.

3.Elv

A minta egy részét (pl. 0,2 ml) puffer és fluoreszkald oldattal alaposan Osszekeverik. Majd
ennek a keveréknek egy részét vékony réteg formajaban raviszik egy forgdtarcsara, amely
mikroszkop targylemezként funkcional.

Minden sejt elektromos impulzust kelt, amelyet felerdsitenek és regisztralnak. A szomatikus
sejtszam ezer/ml-ben van megadva.

4. Reagensek

Ha arrol masként nem rendelkeznek, analitikai minéségli vegyi anyagokat kell hasznalni. A
viznek desztillaltnak vagy ionmentesitettnek, illetve azokkal egyenértékii tisztasdgunak kell
lennie.
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4.1. Puffer oldat

Osszetétel:

Kalium-hidrogén-ftalat 51,0 g
Kalium-hidroxid 13,75 ¢
Polietilénglikol-mono-p(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil-éter

(pl. Triton X-100), a térfogat 1%-aban 10 ml

pH: 5,7-5,9. Engedjiik fel vizzel 10000 ml-re.
Elkészités:

Az alkotorészeket 0sszekeverjiik. Légmentesen legfeljebb hét napig taroljuk.

4.2. Fluoreszkalo oldat (térzsoldat)

Osszetétel:

Etidium-bromid 1,0g
Engedjiik fel 1000 ml-re.
Elkészités:

Az etidium bromidot feloldjuk vizben. Taroljuk fényt a4t nem ereszt, 1égmentesen zarhato
iivegben, legfeljebb két honapig.

4.3. Fluoreszcens oldat (munkaoldat)
20 ml torzsoldatot (4.2) Osszekeveriink puffer oldattal (4.1), hogy 1000 ml-t kapjunk. A

munkaoldatot legfeljebb hét napig lehet hasznalni.

4.4. Tisztito oldat

Osszetétel:

Puffer oldat (4.1) 10 ml
Polietilénglikol-mono-p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil-éter

(pl. Triton x-100), a térfogat 1%-aban 10 ml
Ammonia, 25 térfogat %-os 25 ml
Engedjiik fel 10 000 ml-re.
Elkészités:

Az alkotorészeket 0sszekeverjiik. Legfeljebb 30 napig taroljuk.

5. Berendezés és iivegeszkozok

5.1. Fluoreszcens optikai elven miikodo szamlalo miiszer.
Megjegyzés:
Hasznalat elétt a miiszert kalibralni kell. igy hatdrozzuk meg az Gsszefiiggést a megszamlalando

részecskek térfogata és azon kiiszobszint kdzott, amely felett a szammeghatarozas torténik.

A kalibraciot a gyartod utasitasainak megfelelden végezziik el, olyan mintak felhasznalasaval,
amelyek sejttartalmat mikroszkopos eljardssal hataroztuk meg (A).
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5.2. 40 = 1 °C-on mitkédtetheto cirkuldcios vizfiirdo.
5.3. Megfeleléen zarhato kb. 15 ml-es kéemcsévek.
6. Tejminta

6.1. A mintat kémcsoben alacsony homérsékleten taroljuk (5.3). Ha a minta nem tartalmaz
tartositoszert, a szamlalast maximum a fejéstol szamitott 24 oran beliil el kell végezni, mert egyébként
a szam tul alacsony lesz. A taroldsi hémérséklet nem haladhatja meg a 6 °C-ot.

6.2. Tartositas

A vegyi tartositast 24 oOran belill el kell végezni. A tartositast a mintavétel utan a lehetd
legrovidebb idon beliil el kell végezni.

6.2.1. A minta vegyi tartositisa a koOvetkezo tartositoszerek valamelyikének felhasznalasaval
torténhet:
— ortoborsav:

az ortoborsav végsé koncentracidja nem haladhatja meg a 0,6 g/100 ml-t. Az igy tartositott
minta legfeljebb 24 o6raig tarthaté el 6-12 °C kozott,

— kalium-dikromat:
a kalium-dikromat végs6 koncentracidja nem haladhatja meg a 0,2 g/100 ml-t. Az igy tartositott
minta legfeljebb 72 oraig tarthato el 6-12 °C kozott,

— natrium-azid:
a natrium-aziddal tartositott minta végsé koncentracidja 0,024 g/100 ml lehet, ha a mintat

kozvetleniil a mintavételt kovetden 6-12 °C kozé hiitik le, és a mintavételt kovetd 48 oran beliil
meghatarozzak a szdmot.

— bronopol:
a bronopollal tartositott minta végso koncentracioja 0,05 g/100 ml lehet, ha a mintat kozvetleniil
a mintavételt kovetden 6 -12 °C kozé hitik le, és a mintavételt kovetd 72 oOran beliil
meghatarozzak a szamot.

6.2.2. A mar ortobdrsavval tartdsitott mintat 48 orara kalium dikromattal tovabb lehet tartositani.
Megjegyzés:

A kalium-dikromattal tartositott mintak eltavolitasaval kapcsolatban figyelembe kell venni a
helyi szennyvizre vonatkozo eldirasokat.

7. Eljaras

7.1. A minta eldkezelése

A vizsgalando tejet a lefejés utan legalabb 24 oraig koriilbeliil 2-6 °C kozott kell tarolni. Nem
javasolt az eldkezelés nélkiili mintakban a tejlevétel napjan torténd szammeghatarozas, mivel az
eredmények tul alacsonyak lehetnek. Ha ilyen mintanal sziikséges szammeghatarozast végezni,
kezeljiik azt legalabb harom o6raig kalium-dikromattal. (1asd 6.2.1).

41



Magyar Elelmiszerkonyv 3-1-91/180

7.2. Elokészites

Az el6kezelt mintat (lasd 7.1), vagy a legalabb egy napos kezeletlen mintat vizfiirdében kb.
40 °C-ra melegitjiik (5.2). A tovabbiakban a mintdt szobahdémérsékleten taroljuk a
szammeghatarozas befejezéséig.

7.3. Sejtszam meghatarozas

A meghatarozas szamlalo miszer (5.1) segitségével torténik, a melegités befejezésétdl szamitott
15 percen beliil (1asd 7.2). Kozvetleniil a mérés megkezdése eldtt a mintat alaposan keverjiik
0ssze, hogy a lehet6 leghomogénebb szomatikus sejteloszlas biztositott legyen.

A minta tovabbi higitasa és elokészitése automatikusan a berendezésben torténik.

8. Pontossag
Az ismételhetdségre (r) és reprodukalhatosagra (R) vonatkozd nemzetkozi korvizsgalati adatok
nem allnak rendelkezésre. A jovoben a precizids adatok megadésra keriilnek.
A nemzeti szinten hozzaférhet6 adatok a kdvetkezd becslésekre adnak lehetoséget:

400 000 és 500 000/ml kozatti sejtszam:

— az ismételhetdségre vonatkozo standard eltérés:

s, =20 000 sejt/ml (megfelel az 5-4%-o0s variacios egyiitthatonak),

— areprodukalhatosagra vonatkozo standard deviacio:

sr = 40 000 sejt/ml (megfelel 10-8%-o0s variacios egyiitthatonak).

9. A pontossag ellendrzése

Nemzeti referencia laboratériumban mikroszkopos sejtszam meghatarozassal elemzett, ismert
sejttartalmt mintakkal pontossagi ellendrzést végeznek.

VIIL. ANTIBIOTIKUMOK ES SZULFONAMIDOK KIMUTATASA

ALKALMAZASI LEHETOSEG ES TERULET
Ez az eljaras meghatarozza a nyers és a hokezelt tejben megtalalhatd antibiotikumok és
szulfonamidok kimutatasanak referencia eljarasat.

A referencia eljaras részei:

A. Kvalitativ modszer

Ez az a kezd¢ eljarés, amellyel az antibiotikumokat - beleértve a szulfonamidokat - tartalmazo
tejmintakat kivalasztjuk. A leirt eljaras szamos hasonlo eljaras egyike, amely soran 1ényegében
mindenhol Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATTC 10149 a teszt organizmus. A
kivalasztott eljaras ezekre a vizsgalatokra vonatkozoan reprezentativ.

B. A penicillin megerdsito vizsgalatara, azonositasara és mennyiségének meghatarozasara vonatkozo
eljaras

Ezt az eljarast kell alkalmazni a kvalitativ eljards eredményeinek megerdsitésére, a penicillin

crcr

42




Magyar Elelmiszerkonyv 3-1-91/180

A. Kvalitativ eljards
1. Az alkalmazas lehetésége és teriilete

Ez az eljards meghatarozza a nyers és a hdkezelt tejben eléforduld antibiotikumok és
szulfonamidok kvalitativ kimutatdsdnak modszerét, az alabbi tablazatban megadott hatarértékek
feletti mennyiségek esetén:

Kimutathaté koncentraciok a kiilonbozé antibiotikumok és szulfonamidok esetében

Teszt érzékenység

Mindegyik negativ Mindegyik pozitiv
Benzilpenicillin 0,002 0,006
Ampicillin 0,002 0,005
Cloxacillin 0,015 0,035
Nafcillin 0,006 0,011
Tetracyclin 0,10 0,40
Oxytetracyclin 0,20 0,45
Chlortetracyclin 0,15 0,50
Chloramphenicol 7, 15,
Dihydrostreptomycin 4, 13,
Neomycin 1, 22,
Kanamycin 9, 28,
Bacitracin 0,06 0,14
Erythromycin 1, 2,25
Rifamycin 0,01 0,14
Diaphenylsulfon 0,01 0,1
Sulphamethazin (Sulphadimidin) 0,5 1,

' A benzylpenicillin és a bacitracin IU/ml-ben kifejezve, a tobbi antibiotikum pg /ml-ben

2. Definicio
A tej antibiotikumot vagy szulfonamidot tartalmaz, ha a tiptalaj szine nem valtozik meg
(lasd 7.1).

3. Elv

A tapanyagokkal egylitt a tejmintat hozzaadjuk a Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
ATCC 10149 sporakat (lasd 5.4.1) és pH indikatort tartalmaz6 agar taptalajhoz, amelynek jo az
altalanos érzékenysége, és kiillondsen érzékeny a penicillin altal okozott gatlo hatasra. A
baktérium normal novekedése és savtermelése eredményeként a pH indikator bibor sziniir6l
sarga szinire valtozik. A baktérium fejlodésére gatlo hatasu anyagok tejben vald jelenléte
esetén a pH indikator szine nem valtozik, biborszin{i marad.

4. Berendezések és livegeszkozok

A szokéasos laboratoriumi berendezések, és kiilonosen:

4.1. Berendezések

4.1.1. Inkubator, amely a hdmérsékletet 64 = 1 °C-on képes tartani.
4.1.2. 64 £ 1 °C-on miikodni képes vizfiirdo.

4.1.3. Tarto (allvany), a kémcsdvekhez és ampullakhoz.

4.1.4. Pipetta, 0,1 ml térfogat, egyszer haszndlatos eldobhatd heggyel, amely alkalmas a minta
kivételéhez és szétméréséhez.
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4.1.5. Fogok és csipeszek.

4.1.6. Holégsterilezo, amely 170-175 °C-on képes miikddni.
4.1.7. Autoklav, amely 121 £ 1 °C-on képes miikddni.
4.1.8. pH-méro.

4.2. Uvegeszkézok

4.2.1. Mintatart6 tivegek, megfelelo zarofedéllel.

Megjegyzés:
Néhany gumidug6 gatlo hatasu anyaggal szennyezheti az {iveg nyakat.

4.2.2. Petri-csész€k, tiszta, szintelen iivegbdl €s steril szintetikus anyagbol késziilt, sima alju, legalabb
140 mm bels6 atméroji.

4.2.3. Uvegpalackok, 250 ml térfogattak.

4.2.4. Pipettak (vatta dugoval ellatva) livegbdl vagy steril szintetikus anyagbol késziiltek, 1 ml és 10
ml névleges térfogatiak.

4.2.5. Uveg spatuldk.
4.2.6 Kémcsovek és ampullak, kb. 8 mm bels6 atmérdjluek, zarokupakkal és dugoval.
4.2.7. Uvegeszkdzok sterilezése.

Az iivegeszkozoket a kdvetkezo eljarasok valamelyikével kell sterilezni:

(a) holégsterilezOben legalabb 1 oraig 170 és 175 °C kdzott tartani (4.1.6);
(b) autoklavban legalabb 20 percig 121 £ 1 °C-on tartani (4.1.7).

Figyelni kell arra, hogy az autoklavban biztositsuk a megfeleld gézathatolast — pl. ha az eszkozt
taroloedényben sterilezziik, azt ne zarjuk le szorosan, valamint a lombikokra is lazan helyezziik
ra a tetot.

Az autoklavban sterilezett ivegeszkdzoket géz kiengedéssel kell szaritani.
A pipettakat holégsterilezében kell sterilezni.

5. Taptalaj, oldatok, teszt organizmus

A taptalaj Osszetevoinek bakteriologiai vizsgalati célokra alkalmasnak kell lenniiik. A
felhasznalt viz desztillalt, vagy legalabb ugyanilyen tisztasagi demineralizalt legyen. Nem
tartalmazhat olyan anyagokat, amelyek gatlo hatasuak a teszt organizmusra nézve.

5.1. Taptalaj
5.1.1. Tapagar

Osszetétel

Eleszt6 kivonat 2g
Pepton 5g

Hus kivonat lg
Natrium-klorid 5g
Agar 10-15¢g
Viz 1000 ml
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5.1.2.

Elkeszites

Az alkotorészeket oldjuk fel vizben. Melegitsiik forrasig, idénként korkordsen mozgassuk.
Allitsuk be a pH-t, hogy az a sterilezés utan 7,4 = 0,1 legyen 25 °C-on.

Meérjiink szét 10 ml-es mennyiségeket kémcsovekbe a ferde agar készitéséhez, vagy 100 ml-es
mennyiségeket iiveg palackokba.

Sterilezziik 121 £ 1 °C-on 15 percig.

Agar taptalaj

Osszetétel

Natrium-klorid 2g
Agar I5¢g
Viz 1000 ml
Trimetoprim vagy Tetroxoprim oldat (lasd 5.1.3) 10 ml
Elkészités

Az alkotorészeket a trimetoprim vagy tetroxoprim kivételével oldjuk fel vizben. Melegitsiik
forrasig, idénként korkdrdsen megmozgatva az edényt. Adjuk hozzid a trimetoprimet vagy
tetroxoprimet és sterilezziik 121 + 1 °C-on 15 percig; allitsuk be a pH-t, hogy a sterilizaciot
kovetden az 7,0 £ 0,1 legyen 25 °C-on.

5.1.3. Trimetoprim vagy Tetroxoprim oldat
Osszetétel
Trimetoprim 5 mg
vagy Tetroxoprim 30 mg
Etanol 96%-o0s 5 ml/30 ml
Viz 1000 ml-re
Elkészités

Oldjuk fel a trimetoprimet vagy tetroxoprimet 5 ml (vagy 30 ml) etanolban ¢és higitsuk fel a

vizzel.

5.1.4. Tapkozeg
Osszetétel

Eleszt6 kivonat
Gliikéz

Oldhat6 keményito
Bromkrezol bibor
Viz

Elkeszites

0,75 mg
5,0 mg
8,0 mg
0,025 ¢
50 ml-re

A tapanyagokat és az indikatort oldjuk fel vizben, ha sziikséges melegitsiik, és sterilezziik
szlréssel. A tapkozeg kereskedelmi forgalomban készen kaphato tabletta formaban.

5.2. Standard penicillin oldat

5.2.1. Megfeleléen zarhatod steril {ivegben készitsink 60 pg/ml = (100 IU/ml) penicillin oldatot
kristalyos natrium- vagy kalium-benzylpenicillin steril desztillalt vizben torténd feloldaséaval.

45



Magyar Elelmiszerkonyv 3-1-91/180

5.2.2. Készitsiink penicillin munkaoldatot 1,25 ml penicillin oldat (5.2.1) steril desztillalt vizzel 1000
ml-re torténd feltoltésével. A munkaoldat 0,075 pg/ml (= 0,125 IU/ml) penicillint tartalmaz.

5.2.3. Készitstink 75 ml standard penicillin oldatot, 71 ml gatléanyag mentes tej (5.3) és 4 ml
penicillin munkaoldat (5.2.2.) dsszekeverésével, igy a standard penicillin oldat 0,004 pg/ml
(= 0,0067 IU/ml) penicillint tartalmaz.

524. Az 5.2.1 - 5.2.3-ban emlitett penicillin oldatokat a vizsgalat elvégzésének napjan kell
elkésziteni.

5.3. Gatloanyag-mentes tej

Kontrollként készitsiink gatloanyag-mentes tejet a mar korabban vizsgalt és gatldanyag-
mentesnek bizonyult sovany tejpor (10% m/v) steril desztillalt vizben torténd feloldasaval.
Masik megoldasként megfeleld mennyiségli, eldzetes vizsgalattal gatldanyag-mentesnek
bizonyult friss tanktejbdl mérjiink iivegpalackokba, majd egy oran at melegitsiik 100 °C-on és
ezutan taroljuk hiitdszekrényben 0 - 6 °C kozott, legfeljebb egy hétig.

5.4. Teszt organizmus

5.4.1. Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 tenyészet hasznalatos teszt
organizmusként, amely azonos a C 953-al.

5.4.2. Készitsiink torzstenyészetet a tesztkultira fenntartasdhoz. A tesztkulturat ferde tapagaron
taroljuk (5.1.1). Ferde tapagart oltokacs segitségével feliileti savban oltsunk le tesztkultaraval,
¢és inkubaljuk aerob koriilmények kozott 48 oraig 63 £ 1 °C-on. Az inkubaciét kdvetden a
kémcsovet zarjuk le steril gumi dugoval. Az igy kapott tdrzstenyészet hiitészekrényben 0 - 5 °C
kozott tobb honapig eltarthato.

5.5. Tesztkultura (spora szuszpenzio)

55.1. 20 ml tapagart (5.1.1) aszeptikus modon atvisziink steril Petri-csészébe (4.2.2), ¢és
szobah6mérsékletre lehttjiik.

5.5.2. Steril pipettaval (4.2.4) mérjiink be 5 ml steril desztillalt vizet egy torzstenyészetet tartalmazo
kémcsbbe (5.4.2), mossuk le a ferde agarrol a sporakat steril oltokacs segitségével. Ezt a spora
szuszpenziot 0 - 5 °C kozott kell tarolni és 36 oran beliil fel kell hasznalni.

5.5.3. Steril pipettaval (4.2.4) mérjiink ra 0,5 ml spéra szuszpenziot (5.5.2) egy tapagar lemez
feliiletére (5.5.1) és az inokulumot alaposan szélessziik el a teljes feliilleten egy hajlitott
iivegbottal. Inkubaljuk 63 +1 °C-on (4.1.1) 16 - 18 6ran at.

Ha torzstenyészetet hasznalunk (5.4.2), vagy olyan kultarat, amely tobb mint 36 Oras, a
szubkultura képzést legalabb kétszer meg kell ismételniink, legfeljebb 36 oras idokozzel.

5.5.4. Steril pipettaval (4.2.4) mérjiink 10 ml desztillalt vizet a spora szuszpenzidval inokulalt és
inkubalt tapagar lemez feliiletére (5.5.3), majd egy livegbot segitségével mossuk le a sporakat a
feliiletrdl, spora szuszpenziot képezve.

Vigyiik at a spora szuszpenziot egy 250 ml steril desztillalt vizet tartalmazo iiveg palackba
(4.2.3). Zarjuk le a palackot és alaposan razzuk fel. Azokat a tenyészeteket, amelyekbdl nem
akarunk szubkulttrat képezni, azonnal hiitészekrénybe kell tenni és 0-6 °C kozott tarolni.

5.5.5. A spora szuszpenzio 5 és 10 millié/ml kozotti életképes telepszammal kell rendelkezzen, 16 -18
oraig 63 +1 °C-on inkubalt agar taptalajon kapott Osszcsiraszam eredménye alapjan. A spora
szuszpenzionak egységesen kell zavarosnak lennie, és ha pehely vagy iiledék talalhatd benne,
nem hasznalhato fel és 0j spora szuszpenziot kell késziteni a tdrzstenyészetbol (5.4.2).

5.6. A teszt kémcsovek/ampullak elkeszitése

5.6.1. Olvasszuk fel az agar taptalajt (5.1.2), majd hiitsiik le 55 °C-ra.
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5.6.2. Kémcsében vagy tiivegben adjunk egy rész friss spora szuszpenziot (5.5.4) Ot rész agar
taptalajhoz (5.6.1) és alaposan keverjiik 6ssze.

5.6.3. A leoltott tapkdzegbdl 0,3 ml-t (5.6.2) mérjiink be steril kémcsébe vagy ampulldba (4.2.6),
amely hozzavetdleg 5 mm vastag réteget fog képezni, és dugdval, zardkupakkal vagy az edény
végének megolvasztasaval zarjuk le. Helyezzik a kémcsoveket/ampullédkat fiiggdleges
helyzetbe, hogy a kozeg megszilarduljon és legalabb 12 o6raig hagyjuk allni.

5.6.4. A kémcsoveket/ampullakat fel lehet hasznalni ugyanazon a napon, de tobb honapig is
eltarthatok, ha az elkészités utan kdzvetleniil lehiitésre kertilnek és 0-6 °C kozott taroljak dket.

6. Eljaras

6.1. A mintakat, amilyen hamar csak lehet, vizsgalni kell, lehetoleg a mintavételt koveté 24 ordn
beliil, és a vizsgalatig 0 és 5 °C kozott kell tartani. Amennyiben nincs lehetoség a mintik 24 oran
beliili vizsgalatara, ugy azokat mélyhiitoben kell tarolni (-30-tol-15 °C-on) a penicillin
inaktivalodasanak minimalizalasa érdekében.

6.2. Jeloljiink meg minden kémcsovet/ampullat (5.6) olvashatoan és letorolhetetlen irassal. Tavolitsuk
el a zarokupakot vagy a dugot. A vizsgalando mintakhoz és a kontrollokhoz (5.2 és 5.3) sziikséges
darabszamot helyezziik ra egy arra alkalmas tartora. (4.1.3).

6.3. 50 mikrolitert mérjiink be az 5.1.4 pontban emlitett tapanyagbol a kémcsovekbe/ ampullakba.

6.4. Alaposan keverjiik Ossze a tejmintakat és 0,1 mi-t mérjiink be egy megfeleloen jelilt
kémcsobe/ampullaba  pipetta segitségevel (4.1.4). Hasznaljunk tiszta, eldobhato hegyet mindegyik
bemért mintdahoz.

6.5. A 6.4-ben részletezett miiveletet ismételjiik meg parhuzamos vizsgalatként, de a tejminta helyett
standard 0,004 ug/ml (= 0,0067 1U/ml) penicillin oldattal (5.2.3).

6.6. A 6.4-ben részletezett miiveletet ismételjiik meg parhuzamoskent, de a tejminta helyett gatloanyag
mentes tejjel (5.3).

6.7. Zarjuk le a kémcsoveket/ampullikat és helyezziik tartoval egyiitt vizfiirdobe (4.1.2) és
63 £ 1 °C-on 2 - 4 oran at, de legalabb 2 ora hosszat inkubaljuk.

6.8. Vegyiik ki a kémcsoves/ampullas tartot a vizfiirdobol.
6.9. Figyeljiik meg a teszt kozeg szinet (lasd 7).
7. Az eredmények értelmezése

7.1. A taptalaj bibor szine, barmely kémcsoben/ampullaban (tejmintat tartalmazo vagy kontroll) jelzi,
hogy a mintaban antibiotikum vagy szulfonamid van jelen, az A.1 tabldzataban megadott “mindegyik
pozitiv’-nak megfelelé szinten vagy a szint koriili mennyiségben. A kémcsovek/ampullak standard
penicillin oldattal készitve (6.5) biborszintiek kell, hogy maradjanak annak igazolasara, hogy a teszt
kozeg megfeleld érzékenységii.

7.2. Barmelyik tejmintat tartalmazo kémcsé/ampulla esetén, ha a taptalaj csak részben marad bibor
szinui vagy rendellenes elszinezodésti lesz, akkor a tablazatban megadott szintek kézotti mennyisegben
van jelen gatloanyag a mintaban.

7.3. A taptalaj sarga elszinezodése  barmely  tejmintat  tartalmazo  vagy  kontroll
kémcsoben/ampullaban a teszt organizmusra nézve gatlo hatasu anyagoknak a hianyat mutatja.
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7.4. Ha az ésszes vizsgalt kemcso/ampulla, beleértve a negativ kontrollt is, biborszinii lesz, ez azt
jelenti, hogy a kémcsovek/ampullik nem tartalmaznak életképes spordkat és a mintdikat frissen
elkeészitett teszt anyagokkal ujra meg kell vizsgalni.

8. Az eredmények megerdsitése
8.1. A 7.1 és 7.2-ben részletezett reakciokat mutato minden mintat erdsitsiink meg a B modszer’
szerint.
Ha a meger6sités elott a tejmintakat tarolni kell, azokat mélyhttdben kell tartani, hogy
megel6zziik az antibiotikumok lebomlasat.
B. Eljaras a penicillinek megerdsitésére és a koncentrdacio meghatdarozdsa
1. Alkalmazasi kor és teriilet

Az eljaras megadja a penicillinek vagy a veliik egyiitt el6forduldé mas antibiotikumok
megerdsitésére iranyuld vizsgalat eljarasat, valamint a tejmintaban 1évé penicillin koncentracio
meghatarozasara szolgalo eljarast, pozitiv (A.7.1) vagy kétes (A.7.2) eredmény esetében.

Az eljaras érzékenysége a kiilonbozo antibiotikumokra

Lasd A.1.
2. Definicio

2.1. A tejminta akkor tartalmaz antibiotikumokat, beleértve a szulfonamidot, ha a leirt eljaras szerint
vizsgalva a tesztkorong koriil a gatlohatds kévetkeztében kialakulo, legalabb 2 mm-es feltisztult zonat
kapunk.

2.2. Ha az antibiotikumokat, beleértve a szulfonamidot (2.1) tartalmazo minta, amelyhez penicillindzt
(betalaktamazt) adtak hozza, nem mutat feltisztult zonat, vagy a feltisztult zona datmérdje kisebb, mint
a penicillinaz nélkiilie, akkor a mintaban lévé gatloanyag vagy penicillin, vagy penicillin is és
valamilyen mas antibiotikum is, beleértve a szulfonamidokat.

2.3. Ha a zona nem inaktivalodik a penicillazra (2.2), a gatloanyag a tej mintaban nem penicillin,
hanem egyéb maradékanyag (residuum) lehet. (lasd 85/397/EGK iranyelv, A. Fiiggelek, VI. fejezet,
A.lf és2b).

Néhany félszintetikus penicillin, pl. a natrium cloxacillin nem, vagy nem teljes mértékben
inaktivalddik a penicillindzra, vagy teljesen rezisztens, és ezért nem azonosithatod penicillinként
(lasd 7.3).

3.Elv

Abszorbens papirkorongot a vizsgalandd tejjel impregnalnak, ezt egy Bacillus stearo-
thermophilus var. calidolactisszal leoltott agartaptalaj felszinére helyezik. Az inkubécié sordn
normdl esetben a baktériumfejlodés kovetkeztében az agar taptalaj opalos lesz. A tejben a
novekedést gatldanyagok jelenlétét jelzi a korong koriil kialakuld feltisztult zona. A feltisztult
zona mérete tobbek kdzott a tejben 1évo gatldanyag koncentraciojatdl és tipusatol fligg.

4. Berendezések, iiveg- és egyéb eszkozok

4.1. Berendezések

4.1.1. Lasd A.4.1.

4.1.2. Vizfiirdo, amely képes 80 £ 1 °C-on miikddni.
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4.2. Uvegeszkézok
Lasd A.4.2.

4.3. Gatloanyag-mentes papir korongok, 9-13 mm-es datmérovel, amelyek koriilbeliil 130 mg tejet
képesek magukban tartani (lehetdleg exszikkatorban tarolandok).
5. Taptalaj, standard oldatok, penicillindz oldatok, reagensek, teszt organizmusok, stb.

A taptalaj alkotdérészeinek bakterioldgiai célokra alkalmasnak kell lennie. A felhasznalt viz
desztillalt vagy legalabb ugyanolyan tisztasagi demineralizalt viz legyen. Nem tartalmazhat a
teszt organizmusra nézve gatld hatast anyagokat.

5.1. Taptalaj
5.1.1. Tapagar (A.5.1.1)
5.1.2. Teszt taptalaj a gatldbanyagok kimutatasara

Osszetétel

Eleszt kivonat 25¢g

Tripton S5g

Gliikoz lg

Trimetoprim vagy Tetroxoprim oldat (A.5.1.3) 10 ml

Agar 10-15 g (a gélképzo tulajdonsagtol
fiiggben)

Viz 1000 ml

Elkészités

A szilard alkotorészeket vizben melegités és keverés kozben feloldjuk a trimetoprim vagy a
tetroxoprim oldat hozzdadasa el6tt. A trimetoprim vagy tetroxoprim oldat hozzaadasat kovetden
a pH-t be kell allitani, hogy az a sterilezés utan 8,0 = 0,1 legyen 25 °C-on. A taptalajt 15 percig
121 £ 1 °C-on sterilezziik.

5.2. Standard penicillin oldatok tejben
lasd A.5.2.

A gatléanyagok (8) mennyiségi meghatarozadsdhoz készitsiink gatloanyag-mentes tejben
standard penicillin oldatokat (A.5.3) a kdvetkez6é koncentraciokkal:

(a) 0,004 pg/ml (0,0067 IU/ml)
(b) 0,006 ug/ml (0,01 IU/ml)
(c) 0,03 pg/ml (0,05 TU/ml)
(d) 0,06 pg/ml (0,1 IU/ml)

5.3. Penicillindz oldat

5.3.1. Oldjunk fel annyi penicillindzt (béta-laktamazt) steril, desztillalt vizben, hogy 1000 U/ml
koncentréaciot kapjunk. Ezt az oldatot, lehetdleg kis adagokra szétosztva, legfeljebb négy hétig
0-tol 5 °C-on lehet tarolni.
Megjegyzés:

Nincs egyontetii nemzetkdzi standard a penicillinazra. Ezen eljaras céljabol feltételezziik, hogy
10 egység penicillinaz elegend6 0,6 pg (= 1 IU) penicillin inaktivalasahoz. Ismeretlen aktivitast
penicillinaz tétel esetén ellendrizni kell, hogy ez a feltételezés érvényes-e. Ellenkez6 esetben

crcr
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5.3.2. Penicillinaz oldat helyett, a kereskedelemben kaphatod penicillinazzal atitatott korongokat is
lehet hasznalni, kontroll eljards utan megallapithato, hogy a kivant penicillinaz mennyiséget
tartalmazzak-e.

5.4. Teszt organizmus
Lasd A.5.4.
5.5. Teszt kultura (spora szuszpenzio)
Lasd A.5.5.
5.6. A teszt csészék elkészitése
5.6.1. Olvasszuk fel a gatléanyagok (5.1.2) kimutatasara szolgald teszt taptalajt, és hiitsiik le 55 °C-ra.

5.6.2. Adjunk egy livegben egy rész friss spora szuszpenzidt (5.5) annyi rész, gatldbanyagok
kimutatasara szolgalo, teszt taptalajhoz (5.1.2), hogy az igy beoltott teszt taptalajban majd
megfeleld legyen a telepsiiriség. Alaposan keverjiik 6ssze az anyagot.

5.6.3. Vigyiink at a beoltott teszt taptalajbol annyit (5.6.2), egy el6zbleg 55 °C-ra felmelegitett steril
Petri-csészébe (A.4.2.2) ,hogy igy 0,6 - 0,8 mm vastag réteget kapjunk. Egy 140 mm belsé
atmér6ji Petri-csésze hasznalatakor rendszerint kb. 15 ml teszt taptalaj sziikséges a 0,8 mm
vastagsag eléréséhez.

5.6.4. Helyezziikk a Petri-csészéket hideg, vizszintes feliiletre, amelyet elézbleg vizszintmérével
ellendriztiink, vegyiik le a fedeleket, és hagyjuk megszilardulni az agar taptalajt. Amikor
megszilardult, tegyiik vissza a fedeleket a csészékre, és forditsuk meg a csészéket, hogy az agar
taptalaj feliiletén a paralecsapodast minimalisra csokkentsiik.

5.6.5. Az igy elkészitett teszt csészéket lehetdleg még aznap hasznaljuk fel, de két hétig eltarthatok, ha
kozvetleniil az elkészités utan lezart polietilén zacskoban 5 °C-on taroljuk.

5.6.6. A mintak azonositasa céljabol a teszt csészék aljat jeloljiik meg.
6. Eljaras
6.1. A minta elkészitése

6.1.1. Az ‘A modszerrel’ (A.7.1 és A.7.2) a pozitiv vagy kétes eredményeket adé mintakat ujra kell
vizsgalni, azonositani, és a penicillint mennyiségileg meg kell hatarozni.

6.1.2. Eloszor ezeket a mintakat 80 £ 1 °C-on 10 percig melegitjiik, hogy a termolabilis nem-
specifikus gatloanyagok hatasat elkertiljik.

6.1.3. Alapos keverés utan, kb. 10 ml felmelegitett tejmintat egy megfeleléen steril, széles szaju
ivegbe mériink. Korilbelil 0,4 ml penicillinaz oldatot (5.3) adunk a tejhez és alaposan
elkeverjiik.

6.2. Gatloanyagok kimutatdsa

6.2.1. Martsunk papir korongot (4.3) a tejmintaba (6.1.2) tiszta, szdraz csipesz segitségével.
Tavolitsuk el a felesleges tejet ugy, hogy a korongot a mintat tartalmazé iiveg oldalahoz
érintjiik. Fektessiik el a korongot a teszt csésze feliiletén (5.6) és finoman nyomjuk le a
csipesszel.

6.2.2. A kiilonb6z6 tejmintakkal elkészitett korongoknak legalabb 20 mm-re kell elhelyezkedniiik
egymastol és legalabb 10 mm-re a csésze sz€E1Etol.

6.2.3. Az érzékenység ellendrzése céljabol (4.3) a standard penicillin oldatba (5.2) martott korongokat
véletlenszerlien a tejmintat tartalmazd korongok kozé kell helyezni igy, hogy a szamuk a
tejmintat tartalmazo korongok szamanak legalabb 2%-at kitegye, és legalabb 6t standard
korongot hasznaljunk minden vizsgalat soran.
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6.2.4. Amikor az dsszes korongot véletlenszerti elrendezésben az agar taptalajra helyeztiik és azokat
megjeloltiik, forditsuk meg a csészéket és inkubaljuk 63 + 1 °C-on, 2,5 oratdl 5 6ra hosszaig
terjedo ideig.

6.2.5. Inkubacié utan a csészéket megfeleld fényforras elott megvizsgaljuk, hogy megallapitsuk a
papir korongok koriil a feltisztult gatlasi zonakat és azok méretét.

6.2.6. A standard penicillin oldatot tartalmazd korongok (6.2.3) koriil talalhatdo zondk mérete legalabb
2 mm kell legyen.

6.2.7. Ha a tejmintat tartalmazé korongok koriil talalhato feltisztult zondk legalabb ugyanolyan
méretlick vagy a nagyobbak, mint a 6.2.6-ban leirtaknal, ez a teszt baktériumra gatlé hatast
anyag jelenlétét mutatja.

6.3. A gatloanyagok azonositasa és mennyisegi meghatdarozasa.

6.3.1. A 6.2.1 eljarast ugyantgy elvégezziik a melegitett tejmintan (6.1.2) és a penicillinazzal kezelt
mintan (6.1.3). A penicillindz 10 ml tejmintahoz adéasa helyett készen kaphatod penicillinaz
korongot (5.3.2) is belemarthatunk a mintaba ¢és azt helyezziik a tesztcsészére.

6.3.2. A 6.2.1 eljarast ugyanugy elvégezziik minden egyes 5.2.(a)-(d)-ben emlitett standard penicillin
oldattal.

6.3.3. Meg kell hatarozni a feltisztult gatlasi zondk atlagos 4tmér6jét a tejmintara és a penicillindz
kontrollra, valamint a standard penicillin oldatokra vonatkozoan.

7. Az eredmények értelmezése (lasd 2)

7.1. Ha a penicillinaz kontrollt tartalmazo kovong koriil nincs feltisztult zona, de a tejmintat
tartalmazo korong koriil van feltisztulas, amely ugyanolyan nagysagu vagy nagyobb, mint a standard
penicillin oldatot tartalmazo (5.2(a)) korong koriili zona, akkor a tejmintaban talalhato gatloanyag
mennyisége legalabb 0,004 ug/ml natrium-(kalium)-benzil-penicillin koncentrdacionak felel meg.

7.2. Ha a penicillinazt tartalmazo korong koriil talalhato feltisztult zona datlagos atmérdje megegyezik
a tejmintat tartalmazo korong koriil talalhato feltisztult zona atlagos atmérdjével, akkor a tej olyan
gatloanyagokat tartalmaz, amelyeket a jelen eljarasban haszndlt penicillinaz koncentracioval nem
lehet inaktivalni.

7.3. Ha a penicillinazt tartalmazo korong kériil talalhato feltisztult zona atlagos atmérdje kisebb,
mint a 6.1.2-ben leirt modon melegitett tejmintat tartalmazo korong koriil talalhato feltisztult zona
atlagos atmérdje, a tejminta a penicillin mellett egyéb antibiotikumokat, koztiik szulfonamidokat is
tartalmaz, vagy félszintetikus penicillint, amelyet a jelen eljarasban hasznalt penicillinaz
koncentracioval nem lehet meghatarozni. A szintetikus penicillineket, mint pl. a natrium-cloxacillint
nem feltetleniil lehet inaktivalni a vizsgalatban hasznalt penicillinazzal, ezért egyéb gatloanyagnak és
nem penicillinnek mindsitjiik.

Megjegyzés:

A nem-penicillin gatléanyagokat sziikség esetén megfeleld eljarassal kell meghatarozni.
8. A penicillin tartalom meghatarozasa
8.1. A penicillin tartalom meghatarozasa vagy a kalibracios gorbe megrajzolasaval, vagy a tejjel

késziilt standard penicillin oldatokkal végzett vizsgalat soran kapott zonak méretébol végzett
szamitasokkal. (5.2 (a)-(d)) torténhet.
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8.2. A kalibracios gérbe megrajzolasa

Mivel egyenes arany van a penicillin koncentracié 10-es alapt logaritmusa és a gatlasi zonak
atmérdje kozott, a kalibracios gorbét fél-logaritmikus papiron meg lehet rajzolni, ahol a
penicillin koncentraciok értékeinek 10-es alapti logaritmusait az ordinatan vessziik fel, a gatlasi
zonak méreteit pedig az abszcisszan.

A gatlasi zondk méretét a parhuzamos vizsgalatok atlagaként vessziik figyelembe. A gatlasi
zonak atmérdjét abrazoljuk a standard penicillin koncentraciok fiiggvényében, és igy megkapjuk
a standard gorbét.

8.3. Szamitas
A tejmintaban 1évo penicillin koncentraciot a zona atmérdkbol lehet kiszamitani, egyenlet vagy
kalibracios gorbe segitségével. A pontos meghatarozashoz a gatlasi zonak sugaranak
nagyobbnak kell lenni, mint a korongok sugaranak, legalabb kétszer, de legfeljebb 6tszor.

9. Az eredmények megadasa

9.1. Az eredményeket 0,004 ug/ml vagy e feletti penicillin tartalomként adjuk meg (vagy jelezziik a
meghatarozott koncentraciot), vagy nem-penicillin gatloanyag tartalomként.

9.2. Ismételhetoség (v) és reprodukalhatosag (R)

Az adatok nem allnak rendelkezésre és nem hasznosithatok, mert az Osszehasonlitashoz
standardot is hasznalnak.

IX. PATOGEN MIKROORGANIZMUSOK KIMUTATASA

1. Alkalmazasi kor és teriilet

A 85/397/EGK iranyelv A Fiiggelék, VII. Fejezet (2) eldirasaival 0sszhangban ez az eljaras
megadja azokat az utasitasokat, melyeket a pasztorozott tej patogén mikroorganizmusokra
iranyul6 vizsgalatakor be kell tartani.

2. Definicio

A vizsgalat azoknak a baktériumfajoknak a kimutatidsara iranyul, amelyek leggyakrabban
okoznak ¢lelmiszer eredetli megbetegedéseket.

A pasztorozés olyan kezelés, amely megvéd a tejben el6forduld, nem hérezisztens patogénekkel
szemben. Amennyiben a Direktiva A Fiiggelek VII (2) fejezetében foglalt szabvany
kovetelményeket betartjadk a 30 °C és 21 °C -on meghatarozott telepszamra és a koliform
szamra, valamint a foszfatdzra vonatkozoan, a patogének specifikus kimutatasa csak akkor
szlikséges, ha annak gyanuja meriil fel, hogy a tej ételmérgezéssel hozhat6 kapcsolatba.

3. Eljaras
A vizsgalat eljarasait és gyakorisagat a nemzeti hatosag szabja meg olyan moédon, hogy a
Kozosségen beliili kereskedelemi forgalomban 1évé hokezelt tejre Egészségiigyi igazolast

lehessen kiallitani. A patogén mikroorganizmusok kimutatasara vonatkozolag a nemzetkozileg
elfogadott kovetelményeket €s eljarasokat kell alkalmazni, amennyiben rendelkezésre allnak.
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4. Vizsgalati jelentés
Valamennyi vizsgalt patogén mikroorganizmusnal az eredményt a kovetkezoképpen kell

megadni:

Szam/ml tej vagy 'jelenlét' vagy 'hiany' az adott eljarashoz eldirt pasztordzott tej térfogatban. A
jelentésnek egyértelmiien le kell irni az alkalmazott eljarast. Az anti-folat anyagokat tartalmazo
taptalajra vonatkozo szabadalmi joggal kapcsolatos eldirasokat be kell tartani.

— VEGE —
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