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Przedmowa
Zgodnie z przeglądem literatury przeprowadzonym przez Unijne Laboratorium Referencyjne ds. Listeria monocytogenes (ULR Lm), ULR Lm i sieć Krajowych Laboratoriów Referencyjnych (KLR) uzgodniły, że Międzynarodowa Norma ISO 18593, opisująca metody pobierania próbek powierzchni w kierunku wykrywania lub oznaczania liczby bakterii w obszarze i sprzęcie do przetwarzania żywności, nie podaje wystarczających wytycznych określonych dla wykrywania L. monocytogenes (zob. również wstęp). Ustalono więc, że ULR L. monocytogenes sporządzi dokument zawierający wytyczne na ten temat, we współpracy z grupą roboczą (GR). GR składa się z 20 członków z 7 Państw Członkowskich UE (PC), należących do 3 KLR i innych organizacji (zob. strona tytułowa).

Oprócz przeglądu literatury i wkładów wniesionych przez członków GR, wytyczne te bazowały na przeprowadzonym w 2010, szeroko zakrojonym badaniu w sprawie praktyk pobierania próbek powierzchni (137 respondentów z 15 PC UE, należących do podmiotów sektora żywności, usługodawców odpowiedzialnych za kontrolę higieny, urzędowych służb kontroli,...), które wykazało rozmaite praktyki. Niektóre z nich były niewłaściwe, co podkreśliło potrzebę sporządzenia dokumentu na szczeblu europejskim. Przygotowano kilka projektów, każdy z nich przekazano do konsultacji, w pierwszej kolejności przez wszystkie KLR, które skonsultowały się na szczeblu krajowym z podmiotami wykonującymi pobieranie próbek powierzchni, a następnie z członkami GR.

Obecna wersja 3 stanowi wynik umowy wszystkich KLR zawartej podczas ich rocznych warsztatów w dniu 28-30 marca 2012 i uwzględnia komentarze otrzymane od 3 PC UE (Wielka Brytania, Holandia, Niemcy), w ramach konsultacji PC przez DG SANCO. Wersja ta została uzgodniona przez Stały Komitet PC UE ds. Łańcucha Żywnościowego i Zdrowia Zwierząt w trakcie posiedzenia w dniu 18 lipca 2012 oraz dalszych pisemnych 2-tygodniowych konsultacji.

Wstęp
Obecnie pewne jest, że gotowe do spożycia produkty spożywcze mogą podczas przetwarzania zostać zanieczyszczone przez subtypy Listeria monocytogenes, które utrzymują się w zakładach przetwórstwa [1]. Zatem konieczne i obowiązkowe jest rutynowe pobieranie próbek obszarów i sprzętu do przetwarzania w kierunku wykrywania L. monocytogenes, według planu pobierania próbek, w ramach Rozporządzenia WE nr 2073/2005 definiującego kryteria mikrobiologiczne dla żywności [2]. Takie plany pobierania próbek mają na celu wykrycie i eliminację trwałego szczepu lub, jeżeli eliminacja jest niemożliwa, wdrożenie działań naprawczych w celu uniknięcia zanieczyszczenia żywności przez bakterie chorobotwórcze. W tym zakresie opublikowano kilka dokumentów zawierających wytyczne [3-5]. Nieskuteczny program lub techniki pobierania próbek mogą spowodować niewykrycie L. monocytogenes, w przypadku gdy jest ona obecna. Uniemożliwi to wdrożenie działań naprawczych i da fałszywe poczucie bezpieczeństwa.

Międzynarodowa Norma ISO 18593 [6], która opisuje metody pobierania próbek powierzchni w celu wykrycia lub oznaczenia liczby żywych mikroorganizmów, nie podaje wystarczających wskazówek lub porad konkretnych dla wykrywania L. monocytogenes. Metody pobierania próbek przez pocieranie (metoda z użyciem wymazówki oraz gąbki/ tkaniny) to jedyne właściwe metody stosowane w przypadku L. monocytogenes. Norma ISO nie opisuje, kiedy należy przeprowadzać pobieranie próbek lub z jakich obszarów należy pobierać próbki. Niniejsze wytyczne mają na celu zrekompensowanie tego braku, wprowadzając w życie art. 5.2 Rozporządzenia WE 2073/2005 [2]. Ponadto zdecydowano, aby nie określać sposobu oznaczania liczby L. monocytogenes na powierzchniach z następujących powodów. Po pierwsze, pobieranie wymazów nie oddziela wszystkich komórek bakteryjnych, a odsetek oddzielonych komórek jest nieznany i zmienny. Po drugie, komórki L. monocytogenes nie są równomiernie rozłożone na powierzchni i tym samym porównania wyników z dużych i małych obszarów byłyby nieważne.

Po pobraniu próbki zostaną poddane analizie zgodnie z normą EN ISO 11290-1 lub z zatwierdzonymi alternatywnymi metodami, na mocy art. 5 Rozporządzenia (WE) nr 2073/2005
. W przypadku gdy w ciągu kolejnych akcji pobierania próbek w tym samym miejscu przetwarzania, gdzie już wdrożono działania naprawcze, zostanie wykryta “nadmierna” liczba pozytywnych próbek L. monocytogenes (zob. punkt 5), konieczny będzie subtyping izolatów L. monocytogenes za pomocą metody molekularnej (takiej jak elektroforeza w pulsowym polu elektrycznym lub analiza loci zawierających sekwencje powtórzone tandemowe lub polimorfizm długości amplifikowanych fragmentów) w celu ustalenia, czy izolaty należą do jednego, a tym samym trwałego klonu.

2. Zakres
Niniejsze wytyczne określają gdzie, kiedy i w jaki sposób należy pobierać próbki przez pocieranie, w celu wykrycia L. monocytogenes na powierzchniach i sprzęcie do przetwarzania produktów spożywczych gotowych do spożycia.
UWAGA 1: Powierzchnie obszaru i sprzętu do przetwarzania to nie jedynie miejsca, które należy monitorować, plan pobierania próbek powinien również obejmować środki pomocnicze w przetwórstwie (takie jak sprężone powietrze, lód, roztwór solanki, woda, woda odpływowa), których techniki pobierania próbek nie są ujęte w niniejszym dokumencie. 
UWAGA 2: Nie zostaną tu podane porady na temat częstotliwości pobierania próbek, liczby punktów pobierania próbek, zasadności mieszania (łączenia) próbek lub konieczności rotacji punktów pobierania próbek, gdyż należy je wybierać według indywidualnej potrzeby, stosując podejście oparte na ryzyku.
UWAGA 3: Niniejsze wytyczne nie są przeznaczone do oceny skuteczności czyszczenia i dezynfekcji.

3. Odniesienia normatywne 

W celu korzystania z niniejszego dokumentu należy stosować następujące dokumenty referencyjne:
ISO 6887-1 Mikrobiologia żywności i pasz – Przygotowanie próbek, zawiesiny wyjściowej i rozcieńczeń dziesięciokrotnych do badań mikrobiologicznych – Ogólne zasady przygotowania zawiesiny wyjściowej i rozcieńczeń dziesięciokrotnych

ISO 7218 Mikrobiologia żywności i pasz – Wymagania ogólne i zasady badań mikrobiologicznych

ISO 11290-1 Mikrobiologia żywności i pasz – Horyzontalna metoda wykrywania obecności i oznaczania liczby Listeria monocytogenes – Część 1: Metoda wykrywania

ISO/TS 11133 Mikrobiologia żywności i pasz – Wytyczne dotyczące przygotowania i wytwarzania pożywek
4. Wybór miejsc pobierania próbek 

L. monocytogenes może znajdować się na pozornie czystych powierzchniach, ale najczęściej spotyka się ją w mokrych i brudnych miejscach, gdzie bakteria jest w stanie rozwijać się i przetrwać [1, 7]. Trudno dostępne miejsca, takie jak otwory lub szczeliny w włóknistych, porowatych, rdzewiejących i wydrążonych materiałach, trudny do czyszczenia sprzęt to potencjalne miejsca schronienia, z których należy pobrać próbki. Pobieranie próbek z niedostępnych obszarów, w których mogą gromadzić się resztki żywności, może być utrudnione. Z obszarów tych należy pobrać próbki po demontażu sprzętu przy pomocy serwisantów. Nie zaleca się pobierania próbki poprzez spłukiwanie takich obszarów, gdyż spłukiwanie nie jest tak skuteczne jak pocieranie jeśli chodzi o oddzielenie mikroorganizmów od powierzchni. 
Pobieranie próbek powinno często odbywać się w miejscach, gdzie produkt spożywczy jest narażony na zanieczyszczenie, ale można również rzadziej pobierać próbki w obszarach, gdzie tak nie jest (magazyny).

Wyboru miejsca pobierania próbek należy dokonać na podstawie danych historycznych związanych z każdym zakładem i po zbadaniu procesu krok po kroku. Niewyczerpujący wykaz miejsc do wyboru miejsca pobierania próbek podano poniżej [4, 5, 8]:
- Powierzchnie nie mające kontaktu z żywnością: odpływy, podłogi, kałuże wody na podłodze, narzędzia do czyszczenia, obszary mycia, sprzęt ważący wbudowany w podłogę, węże, wklęsłe rolki do transportu, przenośniki, ramy sprzętu, wewnętrzny panel sprzętu, tace do gromadzenia kondensatu, wózki widłowe, wózki ręczne, wózki, koła wózków, kosze na śmieci, zamrażarki, kostkarki, żebra chłodzące kondesatorów, fartuchy, ściany, sufity, zimne miejsca gdzie skrapla się woda, takie jak mokra izolacja ścian lub wokół rur i urządzeń chłodniczych, gumowe uszczelki wokół drzwi, zwłaszcza w chłodziarkach, zawartość odkurzacze, klamki i krany.
- Powierzchnie mające kontakt z żywnością: taśmy przenośników, krajalnice, deski do krojenia, szatkownice, kosze, rozdrabniacze, blendery, obieraczki, zbieraczki, sprzęt do napełniania i pakowania, pojemniki, inne przybory, rękawice wielokrotnego użytku.
5. Czas pobierania próbek
Wykrywanie L. monocytogenes może być trudne, jeśli próbki są pobierane natychmiast lub wkrótce po czyszczeniu i dezynfekcji. Ze względu na uszkodzenia spowodowane przez środki chemiczne wykorzystywane do czyszczenia i dezynfekcji, komórki mogą nadal być żywe, ale niehodowalne, dlatego niełatwo je wykryć [8]. Ponadto komórki pozostające w miejscach schronienia mimo czyszczenia i dezynfekcji również mogą pozostać niewykryte, natomiast łatwiej pobrać ich próbki, po przemieszczeniu w czasie przetwarzania, ponieważ sprzęt wibruje i/lub ponieważ produkty spożywcze i płyny mają kontakt z miejscami schronienia [9].

W związku z tym, aby zwiększyć prawdopodobieństwo wykrycia trwałego szczepu, pobieranie próbek należy wykonywać podczas przetwarzania, przynajmniej po dwóch godzinach produkcji lub pod koniec produkcji tzn. przed czyszczeniem i dezynfekcją [4, 8-11]. Na liniach produkcyjnych, gdzie produkty spożywcze wytwarzane są z surowców, które nie są poddawane obróbce zmniejszającej poziom mikroorganizmów (na przykład surowe sery), L. monocytogenes w próbce powierzchni pobranej podczas przetwarzania może pochodzić z tych surowców, a także z miejsc, gdzie komórki L. monocytogenes komórek mogą przetrwać w środowisku przetwarzania żywności. W zakładach, gdzie przetwarzane są produkty pasteryzowane lub surowce nie ulegające często zanieczyszczeniu (na przykład sery pasteryzowane), L. monocytogenes w próbce powierzchni powinna zostać zbadana jako trwała Listeria.

Gdy środki spożywcze wprowadzane do pomieszczeń przetwarzania są surowe lub zostały poddane obróbce w celu zmniejszenia obciążenia mikrobiologicznego (poprzez pasteryzację, mikrofiltrację itp.)
, przedsiebiorstwa sektora spożywczego, w ramach swojego planu HACCP, powinny ustanowić dopuszczalną liczbę pozytywnych próbek, którą można ustalić różnie w celu wykrywania L. monocytogenes na powierzchniach mających i nie mających kontaktu z żywnością. Po przekroczeniu ustalonej liczby próbek pozytywnych należy wdrożyć działania naprawcze, zgodnie z planem HACCP podmiotu sektora żywności
. Oczywiście podczas przetwarzania surowej żywności, można przeprowadzić pobieranie próbek po czyszczeniu i dezynfekcji lub na początku produkcji, oprócz pobierania próbek podczas przetwarzania. Jednakże może to prowadzić do fałszywego poczucia bezpieczeństwa. I odwrotnie, wykrycie L. monocytogenes na powierzchniach mających kontakt z żywnością, po czyszczeniu i dezynfekcji, oznacza poważne niepowodzenie procedur czyszczenia i dezynfekcji.

O ile pobierania próbek nie przeprowadza się codziennie, to nie należy go wykonywać zawsze w te same dni tygodnia. Można pobrać próbki po serwisie sprzętu, naprawach sprzętu, budowie i zwiększonej produkcji, ponieważ mogą one zwiększyć ryzyko zanieczyszczenia przez L. monocytogenes.

6. Rozcieńczalniki do nawilżania sprzętu do pobierania wymazów czystościowych 

6.1 Rozcieńczalniki proste
W łatwo dostępnych miejscach, z których próbki pobierane są podczas lub po zakończeniu przetwarzania, do nawilżania wymazówek i innych urządzeń do pobierania próbek metodą pocierania należy stosować rozcieńczalniki proste, nie zawierające neutralizatora.
Zalecane rozcieńczalniki to: roztwór peptonu 1 g/l, solanka peptonowa lub roztwór Ringera o jednej czwartej mocy, rozprowadzane w probówkach lub butelkach i sterylizowane przez 15 minut w temperaturze 121°C.
Nie zaleca się stosowania buforów fosforanowych w przypadku komórek zestresowanych przez nieprzyjazne warunki pomieszczeń przetwarzania żywności (sól, kwas, czyszczenia i dezynfekcji produktów itp.), ponieważ mogą one mieć szkodliwy wpływ na ich hodowalność [12].

Podobnie zaleca się, aby nie używać rozcieńczalnika neutralizującego, gdy nie spodziewamy się obecności pozostałości środka dezynfekującego. Neutralizator stosowany do usunięcia pozostałości środka dezynfekującego może mieć niewielki szkodliwy wpływ na komórki bakterii i istnieje prawdopodobieństwo, że taki wpływ będzie większy, gdy komórki są zestresowane. Rzeczywiście wykazano, że neutralizatory zmniejszają wskaźnik izolacji Salmonelli z próbek terenowych [13].
Zamiast rozcieńczalnika nie należy stosować bulionu Frasera ani bulionu pół-Frasera, ponieważ mogą one sprzyjać rozwojowi L. monocytogenes w miejscu przetwarzania.

6.2 Rozcieńczalniki neutralizujące 

W każdym z obszarów, gdzie można spodziewać się pozostałości środków dezynfekujących lub gdy próbki pobierane są od razu po dezynfekcji, do nawilżania wymazówek i innych urządzeń do pobierania próbek metodą pocierania należy stosować rozcieńczalniki neutralizujące.
Gdy stosowany jest chlor lub związki uwalniające chlor, jako neutralizator należy wykorzystać tiosiarczan sodu. W przypadku innych substancji czynnych dostępnych jest kilka neutralizatorów (zob. EN 1276 [14], EN 1650 [15], EN 13697 [16] i EN 13704 [17]), ale żaden z nich nie jest odpowiedni dla wszystkich środków dezynfekujących (“uniwersalny”) [18]. Rozcieńczalnik neutralizujący, który można stosować w większości sytuacji opisano w Tabeli 1. Powinien on być rozprowadzany w probówkach lub butelkach i sterylizowany przez 15 minut w temperaturze 121°C.

Tabela 1: Rozcieńczalnik neutralizujący, który można stosować w większości sytuacji (adaptowano na podstawie ISO 18593 [6]) 

	Składnik
	Stężenie

	Monooleinian sorbitanu (Polisorbat 80)
	30 g/l

	Lecytyna
	3 g/l

	Tiosiarczan sodu
	5 g/l

	L-histydyna
	1 g/l

	Saponina
	30 g/l

	Pepton
	1 g/l

	Chlorek sodu
	8,5 g/l


7. Podłoża hodowlane
Zob. EN ISO 11290-1 Standard dla pożywek hodowlanych. 

8. Aparatura i szkło
Ogólne wymogi – zob. EN ISO 7218.

Wymogi konkretne dla L. monocytogenes – zob. EN ISO 11290-1 i poprawki.
Zwyczajowa aparatura laboratorium mikrobiologicznego oraz, w szczególności, następujące urządzenia.

8.1. Urządzenia do pobierania próbek metodą pocierania 

Wymazówka, jałowy patyczek posiadający końcówkę z waty lub materiału syntetycznego, zamknięty indywidualnie w jałowej probówce. Użyty materiał powinien być udokumentowany jako wolny od substancji hamujących.

UWAGA W przypadku niektórych rodzajów powierzchni, pozostałości waty mogą zanieczyścić wewnętrzne części tych powierzchni po pobraniu próbek.

Gąbka, tkanina lub włóknina lub gaziki, jałowe i indywidualnie zapakowane w jałowy plastikowy woreczek. Użyty materiał powinien być udokumentowany jako wolny od substancji hamujących.

8.2. Rękawice jednorazowe jałowe (opcjonalnie) 

8.3. Lodówka przenośna, z wkładami chłodzącymi, izolowana, mogąca utrzymywać próbki w temperaturze 1-8°C podczas transportu do laboratorium (zob. EN ISO 7218) 

8.4. Jałowy papier chłonny, mogący wchłaniać zastoiny wody (tj. kałuże wody na podłodze) 

8.5. Mieszalnik do mieszania płynów w probówkach 

8.6. Homogenizator perystaltyczny do przygotowania wstępnych zawiesin za pomocą ruchu perystaltycznego 

9. Obszar pobierania próbek 

Łączna powierzchnia pobierania próbek podczas akcji pobierania próbek powinna być jak największa, aby zwiększyć prawdopodobieństwo wykrycia L. monocytogenes. W związku z tym zaleca się pobieranie próbek z obszaru od 1 000 cm2 do 3,000 cm2 (tj. 0,1 m2 do 0,3 m2), gdy to możliwe [6, 10, 11] tj. kiedy obszary są otwarte i płaskie (przenośniki, półki, itp.). 
Wymazówkę należy stosować do pobierania próbek z trudno dostępnych małych obszarów (np. wnętrze rolek, obudowa silnika).

Gąbkę, tkaninę lub włókninę lub gazik stosuje się do pobierania próbek z dużych obszarów. W odróżnieniu od wymazówek można nimi pocierać powierzchnie bardziej energicznie i są bardzo chłonne. Nie zaleca się stosowania szablonów ani linijek z podziałką, mogą one przenieść zanieczyszczenia i/lub ich dezynfekcja może zakłócać badanie, jednakże należy znać przybliżone wymiary obszaru pobierania próbek. W tym celu należy pamiętać, że długość przedramienia, od czubka środkowego palca do łokcia (łokieć) wynosi około 45 cm. Podobnie, gdy palce są rozłożone, odległość między czubkiem kciuka a czubkiem małego palca (rozpiętość) wynosi około 20 cm.
Wielkość obszaru pobierania próbek powinny być spójna, tak, aby można było monitorować tendencje na przestrzeni czasu.

10. Przygotowanie urządzeń do pobierania próbek 

Sprzętu, który znajdował się w laboratorium mikrobiologicznym, nie należy zabierać do obszaru produkcji żywności ze względu na ryzyko wprowadzenia zanieczyszczeń.
Sprzęt do pobierania próbek powierzchni i odzież ochronną należy przechowywać i posługiwać się nimi oddzielnie od działalności laboratorium, zwłaszcza w pomieszczeniach laboratoryjnych, w których odbywa się analiza czynników chorobotwórczych.
Należy zapewnić, że żaden przedmiot wykorzystywany do pobierania próbek nie pozostanie w obszarze produkcji. W tym celu zaleca się przeliczenie tych przedmiotów przed i po pobraniu próbek.

10.1 Wymazówka 

Wymazówka może być sucha lub nawilżona. W przypadku gdy obszar pobierania próbek jest mokry, należy stosować suchą wymazówkę, a w przypadku gdy obszar pobierania próbek jest suchy, należy stosować wymazówkę nawilżoną. Jeśli pobieranie próbek musi zostać przeprowadzone w mokrym lub suchym miejscu, gdzie można spodziewać się pozostałości środków dezynfekcyjnych (co jest częste w trudno dostępnych miejscach), wymazówkę należy nawilżyć rozcieńczalnikiem neutralizującym (6.2).
Nawilżone wymazówki mogą zostać przygotowane w warunkach aseptycznych w laboratorium przed akcją pobierania próbek. Koncówka wymazówki powinna lekko dotykać powierzchni rozcieńczalnika (6.1 lub 6.2), tak, aby płyn nie ściekał z wymazówki [8]. Następnie należy z powrotem włożyć wymazówkę do probówki i szczelnie zamknąć w celu utrzymania sterylności i wilgotności.

10.2 Gąbka, tkanina lub włóknina, gazik 

Przed rozpoczęciem pobierania próbek można przygotować nawilżone urządzenia do pocierania w laboratorium przed akcją pobierania próbek z użyciem odpowiedniej i rejestrowanej ilości jałowego rozcieńczalnika (6.1 lub 6.2) tak, aby nie ciekły. Po nawilżeniu urządzenia do pocierania należy zamknąć torebkę w sposób, który zapewni sterylność i utrzyma wilgotność.
Jeśli nawilżanie urządzenia do pobierania próbek odbywa się w obszarze przetwarzania, rozcieńczalnika nie należy przechowywać w szklanej butelce.

11. Pobieranie próbek
11.1 Metoda z użyciem wymazówki 

Wyjąć wymazówkę z probówki i pocierać tak energicznie jak to możliwe bez jej zniszczenia oraz obracać wymazówkę wewnątrz elementu sprzętu lub po wszelkim innym trudno dostępnym obszarze pobierania próbek.
Włożyć wymazówkę do oryginalnej probówki; zamknąć ją tak, aby wymazówka była zabezpieczona przed zanieczyszczeniem, a jej końcówka pozostawała wciąż wilgotna podczas analizy.
Po pobraniu próbek obszar pobierania próbek należy przetrzeć gazikiem nasączonym alkoholem.

11.2 Metoda z użyciem gąbki/tkaniny/gazika 

W przypadku, gdy obszar pobierania próbek jest zbyt mokry (np. kałuże wody na podłodze), nadmiar płynu należy najpierw ostrożnie usunąć za pomocą jałowego papieru chłonnego.

Otworzyć plastikowy woreczek zawierający urządzenie do pocierania. Wyjąć sterylnie urządzenie do pocierania dłonią w jałowej rękawicy. Alternatywnie, urządzenie do pocierania można chwycić przez plastikowy woreczek, naciągając przewrócony na lewą stronę woreczek na rękę, jak pokazano na Rysunku 1.
Pocierać energicznie zygzakowatym ruchem całą wybraną powierzchnię w dwóch prostopadłych kierunkach, zmieniając powierzchnię urządzenia do pocierania. Włożyć urządzenie do pocierania z powrotem do plastikowego woreczka i zamknąć go tak, aby było zabezpieczone przed zanieczyszczeniem i nadal pozostawało wilgotne podczas analizy.

Rysunek 1: Urządzenie do pocierania uchwycone przez plastikowy woreczek 

[image: image1.emf]
Po pobraniu próbek obszar pobierania próbek należy przetrzeć gazikiem nasączonym alkoholem.

12. Transport próbek, przechowywanie i rozpoczęcie analizy 

Transport próbek w lodówce przenośnej (8.3) w temperaturze 1-8°C.
W razie potrzeby należy przechowywać próbki w laboratorium w temperaturze 3°C±2°C. Próbki należy zbadać jak najszybciej, najlepiej nie później niż 24 godziny po otrzymaniu przez laboratorium i w każdym razie nie później niż 36 godzin po pobraniu próbek, zgodnie z normą EN ISO 7218 (punkt 8.3, akapit 3 przez końcem i kolejny akapit dotyczący produktów łatwo psujących się). Okres przed przystąpieniem do analizy należy zarejestrować i wpisać do raportu z analizy.

13. Analiza próbek 

13.1 Metoda z użyciem wymazówki 

Dodać wystarczającą ilość i co najmniej 9 ml bulionu pół-Frasera (zob. EN ISO 11290-1) do probówki zawierającej wymazówkę, tak aby końcówka była całkowicie zanurzona w bulionie.
Dokładnie wymieszać zawartość probówek zawierających wymazówki za pomocą mieszalnika (8.5) przez 30 s.
Następnie przeprowadzić wykrywanie L. monocytogenes zgodnie z metodą normy EN ISO 11290-1 lub potwierdzoną metodą alternatywną.

13.2 Metoda z użyciem gąbki/tkaniny/gazika 

Dodać bulion pół-Frasera, w ilości 9-krotnej wagi nawilżonego urządzenia do pocierania, przygotowanego jak w punkcie 10.2 (zob. EN ISO 11290-1) do plastikowego woreczka zawierającego urządzenie do pocierania, które musi być całkowicie zanurzone w bulionie. 
Poddać zawartość woreczków obróbce w homogenizatorze perystaltycznym (8.6) przez 1 min.
Następnie przeprowadzić wykrywanie L. monocytogenes zgodnie z metodą normy EN ISO 11290-1 lub potwierdzoną metodą alternatywną.

14. Określenie wyników 

Wyniki powinny być zgłaszane jako: obecność lub braku L. monocytogenes w miejscu pobierania próbek. Należy wskazać wielkość obszaru pobierania próbek, jeśli jest ona znana.

Results should be reported as: presence or absence of L. monocytogenes at the sampling location. Indicate, if known, the size of the sampled area. 
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� Zgodnie z wymogami Rozporządzenia WE 2073/2005, niniejszy dokument poświęcony jest wyłącznie wykrywaniu L. monocytogenes. Tymczasem warto wiedzieć, że jak proponuje Kodeks Żywnościowy [3], “skuteczne programy monitorowania mogą również obejmować badanie w kierunku Listeria spp.; jej obecność to dobry wskaźnik warunków sprzyjających potencjalnej obecności Listeria monocytogenes”.


� Produkty spożywcze i składniki należy przeanalizować zgodnie z planem HACCP. 


� Dopuszczalna liczba pozytywnych próbek może wynosić zero, jeśli produkty spożywcze wprowadzane do pomieszczeń przetwarzania zostały poddane obróbce w celu zmniejszenia obciążenia mikrobiologicznego. 





