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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy sg wyma-
gania ogdlne, fizycznochemiczne, chemiczne, mikrobio-
logiczne 1 eksploatacyjne dotyczace leczniczych past
borowinowy‘ch.

1.2. Zakres stosowania normy. Postanowienia normy
obowiazuja w produkcji, obrocie oraz przy wykorzysta-
niu past borowinowych do zabiegdéw leczniczych.

2. NAZWY I OKRESLENIA

2.1. pasta borowinowa lecznicza — produkt otrzymy-
wany przez zmieszanie mechaniczne rozdrobnionego
naturalnie wilgotnego surowca (borowiny) woda zdatng
do picia 1 na potrzeby gospodarcze.

Ilos¢ dodanej wody uzalezniona jest od naturalnej
zdolnosci chlonigcia wody przez dang borowine.

2.2. borowina — surowiec naturalny wg BN-74/
9560-04.

2.3. chionno$é wodna borowiny — ilo$¢ ml wody jaka
pochlania borowina w przeliczeniu na 1 g suchej masy.

2.4. borowina naturalnie wilgotna — surowiec o za-
wartosci wody charakterystycznej dla naturalnych wa-
runkéw zlozowych nie poddawany odwodnieniu lub su-
szeniu.

3. WYMAGANIA

3.1. Wymagania ogélne. Pasta borowinowa powinna
stanowi¢ jednolita mase barwy brunatnoczarnej lub
czarnej z polyskiem, bez ziarnisto$ci, o konsystencji
gestej papki. Na powierzchni masy nie moze sie oddzie-
la¢ warstwa wody, a preparat powinien umozliwiaé jego
rozprowadzenie na powierzchni skéry gladka cienka
warstwg.

3.2. Wymagania fizyczne, chemiczne i mikrobiologicz-
ne. Szczegdélowe wymagania fizyczne i chemiczne s3
uzaleznione od typu zloza torfowego, z ktdrego po-
chodzi surowiec przeznaczony do produkcji. Norma
przedmiotowa dla kazdego produktu powinna okre$laé
nast¢pujace wymagania: .

a) warto$¢ odczynu (pH) wyciagu wodnego z pasty,

b) zawartos¢ wody, %(m/m),

c) zawarto$¢ substancji nieorganicznych w przelicze-
niu na suchg masg, %(m/m),

d) zawartos$¢ substancjt organicznych w przeliczeniu
na sucha mas¢, %(m/m),

¢) objetos¢ sedymentacyjna w ml na | g suchej masy
borowinowej.

Wspdlne wymagania dotyczgce past borowinowych
7z r6znych typ(’)w‘zl(')z — wg tabl. 1.

\

Tablica 1

Rodzaj normalizowanego parametru Wymagania

Zawarto$¢ ziaren stanowigcych maseg stalg pasty
o $rednicy powyzcej 0,5 mm, nie wigeej niz, %
Miano coli

Miano Clostridium perfringens

VWV
P——

3.3. Trwalo$¢. Okres przydatnosci pasty borowino-
wej do zabiegow leczniczych, pakowanej 1 przechowy-
wanej wg rozdz. 4 wynosi 12 miesigcy.

4. PAKOWANIE, PRZECHOWYWANIE
I TRANSPORT

4.1, Pakowanie

4.1.1. Opakowanie jednostkowe. Past¢ borowinowa
nalezy pakowac do naczyn ze szkia lub tworzyw sztucz-
nych po 1 kg, szczelnie zamknigtych, zapewniajacych
zachowanie wymaganej wilgotnosci.

Dopuszcza si¢ inny rodzaj oraz inng pojemno$¢ opa-
kowania - pod warunkiem, ze zabezpieczona zostanie
wymagana jakos$¢ produktu.

Na kazdym opakowaniu nalezy umie$cic etykietg za-
wierajaca co najmniej nastgpujgce dane:

a) nazwe lub znak producenta,

b) oznaczenie wedlug normy przedmiotowej,

¢) nazwe zloza torfu leczniczego (borowiny), z kto-
rego pochodzi surowiec do produkcji pasty i ogolng
charakterystyke wlasciwosct fizycznych 1 chemicznych,

d) datg¢ produkcji,

€) mas¢ netto,

f) okres przydatnosci do uzycia,-

g) warunki przechowywania, m.in.. temperaturg,

Zgtoszona przez Instytut Medycyny Uzdrowiskowej
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h) sposéb uzycia,

i) wskazania lecznicze.

4.1.2. Opakowania zbiorcze. Opakowania jednostko-
we nalezy pakowaé¢ w kartony lub pudia wg PN-73/
0-79402 stanowiace opakowania transportowe.

4.2. Przechowywanie. Paste borowinowa lecznicza
nalezy przechowywac¢ w opakowaniach wg 4.1, w tem-
peraturze 4 + 20°C. '

4.3. Transport. Transport powinien si¢ odbywaé
w warunkach zabezpieczajacych produkt przed za-
marzaniem i1 nadmiernym ogrzaniem.

5. BADANIA

5.1. Rodzaje badan

a) badania cech zewn@trznych (3.1),

b) oznaczenie uziarnienia masy (3.2 tabl. 1),

¢) badania wilasciwosci fizycznych i chemicznych
(3.22) + ¢)),

d) badania mikrobiologiczne pasty (3.2 tabl. 1).

5.2. Wielko$¢ partii produktu. Za jedna partie pro-

duktu nalezy przyja¢ najwyzej 1000 opakowan jed-
nostkowych.

5.3. Pobieranie prébek do badan. Z kazdej partii

pasty, w zaleznosci od liczby wyprodukowanych opa-

kowan, nalezy pobra¢ w sposéb losowy liczbg opako-
wan wg tabl. 2.

Tablica 2

Liczba cpakowan, ktore nalezy

Liczba opakowan w partii wybmé o badaf

do 250 5
251 + 1000 10

Prébke do badan stanowi cale, nie otwarte uprzed-
nio, oryginalne opakowanie pasty. Zawarto$¢ kazdego
losowo wybranego opakowania nalezy dobrze wymie-
sza¢ i1 pobra¢ z niego $rednig prébke laboratoryjng
o masie co najmniej 300 g. Dopuszcza si¢ pobieranie
probek u producenta w trakcie pakowania. W tym
przypadku nalezy w réwnomiernych odstgpach czasu
pobraé¢ 5 probek, kazdg o masie co najmniej 200 g.
Pobrane prébki nalezy wymieszaé i z tak otrzymanej
probki ogb6lnej pobraé $rednig probke laboratoryjng
0 masie co najmniej 400 g.

Sredniq probke laboratoryjna nalezy podzieli¢ na
dwie réwne czgsci, z ktorych jedna nalezy przeznaczyd
do badan, a druga umiesci¢ w szczelnym naczyniu
i przechowywa¢ do analizy rozjemczej przez 12 miesigcy
od daty wysytki.

5.4. Opis badan

5.4.1. Badanie cech zewnetrznych. Badania te nalezy
przeprowadzi¢ sprawdzajac postac, barwe 1 konsysten-
cj¢ pasty przy normalnym o$wietleniu dziennym. Za-
pach pasty nalezy okresli¢ natychmiast po otwarciu
opakowania i wymieszaniu jego zawartoS$ci.

5.4.2. Badanie uziarnienia. 10 g pasty borowinowe;j
wymiesza¢ mieszadlem mechanicznym z 200 ml wody
w zlewce pojemnos$ci 300 ml. Po mieszaniu 10 < 15 min
zawarto$¢ zlewki przelaé przez sito o boku oczek kwa-

dratowych 0,5 mm, a pozostato$¢ na sicie przemy¢
okoto 800 ml wody. Pozostalo$¢ na sicie zebraé do
uprzednio zwazonego szkietka wagowego, wysuszy¢
i zwazyé. Zwazona masa pomnozona przez 10 stanowi
procentowa zawarto$¢ ziaren o $rednicy powyzej 0,5 mm
w analizowanej pascie borowinowe).

5.4.3. Oznaczanie odczynu wyciagu wedpego z pasty.
Odwazy¢ 20,0 g pasty borowinowej do zlewki pojem-
nosci 200 ml, dodaé¢ 40 ml wody destylowanej, wymie-
sza¢ przez 10 min za pomocg mieszadta magnetycznego,
a nastgpnie odsgczy¢ przez . lejek Buchne;a ‘stosujac
saczek z bibuly do saczenia. Zmierzy¢ na pehametrze
pH przesaczu.

5.4.4. Oznaczanie zawartosci wody

5.4.4.1. Aparatura — wg rysunku.

O]

PN-90/9367-0

5.4.4.2. Odczynniki. Ksylo! lub toluen cz., wykldcane
z woda w celu nasycenia.

5.4.4.3. Wykonanie oznaczania. Odwazy¢ 10,0 g pasty
borowinowej na wadze technicznej, umieszczajac prob-
k¢ na szkietku zegarkowym wylozonym sgczkiem z bi-
buty do saczenia. Po odwazeniu zwingé saczek i wrzucié
probke do kolby zestawu do oznaczania zawartosci
wody. Wilgotne szkietko osuszyé dodatkowym sacz-
kiem 1 dolgczy¢ do probki w kolbie.

Nastepnie wla¢ do kolby 100 ml ksylonu lub toluenu
wg 5.4.4.2, polaczy¢ kolb¢ z odbieralnikiem mierni-
czym, na ktdry natozona jest chtodnica zwrotna. Wia-
czy¢ obieg wody w chtodnicy, ogrza¢ zawarto$¢ kolby
do wrzenia cieczy i nastepnie utrzymywacé ciecz w stanie
tagodnego wrzenia przez 30 min. Nastgpnie zwigkszy¢
ptomien palnika i nadal ogrzewaé zawartos¢ kolby
przez 15 min. Krétko, przed zakonczeniem ogrzewania
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zamkna¢ doptyw wody do chlodnicy tak, aby para ksy-
lenu obmyla dobrze resztki wody skroplonej w prze-
wodach, nastgpnie odstawi¢ palnik i po ochlodzeniu
aparatu do temperatury pokojowej odczyta¢ poziom
wody w milimetrach na podzialce biurety.

Zawarto§¢ wody w badanej prébce odpowiada na
skali biurety zawartosci wody w preparacie borowino-
wym w procentach wagowych.

5.4.4.4. Wyniki. Za wynik nalezy przyja¢ Srednig
arytmetyczng wynikOw co najmniej dwoch oznaczan
roznigcych si¢ migdzy soba najwyzej o 1%.

5.4.5. Oznaczanie zawartoSci substancji nieorganicz-
nych

5.4.5.1. Wykonanie ozmaczania. Odwazy¢ na wadze
analitycznej okoto 10 g pasty borowinowej w parownicy
platynowej uprzednio wyprazonej do stalej masy i su-
szy¢ w suszarce przez okoto 1,5 h w temperaturze 105°C.
Nastgpnic parownice przenies¢ do pieca elektrycznego
1 ostroznie prazy¢ jej zawarto$¢. Po zwegleniu prébki
ostudzi¢ parownicg, dodaé kilka ml wody i szklang
pateczka dokladnie rozgnies¢ wszystkie grudki. Optu-
kaé¢ paleczke¢ niewielka iloScia wody do parownicy,
parownicg¢ nalezy umiesci¢ na tazni wodnej i odparo-
wacé zawarto$¢ do sucha.

- Nastepnie przenie§¢ parownic¢ ponownie do pieca
elektrycznego 1 prazyé przez 2 h w temperaturze okoto
‘800°C. Parownicg ostudzi¢ w cksykatorze i zwazy¢ na
wadze analitycznej. Operacj¢ prazenia powtérzy¢ do
uzyskania stalej masy.

Zawarto$¢ substancji nieorganicznych (x;) w prze-
liczeniu na sucha substancj¢ obliczy¢é w procentach
wg wzoru

10000 - m I
T T (100 - w) (D
w ktorym:
m; — masa probki po prazeniu, g,
m — masa probki naturalnie wilgotnej, g,
w — zawarto$¢ wody w prébce wg 5.4.4.3, %.

5.4.5.2. Wyniki. Za wynik nalezy przyja¢ $rednig
arytmetyczng wynikow co najmniej dwdch oznaczan
roéznigcych sie najwyzej o 0,5%.

5.4.6. Oznaczanie zawartosci substancji organicznych.
Zawartos$¢ substancji organicznych w pascie borowino-
wej (x2) oblicza si¢ w procentach wg wzoru

x2 = 100 - x, i (2)

w ktérym x; — zawarto$¢ substancji nieorganicznych
obliczona wg 5.4.5.1, %.

5.4.7. Oznaczanie objetosci sedymentacyjnej

5.4.7.1. Wykonanie oznaczania. Odwazy¢ na wadze
technicznej 10,0 g pasty, przenies¢ do zlewki pojem-
nosci 200 cm®, doda¢ 50 + 60 ml wody podgrzanej
do temperatury 40°C i miesza¢ mieszadtem mechanicz-
nym przez 20 min. Nast¢pnie przenies¢ iloSciowo za-
warto$¢ zlewki do c¢ylindra pomiarowego pojemnosci
100 ml z doszlifowanym korkiem i po podigczeniu go
do pompy prézniowej odpowietrzy¢ mieszaning do cza-
su, gdy przestang wydziela¢ sie¢ z niej pecherzyki po-

wietrza (1 < 1,5 h). Nastgpnie zamkna¢ cylinder doszli-
fowanym korkiem i odstawi¢ na 14 dni. Po tym czasie
odczytaé na podzialce cylindra objgtos¢ w ml jaka zaj-
muje osad pod wodg.

W przypadku niewystgpowania po 14 dniach wy-
raznie widocznej granicy faz (osad — woda), odczyt
nalezy wykona¢ po kilku nastgpnych dniach.

Objetos¢ sedymentacyjng (X3) w ml w przeliczeniu na
1 g suchej substancji nalezy obliczy¢ wg wzoru

10 - a
= — 3
4 100 - w (3)
w ktorym:
a — objetos¢ osadu odczytana na podziatce cylin-
dra, ml,

w — zawarto$é wody w probce wg 5.4.4.3, %.

5.4.7.2. Wyniki. Za wynik nalezy przyja¢ $rednia
arytmetyczng wynikdw co najmniej dwdch oznaczan
réznigeych sig najwyze) o 1 ml.

5.4.8. Oznaczanie miana Clostridium perfringens

5.4.8.1. Zasada oznaczania. Oznaczanie miana prze-
prowadza si¢ na podtozu zelazowosiarczynowym (pod-
toze Wilson-Blaira). Wykorzystuje si¢ zdolnos¢ Clostri-
dium perfringens do redukowania siarczynu sodu do
siarczku w obecnosci glukozy. Siarczek sodowy reaguje
z jonami zelaza (II), tworzac. wokot kolonii bakteryjne;
czarne zabarwienie siarczku zelazowego.

Badania potwierdzajace przeprowadza si¢ na podtozu
Wrzoska 1 mleku z lakmusem, a identyfikacje — za
pomocg testow biochemicznych.

5.4.8.2. Odczynmniki

a) Glukoza cz.,

b) Chlorek zelazowy FeCls, cz.d.a., roztwdr
8%(m/m),

¢) Wodorotlenek sodowy, cz.d.a., roztwor
10%(m/m),

d) Siarczyn sodowy, cz.d.a., roztwor 20%(m/m),

e) Agar cz.

f) Perton cz.

g) Alkohol etylowy 96%(v/v),

h) Fenol cz., roztwér wodny 1%(m/m).

i) Alkoholowy roztwor lakmusu: 80 g lakmusu roze-
trze¢ w mozdzierzu, przenie$¢ do zlewki pojemnosci
500 ml, doda¢ 150 ml alkoholu etylowego 40%(v/v)
i ogrzewaé¢ 10 min. Zla¢ roztwér znad osadu do cylin-
dra pomiarowego pojemnosci 500 ml, a do pozostalego
lakmusu doda¢ ponownie 150 ml alkoholu etylowego
40%(v/v) i gotowaé¢ | min. Ponownie zla¢ ptyn znad
osadu do cylindra. Roztwér w cylindrze uzupenic¢ alko-
holem 40%(v/v) do objetosci 300 ml i dodajgc kroplami
kwas solny ¢(HCI) = | mol doprowadzi¢ do purpuro-
wego zabarwienia si¢ roztworu w cylindrze.

j) Fenolowy roztwér fioletu krystalicznego: zmiesza¢
10 ml nasyconego alkoholowego roztworu fioletu
krystalicznego i 100 ml roztworu fenolu 1%(m/m).

k) Pltyn Lugola: odwazy¢ w szkietku wagowym 1,0 g
jodu sublimowanego cz.d.a., doda¢ 2,0 g jodku pota-
sowego cz.d.a. i 5 ml wody destylowanej. Po catko-
witym rozpuszczeniu jodu przenie$¢ ilo$ciowo roztwor
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do cylindra pomiarowego, poplukujgc zawarto$é szkiet-
ka woda destylowana. Uzupeini¢ roztwér wodg desty-
lowang do obj¢tosci 300 ml.

1) Rozcieficzony fenolowy roztwér fuksyny zasado-
wej: 10 ml nasyconego alkoholowego roztworu fuksyny
zasadowej zmiesza¢ ze 100 m! roztworu fenolu
5%(m/m). Do barwienia stosowaé roztwdr rozcienczo-
ny fenolem 5%(m/m). :

m) Plyn Ringera do rozcienczen: 9,00 g chlorku so-
dowego cz.d.a. + 0,42 g chlorku potasowego cz.d.a.
+ 0,48 g chlorku wapniowego cz.d.a. + 0,20 g wodoro-
weglanu sodowego cz.d.a. — rozpusci¢ w wodzie desty-
lowanej i uzupeini¢ do objgtosci 1000 ml. Sterylizowaé
w temperaturze 121°C w ciggu 20 min. Do badan
uzywaé plynu Ringera czterokrotnie rozcienczonego.

5.4.8.3. Podioza i roztwory

a) Agar zwykty: w 100 ml wyciagu miesnego roz-
-pusci¢ 10 g peptonu, 20 g agaru i 5 g chlorku sodo-
wego, a nastgpnie doprowadzi¢ pH do wartosci
7,8 + 8,0. Roztwér gotowaé kilkanascie minut, prze-
saczy¢ przez wate i rozla¢ do butelek lub prébowek.
Sterylizowaé w 121°C przez 20 min.

b) Podloze Wilson-Blaira: agar zwykly (1000 ml)
z dodatkiem 10 g glukozy wysterylizowanej w tempe-
raturze 117°C w ciagu 20 min. Oddzielnie wysterylizo-
wa¢ w tych samych warunkach roztwory: roztwor
chlorku zelazowego 8%(m/m), roztwér wodorotlenku
sodowego 10%(m/m), roztwor siarczynu sodowego
20%(m/m). Po ostudzeniu zmieszaé 1000 ml agaru cu-
krowego z 10 ml roztworu FeCls, 6 ml roztworu NaOH
1 100 ml roztworu Na,SOs. Podloze przygotowaé bez-
poSrednio przed wykonaniem posiewu.

c) Podloze Wrzoska: czgs¢ watroby wolowej pokroié
w kostki o bokach 6 X 10 cm, zalaé¢ woda wodociggowa
i gotowaé¢ w ciggu 30 min, nastgpnie przesaczyé przez
ptétno 1 rozlaé¢ do butelek. Sterylizowaé w temperaturze
121°C przez 30 min (I). Pozostalg cze$¢ watroby po-
kroi¢ w kostki o bokach 0,5 cm, zalaé roztworem
NaCl 0,9%(m/m) i wysterylizowa¢ w tych samych wa-
runkach (II). Wyciag watroby jak i watrobe w kostkach
mozna przechowywaé w chtodni w ciggu kilku tygodni.

Bezposrednio przed sporzgdzeniem podtoza Wrzoska
kostki watroby (II) optuka¢ na sicie pod biezacg woda,
umiesci¢ w proboéwkach 1 wysterylizowaé w temperatu-
rze 121°C w ciggu 20 min. W 1000 ml wyciggu watro-
bowego (I) rozpusci¢ 10 g peptonu 15 g chlorku sodo-
wego, doprowadzi¢ - pH do wartosci 8,2 i zagotowad.

Nastepnie przesaczyé przez bibule, dodaé¢ 10 g glukozy.

i rozlewa¢ do butelek z uprzednio wysterylizowanymi
kostkami watroby (II). Ponownie sterylizowaé¢ w tem-
peraturze 117°C w ciaggu 20 min. Przed uzyciem podio-
ze gotowac na lazni wodnej lub w biezacej parze w cia-
gu 10 min, a nastgpnie pokryé jalowa parafing.

d) Mleko z lakmusem: 1000 ml mleka krowiego od-
ttuszczonego zmieszaé z 5 ml roztworu lakmusu wg
5.4.8.2 i rozla¢ do probéwek, napetniajac je do okoto
¥s wysokosci. Sterylizowaé w temperaturze 117°C w cia-
gu 10 min. Po sterylizacji zala¢ jalowa parafing.

e) Podloze do badania fermentacji cukréw i alkoholi
przez beztlenowce: 100 ml 10% wody peptonowej zmie-

sza¢ z 900 ml wody destylowanej 1 doprowadzi¢ pH
do warto$ci 7.5. Nastepnie doda¢ 10 g cukru (glukoza,
sacharoza lub mannitol) i 5 ml roztworu lakmusu. Roz-
la¢ do probowek po okoto 10 ml i sterylizowaé w tem-
peraturze 117°C przez 20 min. Po sterylizacji pokryé
powierzchnie pozywek jalowa parafing.

5.4.8.4. Wykonanie oznaczania. Prébki pasty o masie
10,0 g odwazone w jatowym szkietku wagowym prze-
nie§¢ za pomoca 100 ml rozcieficzonego roztworu
Ringera 5.4.8.2 do jalowej kolby stozkowej, zawieraja-
cej kilkanascie peretek szklanych. Wytrzgsa¢ przez
15 min. Nast¢pnie przygotowac 10-krotne rozcienczenie
préoby (w zaleznosci od przewidywanego stopnia ska-
zenia) na ogot do 107%, uzywajac tego samego plynu
Ringera. Przygotowane w ten sposdb rozcienczone roz-
twory (10; 107"; 1073 10™%) ogrzewa¢ w lazni wodnej
o temperaturze 80°C przez 10 min, w celu zniszczenia
form wegetatywnych mikroorganizméw glebowych.

a) Badania podstawowe na podlozu Wilson-Blaira.
Wysia¢ po | ml z kazdego rozcieficzenia ogrzanej za-
wiesiny na przygotowane uprzednio ptytki Petriego.
Wykonaé dwie réwnolegte proby z kazdego rozciericze-
nia. Nast¢pnie zala¢ je podlozem Wilson-Blaira wg
5.4.8.3b) ostudzonym do 50°C 1 dokladnie wymieszac.
Po skrzepnigciu podtoza zala¢ cata powierzchnie plytek
3 mm warstwg agaru zwyklego. w celu stworzenia
warunkow beztlenowych. Posiewy inkubowaé w tempe-
raturze 37°C w ciggu 24 h.

Za wynik dodatni badania podstawowego przyjac
obecnos¢ czarnych kolonii o $rednicy nie mniejszej niz
3+ 5 mm.

b) Badania potwierdzajace na podtozu Wrzoska i mle-
ku z lakmusem. Z glebi agaru wybraé czarne kolonie,
dzieli¢ eza kazda z nich na polowe, wysiaé potowki
na podtoze Wrzoska i na mleko z lakmusem. Posiewy
na podtozu Wrzoska inkubowa¢ w temperaturze 37°C
przez 24 h. Za wynik dodatni przyja¢ zmgtnienie po-
zywki. W celu ostatecznego potwierdzenia proby na
podiozu Wrzoska nalezy zrobié preparaty mikroskopo-
we z hodowli i zabarwi¢ je metoda Grama. Obecno$¢
krétkich laseczek Gram-dodatnich w ksztalcie ,serdel-
ka“ o scietych brzegach $wiadczy o obecno$ci Clostri-
dium perfringens.

Posiewy na mleku z lakmusem inkubowaé w tem-
peraturze 37°C odczytujac wyniki po 24, 48 1 72 h.

Za wynik dodatni przyjac $cigcie mleka i wytworze-
nie kwasu zwigzane ze zmiang barwy pozywki.

¢) Badania uzupehiajace. Z podtoza Wrzoska mozna
przeszczepi¢ kolonie na podioze cukrowe z glukozg,
sacharoza 1 mannitolem. Za wynik dodatni (obecno$¢
Clostridium perfringens) przyjac¢ rozklad glukozy i sa-
charozy (zmiana barwy pozywki) oraz brak rozkladu
mannitolu.

5.4.8.5. Obliczenie i podawanie wynikéw. Wyniki na-
lezy poda¢ w postaci miana Clostridium perfringens,
to jest liczby wyrazajacej najmniejszg ilo$¢ pasty, w kto-
rej stwierdzono obecno$¢ tych bakterii. Przy podawaniu
wynikow nalezy uwzgledni¢ ilo$¢ graméw pasty w objg-
to$ct badanej zawiesiny.
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5.4.9. Oznaczanie miana coli

5.4.9.1. Zasada oznaczania. Jednym z podstawowych
wskaznikOw zanieczyszczenia pasty borowinowej sa
- bakterie grupy coli. Badania w celu oznaczania bakterii
grupy coli wykonuje sie metoda fermentacyjna, stosujac
podioze Kesslera z laktoza zawierajace substancje ha-
mujace na tym podlozu wzrost bakterii tworzgcych
spory (z61¢, fiolet gencjany).

5.4.9.2. Odczynniki

a) Azotan potasowy cz.d.a.

b) Chlorek sodowy cz.d.a.

¢) Weglan sodowy bezwodny cz.d.a.

d) Siarczyn sodowy cz.d.a.

¢) Alkohol etylowy 96%(v/v).

f) Kwas solny stezony cz.d.a.

g) Pepton cz.

h) Laktoza cz.

1) Agar cz.

J) Tryptofan cz.

k) Para-dwumetyloaminobenzaldehyd cz.

) Alkoholowowodny (1:1) roztw6r fuksyny zasa-
dowej 3%(m/m) (przechowywaé w chlodnym miejscu).
1) Zielen brylantowa — roztwér 0,1%(m/m).

m) Fiolet gencjany — roztwor 4%(m/m).

n) Wskaznik Andrade: 0,2 g fuksyny kwasnej roz-
pusci¢ w 100 ml wody destylowanej i doprowadzi¢ pH
do-wartosci 7,0 + 7,2 przy pomocy roztworu wodoro-
tlenku sodowego o ¢(NaOH) = 1 mol/L

o) Plyn Ringera do rozcieficzen 5.4.8.2m).

5.4.9.3. Pozywki i podloza

a) Podloze Kesslera-Swenartona — stgzenie normal-
ne: 50 ml z6lci wotowej i 10 g peptonu rozpuscic
w wodzie (okoto 500 ml), gotowaé przez 1 h, a nastgp-
nie uzupeli¢ do objgtosci 1 1. Doprowadzi¢ pH roz-
tworu do wartosci 7,2, przesaczy¢ przez watg, dodac
2,5 g laktozy oraz | ml fioletu (wg 5.4.9.2m) i rozla¢
do proboéwek z rurkami Durhama, Sterylizowaé w tem-
peraturze 121°C w ciagu 5 min. Nalewaé¢ 10 ml pod-
‘toza podwdjnie stgzonego do butelek pojemnosci 50 ml
oraz 10 ml podtoza o stgzeniu normainym do probéwek
o wymiarach 16 X 160 mm.

b) Agar Endo: 1000 ml wyciggu migsnego rozcien-
czy¢ 2000 ml wody destylowanej. Do tego roztworu do-
da¢ 20 g peptonu, 10 g chlorku sodowego i 60 g agaru.
Mieszaning gotowa¢ do rozpuszczenia sie agaru i do-
prowadzi¢ pH roztworu do wartosci 7,4. W razie po-
trzeby roztwér przesaczy¢. Nastepnie dodaé jeszcze 30 g
laktozy, wymiesza¢ i rozla¢ po 150 ml do butelek po-
jemnosci 200 ml. Sterylizowaé¢ w 115°C przez 20 min,

c) Bulion laktozowy z zielenig brylantowa: 10 g pe-
ptonu 1 i 10 g laktozy rozpusci¢ w 500 ml wody. Nastep-

nie doda¢ 200 ml 10% roztworu wodnego $wiezej z6kci -

wotowe], dopetni¢ woda do okoto 975 ml. Doprowadzi¢
pH roztworu do warto$ci 7,4, dodaé¢ 13,3 ml 0,1% zie-
-leni brylantowej i uzupetié¢ objeto$é roztworu woda
do 1000 ml. Roztwor przesgczyé przez watg, rozlaé
po 5 ml do probéwek o wymiarach 9 X 100 mm z rur-
kami Durhama. Sterylizowaé¢ w 115°C w ciggu 20 min.
Po sterylizacji pH bulionu powinno wynosi¢ 7,1 + 7 4.

d) Podtoze z laktozg i wskaznikiem Andrade do ba-
dan potwierdzajgcych: w 800 ml wody destylowane)
rozpusci¢ 10 g peptonu, 5 g chlorku sodowego, 0,1 g
azotanu potasowego, 0,074 g weglanu sodowego bez-
wodnego oraz 5 g laktozy. Roztwér zagotowad, jezeli
jest metny przesaczyé. Po ostudzeniu doprowadzié¢ pH
do wartosci 7,3. Nast¢pnie dodaé 10 ml wskaznika
Andrade i rozla¢ po 2 ml do matych prébéwek bakterio-
logicznych z rurkami Durhama. Wyjatowi¢ w 117°C
w ciggu 15 min.

5.4.9.4. Wykonanie . oznaczania miana coli. W jalo-
wym szkietku wagowym odwazyé 10 g pasty, nastgpnie
przenie$¢ ja do jalowe] kolby stozkowej, .zawierajacej
kilkanascie szklanych peretek, za pomocg 100 ml ptynu
Ringera czterokrotnie rozcieniczonego. Roztwor wytrza-
sa¢ przez 15 min, a nastgpnic przygotowal serig¢ 10z-
cienczen’ dziesigciokrotnych (w zaleznosci od przewidy-
wanego stopnia skazenia) do stezenia 107, uzywajac
do tego celu rozcienczonego roztworu Ringera.

a) Badania wstepne. 10 ml zawiesiny (1 g préby) po-
sia¢ do butelek pojemnosci 50 ml, zawierajacej 10 ml
podloza podwoéjnie stezonego oraz | ml zawiesiny
(0,1 g proby) posia¢ do probki z podlozem o stgzeniu
normalnym. Réwnolegle do kolejnych prébek posiaé.
po 1 ml przygotowanych uprzednio rozcieficzen zawie-
siny w granicach stezen od 107! do 1079, zawierajacych
odpowiednio 0,01; 0,001; 0,0001; 0,00001; 0,600001 g
proby. Posiewy wykonywacé zawsze w dwoch réwno-
leglych seriach. Po wykonaniu posiewu zawartosé bu-
telek oraz probek lekko wstrzgsna¢ i inkubowac w ter-
mostacie w temperaturze 37°C. Wyniki odczytywaé po
24 i 48 h. Jako wynik dodatni badania wstepnego
przyjaé obecno$¢ gazu w rurce Durhama na podlozu
Kesslera po inkubacji przez 24 h oraz zmetnienie pod-
loza. W przypadku wyniku ujemnego lub watpliwego
inkubacj¢ przedtuzy¢ do 48 h.

b) Badanie potwierdzajace. Badanie potwierdzajace
obecno$é bakterii grupy coli polega na przesianiu 24-
lub 48-godzinnych dodatnich hodowli na podloza po-
twierdzajace: agar Endo 5.4.9.3b) lub ptynne podloze
z zielenig brylantowg (5.4.9.3c). Badania te nalezy prze-
prowadzi¢ z dwoch ostatnich rozcienczen. Zaszczepione
plytki z agarem Endo lub prébowki z zielenig brylan-
towg inkubowaé w temperaturze 37°C w ciggu 24 h,
po czym odczyta¢ wyniki. Bakterie grupy coli na podto-
zu Endo rosng w postaci czerwonych kolonii czgsto
z ciemniejszym $rodkiem, zawsze z metalicznym, fuksy-
nowym potyskiem. Obecno$¢ na agarze Endo typowych
kolonii z grupy coli uznaé jako wynik dodatni. Wyniki
watpliwe na agarze Endo (tj. kolonie r6zowe z ciemniej-
szym S$rodkiem, bez wyraznego potysku) potwierdzi¢
ostatecznie na obecno$¢ bakteril grupy coli.

Jako wynik dodatni na podlozu z zielenig brylantowa
przyja¢ obecno$¢ gazu w rurce Durhama lub w pod-
fozu po lekkim wstrzg$nigciu.

c) Badania ostateczne stwierdzajgce. Badania osta-
teczne stwierdzajace obecnos$¢ bakterii grupy coli prze-
prowadzi¢ w przypadku, gdy posiew na agarze Endo
wykazuje wzrost nietypowych kolonii dla grupy coli.
Badanie to polega na przeszczepieniu tych kolonii na
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agar skosny i podloze laktozowe ze wskaznikiem
Andrade — 5.4.9.3d). Hodowle na agarze sko$nym oraz
w probdéwkach z podlozem laktozowym inkubowad
w temperaturze 37°C w ciagu 24 h. Po tym okresie prze-
prowadzi¢ badania mikroskopowe, stosujac barwienie
metoda Grama. Obecno$¢ w preparacie pateczek
Gram-ujemnych, nie zarodnikujacych oraz zmiana za-
barwienia podloza Andrade na czerwone i obecno$é ga-

zu w rurce Durhama $wiadczy o obecnosci bakterii
grupy coli.

5.4.9.5. Obliczanie i podawanie wynikéw. Wyniki ba-
dan poda¢ w postaci miana, to jest liczby wyrazajacej
najmniejsza ilo§¢ pasty w gramach, w ktérej stwierdzo-
no obecnos¢ bakterii grupy coli. Przy podawaniu wyni-
kéw uwzgledni¢ przeliczenie rozcienczen na gramy.

KONIEC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujaca norme¢ — Instytut Medycyny Uzdro-
wiskowe] w Poznaniu.

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-72/9567-01

a) Aktualna wersja jest norma ogdlng okre$lajgca podstawowe
wspolne wymagania dla wszystkich past borowinowych, bez wzgledu
na rodzaj surowca wyjSciowego. Szczegélowe wymagania dla past
produkowanych z borowin réznego typu bedg okre§lane w normach
przedmiotowych,

b) podano szczegbtlowg metodyke badan obowigzujacych w tej
normie oraz w przyszltych normach przedmiotowych, w tym rownicz
bakteriologicznych.

3. Normy i dokumenty zwiazane
PN-73/0-79402 Opakowania transportowe tekturowe. Pudia.
BN-74/9560-04 Borowiny. Podzial, nazwy, okreslenia
BN-74/9562-01 Borowiny. Pobieranie prébek do badan
Zarzadzenie Ministra Zdrowia i Opieki Spofecznej z dnia 28.12.1979
w sprawie wymagan jakim powinny odpowiadac ztoza torfu (bo-
rowiny) przeznaczonego do cksploatacji w celach leczniczych
Dz. Urz. Nr 2 z 29.11.1980

4. Autor projektn normy — dr Tercsa Latour — Zaktad Balneo-
chemii Instytutu Medycyny Uzdrowiskowej w Poznantu.



