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mgr Iwona Kapłon

Normy ogólne 

PN-EN ISO/IEC 17025

PN-EN ISO 7218

Próbki 

Żywności

Próbki 

środowiskowe z 

obszaru produkcji 

i obrotu 

żywnością

Przygotowanie próbek, zawiesiny 

wyjściowej  i rozcieńczeń 10-krotnych do 

badań mikrobiologicznych

PN-EN ISO 6887- 1-5

Normy przedmiotowe

Metody pobierania próbek z powierzchni 

PN-ISO 18593

Pobieranie próbek z tusz 

PN-EN ISO 17604
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Część 1: Ogólne zasady przygotowania zawiesiny                                                   
wyjściowej i rozcieńczeń dziesięciokrotnych

Część 2: Specyficzne zasady przygotowania mięsa 
i przetworów mięsnych

Część 3: Specyficzne zasady przygotowania ryb 
i przetworów rybnych

Część 4: Specyficzne zasady przygotowania 
próbek produktów różnorodnych

Część 5: Specyficzne zasady przygotowania mleka 
i przetworów mlecznych

Część 6: Specyficzne zasady przygotowywania 
próbek pobranych na etapie produkcji pierwotnej

METODY  

BADAŃ

JAKOŚCIOWE

Salmonella spp.
Salmonella Typhimurium 

Salmonella Entertidis

Listeria monocytogenes

Campylobacter spp.

Shigatoksyczne
Escherichia coli

ILOŚCIOWE

Oznaczanie liczby 
drobnoustrojów

Metoda posiewu

wgłębnego

Metoda posiewu 
powierzchniowego

Oznaczanie liczby 
Enterobacteriaceae

Oznaczanie liczby 
Campylobacter spp.

Oznaczanie liczby 
Escherichia coli

Metoda posiewu 
wgłębnego

Metoda NPL

Oznaczanie liczby Listeria 
monocytogenes

Oznaczanie liczby 
gronkowców koagulazo-

dodatnich

• Mikrobiologia łańcucha żywnościowego
Horyzontalna metoda wykrywania, oznaczania liczby 
i serotypowania Salmonella. Część 1: wykrywanie Salmonella spp.
PN-EN ISO 6579-1:2017-04

Salmonella spp.

• Mikrobiologia łańcucha żywnościowego
Horyzontalna metoda wykrywania, oznaczania liczby 
i serotypowania Salmonella. Część 1: wykrywanie Salmonella spp.
PN-EN ISO 6579-1:2017-04

• Schemat White’a Kaufmanna-Le Minora 

• Microbiology of the food chain. Horizontal method for the detection, enumeration 
and serotyping of Salmonella. Part 3: Guidlines for serotyping of Salmonella spp.
ISO/TR 6579-3:2014 (metoda oparta na Schemacie White’a Kaufmanna-Le Minora)

Salmonella Enteritidis i Salmonella Typhimurium
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Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania, oznaczania liczby 

i serotypowania Salmonella. Część 1: wykrywanie Salmonella spp.

PN-EN ISO 6579-1:2017-04

Naważka

x g lub x ml

↓

9 x g lub 9 x ml Zbuforowana Woda Peptonowa

↓

Inkubacja w 34 - 38oC przez 18 ± 2h           
↓                                                                                   ↓  

Pożywka Rappaport-Vassiliadis z soją (RVS)              Pożywka Muller-Kauffmanna

lub Zmodyfikowana półpłynna pożywka                   z tetrationianem i novobiocyną

Rappaport-Vassiliadis (MSRV) (MKTTn)

↓                                                                                   ↓

Inkubacja w 41,5oC przez 24 ± 3h                                Inkubacja w 37oC przez 24 ± 3h

↓                                                                                    ↓

Agar z ksylozą, lizyną i dezoksycholanem (XLD)                  Pożywka agarowa XLD

+                                                                                    +

Druga pożywka do wyboru                                         Druga pożywka do wyboru 

(np. RAPID’Salmonella, BGA)                                    (np. RAPID’Salmonella, BGA)  

↓                                                                                     ↓      

Inkubacja w 37oC przez 24 ± 3h (druga pożywka wg wymagań producenta)

↓                                                

PRZEDAMNAŻANIE

SELEKTYWNE

NAMNAŻANIE

PRZESIEW

Charakterystyczne kolonie

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania, oznaczania liczby 

i serotypowania Salmonella. Część 1: wykrywanie Salmonella spp. 

PN-EN ISO 6579-1:2017-04

Agar odżywczy

↓

Inkubacja w 34 - 38oC przez 24±3h

↓                                                         ↓

Potwierdzenie biochemiczne              Potwierdzenie serologiczne

(antygen O, Vi, H)

↓

Odczyt

↓

Interpretacja

↓

Przedstawienie wyników

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania, oznaczania liczby 

i serotypowania Salmonella. Część 1: wykrywanie Salmonella spp. 

PN-EN ISO 6579-1:2017-04

Potwierdzenia biochemiczne

• Posiew i odczytywanie wyników na agarze TSI:

słupek - fermentacja glukozy, wytwarzanie siarkowodoru, wytwarzanie gazu z glukozy

powierzchnia skosu – fermentacja laktozy i sacharozy 

• Wytwarzanie ureazy na agarze z mocznikiem

• Wykrywanie dekarboksylacji lizyny

• Wykrywanie β- galaktozydazy 

• Wytwarzanie indolu
opcjonalnie
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ROZPORZĄDZENIE KOMISJI (UE) NR 1086/2011 z dnia 27 października 

2011 r. zmieniające załącznik II do rozporządzenia (WE) nr 2160/2003 

Parlamentu Europejskiego i Rady oraz załącznik I do rozporządzenia Komisji 

(WE) nr 2073/2005 w odniesieniu do Salmonelli w świeżym mięsie drobiowym

Identyfikacja serotypów

Salmonella Enteritidis i Salmonella Typhimurium
wg Schematu White’a Kaufmanna-Le Minora 

Mikrobiologia łańcucha 

żywnościowego. Horyzontalna metoda 

wykrywania i oznaczania liczby L. 

monocytogenes i Listeria spp. 

Część 1: Metoda wykrywania 

PN-EN ISO 11290-1:2017-07

Mikrobiologia łańcucha 
żywnościowego. Horyzontalna metoda 

wykrywania i oznaczania liczby L. 
monocytogenes i Listeria spp.

Część 2: Metoda oznaczania liczby
PN-EN ISO 11290-2:2017-07 

Listeria monocytogenes
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Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania liczby Listeria 

monocytogenes i innych Listeria spp. Część 1: Metoda wykrywania 

PN-EN ISO 11290-1:2017-07

Naważka

x g lub x ml

↓

9 x g lub 9 x ml Pożywka Pół-Frasera
↓

Inkubacja w 30oC przez 24-26h

↓                                                             ↓                    ↓   

Pożywka Frasera                                    Pożywka ALOA                            Druga pożywka do wyboru

(np. pożywka PALCAM)

↓                                                             ↓                                                           ↓ 

Inkubacja w 37oC                                 Inkubacja w 37oC                                Inkubacja w 37oC

przez 24±2h                                           przez 24±2 h                                         przez 24-48 h  

(lub dodatkowe 24±2 h)       

↓                            ↓                                                  ↓                     ↓                                

Pożywka ALOA      Druga pożywka do wyboru          Potwierdzenia                                    Potwierdzenia

↓                            ↓ 

Inkubacja w 37oC      Inkubacja w 37oC

przez 24±2h             przez 24-48 h 

(lub dodatkowe 24±2 h) 

↓                           ↓ 

Potwierdzenia      Potwierdzenia
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Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania liczby Listeria 

monocytogenes i innych Listeria spp. Część 1: Metoda wykrywania 

PN-EN ISO 11290-1:2017-07

Nieselektywna pożywka (np. agar TSYEA)

↓  

Inkubacja w 37oC przez 18-24 h                                                     

↓

Test na hemolizę

Fermentacja L-ramnozy i D- ksylozy

Barwienie metodą Grama

Test CAMP (opcjonalnie)

Test na obecność katalazy (opcjonalnie)

Ruch (opcjonalnie)
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Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania liczby Listeria monocytogenes 

i innych Listeria spp. Część 2: Metoda oznaczania liczby 

PN-EN ISO 11290-2:2017-07

Naważka

x g lub x ml

↓

Zawiesina wyjściowa 9 x g lub 9 x ml Rozcieńczalnika 

(np. BWP, pół-Fraser)

↓

Posiew  Pożywka agarowa Listeria wg Ottaviani i Agosti

(ALOA)

↓

Inkubacja w 37oC przez 24±2 h

(lub dodatkowe 24±2 h)

↓

Nieselektywna pożywka (np. agar TSYEA)

↓  

Inkubacja w 37oC przez 18-24 h

↓

Potwierdzenia Test hemolizy

Fermentacja L-ramnozy i D- ksylozy

Testy opcjonalne:

Test CAMP Test na obecność katalazy

Test na zdolność ruchu        Barwienie metodą Grama 
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Campylobacter spp.

Mikrobiologia łańcucha 
żywnościowego - Horyzontalna 

metoda wykrywania i oznaczania 
liczby Campylobacter spp. 

Część 1: Metoda wykrywania
PN-EN ISO 10272-1:2017-08 

Mikrobiologia łańcucha 
żywnościowego - Horyzontalna 

metoda wykrywania i oznaczania 
liczby Campylobacter spp.

Część 2: Metoda liczenia kolonii
PN-EN ISO 10272-2:2017-10 

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania obecności i oznaczania liczby 

Campylobacter spp. Część 1: Metoda wykrywania 

PN-EN ISO 10272-1:2017-08

A

Próbka 10 g/ml 

90 ml Bulion Boltona

Inkubacja w warunkach mikroaerofilnych, 

w 37°C przez 4-6 h oraz 

w 41,5°C przez  44±4  h

Przesiew na zmodyfikowaną pożywkę 

agarową z węglem drzewnym, 

cefoperazonem i dezoksycholanem (agar 

mCCD) i drugą pożywkę selektywną

B C

Próbka 10 g/ml Próbka

90  ml Bulion Prestona

Inkubacja w warunkach mikroaerofilnych, 

w 41,5°C przez  24±2 h 

Przesiew na zmodyfikowaną pożywkę 

agarową z węglem drzewnym, 

cefoperazonem i dezoksycholanem

(agar mCCD) 

Posiew bezpośredni  na  agar mCCD, 

opcjonalnie na drugą pożywkę do 

wyboru

Inkubacja w warunkach mikroaerofilnych, 

w 41,5 °C przez  44 ± 4 h

Inkubacja w warunkach mikroaerofilnych, 

w 41,5°C przez  44±4 h 

Inkubacja w warunkach mikroaerofilnych, 

w 41,5°C przez  44± 4 h 

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania obecności i oznaczania liczby 

Campylobacter spp. Część 1: Metoda wykrywania 

PN-EN ISO 10272-1:2017-08

Pożywka agarowa Columbia z krwią

↓

Inkubacja w atmosferze mikroaerofilnej, w 41.5oC przez 24-48h

↓                                                         ↓                                                          ↓   

Badanie cech morfologicznych               Wykrywanie oksydazy         Pożywka agarowa Columbia z krwią

i zdolności ruchu                                                                                         ↓                                                             

Inkubacja w atmosferze tlenowej,

w 25oC przez 44±4h 

↓

Odczyt

↓

Interpretacja

↓

Przedstawienie wyników
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Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania obecności i oznaczania liczby 

Campylobacter spp. Część 2: Metoda liczenia kolonii 

PN-EN ISO 10272-2:2017-10

Naważka

x g lub x ml

↓

Zawiesina wyjściowa         9 x g lub 9x ml Rozcieńczalnik (np. BWP)

↓

Posiew Zmodyfikowana pożywka agarowa z węglem drzewnym, 

cefoperazonem i dezoksycholanem (mCCD)

↓

Inkubacja w atmosferze mikroaerofilnej, 41.5oC przez 44±4h

↓

Charakterystyczne kolonie

↓

Potwierdzenie

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania obecności i oznaczania liczby 

Campylobacter spp. Część 2: Metoda liczenia kolonii 

PN-EN ISO 10272-2:2017-10

Potwierdzenia                                     Pożywka agarowa Columbia z krwią

↓

Inkubacja w atmosferze mikroaerofilnej, w 41.5oC przez 24-48h

↓                                                  ↓                              ↓

Badanie cech morfologicznych       Wykrywanie oksydazy       Pożywka agarowa Columbia z krwią

i zdolności ruchu                                                                              ↓                                                             

Inkubacja w atmosferze tlenowej,

w 25oC przez 44±4h 

↓

Odczyt

↓

Interpretacja

↓

Przedstawienie wyników

Microbiology of food and animal feed -Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based method for the detection 
of food-borne pathogens - Horizontal method for the detection of shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and 

the determination of O157, O111, O26, O103 and O145 serogroups
ISO/TS 13136:2012

Mikrobiologia Żywności i Pasz - Horyzontalna metoda oznaczania liczby β - glukuronidazo-dodatnich Escherichia 
coli  Część 2: Metoda płytkowa w temperaturze 44 stopni C z zastosowaniem 

5-bromo-4-chloro-3-indolilo β-D-glukuronidu PN-ISO 16649-2:2004

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego - Horyzontalna metoda oznaczania liczby  β - glukuronidazo-dodatnich
Escherichia coli  Część 3: Wykrywanie i oznaczanie techniką najbardziej prawdopodobnej liczby z zastosowaniem 

5-bromo-4-chloro-3-indolilo β-D-glukuronidu PN-EN ISO 16649-3:2015-07

Escherichia coli
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Próbka x g/ml

↓

9 x zmodyfikowany bulion 

tryptonowo-sojowy

z nowobiocyną lub 
akryflawiną (mTSB + N/A) 

lub zbuforowana woda 

peptonowa (BWP)

Inkubacja w 37oC

przez 18-24 h
Izolacja DNA

Test real-time

PCR w kierunku 

genów stx i eae

Test real-time

PCR w 

kierunku 

serogrup

Izolacja 

szczepu i testy 

potwierdzające

Microbiology of food and animal feed -Real-time polymerase chain reaction 

(PCR)-based method for the detection of food-borne pathogens - Horizontal

method for the detection of shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and 

the determination of O157, O111, O26, O103 and O145 serogroups

ISO/TS 13136:2012

ROZPORZĄDZENIE KOMISJI (UE) NR 209/2013 z dnia 11 marca 

2013 r. zmieniające rozporządzenie (WE) nr 2073/2005 w odniesieniu 

do kryteriów mikrobiologicznych dotyczących kiełków i zasad 

pobierania próbek z tusz drobiowych i świeżego mięsa drobiowego

• „Po wystąpieniu w Unii Europejskiej ogniska szczepu E. coli wytwarzającego 

toksynę Shiga (STEC) w maju 2011 r. konsumpcja kiełków została uznana za 

najbardziej prawdopodobne źródło ognisk.”

• „Uznaje się, że niektóre grupy serologiczne STEC (tj. O157, O26, O103, O111, O145 

i O104:H4) powodują najwięcej przypadków zespołu hemolityczno-mocznicowego w 

UE. Ponadto serotyp O104:H4 był przyczyną ogniska tej choroby w maju 2011 r. w 

Unii Europejskiej.”

Mikrobiologia Żywności i Pasz

Horyzontalna metoda oznaczania liczby β - glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli 

Część 2: Metoda płytkowa w temperaturze 44 stopni C z zastosowaniem 

5-bromo-4-chloro-3-indolilo β-D-glukuronidu

PN-ISO 16649-2:2004

Naważka

x g lub x ml

↓

Zawiesina wyjściowa                      9 x g lub 9 x ml Rozcieńczalnik

↓

Posiew Pożywka tryptono-żółciowo

glukuronidynowa (TBX)

↓

Inkubacja w 44oC przez 18-24h

↓

Charakterystyczne kolonie

↓

Odczyt

↓

Przedstawienie wyników
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Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda oznaczania liczby  β - glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli 

Część 3: Wykrywanie i oznaczanie techniką najbardziej prawdopodobnej liczby z 

zastosowaniem 5-bromo-4-chloro-3-indolilo β-D-glukuronidu

PN-EN ISO 16649-3:2015-07

Naważka
x g lub x ml

↓

Zawiesina wyjściowa          9 x g lub 9 x ml Rozcieńczalnik

↓

Posiew Bulion MMGB

↓
Inkubacja w 37oC przez 24±2h

↓
Pożywka agarowa TBX

↓
Inkubacja w 44oC przez 22±2h

↓
Odczyt

↓
Interpretacja

↓
Przedstawienie wyników

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda oznaczania liczby drobnoustrojów. 

Część 1: Oznaczanie liczby metodą posiewu wgłębnego 

w temperaturze 30 stopni C

PN-EN ISO 4833-1:2013-12

Naważka

x g lub x ml

Zawiesina wyjściowa ↓

9 x g lub 9 x ml Rozcieńczalnik

↓

Posiew Pożywka agarowa (PCA) + Agar wodny

↓

Inkubacja w 30oC przez 72 ± 3h

↓

Odczyt

↓

Interpretacja

↓

Przedstawienie wyników

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda oznaczania liczby drobnoustrojów. 

Część 2: Oznaczanie liczby metodą posiewu powierzchniowego w 

temperaturze 30 stopni C

PN-EN ISO 4833-2:2013-12+AC:2014-04

Naważka

x g lub x ml

Zawiesina wyjściowa  9 x g lub 9 x ml Rozcieńczalnik

Posiew Pożywka agarowa (PCA)

Inkubacja w 30oC przez 72 ± 3h

Odczyt

Interpretacja

Przedstawienie wyników
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Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania liczby Enterobacteriaceae. 

Część 2: Metoda liczenia kolonii 

PN-EN ISO 21528-2:2017-08

Naważka

x g lub x ml

↓

Zawiesina wyjściowa 9 x g lub 9 x ml Rozcieńczalnik

↓

Posiew Pożywka agarowa z fioletem krystalicznym, 

czerwienią, solami żółci i glukozą (VRBG)

↓

Inkubacja w 37oC przez 24±2h

↓

Charakterystyczne kolonie

↓

Potwierdzenie

Mikrobiologia łańcucha żywnościowego

Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania liczby Enterobacteriaceae. 

Część 2: Metoda liczenia kolonii 

PN-EN ISO 21528-2:2017-08

Agar odżywczy

↓

Inkubacja w 37oC przez 24±2h

↓

Potwierdzenia Potwierdzenie biochemiczne

↓                                               ↓

Wykrywanie oksydazy                 Test na zdolność fermentacji glukozy

(Glucose OF medium + sterylny olej mineralny)

↓

Inkubacja w 37oC przez 24±2h

↓

Odczyt

↓

Interpretacja

↓

Przedstawienie wyników

Mikrobiologia Żywności i Pasz

Horyzontalna metoda oznaczania liczby gronkowców koagulazo-dodatnich

(Staphylococcus aureus i innych gatunków). Część 2: Metoda z 

zastosowaniem pożywki agarowej z plazmą króliczą i fibrynogenem

PN-EN ISO 6888-2:2001+A1:2004

Naważka

x g lub x ml

↓

Zawiesina wyjściowa 9 x g lub 9 x ml Rozcieńczalnik

↓

Posiew Pożywka agarowa zawierająca plazmę króliczą i fibrynogen

↓

Inkubacja w 35oC lub 37oC, 18-24h w razie potrzeby dalsze 18-24 h

↓

Charakterystyczne kolonie

↓

Odczyt

↓

Przedstawienie wyników
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Metody alternatywne

• „Wykorzystanie alternatywnych metod analitycznych jest 
dopuszczalne, pod warunkiem ich zwalidowania w odniesieniu do 
metod referencyjnych wymienionych w załączniku I oraz jeśli metoda 
jest certyfikowana przez stronę trzecią zgodnie z protokołem 
zawartym w normie EN/ ISO 16140 lub z innymi podobnymi 
protokołami uznanymi w skali międzynarodowej.”

• „Jeśli dane przedsiębiorstwo sektora spożywczego zamierza stosować 
inne metody analityczne niż metody walidowane i certyfikowane 
zgodnie z zapisem powyżej w akapicie 3, metody te muszą być 
zatwierdzone zgodnie z protokołami uznanymi w skali 
międzynarodowej, a ich stosowanie musi być zatwierdzone przez 
właściwy organ.”

1. Petrifilmy

2. Metody immunologiczne

3. Metody molekularne

4. Metody spektrometryczne 

(spektrometria MALDI –TOF)

Metody alternatywne

1. Petrifilmy
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2. Metody immunologiczne

• Testy lateksowe, ELISA, 
immunofluorescencyjne  
wykrywające całe komórki lub 
antygeny bakterii (białka 
powierzchniowe, wielocukry 
otoczkowe, toksyny)

• Pozwalają wykryć bakterie w próbce 
lub pomagają w identyfikacji 
wyhodowanych bakterii

• Stosowane gotowe testy manualne 
lub automatyczne

Metody immunologiczne – ELISA

(enzyme-linked immunosorbent assay)

Test bezpośredni (ang. direct ELISA)

Test pośredni (ang. indirect ELISA)

Test podwójnego wiązania - kanapkowy (ang. sandwich ELISA)

Metody immunologiczne – systemy automatyczne

VIDAS® Listeria monocytogenes

Xpress (LMX)

System VIDAS®

System miniVIDAS®
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3. Metody molekularne

• Metody oparte o reakcje PCR lub real-time PCR

• Dostępne gotowe testy komercyjne

• Zestaw odczynników do wykrywania bakterii, reakcja w 

dowolnym aparacie do PCR lub real-time PCR

• Zestawy odczynników lub zamknięte systemy 

diagnostyczne przeznaczone do użycia w aparacie 

określonej firmy

Metoda PCR (łańcuchowa reakcja polimerazy, 

ang. Polymerase Chain Reaction)

I.

II.

III.

IV.

Real-time PCR
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Szybkie testy molekularne 

GeneXpert

BAX® System

Spektrometria MALDI-TOF

Spektrometria MALDI-TOF
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