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Naytteen esikasittely ja laimentaminen kvantitatiivista
mikrobiologista tutkimusta varten

1 Menetelmaviitteet ja poikkeamat
ISO 8261/ IDF 122: 2001

ISO 6887, Parts 1-4; Part 1, 1999; Part 2, 2003; Part 3, 2003; Part 4, 2003

1) Standardissa ISO 8261/ IDF 122:2001 mainittuja lasihelmia ei kaytetd vanukkaiden ja
jalkiruokien sekoittamiseen.

2) Voinaytteitd punnitaan 25 g/21 ml. Rasvakerrosta ei imeta pois, vaan pipetoidaan
rasvakerroksen alta.

3) Laimennusliuosta voidaan esilammittda 45 + 1 °C vesihautessa helpottamaan
rasvaisten tuotteiden liukenemista.

2 Menetelman tarkoitus ja soveltamisala

Menetelma soveltuu maidolle ja maitovalmisteille (ISO 8261/IDF 122: 2001) seka muille
elintarvikkeille (ISO 6887: 1-4) ja rehuille laimennussarjan osalta. Muut esikasittelyohjeet
ovat menetelmakohtaisia.

3 Maaritelma(t)

Esikasittelyn tarkoituksena on saada naytteesta edustava osanadyte tutkimusta varten
mahdollisimman aseptisesti. Laimentamisen tarkoituksena on laimentaa mikrobien
maéara tilavuusyksikk®a kohti sopivaksi mikrobiologiseen tutkimukseen.

4  Periaate

Yleenséa 10 g naytettd homogenoidaan 90 ml:aan tai 90 g:aan laimennusliuosta, jolloin
saadaan ensilaimennos. Homogenoinnin avulla mikrobit saadaan jakautumaan
mahdollisimman tasaisesti liuokseen.

Jatkolaimennokset saadaan sekoittamalla tietty tilavuus ensilaimennosta 9-kertaiseen
maaraan laimennusliuosta (esim. 1 ml + 9 ml) sek& toistamalla tdm& menettely jokaisesta
nain saadusta laimennoksesta. Tavoitteena on saada laimennettua alkuperéinen nayte
sellaiselle alueelle, etta laimennussarjasta viljellyiltd maljoilta pystytdaan laskemaan
pesakkeita.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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5 Mahdolliset virhelahteet

Dikaliumvetyfosfaattiliuoksen (8.5) kayttd renniinikaseiinien laimentamisessa Vvoi
haitata kaseiinijyvasten liukenemista. Jyvaset voivat haitata mikrobipitoisuuden
maaritysta PCA+L-agarilla.

6 Tyoturvallisuus

Mikrobiologisessa laboratoriossa tyoskenneltdessad noudatetaan toimintaohjetta LAB
223.

7 Laitteet ja valineet

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Mikrobiologinen perusvalineistd

Stomacher-homogenisaattori ja steriileja Stomacher-pusseja

Vortex ja steriilit [aboratorioastiat (putket)

Tasoravistelija

Vesihaude 30+ 1 °C

Vesihaude 37 £ 1 °C

Vesihaude 45+ 1 °C

Vaaka

Steriileja veitsia, pinsetteja, saksia ja muita apuvalineita kuten pora ja vasara

10) Sauvasekoitin ja hienonnusastia (Pesty hienonnusastia steriloidaan 70 % etanolissa

yon yli. Etanoli kaadetaan pois ja astian paélle asetetaan avattu Stomacher-pussi
steriilipuoli astiaan pain. Annetaan etanolin haihtua ennen naytteen lisdamista
astiaan.)

11) Jaékaappi 2-8 °C

8 Elatusaineet ja reagenssit

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)
9)

Laimennusliuos, peptoni (0,1%)-suola (0,85%)-liuos (PEPSU)
Dikaliumvetyfosfaattiliuos pH 8,4 + 0,2, happamalle heralle
Dikaliumvetyfosfaattiliuos pH on 7,5 £ 0,2, juustolle, valssijauheelle (roller-dried milk),
fermentoidulle maidolle, kaseinille ja smetanalle

Dikaliumvetyfosfaattiliuos pH 8,4 + 0,2 + vaahdonesto, happo- ja maitokaseiinille
Dikaliumvetyfosfaattiliuos pH 7,5 + 0,2 + vaahdonesto, juoksetekaseinille
Natriumsitraattiliuos pH 7,5 £ 0,2, juustolle ja kuivalle maidolle

Puskuroitu peptonivesi (BPW), pH 7,0 + 0,2

Laimennusliuos + bromikresolipuna, happamille tuotteille

Fosfaattipuskuriliuos pH 7,0 + 0,2, gelatiinille

10) BPW + Tween 80

11)NaOH 1 M (40 g/l)

12) a-amylaasiliuos

13) Tripolyfosfaattiliuos, vaihtoehto heikosti liukenevalle reniinikaseiniille

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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9 Kontrollikannat

Kontrollikantoja ei kayteta.

10 Naytteen esikasittely ja ensilaimennuksen tekeminen

Kasittelyn aikana nadytteen, ensilaimennoksen tai laimennussarjan lampétila ei saa ylittéa
20 °C, ellei toisin ole mainittu. Jotta &killinen lampétilavaihtelu ei vahingoittaisi mikrobeja,
laimennusliuoksen lampdétilan on yleensa oltava suunnilleen sama kuin naytteen.

Ensilaimennos on suspensio, joka saadaan sekoittamalla ndyteosa 9-kertaiseen
maaraan laimennusliuosta. Jos ensilaimennoksessa on suuria partikkeleita, tulee niiden
antaa laskeutua ennen jatkosiirrostuksia.

Tutkittaessa naytetta rikastamalla (esim. Salmonella), tarvitaan erityismenettelyita, jotka
on kuvattu kyseisessa menetelmastandardissa.

Osa tutkittavista maitotuotteista on lampokasitelty tai niitd on hapatettu, joten niissa
olevat mikrobit ovat stressaantuneet. Jotta tallaiset mikrobit [&htisivat kasvamaan
mahdollisimman hyvin, inkuboidaan ensilaimennosta 20-25 ‘C lampétilassa 45 min
ennen laimennossarjan tekoa ja viljelya.

Laimennussatrja tulisi tehda 30 min kuluessa ensilaimennoksen tekemisesta ja viljella
maljoille 45 min kuluessa.

Pakastettua naytetta sulatetaan, kunnes naytteenotto on mahdollista. Sulatus tapahtuu
joko huoneenlammossa, jolloin sulatusaika on enintaan 3 h, tai 2-8°'C lampdtilassa
enintddn 24 h (pakastettua kalaa sulatetaan enintddn 48 h ja lihaa enintaén 18 h).
Sulaneet naytteet tulee tutkia viivyttelematta.

11 Jatkolaimennukset

11.1 Periaatteet

Jatkolaimennusten valmistamiseen kaytetdan aina laimennusliuosta (8.1).

Kaikissa vaiheissa kaytetaan steriilid pipettida (otetaan uusi kertakayttopipetti tai
vaihdetaan pipetin karki). Pipetti ei saa tyhjennettdessa koskettaa laimennusliuoksen
pintaa.

11.2 Jatkolaimennosten valmistaminen

Mikali naytteen mikrobipitoisuuden oletetaan olevan pieni, tutkitaan mikrobien
esiintymistd 0,1 ml:ssa tai 0,1 g:ssa naytetta eika lisélaimennoksia tarvita.

Mikali ndytteen mikrobipitoisuuden oletetaan olevan suuri, tarvitaan lisdlaimennoksia.
Talloin siirrostetaan steriililla pipetilla 1 ml ensilaimennosta 9 ml laimennusliuosputkeen
tai suurempia maaria tarvittaessa 10 ml ensilaimennosta pulloon, jossa on 90 ml
laimennusliuosta.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi



iy 710N,
o R U O K Av | R A S T 0 Vastuuhenkildé  Hakkinen Marjaana Sivu/sivut 4/17
Livsmedelsverket o Finnish Food Authority Toimintaohje LAB 728/1
Hyvéksyja Myllyniemi Anna-Liisa Kéayttoonotto 1.2.2012

Elintarvike- ja rehumikrobiologia

Naytteen esikasittely ja laimentaminen kvantitatiivista mikrobiologista tutkimusta varten

Siirrostaessasi viskoosista ensilaimennoksesta tai renniinikaseiinista huuhtele pipetti,
jolla siirrét ensilaimennosta, useita kertoja laimennusliuosputkessa siirrostamisen
jalkeen. Sekoita laimennusliuos ravistelemalla.

12 Maito ja maitovalmisteet

12.1 Maito ja nestemaiset maitotuotteet

Sekoita nayte hyvin kaantamalla nayteastiaa nopeasti 25 kertaa ylosalaisin. Varo
vaahtoamista. Nayteosa on otettava kolmen minuutin kuluessa sekoituksesta.

Pipetoi 1 ml naytetta steriililla pipetilla 9 ml:aan laimennusvetta (8.1) (tai 10 ml 90
ml:aan laimennusvettd). Laimennosta sekoitetaan huolellisesti sekoittimella 5-10
sekunnin ajan.

12.2 Maitojauhe, makea herajauhe, hapan herajauhe, kirnumaitojauhe ja laktoosi

Sekoita ndyte kaantelemalla tai ravistelemalla pakkausta. Jos alkuperdinen pakkaus
on lilan taynna sekoittuakseen kunnolla, siirra siséltd sekoitusta varten suurempaan
steriiliin astiaan ja sekoita nayte. Avaa pakkaus, ota steriililla lusikalla tai spaattelilla
nayteosa ja sulje pakkaus.

Lammita 90 ml laimennusliuosta (8.1) 45 "C vesihauteessa.

Kayta vaikeasti liukenevalle happamalle herajauheelle omaa laimennusliuosta (8.2),
jonka pH on 8,4 £ 0,2, ja valssijauheelle (roller-dried milk) omaa laimennusliuosta (8.3),
jonka pH on 7,5 + 0,2. Punnitse 10 g naytetta steriilin astiaan ja lisda esilammitettya
laimennusliuosta.

Jotta jauhe liukenisi hyvin, lisdd ensin osa laimennusliuoksesta ja sekoita heilutellen
astiaa. Lisaa loput laimennusliuoksesta ja ravista sitten 25 kertaa n. 30 cm:n

edestakaisella liikkeella n. 7 s. Siirra astia 45 "C:n vesihauteeseen 5 minuutiksi ja
ravistele silloin talloin.

12.3 Juusto

Punnitse 10 g naytetta Stomacher-pussiin. Lisaa pussiin 90 ml 45 °C vesihauteessa
esilammitettya laimennusliuosta (8.3).

Homogenoi Stomacherilla kunnes nayte on tasaisesti sekoitunut liuokseen eli 1-3
minuuttia. Anna vaahdon laskeutua.

12.4 Happokaseiini, maitokaseiini, renniinikaseiini ja kaseinaatti

Sekoita pakkauksen sisaltd kdantelemalla ja ravistelemalla.

Kayta erilaisille naytteille laimennusliuoksia seuraavasti:
Happo- ja maitokaseiini, dikaliumvetyfosfaattiliuos + vaahdonesto pH 8,4 (8.4 )

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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Kaseinaatti, dikaliumvetyfosfaattiliuos pH 7,5 (8.3)
Renniinikaseiini, dikaliumvetyfosfaattiliuos + vaahdonesto pH 7,5 (8.5)

12.4.1 Normaalisti liukenevat

Punnitse 10 g naytetta Stomacher-pussiin. Lisaa 90 ml huoneenlampoista
laimennusliuosta. Sekoita hyvin ja anna seistd 15 minuuttia huoneenlammaossa.
Homogenoi 2 minuuttia Stomacherilla. Kaytad rakeisille tuotteille kahta pussia
paallekkéain. Anna seistd 5 minuuttia.

12.4.2 Heikosti liukenevat renniinikaseiinit

Jauha kuiva kaseiini ennen naytteen ottamista. Ota esimerkiksi noin 20 g naytetta
sopivaan astiaan ja jauha se valttden lammonnousua.

Punnitse 5 g jauhettua naytetta steriilin 250 ml pulloon, jossa on lasihelmia
sekoittumista varten. Lisaa 95 ml 37 °C esilammitettya tripolyfosfaatti-liuosta (8.13).
Sekoita tasoravistelijassa 15 minuuttia. Siirra astia 37 "C vesihauteeseen 15 minuutiksi
ja ravistele silloin tallgin.

12.5 Voi

Punnitse 10 g naytetta nayteastiaan. Siirra astia 45 ‘C vesihauteeseen ja anna sen
lammeta kunnes koko nayte on sulanut. Lisdd 90 ml 45 °C esilammitettya
laimennusliuosta ja homogenoi Stomacherilla.

Vaihtoehtoisesti voidaan tutkia vain naytteen vesifaasi. Punnitse 25 g naytetta (tama
sisaltada 4 g vettd) ja lisad 21 ml 45 °C esilammitettya laimennusliuosta.
Analyysiherkytta voidaan tarvittaessa parantaa lisaamalla vahemman vetta.

Siirra astia 45 "C vesihauteeseen ja anna lammeta, kunnes voi on sulanut. Sekoita
kunnolla. Anna seista enintdan 15 minuuttia kerrosten erottamiseksi. Pipetoi tutkittava
nayte rasvakerroksen alta vesikerroksesta. 1 ml vesikerroksesta vastaa 1 ml
alkuperéaistd laimentamatonta naytetta.

12.6 Pakastetut maitotuotteet

Punnitse 10 g naytetta nayteastiaan. Siirra astia 30 ‘C vesihauteeseen. Anna lammeta
kunnes koko nayte on sulanut ja sekoita. Kaada naytteen paalle 90 ml laimennusliuosta
(8.1), sekoita ja homogenoi Stomacherilla.

12.7 Vanukkaat, jalkiruoat, kerma

Punnitse 10 g naytetta pulloon. Lisdd 90 ml huoneenlampoisté laimennusliuosta (8.1)
ja ravista, kunnes nayte liukenee.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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12.8 Hapanmaitotuotteet

Punnitse 10 g naytettda Stomacher-pussiin. Lisaa 90 ml  huoneenlampoéista
laimennusliuosta ( 8.3), jonka pH on 7,5 £ 0,2. Homogenoi Stomacherilla.

12.9 Maitopohjaiset jauhemaiset lastenruoat

Sekoita suljetun pakkauksen sisaltd kaantelemalla ja ravistelemalla. Jos alkuperdinen
pakkaus on lilan tdynna sekoittuakseen kunnolla, siirrd siséltd suurempaan astiaan
sekoittamista varten ja sekoita nayte. Avaa pakkaus, ota nayte steriililla lusikalla tai
spaattelilla ja sulje pakkaus.
Lammita 90 ml laimennusliuosta 45 ‘C vesihauteessa.
Punnitse 10 g naytetta 90 ml:aan 45 "C esilammitettya laimennusliuosta. Jotta jauhe
liukenisi hyvin, lisda ensin osa laimennusliuoksesta ja sekoita heilutellen astiaa. Lis&a
loput laimennusliuoksesta ja ravista sitten 25 kertaa n. 30 cm:n edestakaisella liikkeella
n. 7 s. Siirra purkki 45 °C:n vesihauteeseen 5 minuutiksi ja ravistele silloin tallgin.
Naytteissd, joissa on paljon tarkkelysta, voi olla liian korkea viskositeetti
ensilaimennuksessa. Kaytd a-amylaasiliuosta (8.12) tai kaksinkertaista maaraa
laimennusliuosta. Ota tdm& huomioon tuloksia laskettaessa.

13 Lihajalihatuotteet

13.1 Pintasivelynaytteet

Pintasivelynaytteitd laimennettaessa on otettava huomioon pinta-ala, jolta nayte on
pyyhitty. Esim. 25 cm? laimennetaan 25 ml:aan laimennusliuokseen, jolloin 1 ml
edustaa 1 cm? aluetta.

13.2 Tuore liha, lihatuotteet

Kayta koko ndyte ensilaimennuksen valmistamiseen, mikali naytett on enintdén
50g.

13.2.1 Naytepala tai ruho

Ota pinta ja/tai syvanayte. Pintandyte voidaan ottaa sivelynaytteend (kayttaen
vanupuikkoa tai taitosta), jolloin nayte ei tuhoudu.

13.2.2 Viipale tai pala lihasta tai kypsennetysta lihasta

Ota nayteeksi siivu keskelta palaa.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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13.2.3 Lihatuotteet, joissa on kuori (makkarat)

Desinfioi synteettisessa kuoressa olevista kypsytetyista tai raakamakkaroista kuori
avaamiskohdasta ja poista se steriileilla pinseteilla. Leikkaa tuote viipaleiksi ja edelleen
paloiksi steriililla veitsella. Kypsista raakamakkaroista ei poisteta kuorta.

13.2.4 Prosessoidut lihatuotteet

Poista tai avaa pehmea pakkaus saksilla tai kirurgiveitsella. Kovat pakkaukset, kuten
lasipurkit, desinfioidaan ensin ulkopuolelta 70% etanolilla ja avataan sitten aseptisesti
valttden naytteen kontaminoitumista. Nayte voidaan homogenoida alkuperédisessa
pakkauksessa.

13.3 Kovat ja kuivat lihatuotteet

Homogenoi nayte joko sauvasekoittimella, jauhamalla tai hienontamalla. Lampétilan
nousun valtamiseksi jauha tai hienonna naytettéd enintdan 1 min. Sauvasekoitinta
kaytettaessa sekoitusaika on enintddn 2,5 min kerrallaan.

13.4 Nestemaiset, ei-viskoosit lihatuotteet

Sekoita naytettd ravistamalla 25 kertaa 25 cm kaaressa, jotta mikrobit saadaan
jakautumaan tasaisesti. Punnitse nayte esim. Stomacher-pussiin, lisda
laimennusliuosta suhteessa 1+9 ja homogenoi.

13.5 Heterogeeniset lihatuotteet

Heterogeenisia tuotteita ovat esim. pakatut, esikypsennetyt ateriat.

Ota naytteeseen osia tuotteen jokaisesta komponentista siind suhteessa kuin niitéd on
tuotteessa. Vaihtoehtoisesti homogenoi koko nayte ja ota siitd osa naytteeksi.
Tarvittaessa naytteen voi hienontaa tai jauhaa. Lampdtilannousun valttamiseksi
hienonna tai jauha enintd&dn 1 min.

Punnitse nayte Stomacher-pussiin, lisda laimennusliuosta suhteessa 1+9 ja
homogenoi.

13.6 Happamat lihatuotteet

Punnitse nayte steriilin Stomacher-pussiin.

Happamien tuotteiden laimennossarjaa tehtdessa on ensilaimennoksen pH saatava
neutraaliksi. Kaada naytteen padlle suhteessa 1+9 laimennusliuosta, jossa on pH-
indikaattori (8.8). Neutraloi suspension pH NaOH:lla (8.11). Kun vari muuttuu violetiksi,
ensilaimennoksen pH on neutraali.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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13.7 Rasvaiset tuotteet (yli 20% massasta rasvaa)

Kayta laimennusliuosta (8.10), johon on liséatty 1-10 g/l sorbitaanimonooleaattia
(Tween 80) saman verran kuin naytteessa on rasvaa. Esim. rasvaa 40 %, lisatty 4 g/l
Tween 80. Tama kasittely parantaa ndytteen emulsoitumista.

14 Kala ja kalatuotteet

14.1 Raaka kala, ayridiset, simpukat
14.1.1 Kokonainen tuore kala

Ala kosketa kiduksia, sisdelimi tai peraaukkoa, koska niissa on runsaasti bakteereita.
Ota naytepalanen selkélihaksesta, paloittele ja jauha se laimennusliuokseen (8.1).

14.1.2 Viipaloitu kala, fileet ja pihvit

Punnitse nayte Stomacher-pussiin ja lisdaa 9-kertaiseen maaraan laimennusliuosta
(8.1). Homogenoi Stomacherilla. Ensilaimennoksen ollessa liian sakeaa tai viskoosia
tee suurempi laimennos. Tama on otettava huomioon tuloksia laskettaessa.

Anna ensilaimennoksen seistd tarvittaessa suurien partikkelien laskeutumiseksi,
kuitenkin enintaan 15 min.

14.1.3 Kokonaiset kovakuoriset ayridiset kuten ravut

Kayta vasaraa, pihteja ja pinsetteja kuoren ja saksien rikkomiseen. Nain saadaan
otettua ulos enemman lihaa analyysiin. Leikkaa néayte paloiksi kaksinkertaiseen
Stomacher-pussiin, lisda laimennusliuosta suhteessa 1+9 ja homogenoi Stomacherilla.

14.1.4 Ayriaiset kuten katkaravut, jokirapu, hummerit

Poista péa ja pyrstd ennen lihan analysointia. Kuori ayridinen ja paloittele liha (Ei koske
pienimpia ayridisia) Stomacher-pussiin. Homogenoi ndyte Stomacherilla ja lisaa
laimennusvetta (8.1) suhteessa 1+9.

14.1.5 Elavét simpukat

Sailyta nayte + 4 °C + 2 °C. Simpukoiden tulisi olla elossa. Poista simpukat, joiden kuori
on rikki tai auennut.

Riittdva maara simpukoita on avattava, jotta saadaan tutkimusmenetelmaan tarvittava
maara lihaa ja nestettd. Edustavassa naytteessa on vahintaanl0 kpl ostereita tai 15
kpl sinisimpukoita tai 30 sydansimpukoita, jotta ndytemaara olisi 75-100 g (25 g pienille
elidille). Simpukoita tutkittaessa tutkitaan seka liha etta sisalla oleva neste.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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Pese ja harjaa jokainen Kkuori juoksevan veden alla, varsinkin sarana- ja
avautumiskohdasta. Valuta puhdistetut simpukat, desinfioi 70% alkoholilla ja aseta ne
lautaselle. Peitéa imupaperilla.

Avaa kuori, mutta ala revi lihasta, vaan leikkaa tarvittaessa steriileilla saksilla tai
veitsella ennen avaamista. Keraa liha ja kuorensiséinen neste steriilin Stomacher-
pussiin. Laita kaksi Stomacher-pussia paallekkain. Simpukat, joissa ei ole nestetta
lappien valissd, voidaan kayttdd, mikéali ne olivat avattaessa elossa. Purista
Stomacher-pussista ilma pois ja homogenoi 2-3 min. Ota 50 g homogenaatia toiseen
Stomacher-pussin ja lisdd n. 100 ml laimennusliuosta valmiiksi mitatusta 450 ml:sta.
Homogenoi Stomacherilla vield 2-3 min. Lisaa homogenoinnin jalkeen jaljella oleva
laimennusliuos, jotta ensilaimennoksen suhteeksi saadaan 1+9, ja sekoita hyvin.

14.1.6 Muut merenelavat

Mustekala-, kotilo-, merisiili-, merikurkku- ja merivuokkonaytteet esikasitellaan ja
laimennetaan standardin ISO 6887-3 mukaan.

14.2 Prosessoidut kala-, ayriéis-, simpukka- ja muut tuotteet
14.2.1 Suola- ja etikkatuotteet

Ota suikaleita naytteen lihasta, jotta saadaan homogeeninen nayte. Hyvin suolaiset
tuotteet tulee laimentaa enemman kuin 1+9.

14.2.2 Kuivattu kala, kuivattu suolakala

Leikkaa saksilla paloja kalasta seka nahasta. Punnitse nayte Stomacher-pussiin ja
valmista laimennos 1+2 laimennusliuokseen. Anna liota tarvittaessa
huoneenlammosséa (18-27 ‘C) enintdadn 60 min ja homogenoi Stomacherilla. Lisaa
suspensioon laimennusliuosta (8.1) siten, ettd saadaan lopullinen ensilaimennos 1+9.

14.2.3 Kokonainen savukala, viipaleet ja fileet

Kokonaisena syotavasta kalasta naytteeseen tulee ottaa myds nahkaa. Nayte otetaan
selkdalueelta ja liha leikataan ja pilkotaan aseptisesti. Nayte punnitaan steriiliin
Stomacher-pussiin, lisatdan laimennusliuos (8.1) ja homogenoidaan Stomacherilla.

14.2.4 Marinoidut tuotteet

Kuten happamat lihatuotteet, ks. kohta 13.6

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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14.2.5 Leivitetyt kala-, surimi-, ayriais- ja simpukkatuotteet

Kuten rasvaiset elintarvikkeet, ks. kohta 15.2

14.2.6 Kala-, ayridis- ja simpukkaruoat

Ota osia naytteen joka komponentista ottaen komponenttien suhteet huomioon.
Vaihtoehtoisesti koko nayte voidaan homogenoida ja ottaa nayte seoksesta.

14.2.7 Kokonaiset tai kuorelliset kypsennetyt ayriaiset ja simpukat

Kuten kypsentamaéattomat, ks. kohta 14.1

14.3 Pakastettu kala, pakastetut ayriaiset, simpukat ja muut pakastetuotteet
14.3.1 Kuorelliset ravut palana

Sulata naytettd, kunnes saat palan rikotuksi. Erottele ravut ja ota lihasta paloja
pinseteilla.

14.3.2 Kokonaiset ravut palana

Sulata 1 h huoneenlammossa (18-27 °C), jotta saat palan rikotuksi. Ota ravut pinseteilla
ja kuori ne. Homogenoi nayte Stomacherilla.

14.3.3 Hiutaloitu ravunliha palana

Ota nayte pakastetusta palasta poralla tai sulata 1 h huoneenldammdssa ja ota paloja
pinseteilla.

14.3.4 Kokonaiset mustekalat palana

Sulata 1 h huoneenlammdssa ja leikkaa paloja saksilla tai suurella teravalla veitsella.

14.3.5 Esikypsennetyt etanat, simpukat palana

Kuten ravunliha

14.3.6 Kalafileet palana

Ota nayte kairalla pakastetusta palasta, kayta apuna pinsetteja. Vaihtoehtoisesti voit
sulattaa fileitA huoneenlammaossa, kunnes ne ovat tarpeeksi pehmeitd leikattaviksi.
Sulata naytteita kuitenkin enintddn 3 h. Ota paloja isolla veitsella ja pinseteilla.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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14.3.7 Suuret kalapalat esim. tonnikalafilee

Sulata kalapaloja huoneenlammadssé, kunnes ne ovat tarpeeksi pehmeita leikattavaksi.
Sulata naytteité kuitenkin enintdan 3 h. Leikkaa siivuja palan keskelta isolla teravalla
veitsella. Pienemmat kalapalat kasitelladn sulatuksen jalkeen kuten tuore tuote.

14.3.8 Kokonainen pakastettu kala

Sulata pakastettua kalaa huoneenlammossa enintaan 3 h tai jadkaapissa 0-4° C
enintdan 48 h. Leikkaa sulaneesta kalasta veitsella pala lihasta nahan alta tai ota nayte
sulattamattomasta kalasta poralla valttden ruotoja.

15 Muut elintarvikkeet

15.1 Happamat tuotteet

Kuten happamat lihatuotteet, ks. kohta 13.6

15.2 Rasvaiset elintarvikkeet, paitsi margariinit ja levitteet

Kaytettava laimennusliuos (8.10):

Lisatdan laimennusliuokseen sorbitaanimono-oleaattia (Tween 80) 1-10 g/l
parantamaan emulsoitumista. Tween 80:4 lisdtddn naytteen rasvapitoisuuden
perusteella, esim. 40% rasvaa, 4 g/l Tween 80.

15.3 Jauhot, viljan jyvat, viljan sivutuotteet, rehut,

Sekoita kuivat jauheet ravistamalla pakkausta hyvin ennen naytteen punnitsemista.
Punnitse 1 osa naytettd ja lisdd 9 osaa laimennusliuosta, esim. 1g 9 ml:aan, ja sekoita.

Anna seista 20-30 min huoneenlammossa.
Jos suspension viskositeetti on liilan suuri eika nayte sekoitu hyvin, lisda viela yhta
suuri tilavuus laimennusliuosta kuin aikaisemmin. Uusi ensilaimennossuhde on 1:20.

Ota laimennos huomioon laskuissa.

Homogenoi naytettdA 1 min Stomacherilla. Kovia naytteitd, kuten jyvia,
homogenoitaessa laita kaksi Stomacher-pussia paallekkain.

Viljaa ja muita heterogeenisia tuotteita analysoitaessa naytemaaraksi suositellaan

50 g. Laimennokseksi suositellaan 1+4, jolloin naytteeseen lisataéan 200 ml
laimennusliuosta. Homogenoinnin jalkeen laimennokset tehd&&n 1+1.

15.4 Kovat tuotteet

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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Raasta, leikkaa tai murra nayte-erd aseptisesti pienemmiksi paloiksi steriilissa
Stomacher-pussissa. Kayta tarvittaessa vasaraa.

Lisda 1 osa naytetta 9 osaan laimennusliuosta ja sekoita.

Anna seistd huoneenlammaossa 20-30 min. Homogenoi Stomacherilla.

15.5 Gelatiini

Punnitse 20 g naytettd aseptisesti 500 ml steriiliin pulloon.

Lisda 180 ml fosfaattipuskuriliuosta (8.9) ja sekoita rakeiden liuottamiseksi.
Laimennussuhde on 1:10. Jatd suspensio turpoamaan 60 minuutiksi huoneen-
lAmpoon.

Siirra pullo 45 °C vesihauteeseen enintdan 30 minuutiksi ja sekoita gelatiinin
liuottamiseksi.

15.6 Margariinit ja levitteet

Poista ensin naytteen pinnasta 3-5 mm paksu kerros ja ota sitten nayte. Punnitse
naytettda steriilin pulloon. Lisda pulloon rasvan osuutta vastaava tilavuus
laimennusliuosta. Esim. 40 g naytettd, jossa 82% rasvaa: 40 x 0,82 = 33 ml
laimennusliuosta. Talléin vesifaasin tilavuus vastaa alkuperaistd laimentamatonta
naytettd elil ml=1g.

Laita pullo 45 °C vesihauteeseen, kunnes nayte on kokonaan sulanut, enintaan 20
minuutiksi.

Sekoita ravistelijassa 2-5 minuuttia, kunnes saadaan homogeeninen emulsio.

Laita pullo seisomaan huoneenlamp®on, jotta rasva- ja vesikerros erottuvat kunnolla.
Tee jatkolaimennos vesifaasista suhteessa 1+9.

15.7 Kuivatut tuotteet

Tahan ryhmaan kuuluvat seuraavat tuotteet:

-kuivattu liha ja kasvikset; kuivatut keitto- ja kastikeainekset,

-jauhemaiset juomat: tee, kaakao ja suklaapohjaiset tuotteet, kahvi ja kuivattu
hedelmamehu

-raaka selluloosa, liukeneva selluloosa, dekstriinit, sorbitoli, sokerit, glukoosi, glutamaatti
-yrtit, mausteet, maku- ja variaineet

-polysakkaridipohjaiset hyyteldimisaineet, kumi jne.

-kookos, hiiva-uute, suklaakonvehdit (patukat tai makeiset), kuivattu kananmuna tai
kananmunanvalkuainen

Sekoita jauhemaiset tuotteet ravistelemalla pakkausta. Riko tai leikkaa muut tuotteet
pienemmiksi osiksi steriileilla valineilla ennen naytteenottoa.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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15.7.1 Jauhemaiset, taysin liukenevat

Punnitse 1 osa naytetta ja lisda 9 osaa laimennusliuosta (8.1) Stomacher-pussiin. Ei
tarvita mekaanista homogenointia.

15.7.2 Muut ei-jauhemaiset tuotteet

Punnitse 1 osa naytetta ja lisdd 9 osaa laimennusliuosta (8.1) Stomacher-pussiin.
Homogenoi Stomacherilla.

15.7.3 Vedessa turpoavat tuotteet

Punnitse nayte ja lisaa laimennusliuosta esim. 1:20, 1:50 tai 1:100, jotta saadaan
kayttékelpoinen laimennos.

Jos pienet mikrobipitoisuudet ovat todennakadisia, viljele ensilaimennoksesta useampia
maljoja rinnakkain, jotta méaaritysraja saadaan alhaisemmaksi.

Joidenkin naytteiden liukenemista voidaan edistaa lisaamalla entsyymiliuosta
puskuroituun peptoniveteen (8.7), esim. gamanaasientsyymia carob- ja guar-pohjaisiin
tuotteisiin tai sellulaasientsyymié karboksimetyyliselluloosalle.

15.7.4 Antimikrobisia aineita sisaltavat ruokamatriisit

Tietyt elintarvikkeiden lisdaineet, esim. mausteet, sisaltdvat inhiboivia yhdisteita.
Tallaisia lisdaineita ovat mm. sipulijauhe, valkosipuli, oregano, pippurit, tietyt teet ja
kahvit.

Tee antimikrobisen aktiivisuuden vahentamiseksi suuremmat laimennokset, esim.
1:100 kanelille ja oreganolle ja 1:1000 neilikalle, tai vaihtoehtoisesti lisda K>SO,
puskuroituun peptoniveteen (8.7) niin, etta sen lopullinen pitoisuus on 0,5%.

15.7.5 Suklaa ja suklaakonvehdit

Esilammit& laimennusliuos vesihauteessa 40 °C:ssa.

Punnitse nayte laimennusliuokseen ja sekoita valittomasti.

Jatd huoneenldmpddn liukenemaan 20-30 min ja sen jalkeen homogenoi
Stomacherilla.

15.8 Kananmunat ja -tuotteet
15.8.1 Kokonaiset kananmunat

Mikrobiologiseen analyysiin kaytettavissd kananmunissa ei saa olla nakyvid
halkeamia. Kananmunat voidaan tutkia yksittdin tai useamman munan
yhdistelmanaytteena. Tutkittavien munien kuori voidaan puhdistaa ja steriloida ennen
tutkimusta tai munat voidaan tutkia puhdistamatta ja steriloimatta.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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Haluttaessa tutkia ainoastaan kananmunan sisustaa on kuori aina steriloitava.
Tutkittaessa patogeeneja, jotka voivat olla myos kuoren ulkopuolella, esim.
salmonellat, ei kuoren sterilointi ole aina tarpeen.

Tutkimusvaihtoehdoista on sovittava tutkimuksen tilaajan kanssa.

15.8.2 Kuoren desinfiointi

Poista lika ja ulosteet kostealla paperilla tai pumpulilla ja kuivaa.

Kayta steriileja kasineitd ja pyyhi kananmunan koko pinta 70% metyloituun
teollisuusviinaan tai isopropanoliin kostutetulla liinalla.

Anna kanamunien kuivua taysin. Valta kontaminoimasta kuoria.

15.8.3 Kuoren kokonaismikrobipitoisuus

Tutkittaessa kuoren kokonaismikrobipitoisuutta on munaa aina kasiteltava aseptisesti.

15.8.4 Kuoren huuhtelumenetelma

Huuhtele kananmunaa useita kertoja kdannellen rikkomatta sita. Kaytd huuhteluun
mahdollisimman pieni tunnettu tilavuus laimennusliuosta (8.1). Astiaan keratty kuoren
huuhteluneste on naytteen ensilaimennos.

Kokonainen kananmuna voidaan myds laittaa Stomacher-pussiin, jossa on tunnettu

tilavuus laimennusliuosta ja huuhdella kuorta pussia kaannellen. Poista lopuksi
kananmuna.

15.8.5 Kuoren hankausmenetelma

Hankaa kananmunan kuori huolellisesti steriililla sideharsolla/liinalla, joka on kostutettu
laimennusveteen tai kasvatusliemeen.

Laita sideharso tunnettuun tilavuuteen laimennusliuosta tai kasvatuslientd analyysia
varten.

15.8.6 Kuoren liotusmenetelma

Riko kananmuna. Laita kuoret Stomacher-pussiin, jossa on tarvittava maara
laimennusvetta tai kasvatuslientd. Murskaa kuori pussiin ja kayta syntyva suspensio.

15.8.7 Sisallon kokonaismikrobipitoisuus

Kayta steriileja kasineita ja riko/avaa kananmunan kuori aseptisesti.

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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Jos keltuainen ja valkuainen analysoidaan erikseen, erota ne laittamalla erillisiin
steriileihin astioihin/Stomacher-pusseihin.

Lisda keltuaisen joukkoon laimennusliuosta (8.1) suhteessa 1+9 ja valkuaisen
joukkoon suhteessa 1+39, jolloin luonnollisesti esiintyva lysotsyymi-inhibiittori
laimenee.

Jos analyysi tehdaan koko kananmunan siséllostd, laita se suoraan steriiliin astiaan,
jossa on 180 ml puskuroitua peptonivetta (8.7) tai sopivaa rikastuslienta.

15.8.8 Kananmunamassa, valkuaisia ja/tai keltuaisia (pastéroidut/pastdéroimattomat)

Laimenna munamassa suhteessa 1+9 puskuroituun peptoniveteen (8.7).
Kayta valkuaiselle puskuroitua peptonivetta (8.7) suhteessa 1+39, jolloin luonnollisesti

esiintyvan lysotsyymin inhibitiovaikutus vahenee.

15.8.9 Kuivattu kananmuna tai valkuainen

Kasittele kuten kuivatut tuotteet ks. kohta 15.7

15.8.10 Kokonaismikrobipitoisuus (kuori + sisus)

Riko aseptisesti kananmunan kuori ja laita kuori ja sisus Stomacher-pussiin.
Homogenoi ravistelemalla ja murskaamalla. Punnitse tarvittava maara seosta
ensilaimennoksen tekoon.

15.9 Fermentoidut tuotteet (sis. elavid mikrobeja)

Probioottiset tuotteet eivat kuulu tahan ryhmaan. Tarkoitus on tutkia tuotteessa olevia
vieraita mikrobeja, joita ei ole kaytetty tuotteen fermentoinnissa.

Laimennosten tekoon kaytetaan laimennusliuosta, jossa on bromikresolipurppuraa
(8.8). Kun suspension indikaattorin vari muuttuu, lisdd 1 M NaOH-liuosta (8.11) pH:n
neutraloimiseksi, (pH 7,0 + 0,2, 25° C). Neutraali liuos on violettia.

Jos fermentoinnissa on kaytetty hiivaa, voidaan kasvatusalustaan lisata antifungisidisia
yhdisteita (esim. sykloheksimidia 50 mg/kg tai nystatiinia 50 mg/kg tai amfoterisiinia
10 mg/kg).

Muissa tapauksissa on suositeltavaa lisdtd kasvualustaan antibiootteja tuotteen

fermentoinnissa kaytettyjen mikrobien kasvun estamiseksi. Kaytetty antibiootti ja sen
pitoisuus on mainittava tulosraportissa.

15.10 Leivonnaiset

Ruokaviraston ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seka varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta ruokavirasto.fi
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Leivonnaiset ja kakut ovat yleensd makeita ja valmistettu jauhosta, voista,
kananmunista ja muista aineksista kuten maito- tai hedelmatuotteista.

Pakattujen esipaistettujen tuotteiden pehmeéat pakkaukset avataan saksilla tai veitsella
aseptisesti. Kovat pakkaukset, kuten lasiastiat, desinfioidaan ensin ulkopuolelta esim.
etanolilla ja avataan steriilisti kontaminoimatta tuotetta.

Ota naytteeseen osia joka komponentista ottaen huomioon niiden suhteet tuotteessa.
Koko tutkittavaksi tarkoitettu nayte voidaan myos ensin homogenoida ja sitten ottaa
nayte tasta seoksesta.

Keksit kasitellaan kuten kuivatut tuotteet (ks. kohta 15.7)
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