Opinnaytetyo (AMK)
Prosessi- ja materiaalitekniikka

2019

Anna-Karoliina Makinen

LOPPUTUOTTEILLE
TEHTAVAN
STERIILISYYSTESTIN
VALIDOINTI

TURKU AMK

TURKU UNIVERSITY OF
APPLIED SCIENCES

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Karoliina Makinen



OPINNAYTETYO (AMK)| TIIVISTELMA
TURUN AMMATTIKORKEAKOULU
Prosessi- ja materiaalitekniikka

2019 | 61 sivua, 4 liitesivua

Anna-Karoliina Makinen

LOPPUTUOTTEILLE TEHTAVAN
STERIILISYYSTESTIN VALIDOINTI

Opinnaytetyon toimeksiantaja Oy Finnsusp Ab on silmélasilinsseja, piilolinssinesteitda seka
silmanhoitotuotteita valmistava yritys. Opinnaytetyon aiheena on toimeksiantajan valmistamien
tuotteiden loppulaadunvalvonnassa suoritettavan steriilisyystestin uudelleen validointi.

Validointi tehddan standardissa SFS-EN ISO 11737-1 esitetyn kalvosuodatusmenetelméan
mukaisesti. Validointiin kéytetaan liséksi Euroopan farmakopeaa seka sen maaraamia mikrobeja.
Validoinnilla halutaan todentaa tdméanhetkisen menetelméan kyky havaita mikrobiologinen kasvu
kahdesta eri tuoteryhméastéa Euroopan farmakopean maaraamilla mikrobeilla.

Opinnaytetyon tavoitteena on suunnitella ja toteuttaa suodatusmenetelman uudelleen validointi
seké osoittaa, ettd menetelmalld saadaan monitoroitua tuotteiden mikrobiologinen kasvu.

Uudelleen validointi suoritettiin toimeksiantajan laadunvarmistuslaboratorion tiloissa kevaan 2019
aikana.
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VALIDATION OF STERILITY TEST FOR FINAL
PRODUCTS

Oy Finnsusp Ab manufactures lenses for eyeglasses, contact lens care products and eye care
products. This thesis set out to revalidate a sterility test for the company’s final products as a final
quality control analysis.

Validation is performed according to the membrane filtration method presented in the standard
SFS-EN ISO 11737-1. The European pharmacopoeia (Ph. Eur.) is used for the planning of the
validation and microbes determined in the Ph. Eur. are used in the validation. The purpose of the
validation is to show that the method used at the moment can detect microbial growth on the
products of two different product lines.

The objective of the thesis was to plan and perform the revalidation of the membrane filtration
method, as well as to demonstrate that the growth of the microbes can be detected by the method.

The revalidation was performed during spring 2019 in a quality control laboratory at the company
facility.
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KAYTETYT LYHENTEET

CEN

DPBST

EN

FTA

FTM

HEPA

ISO

NacCl

pmy

rcf

rpm

SFS

TSA

TSB

Eurooppalainen standardoimisjarjestd. (Suomen Standardisoimisliitto SFS

ry, ei pvm.)

Dulbecco’s phosphate buffered saline with tween 20, fosfaattipuskuroitu
fysiologinen suolaliuos (DPBS), jossa on mukana polysorbaattia. (Merck,

ei pvm.)

Eurooppalaisen standardoimisjarjestdon tunnustaman standardin tunnus.

(Suomen Standardisoimisliitto SFS ry, ei pvm.)

Fluid thioglycollate agar, thioglykollaattiliemi, johon on lisatty agaria.
(European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare, 2014.)

Fluid thioglycollate medium, mikrobiologiassa kaytetty thioglykollaattiela-
tusliemi. (European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare,
2014.)

High Efficiency particulate Air filter, HEPA-suodatin. (Whyte, 2010.)

Kansainvalinen standardoimisjarjestdé. (Suomen  Standardisoimisliitto

SFSry, ei pvm.)
Natriumkloridi (Sojakka & Valimaki, 2011.)

Peséakkeita muodostava yksikkd eli colony forming unit (cfu). (Sojakka &
Vvalimaki, 2011.)

Relative centrifugal force, G-arvo. (Hanninen, et al., 2012.)
Revolutions per minute, kierrosta minuutissa.. (Hanninen, et al., 2012.)
Suomen standardoimisliitto. (Suomen Standardisoimisliitto SFS ry, ei pvm)

Tryptic soy agar, mikrobiologiassa yleisesti kaytetty kiinted elatusaine.
(Sojakka & Valiméaki, 2011.)

Tryptic soy broth, mikrobiologiassa yleisesti kaytetty elatusliemi. (Sojakka
& Valimaki, 2011.)
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydn aiheena on toimeksiantajan valmistamien tuotteiden laadunvarmistuk-
sessa suoritettavan steriilisyystestin uudelleen validointi. Toimeksiantaja on Oy Finnsusp
Ab, Piiloset, joka on vuonna 1978 perustettu silmalasilinsseja, piilolinssinesteitd seka
silmé@nhoitotuotteita valmistava perheyritys. Piiloset-tuotteet ovat pitkan tutkimus- ja tuo-
tekehitystyon tulos ja ne ovat valmistettu kansainvalisten direktiivien, lakien sekéa stan-
dardien mukaisesti. Toimeksiantajan valmistavat tuotteet ovat lahes kaikki luokiteltu l1aa-

kinnallisiksi laitteiksi (Medical Device, MD).

Laadunvarmistuksen steriilisyystesti perustuu standardin SFS-EN 1SO 11737-1 mukai-
seen kalvosuodatusmenetelmaan. Toimeksiantaja on validoinut laadunvarmistuksessa
suoritettavan steriilisyystestin ennen. Heilla on kuitenkin tarve steriilisyystestin uudelleen
validoinnille laajemmalla mikrobikirjolla. Lopputuotteen laadunvarmistuksen steriilisyys-
testi validoidaan Euroopan farmakopean mukaan. Validointisuunnitelman tekemiseen on
kaytetty farmakopeaa seka standardeja SFS-EN ISO 11737-1 seka 11737-2.

Steriilisyystestimenetelman validoinnilla halutaan osoittaa, etta menetelmalla voidaan
havaita mikrobiologinen kasvu kahdessa tuoteryhmassa, kuudella farmakopeassa lue-
tellulla mikrobilla luotettavasti, tarkasti ja toistettavasti. Farmakopean mukaiset mikrobit
ovat Aspergillus brasiliensis, Bacillus subtilis, Candida albicans, Clostridium sporogenes,
Pseudomonas aeruginosa, seka Staphylococcus aureus. Naista nelja ovat bakteereita,

yksi on hiiva ja yksi home.

Opinnaytetytn tavoitteena on suunnitella ja toteuttaa menetelman validointi seka osoit-
taa, ettd menetelmalld saadaan osoitettua tuotteen mikrobiologinen kasvu. Opinnayte-
tydssa kaydaan ensin lapi Euroopan farmakopeaa ja standardeja seka validointia ylei-
sesti. Taman jalkeen kdydaan lapi mikrobiturvallisuutta. Teorian jalkeen péastaan ko-
keelliseen osaan, jossa kaydaan lapi laitteet, valineet ja menetelmat, validoinnin suoritus
sekad ongelmia, joita validoinnin aikana kohdattiin ratkaisuineen. Lopuksi kdydaan lapi

tulokset seka yhteenveto.
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2 EUROOPAN FARMAKOPEA SEKA STANDARDIT

Standardisoinnilla laaditaan yhteisia toimintatapoja. Standardisoinnin tarkoituksena on
helpottaa niin kuluttajien kuin viranomaistenkin elamaa, elinkeinoelamaa unohtamatta.
Nain pyritdan varmistamaan tuotteiden seka jarjestelmien yhteensopivuus ja toimivuus.
Standardit ovat toisin sanoen yhteinen ratkaisu yleiseen ongelmaan, jolla ohjataan tuot-
teiden turvallisuutta, suojellaan kuluttajaa seka helpotetaan kauppaa koti- ja ulkomailla.
Tuote, joka on valmistettu standardin mukaan, hyvaksytdan markkinoille. (Suomen

Standardisoimisliitto SFS ry, ei pvm.)

Kansainvalista ICS-luokitusta (International Classification of Standards) kaytetaan stan-
dardien luokittelussa. Standardit julkaistaan helposti hankittavina ja kaytettavina asiakir-
joina, mutta niiden hankkiminen on maksullista. Ne laaditaan usein eurooppalaisessa tai
kansainvalisessa yhteistydssa ja vahvistetaan EN-, 1SO- tai IEC-standardeiksi. Stan-
dardi, jonka tunnus on EN, on eurooppalaisen standardoimisjarjestté CEN:in vahvistama.
Kansainvdlisen standardoimisjarjestdon 1SO:n vahvistamien standardien tunnus on ISO.
Tunnusyhdistelma SFS-EN ISO tarkoittaa, etta kyseinen standardi on myés Suomen
Standardisoimisliiton, SFS, vahvistama ja kaytdossa Suomessa sen liséksi, ettd se on

vahvistettu 1SO:ssa ja CEN:issa. (Suomen Standardisoimisliitto SFS ry, ei pvm.)

Laakinnallisten laitteiden valmistajat noudattavat ISO-standardeja, jokaiselle valmistus-
prosessin osalle on oma standardinsa, esimerkiksi hoyrysteriloinnille, aseptisille proses-
seille, pakkausmerkinnoille seka sailyvyystutkimuksille. Opinnaytetyén kirjoittamisessa
seka validoinnin suunnittelussa on kaytetty 1ISO:n ja CEN:in vahvistamaa standardia

sekad Euroopan neuvoston, Euroopan farmakopeaksi kutsuttua julkiasua.

Euroopan farmakopea on laékkeiden laatuasioista vastaavan yksikon European Direc-
torate for the Quality of Medicines & HealthCare (EDQM) toimittama julkaisu, joka sisal-
taa laatuvaatimuksia ladkeaineille, apuaineille seka ladkevalmisteille. Se on ladketeolli-
suuden, apteekkien seka ld&kevalvontaviranomaisten tyossaan kayttama julkaisu.

(La&kealan turvallisuus ja kehittdmiskeskus Fimea, ei pvm.)
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2.1 Euroopan farmakopea

Validointisuunnitelman tekoon kaytetddn Euroopan farmakopean 8.0 painosta. Farma-
kopean kappaleesta 2.6.1. Sterility otetaan ohjeistuksia validointiin. Muun muassa kay-
tettavien mikrobien ATCC-kannat, mikrobeille sopivat kasvualustat seka kasvatusolo-
suhteet ovat Euroopan farmakopeasta. Farmakopea ohjeistaa suorittamaan, esimerkiksi
positiivisen kasvukontrollin elatusaineille. Julkaisussa on maaratty myos elatusaineiden
negatiivisen kasvukontrollin inkubaatioajan pituus. Farmakopea ohjeistaa myos inokuloi-
tavassa mikrobipitoisuudessa. Tuotteeseen inokuloitava mikrobipitoisuus ei saisi ylittda
yli 100 pmy:ta (pesakettda muodostava yksikkd). (European Directorate for the Quality of
Medicines & HealthCare, 2014.) 100 pmy:n ylaraja perustuu mikrobipesékkeiden tilan-
tarpeeseen seka pesékkeiden valisiin vuorovaikutuksiin. Standardien mukaan 47...50
mm halkaisijan omaavalta kalvosuodatusmembraanilta 100 peséketta (pienid pesak-
keitd) on vield luotettavasti laskettavissa. Pesdkkeiden laskun epavarmuus kasvaa pe-
sakkeiden lukumaaran laskiessa. Alle 10 pesakkeen lukualueella laskettava tulos on kor-
keintaan semikvantitatiivinen. (H&agg, 2016, p. 42.)

Euroopan farmakopea maarittaa myos negatiivisten naytekontrollien tarpeen, membraa-
nin halkaisijan seka sallitut huuhtelutilavuudet. Farmakopea antaa luvan myds mem-
braanin aseptiselle puolittamiselle sekd puolikkaiden maljaamiselle kahdelle eri kasvu-
alustalle. Julkaisussa on ohjeistettu naytteiden kokoaminen seka suodatettavat nayte-
maarat kuin myds montako naytettd, minkakin kokoisesta tuote-erasta tulee ottaa.

(European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare, 2014.)

2.2 Standardit SFS-EN ISO 11737-1 ja -2

SFS-EN ISO 11737-1 Laéketieteellisten laitteiden sterilointi. Mikrobiologiset menetelmat.
OSA 1: Mikro-organismipopulaatioiden mé&arittely tuotteissa -standardia kaytetaan vali-
doinnin suunnittelussa. Standardissa maaritellaan kaytettdva menetelma, samoin kuin
kaytettavat elatusaineet sek& kasvatusolosuhteet. Siind on paallekkaisyyksia Euroopan
farmakopean kanssa. Standardissa ohjataan valitsemaan oikea menetelma steriilisyys-
testauksen suorittamiseen naytteen materiaalin sek& olomuodon perusteella. Standar-
dissa méaaritetdan kaytettavat huuhteluliuokset sek& huuhteluun kaytettava minimi- seka

maksimitilavuus. (International Organization for Standardization, ISO, 2006.)
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SFS-EN ISO 11737-2 Laaketieteellisten laitteiden sterilointi. Mikrobiologiset menetelmat.
OSA 2: Sterilointiprosessin maarityksessa, validoinnissa seké yllapidossa tehtava sterii-
lisyystesti -standardissa kay ilmi samoja asioita kuin standardin osassa 1. Osaa 2 kay-
tetdan myos validoinnin suunnittelussa. Standardissa painotetaan esimerkiksi dokumen-
toinnin tarkeyttd. Standardi ohjeistaa my6s naytteiden koonnissa. (International
Organization for Standardization, ISO, 2009.)

Standardeissa ohjeistetaan naytteiden kasittely. Niissa ohjeistetaan, etta naytteen sisal-
taessa sailontaaineita tai muita mikrobien kasvua inhiboivia ainesosia, nayte tulee kasi-
tella niin, ettd ainesosat neutraloituvat, esimerkiksi maljaamalla membraani neutraloi-
valle kasvatusalustalle. (International Organization for Standardization, 1SO, 2009.)
Standardit sekd Euroopan farmakopea antavat suhteellisen selvat raamit suoritettavalle

validoinnille.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Karoliina Makinen



13

3 VALIDOINTI

Tutkimusmenetelméan validoinnilla tarkoitetaan menetelméan todentamista. Validoinnilla
osoitetaan menetelmén toimivuus suunnitelluissa kayttdolosuhteissa. Validoinnissa ar-
vioidaan menetelman soveltuvuutta ja suorituskykya haluttuun mittaukseen. Menetel-
mien validoiminen on osa viranomaisvaatimuksia laéketieteen, farmakologian seka elin-
tarvikealan tutkimuksissa. Validointia suoritetaan usein osana menetelman tai mittalait-
teen kehitysty6ta. Validointi on tarpeellista myds, kun menetelma otetaan kayttéon toi-
sessa laboratoriossa tai jos menetelmaan tulee muutoksia. Laadunvarmistustoimenpi-
teiden osoittaessa validoinnin tarvetta, validointi tulee suorittaa pikimmiten. Laatukasikir-
jassa voidaan myos maarittédd validoinneille uusinta validointien tarve tietyn ajanjakson
jalkeen. (Hiltunen, et al., 2011, pp. 24-27.)

Validoinnille asetettavat vaatimukset on asetettava tapauskohtaisesti, silld ne vaihtelevat
menetelman ja kayttotarkoituksen mukaan. Validoinnilla varmennetaan, etta testitulokset
ovat lain ja sddnntsten mukaisia. Myos testitulosten loogisuus, kayttdtarkoitukseen so-
pivuus ja biologisen tai muun luokituksen mukaisuus varmennetaan validoinnilla. (Hagg,
2016, p. 7.)

Yleinen validoinnissa kaytetty menetelmd on kahden mittausmenetelmén seka niista
saatavien tulosten vertailu. Menetelméaa validoitaessa tutkittavat parametrit ovat yleensa
selektiivisyys ja spesifisyys, lineaarisuus, mittausalue, havaitsemis-/ilmaisuraja, maari-
tysraja, harha, saanto, hairionkestavyys/toimintavarmuus, toistettavuus seké uusitta-
vuus. Validoinnin tulokset tulee aina dokumentoida tarkasti. (Hiltunen, et al., 2011, pp.
24-27.)

3.1 Milloin validoidaan?

Menetelma tulee validoida, kun on tarpeellista todentaa, ettd menetelman suorituskyky
seka suorituskykyyn liittyvéat parametrit ovat riittavat tietyn analyyttisen ongelman ratkai-
semiseen. Validointi tai uudelleen validointi on tarpeen myds uutta menetelmaa kehitet-
taessa, kaytdssa olevaan menetelmaan kohdistuvien uudistusten vuoksi tai menetelman

kayttétarkoituksen laajentamisen kohdalla. Jos laboratorion laadunvarmistustoimenpi-
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teet osoittavat kaytetyssa menetelmassa tapahtuneen muutosta tai, jos menetelma siir-
retdadn kayttoon toiseen laboratorioon, myoés silloin tarvitsee suorittaa uudelleen vali-
dointi. (Hiltunen, et al., 2011, pp. 24-27.)

Validoinnin laajuus riippuu siitéd, millaisia muutoksia menetelmaan on tehty kayttétarkoi-
tuksen, laitteiston, henkilokunnan tai olosuhteiden johdosta. Standardisoidut menetelmét
ovat usein validoituja jonkin yhteistoiminnallisen tutkimuksen avulla. Siita huolimatta tar-
vitaan kayttélaboratorion oma validointi, tai osoitus menetelméan kayttdkelpoisuudesta
laboratorion olosuhteissa, omilla naytteillda sekd oman henkildkunnan suorittamana.
(Hiltunen, et al., 2011, pp. 24-27.)

3.2 Validointisuunnitelma

Validointisuunnitelma tulee olla dokumentoituna ja hyvaksyttynd ennen tyon aloittamista.
Suunnitelmasta saa poiketa, jos validointitytn edetessa tarve muutoksiin tai lisatesteihin
ilmenee. Muutokset tulee kuitenkin dokumentoida tarkasti. Validointisuunnitelma alkaa
validoinnin kohteena olevan menetelman tai laitteen kuvailulla. Soveltamisala seka kay-

tettdvat matriisit tulee kuvailla. (Hagg, 2016, p. 9.)

Validoinnin suunnittelu vaiheessa selvitetaan lainsdadannodn vaatimuksia, esimerkiksi
naytteen esikasittely- ja analyysimenetelmén, herkkyyden tai maaritysrajojen suhteen.
Valitun menetelman pitaa tayttad asetetut vaatimukset. Joskus kaytettdva menetelméa

maarataén lainsaadannolla eikd menetelméaan voi vaikuttaa. (Hagg, 2016, pp. 9-10.)

Validoinnin tavoite maaritetdén validointisuunnitelmassa tarkasti. Tavoitteet voivat olla
viranomaisilta tai asiakkailta tulevia tavoitteita tai laboratorion asettamia omia tavoitteita.
Tavoitteen lisdksi myds nayteaineisto kuvataan suunnitelmaan. Nayteaineisto sisaltaa
kuvaukset kaytettavista naytteistd, niiden kasittelysta seka sailytyksesta kuin myds mah-
dollisesti hairitta aiheuttavista tekijoistd. Kaytettdva ndytemateriaali eli matriisi valitaan
sen mukaan, mille matriiseille ja mikrobeille tai analyyteille menetelmé&é ollaan validoi-
massa. (Hagg, 2016, pp. 10-11.)

Validointisuunnitelmasta pitad kayda ilmi validointiin osallistuvat henkilot seka heidan
vastuualueet, esimerkiksi suunnitelman tekija, validoinnin suorittajan ja suunnitelman
seka raportin hyvaksyjat. Validoinnin ollessa laaja, voidaan eritella my6s eri osa-alueiden

vastuuhenkiltt seka varahenkil6t. (Hagg, 2016, pp. 10-11.)
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Suunnitelmaan Kirjataan myds tavoiteaikataulu, kaytettavat laitteet ja kaytettavat tilat
seka tilojen erikoisvaatimukset. Kaytettavat laitteet pitaa olla toimintakunnossa ja kalib-
roituina. Tila- ja laiteratkaisulla suojellaan naytetta tyontekijalta tai vaihtoehtoisesti, tyon-
tekijaa naytteelta. Validoinnin laajuus paatetddn suunnitteluvaiheessa tarpeen mukaan,
samoin kuin validoinnissa maaritettavat parametrit. Suunnitelman ollessa hyva, yhdella
koejarjestelylla saadaan maadritettyd useampi validointiparametri. Yhteen koesuorituk-
seen voidaan yhdistaa oikeellisuus, uusittavuus, toistettavuus, spesifisyys, lineaarisuus
ja maaritysraja, kun on kyse kvantitatiivisesta menetelmasta. Esimerkiksi mikrobiologi-
assa, luennan toistettavuutta voidaan mitata rinnakkaisluennoilla, néin saadaan kerattya
myds mittausepavarmuuden madrittAmiseen tarvittavaa aineistoa. Kvalitatiivisessa me-
netelméssa yhteen koejarjestelyyn voidaan yhdistaa parametrit: oikeellisuus, virheposi-
tiivisuus, virhenegatiivisuus, toteamisraja, uusittavuus seka spesifisyys ja herkkyys. Va-
lidointi on kuitenkin voimassa vain testatulla pitoisuustasolla, matriiseilla seka vali-
doidulla laiteyksikolla. (Hagg, 2016, pp. 10-14.)

Validointisuunnitelmaan annetaan kaikille parametreille tulosvaatimukset, joiden pitda
tayttyd. Vaatimusten lisdksi validointisuunnitelmassa pitéda kertoa, miten tulokset laske-
taan, sek& miten tuloksia tarkastellaan. Kun validointisuunnitelma on valmis ja hyvak-

sytty, validointiin voidaan ryhtyd suunnitelman mukaisesti. (Hagg, 2016, p. 14.)

3.3 Validoinnin parametreja

Validointia suunnitellessa mietitdan, mita parametreja validoinnissa halutaan méaarittaa.
Méaaritettavia ja merkittavia parametreja on useita. Parametrit valitaan suoritettavan va-
lidoinnin mukaan. Validoinnin luonteesta riippuen, joitain parametreja ei voi valttamatta
edes maarittaa. Tassa kappaleessa kaydaan lapi muutama opinnaytetydssa tehdyn va-

lidoinnin kannalta merkittava parametri.

3.3.1 Selektiivisyys

Selektiivisyydella tarkoitetaan menetelman kykya maarittaa tietty analysoitava aine mo-
nikomponenttisesta seoksesta. Muut komponentit eivat saa hairitd maaritysta. (Hiltunen,
et al., 2011, pp. 10-11.) Menetelméan ollessa selektiivinen, se tuottaa vasteen usealle
analyytille. Maaritettava analyytti pitad pystya erottamaan yksiselitteisesti. Laimennos-

sarjan antaman vasteen seka laimennoksen suhteen pitda olla lineaarinen. Erilaisten
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taustatekijoiden aiheuttamaa systemaattista virhettd pyritddn selvittamaan selektii-
visyyskokeilla. Huolellisesti suunnitellulla kokeella voidaan maarittéaa selektiivisyyden li-
saksi tarkkuutta, silla tarkkuuden maarittdminen liittyy usein selektiivisyyskokeisiin.
(Hagg, 2016, p. 29.)

3.3.2 Spesifisyys

Mikali menetelma tuottaa vasteen vain tutkittavalle komponentille, se on spesifinen. Esi-
merkiksi mikrobiologisen menetelméan havaitessa tutkittavat mikrobit, menetelma on spe-
sifinen. Eri tekniikat omaavat erilaisia spesifisyysongelmia, joten kaytetyn menetelméan
tuntemus on yksi oleellinen tekija kokeiden suunnittelussa ja suorittamisessa. Harva me-
netelmé& on kuitenkaan taysin spesifinen, talléin on tyydyttava jonkunlaiseen selektiivi-
syyteen. Kuitenkin jos selektiivisyys tayttda asetetut tavoitteet ja on riittava aiottuun kayt-
totarkoitukseen, validointi prosessi saa jatkua. (Hagg, 2016, pp. 30-31.)

3.3.3 Saanto

Saanto kuvaa naytteeseen lisatyn yhdisteen takaisinsaantoa. Saantokokeessa lisdys
tehdaan yleensa nollandytteeseen tai reagenssinollaan. Saantoprosentti lasketaan kaa-
valla 1.

maaritetty pitoisuus

Saanto (%) = ——— — X 100 %
lisatty pitoisuus

Kaava 1 Saantoprosentti

Alemman maaritysrajan ja tarkkuuden ollessa hyvaksyttavalla tasolla saantoprosenttia

ei valttamatta tarvitse maarittaa. (Hagg, 2016, p. 29.)

3.3.4 Toistettavuus

"Toistettavuus on tulosten valinen yhtapitavyys, kun maaritykset tehdaan samoissa olo-
suhteissa, samasta naytteesta, samalla menetelmalld, saman tekijan toimesta, samalla

laitteella samassa laboratoriossa, lyhyen aikavalin sisalla” (Hagg, 2016, p. 31). Useita
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rinnakkaismaarityksia tekemalla testataan myds toistettavuutta. Naytteista lasketaan pi-
toisuuksien keskiarvo (kaava 2), keskihajonta (kaava 3) seka suhteellinen keskihajonta
(kaava 4).

x1 + A + Xn

X =
n

Kaava 2 Keskiarvo

n—1

_ Jzz;lz(xi — 72
Kaava 3 Keskihajonta

b
CV(%) = S X 100 %
Kaava 4 Suhteellinen keskihajonta

3.3.5 Uusittavuus

Uusittavuudella tarkoitetaan tulosten valistd yhtapitavyyttda, samaa menetelmaa kaytet-
tdessd, mutta muuttaen yhta tai useampaa tekijaa, kuten mittauslaitetta, suorituspaikkaa
tai muuta oleellista tekijad. Menetelman uusittavuutta voidaan kuvata suhteellisella kes-
kihajonnalla. (Hagg, 2016, p. 32.)

3.4 Validoinnin dokumentointi sek& raportointi

Validoinnin edetessé tuloksia arvioidaan kriittisesti, myos lisatestauksia suoritetaan tar-
vittaessa. Alkuperdinen hyvaksytty validointisuunnitelma arkistoidaan. Jos suunnitel-
masta poiketaan validoinnin aikana, muutokset dokumentoidaan. Validoinnin valmistu-
essa tulokset lasketaan asetetuilla tilastollisilla menetelmill& ja niitd verrataan tavoittei-
siin. Yhteenvetoraportissa viitataan aiemmin kirjoitettuun validointisuunnitelmaan ja kay-
daan lapi validoinnin toteutus. Validointiraporttiin kirjataan myds poikkeamat ja suunnit-

telemattomat jatkotestaukset, jos niitd on tehty. (Hagg, 2016, pp. 15-16.)
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Tulosten kasittelyssa kaytetaan suunniteltuja tilastollisia menetelmia ja kaytetyt kaavat
kirjataan raporttiin, kaikki asetetut validointiparametrit kdydaan lapi. Dataa kasiteltdessa
outlierit (harha-arvot) voidaan tunnistaa tilastollisilla menetelmilla. Tulosten perusteella
arvioidaan menetelmén kokonaismittausepavarmuutta, jota verrataan sallittuun koko-
naisvirheeseen. Kuvassa 1 kuvataan eri parametrien suhdetta eri virhetyyppeihin ja mit-

tausepavarmuuteen. (Hagg, 2016, pp. 15-16.)

Mittauksen suorituskykyd  Suorituskykya kuvaavan
kuvaavat ominaisuuden
Virhetyyppi laadulliset ominaisuudet  kvantitatiivinen ilmaisu

Systemaattinen virhe Oikeellisuus

Kokonaisvirhe ittausepavarmuus

Satunnaisvirhe Keskihajonta
Toistettavuus/uusittavuus

Kuva 1 Mittaustulosten laatua kuvaavien peruskasitteiden yhteys toisiinsa (Hagg,
2016, p. 16.)

Validointiraportti sisdltdd myos johtopaattkset, seka paatoksen menetelman kayttoon-
otosta tai hylkdamisesta. Validointiraportti sekd muut validoinnista tulleet dokumentit

tulee sailyttéa ja arkistoida asianmukaisesti. (Hagg, 2016, pp. 15-19.)

3.5 Menetelman kayttoonotto ja laadunvarmistus

Menetelmaa kayttoonotettaessa pitda maaritella henkiltt, joilla on patevyys menetelman
suorittamiseen. Validointiprosessiin osallistuneet henkilot ovat yleenséd patevoityneet
menetelman suorittamiseen. Validoinnit eivéat ole kertaluontoisia vaan ne tulee uusia tie-
tyin valiajoin. Laboratorion johtamisjarjestelmassa taytyy olla kuvattuna uudelleenvali-
doinnin periaatteet. Validoinnin paikkansapitavyys seka uudelleenvalidoinnin tarve tar-
kastetaan tietyin valiajoin. Menetelméan toimivuutta seurataan sisaisella laadunohjauk-

sella sekéa ulkoisella laadunarvioinnilla. Kun menetelmaa kaytetaan rutiininomaisesti,
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saadaan tietoa sen toimivuudesta seka suorituskyvysta. Validoinnin uusimistarve voi joh-
tua monesta syysta, esimerkiksi kaytetyn standardin uudesta versiosta, uuden laitteen
hankinnasta, testin uudesta versiosta tai toistuvasta poikkeavasta tuloksesta menetel-
maa kaytettaessa. (Hagg, 2016, pp. 17-18.)
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4 MIKROBITURVALLISUUS

Biologisista vaaratekijdistd on annettu EU-direktiivi 90/679/ETY. Suomessa se on Voi-
massa valtioneuvoston paatdksella 1155/93. Direktiiviin on tullut lisayksia, mutta voi-
massa oleva mikrobien luokittelu vaarakategorioihin I6ytyy Sosiaali- ja terveysministe-
rion saddoksesta No 299 (299/1998). Kyseisessa saaddksessa jaetaan biologiset tekijat
neljaan ryhméaan niiden aiheuttaman vaaran mukaan. Ryhmaan | kuuluva biologinen te-
kija ei todennékoisesti aiheuta sairautta. Ryhmaén Il tekija voi aiheuttaa sairauden seka
olla vaarallinen tyontekij6ille, mutta sairaus ei kuitenkaan todennakoéisesti levia ymparis-
t6on. Ryhmaan 11l kuuluva biologinen tekij voi aiheuttaa vakavan sairauden ja myods
vakavan vaaran tyontekijdille. Biologinen tekija voi myos levita vaestoon, mutta sen tor-
juntaan on kaytettavissa yleensa tehokas ehkaisykeino tai hoito. Ryhman IV kuuluvat
biologiset tekijat voivat aiheuttaa vaaran tyontekijalle seka levita vaestoon, eika biologi-
sen tekijan ehkaisemiseksi ole tehokasta keinoa tai hoitoa. Viljellyn mikrobin ei tarvitse
aina olla tautia aiheuttava, silla mikrobit voivat aiheuttaa voimakkaan reaktion tyonteki-
jassa biologisesta vaaraluokastaan huolimatta. (Sosiaali- ja terveysministerid, 2004.)
(Sojakka & Valimaki, 2011, pp. 12-13.)

4.1 Tyo6skentely mikrobiologian laboratoriossa

Mikrobiologiset ty6tavat vaikuttavat tutkimuksen luotettavaan laatuun seka tutkimuksen
tekijoiden ja samassa rakennuksessa tydskentelevien turvallisuuteen. Laiminlyddessa
hyvia ty6tapoja laboratoriossa, voi pilata muiden tydn seka aiheuttaa itselle ja muille ter-
veysvaaraa. Laboratorion huoneilma, poytéa- sekd muut pinnat ja tutkimusvalineet tulee
pitdd mikrobiologisesti puhtaina, jotta laboratorio olisi turvallinen tyéntekijéille. Luotetta-
vien tutkimustulosten edellytys ovat puhtaat laboratoriotilat. (Salkinoja-Salonen, 2002,
pp. 692-697.)

Aerosolien muodostumista on valtettava, silla ihmisen puolustuskyvyttomyydeltaan hei-
koin kohta on keuhkot. Tasta syystd myo6s biologisen vaaraluokan | mikrobit, jotka eivat
ole patogeeneja, eli tautia aiheuttavia, saattavat aerosoleina vahingoittaa terveytta. Ae-
rosolin muodossa mikrobit voivat kulkeutua ilmastoinnin mukana muuallekin. Mikro-

biaerosolit voivat pilata aseptisen tydskentelyn mahdollisuudet laboratoriossa kontami-
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noidessaan pintoja. Kontaminaatio tarkoittaa mikrobin lyhytaikaista lasndoloa, ei toivo-
tussa paikassa kuten poytapinnalla tai kasissa. (Salkinoja-Salonen, 2002, pp. 692-697.)
(Sojakka & Valimaki, 2011, pp. 12-16.)

Mikrobiologisessa laboratoriossa kaytetd&n suojavarusteita. Takilla ehkaistddn mikro-
bien leviaminen paikkoihin, joihin niitd ei haluta. Takki puetaan paélle mikrobilaboratori-
0ssa ja se jatetdaan laboratorioon sielta lahdettdessa, nain mahdolliset aerosolit, roiskeet
ja muut kontaminantit jaavat laboratorioon. Taman lisaksi kaytetaan kertakayttoista suo-
japaahinetta sekd kumihanskoja. Laboratoriosta lahdettdaessa pestaan seka desinfioi-
daan kadet. (Salkinoja-Salonen, 2002, pp. 692-697.)

Kaatunut tai roiskunut mikrobiviljelméa peitetdan desinfiointiaineella ennen siivoamista.
Siirrostus toimenpiteet tehdaan luokan 2 biologisessa suojakaapissa (5.2.2). Suojakaa-
pin alapinta seka seinat pyyhitaan 70 % etanolilla tydn jalkeen. Kontaminoituneet kerta-
kayttoiset tydvalineet, kuten siirrostussilmukat ja pipetinkarjet, laitetaan kayton jalkeen
suoraan autoklavoitavaan pussiin. Kun tehdédan laimennossarjoja jotka vaativat viljel-
mien pipetoimista, pipetin karki tulee asettaa nestepinnan tai astian seinan lahelle syvalle
putkeen aerosolien muodostumisen valttdmiseksi. Kun putkia sekoitetaan mekaanisesti,
esimerkiksi sentrifugoimalla (5.2.5), putkien tulee olla tiiviisti kiinni. Mekaanisessa sekoi-
tuksessa muodostuu aerosoleja, taméan vuoksi putken tulisi olla kiinni jonkin aikaa sekoi-
tuksen jalkeenkin. Mikrobiologisen laboratorion roska-astia tulee tyhjentaa ja putsata 70
% etanolilla aina tdiden paatteeksi, silld sinne muodostuu jo pienessa ajassa bakteeri-
kasvustoa. (Salkinoja-Salonen, 2002, pp. 692-697.)

4.2 Tyo6ssa kaytetyt mikrobit

Validoinnin suorituksessa kaytettaan Euroopan farmakopean mukaisia mikrobeja: As-
pergillus brasiliensis (ent. niger), Bacillus subtilis (ent. spizizenii), Candida albicans,
Clostridium sporogenes, Pseudomonas aeruginosa, sekd Staphylococcus aureus. Niista
B. subtilis, C. sporogenes, P. aeruginosa seka S. aureus ovat bakteereita. A. brasiliensis

on home ja C. albicans on hiiva.
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4.2.1 Aspergillus brasiliensis

Validoinnissa kaytettaan Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 -kantaa. A. brasiliensis on
home eli se kuuluu sienien ryhméaan. Sienet ovat eukaryootteja ja ne luokitellaan yleensa
neljagan ryhmaan: Ascomycetes (kotelosienet), Zygomycetes (pallohomeet), Basi-
diomycetes (kantasienet) seka Deuteromycetes (vaillinaissienet). A. brasiliensis kuuluu
kotelosienten paajaksoon. Luokittelu on kuitenkin vajaa, silla sienia luokitellaan paitsi
genetiikan ja rakenteen, myos niiden lisdantymisen mukaan. (Sojakka & Valimaki, 2011,
pp. 209-217.)

Homeiden tavallisin lisddntymiskeino on suvuttomat itiét eli konidiot. Homerihmassa on
lisaantymiseen erikoistuneita rakenteita. Homeitiot ovat usein varillisia, A. brasiliensis
kasvaa mustana rihmastona ja sen itiét ovat mustia. Kun itiét laskeutuvat sopivalle kas-
vualustalle seka saavat tarpeeksi kosteutta ja happea, ne alkavat kasvaa rihmaksi. Ho-
meitidt kestavat kuivuutta, mutta eivat kuumuutta. Sienisolua ympéaroi soluseina, Asper-
gillus-suvun homeilla solusein& on kitiinid. (Sojakka & Valimaki, 2011, pp. 90-92, 209-
217.) A. brasiliensis on vaikea laboratorio-olosuhteissa, silla se péllyad melko vahvasti
huoneilmassa ja se kasvaa myds huoneenlammaossa loytdessadn sopivan kasvualustan.
A. brasiliensis muodostaa ensin mustia pesakkeitda, mutta jo viikossa pesakkeet muo-

dostavat koko maljan peittdvan kasvuston.

Aspergillus brasiliensis luokitellaan mikrobiologisen vaaran luokkaan I. Euroopan farma-

kopea suosittelee kyseisen mikrobin kasvattamista TSA-maljalla.

4.2.2 Bacillus subtilis

Validoinnissa kaytettava Bacillus subtilis kanta on ATCC 6633. B. subtilis on sauvamai-
nen bakteeri. Bakteerit ovat prokaryootteja eli esitumallisia mikrobeja. Prokaryooteilta
puuttuu varsinainen tuma seka kalvon ympardéimat soluelimet. Niiden solukalvo on fos-
folipideistda muodostuva kaksoiskalvo. Prokaryootteihin kuuluvilla bakteereilla on solu-
seind, joka pitda sen kasassa ja antaa sille muodon. Gram-varjayksella voidaan selvittéda
bakteerien soluseindn rakenne. Bakteerin soluseindn ollessa paksumpi ja siséltdessa

runsaasti peptidoglykaania eli mureiinia, bakteeri on gram-positiivinen. Gram-negatiivi-
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silla bakteereilla on peptidoglykaanikerroksen paalla viela lipoproteiineista ja lipopoly-
sakkarideista muodostuva kerros. Gram-varjayksessa negatiiviset varjaytyvat vaalean-
punaisiksi ja positiiviset violeteiksi. (Sojakka & Valimaki, 2011, pp. 190-193.)

Bacillus subtilis on solunsiséisia itidita, endosporeja, muodostava gram-positiivinen bak-
teeri. Koska B. subtilis on itidiva, se kontaminoi helposti laboratoriotiloissa. Sen itidita on
vaikea tuhota, silla ne kestavat korkeita lampétiloja, kuivuutta seka UV- ja gammasatei-
lya. B. subtilis on monipuolinen bakteeri, sita esiintyy niin maaperassa kuin vesistdissa-
kin. B. subtilis on yleisesti kaytetty malliorganismi solujakautumista, proteiinin eritysta
seka solun likkuvuutta tutkittaessa. B. subtilis muodostaa usein myos biofilmeja. (Akos
T.,2019.)

B. subtilis luokitellaan mikrobiologisen vaaran luokkaan | ja Euroopan farmakopea suo-

sittelee sille elatusalustaksi TSA-maljaa.

4.2.3 Candida albicans

Kaytettava Candida albicans kanta on ATCC 10231. C. albicans on hiiva. Se luokitellaan
kotelosienien paajaksoon. Luonnossa hiivat esiintyvat eldinten iholla, limakalvoilla seka
suolistossa, mutta myods kasvien pinnoilla. Ne ovat fakultatiivisesti anaerobeja, eli ne voi-
vat kasvaa hapellisissa ja hapettomissa oloissa. C. albicans I8ytyy noin puolelta ihmi-
sistd. Se voi aiheuttaa ihotulehduksia, mutta my6s limakalvo- ja suolistotulehduksia.
Vaikka C. albicans kasvaa yleensa yksisoluisena kasvustona, se voi muuttua rihma-
maiseksi olosuhteiden muuttuessa. (Sojakka & Valiméki, 2011, pp. 209-217.) C. albicans

kasvaa maljalla valkoisina, pytreina ja Kiiltdvina pesékkeina.

C. albicans luokitellaan biologiseen vaaraluokkaan Il. Euroopan farmakopea suosittelee

C. albicansin kasvatettavaksi TSA-maljalle.

4.2.4 Clostridium sporogenes

Validointiin mé&aratty Clostridium sporogenes on ATCC 19404 -kanta. Clostridium-suvun
bakteerit ovat gram-positiivisia, sauvamaisia bakteereita, jotka tuottavat itiditd. Ne ovat
obligatorisia anaerobeja, eli ne eivat voi elaa hapellisissa oloissa. Kuitenkin niiden ititt
kestavat hapelliset olosuhteet kuin myds kuivuuden, pakastamisen seka korkeita lampo-

tiloja. Clostridium-suvun bakteerit ovat maaperan bakteereita. (Salkinoja-Salonen, 2002,
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pp 102.) Ne ovat my6s suolistobakteereita ja niiden haitallisiin ominaisuuksiin kuuluu

myrkyllisten aineiden eli toksiinien tuottaminen. (Sojakka & Valimaki, 2011, pp. 102-103.)

Euroopan farmakopeassa C. sporogenes neuvotaan kasvatettavaksi FTA-maljalle ja se

kuuluu vaaraluokkaan I.

4.2.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 —kantaa kaytettddn validoinnissa. P. aeruginosa
on gram-negatiivinen sauvamainen suolistobakteeri. P. aeruginosa esiintyy maape-
rassa, vesistoissa sekd ihmisen normaalifloorassa. (Azam & Khan, 2019.) Se kasvaa

maljalla yksittaisina pesakkeina.

Validointitydén aikana P. aeruginosa kasvatetaan FTA-maljalla. Se on luokiteltu biologi-

seen vaaraluokkaan II.

4.2.6 Staphylococcus aureus

Validoinnissa kaytettava Staphylococcus aureus on ATCC 6538 -kantaa. S. aureus on
yleisesti kaytetty laadunvarmistusbakteeri. Se on kokkimuotoinen ja gram-positiivinen
bakteeri. S. aureus on mesofiilinen, eli se ei lisdaanny alle + 7 °C:ssa. Se kasvaa yksittai-
sind kullan keltaisina pesakkeind. S. aureus aiheuttaa niin infektioita, kuin ruokamyrky-
tyksidkin. S. aureus loytyy ihmisen normaalifloorasta. Se vapauttaa myrkkyja solun ulko-
puolelle eli tuottaa niin kutsuttuja eksotoksiineja. (Salkinoja-Salonen, 2002, p. 106.)
(Sojakka & Valimaki, 2011, pp. 167-168.)

S. aureus on luokiteltu biologiseen vaaraluokkaan Il ja Euroopan farmakopean mukaan

validoinnissa maljataan FTA-maljoille.
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5 MENETELMAT, LAITTEET JA VALINEET

Tassa kappaleessa esitellaan validoinnissa kaytettyja tydskentelymenetelmia seka labo-
ratoriolaitteita ja -valineita. Validointi suoritettaan toimeksiantajan mikrobilaboratoriossa,

missa on kaytettavana tavanomaisia laboratoriolaitteita ja -vélineita.
5.1 Menetelmét

Validoinnissa kaytetaan kalvosuodatusmenetelmad. Kappaleessa esitetddn myos liuos-

ja elatusainevalmistus seka ympin valmistusmenetelma.
5.1.1 Kalvosuodatusmenetelma

Tyossa kaytetty kalvosuodatusmenetelma perustuu standardissa SFS-EN 1SO 11737-1
ja -2 esitettyyn kalvosuodatusmenetelmaan. Kaytettavat nayte- seké huuhtelutilavuudet
tulevat standardista. Toimeksiantajan sisdinen tydohje menetelmaélle on kirjoitettu stan-
dardista saadun yleislinjauksen perusteella. Kalvosuodatus suoritetaan, joka testikier-

roksella tybohjeen mukaan luokan 2 biologisessa suojakaapissa (5.2.2).

Kalvosuodatusmenetelmalla pyritddn havaitsemaan nestemaisesta tuotteesta merkkeja
mikrobikontaminaatiosta. Validoinnissa kontaminaatio on itseaiheutettu ja suodatusme-
netelmalla halutaan osoittaa, etta kontaminaatio pystytddn havaitsemaan. Menetelmaa
kaytetaan lopputuotteiden laadunvarmistuksessa, jolloin tuotteessa ei haluta olevan kon-
taminaatiota. Kontaminaatio pitaa pystya osoittamaan, jotta jos sellainen on, se saadaan

kiinni ennen eran hyvaksyntaa.

Suodatusmenetelmassa kalvolle eli membraanille muodostetaan ensin kaikille mikro-
beille suotuisa kasvualusta suodattamalla kalvon I&pi TSB-liuosta. TAman jalkeen mem-
braanin lapi suodatetaan nayte. Jos naytteessad on mikrobeja, ne pysahtyvat kalvolle,
silla ne eivat mahdu kalvon huokosten l&api (Sojakka & Valiméaki, 2011, p. 281). Taman
jalkeen ylimaarainen tuote seka mahdolliset tuotteen sisaltdmat, mikrobien kasvua inhi-
boivat tekijat, huuhdellaan kalvolta 0,9 % NaCl-liuoksella ja kalvo siirretaén pinsettien
avulla sopivalle kasvualustalle eli kalvo maljataan. Maljat siirretdan lampdkaappiin

(5.2.8), jossa niita kasvatetaan maaratty aika. Kaikista kalvolle jadneista mikrobeista
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muodostuu pesakkeitd, jolloin ne voidaan laskea. Pesakemaaran perusteella voidaan

maarittaa naytteen mikrobipitoisuus.

5.1.2 Liuosvalmistus

Liuosvalmistus suoritetaan toimeksiantajan tydohjeiden mukaan. Validointia varten luo-
daan myads erilliset liuosvalmistusohjeet toimeksiantajan tydohjeiden pohjalta. Liuosval-
mistusohjeet mahdollistavat liuoskirjanpidon eli vaaditun dokumentoinnin. Aina liuoseraa
valmistettaessa liuosvalmistusohjeeseen merkataan vaa’an toiminnantarkastus, liuok-
seen kaytettavat reagenssit ja niiden lot-numerot, autoklavoinnin [Ampdtila ja aika, seka
ohjelma samoin, kun autoklaavin indikaattorin varinmuutos. Valmistusohjeeseen merka-
taan myos valmistuspaivamaara seka valmiin liuoksen viimeinen kayttopaivamaara. Liu-

osvalmistusohjeet I6ytyvat liitteista 1-3.

Kaikki liuokset valmistetaan sailopulloihin. Sailépulloon punnitaan analyysi- tai tarkkuus-
vaa’alla haluttua reagenssia maaratty maara, jonka jalkeen pulloon mitataan mittalasilla
haluttu maaré ionivaihdettua laboratoriovettd. Liuoksina validoinnissa kaytetaan TSB-
liuosta, joka on mikrobiologiassa yleisesti kaytetty elatusliuos. Liséksi kaytetaan 0,9 %
NaCl-liuosta eli fysiologista suolaliuosta huuhteluliuoksena. Kolmas validointia varten
valmistettava liuos on DPBS-liuos, eli Dulbecco:n fosfaattipuskuroitu suolaliuos. DPBS-
liuokseen lisattdan autoklavoinnin jalkeen, ennen liuoksen kayttdd, aseptisesti polysor-
baattia. Polysorbaatin lisaamisen jalkeen liuoksen lyhenne on DPBST. DPBST-liuosta
kaytettaan ympin valmistuksessa seka kontrollina kalvosuodatusmenetelméassa nayttei-

den rinnalla.

5.1.3 Elatusaineiden valmistus

Elatusaineet valmistetaan myo6s toimeksiantajan tydohjeen mukaan. Kuitenkin samoin
kuin liuoksille, elatusaineiden valmistusta varten tehdaan oma valmistusohje, joka mah-
dollistaa vaadittavan dokumentoinnin. Elatusainevalmistusohjeeseen, merkataan vaa’an
toiminnantarkastus, kaytettyjen elatusjauheiden lot-numerot, elatusaineen valmistustila-
vuus, autoklavointi [Ampdtila, aika sekd ohjelma ja indikaattorin varin muutos. Taméan

lisaksi valmistusohjeeseen merkataan erén valmistuspaivamaaré seka viimeinen kaytto-
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paiva. Valmistusohjeesta kay myds ilmi, etta erasta tehdaan positiivinen, seka negatiivi-
nen kasvukontrolli ja etta kontrolli menee hyvaksytysti lapi. Valmistusohje 16ytyy liitteesta
4.

Kontrolleissa jokaisen eri elatusaineen, jokaisesta maljaerasta otetaan kaksi maljaa po-
sitiivisen seka negatiivisen kasvukontrollin tekoa varten. Positiivisessa kontrollissa mal-
jalle siirrostetaan mikrobia ja kasvu tarkastetaan seuraavana paivana. Positiivisen kont-
rollin taytyy kasvaa, ndin varmistetaan, ettéd malja toimii. Negatiivisessa kontrollissa puh-
das malja laitetaan lampdkaappiin kasvamaan maaratyksi ajaksi. Maljan tulee olla puh-

das viela maaraajan jalkeenkin, jotta maljaera voidaan hyvaksya kayttoon.

Elatusaineiden valmistusohjeeseen merkataan myds eran hyvéaksymispaivamaara. Jo-
kaisesta valmistetusta erasta on taytetty samanlainen valmistusohje, joten elatusainei-
den erékirjanpito pysyy ajan tasalla. Maljaerista on myds taytetty toimeksiantajan sisai-
nen toimivuuden testauslomake, jossa on merkattuna positiivisessa kontrollissa kaytetty

mikrobi sekéa negatiivisen kontrollin pysyminen negatiivisena.

Puhtaiden elatusalustojen valmistus

Mikrobien kasvatukseen voidaan kayttaa kiinteda, puolikiinteda tai nestemaista kasvu-
alustaa. Kiintedt kasvualustat sisaltdvat usein agaria, myds nestemaisesta kasvu-
liemesta saa kiintedn lisaamalla siihen, esimerkiksi 2 % agaria. Agar on polysakkaridi,
joka on peraisin merilevasta. Agaria on hyva kayttaa hyydytysaineena, silla harva mik-
robi pystyy kayttamaan sité ravintona. Koska agar ei sovi mikrobeille ravinnoksi, ne eivat
voi hajottaa kasvualustaa. Agaria sisadltavat kasvualustat pitaa keittédd, jotta niista saa-
daan tasaisesti hyytyvia liuoksia. (Sojakka & Valimaki, 2011, pp. 19-20.) Validointitytssa
kaytetaan valmiita elatusainejauheita, joista autoklavoimalla saadaan valmiita kasvu-
alustoja, ilman etta liuosten pH:ta tarvitsee sdataa. Validoinnin suorituksessa FTM-jau-
heeseen lisatdan 2 % agaria, jotta alustasta saadaan kiinted. Kaytetty agar on mikrobio-
logista laatua. Elatusjauheet punnitaan ensin saildpulloihin tarkkuusvaa’alla. Pulloihin li-
sataan punnitsemisen jalkeen ionivaihdettua laboratoriovettd haluttu tilavuus. Tilavuu-
den mittauksessa kaytetédéan mittalasia. Pulloja ravistellaan, jonka jalkeen ne autoklavoi-

daan.

Autoklavoinnin jalkeen saildpullot temperoidaan 50 °C asteisiksi vesihauteessa (5.2.7),

50 °C asteessa elatusaineet ovat vield juoksevia. Maljat valetaan aseptisesti puhdastilan
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laminaarivirtauskaapissa steriileihin petrimaljoihin. Maljojen kanteen kirjoitetaan elatus-
aineen lyhenne sekd maljaeran numero. Maljat jarjestetddn pinoihin pohja alaspain.
Temperoitu elatusainepullo otetaan vesihauteesta, pullo kuivataan ja puhdistetaan pin-
nalta 70 % etanolilla. Taman jalkeen maljapinot valetaan aseptisesti. Maljat levitetaan
laminaarikaapin pohjalle ja kannet avataan raolleen, jotta maljat jaahtyvat ja elatusaine
jahmettyy. Kun maljat ovat jahmettyneet, ne pinotaan ja pinot suljetaan steriileihin pus-
seihin. Maljoista tehdaan kontrollit ja ne sailytetdan jadkaapissa. Jos maljat laitetaan liian
lampimina jagkaappiin, ne kerdavat kondensoituvan vesihtdyryn kansiinsa (Sojakka &
Valimaki, 2011, p. 21).

5.1.4 Ympin valmistus

Ymppi valmistettaan toimeksiantajan tydohjeen mukaisesti. Ymppi ja sen laimennossarja
tehddan 15 ml Falcon-putkiin DPBST-liuokseen. Laimentamiseen kaytettavan liuoksen
tulisi olla isotoninen neste, ettei se vaikuta mikrobien osmoottiseen paineeseen (Sojakka
& Valiméki, 2011, p. 67). Liuosta pipetoidaan putkiin niin, ettd yhteen putkeen tulee
ymppi ja muihin putkiin laimennokset -2 laimennoksesta -7 laimennokseen. -2 laimennos
tarkoittaa 102 laimennosta ja -7 laimennos vastaavasti 10”7 laimennosta. Laimennossarja
etenee siis kymmenpotensseissa. Ensimmaisessa vaiheessa laimennossuhteena on
1:100. Laimennossuhteen ei tulisi olla enempaa kuin 1:100, silla muuten naytteiden se-
koittuminen laimentimeen voisi vaarantua (Sojakka & Valiméki, 2011, p. 67). Muissa lai-
mennossarjan vaiheissa suhde on 1:10. Laimentaminen mahdollistaa laskettavan tulok-

sen, silla ilman laimentamista mikrobimaara naytteessa olisi liilan suuri laskettavaksi.

LOEDEDEDEDEDED

Kuvio 1 Ympin valmistus

Ensimmaiseen putkeen, eli ymppi-putkeen, siirrostetaan maljalta haluttua mikrobia siir-
rostussilmukalla. TAman jalkeen putkea ravistellaan koeputkiravistelijassa (5.2.6), jonka
jalkeen putki laitettaan sentrifugiin (5.2.5). Putkea sentrifugoidaan maaratty aika. Sentri-
fugin valmistuttua DPBST-liuokseen sekoittunut solumassa on sedimentoitunut, eli pel-
letoitunut, putken pohjalle. Supernatantti, eli putkessa solupelletin p&alla oleva neste,

kaadettaan jateastiaan laminaarikaapissa. Supernatantin tilalle pipetoidaan uusi annos
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DPBST-liuosta, Falcon-putkea sekoitetaan koeputkiravistelijassa ja sentrifugointi toiste-
taan, nain solumassa saadaan niin sanotusti pestya. Toisen sentrifugoinnin jalkeen su-
pernatantti kaadetaan jalleen pois ja putkeen pipetoidaan uusi DPBST-liuos, putki sekoi-
tettaan ravistelijalla vield kertaalleen ja sen jalkeen ymppi on valmis laimennettavaksi.

Ymppi laimennetaan kuvion 1 mukaan -7 laimennokseen saakka.

Ympista tehdaan kontrolliviljelma maljaamalla. Kontrolli tehdaan laimennoksista -6 ja -7.
Molemmista laimennoksista tehdaan kolme rinnakkaista maljaa. Laimennoksia pipetoi-
daan kolmelle tyhjalle maljalle, jonka jalkeen ohjeenmukainen temperoitu elatusaine va-
letaan pipetoidun laimennoksen paalle. Maljoja pyoritellaan tasoa vasten ja kansia rao-
tetaan vahan, jotta maljat jadhtyvat ja elatusaine jaAhmettyy. Taman jalkeen maljoja kas-
vatetaan lampodkaapissa. Maljalle kasvavat pesakkeet voidaan laskea kasvatuksen jal-
keen. Kun tiedetaan laimennos seka pesakkeiden maara, voidaan laskea suurpiirteinen
pitoisuus ympille. Pitoisuudesta voidaan paatella myos, paljonko mikrobipesakkeitd on

inokuloitu testauspéaivand DPBST-liuokseen seka naytteisiin.

5.2 Laitteet

Validoinnin suorituksessa kaytetaan laajasti erilaisia laboratoriolaitteita. Tassa kappa-

leessa on esiteltyna kaytettavat laitteet seké niiden toimintaperiaatteet.

5.2.1 Kalvosuodatuslaitteisto

Validoinnissa kaytetaan Millipore:n yksikanavaista ruostumattomasta teréksesta valmis-
tettua suodatuslaitteistoa, seka laitteistoon sopivia sintterikivid. Suodatuslaitteisto koos-
tuu yksikanavaisesta suodattimesta, jonka varressa on venttiili. Venttiilistd suodattimen
kanavan voi avata ja sulkea. Suodattimeen kiinnitetddn jatesailioéon johtava letku. Ja-
tesdiliostd menee letku my6s pumpun imevaén suulakkeeseen. Pumpulla (VWR vakuu-
mipumppu) imetdan jatesailioon alipaine. Kun suodattimen venttiili avataan, jatesailion
alipaine saa nesteen virtaamaan suodattimen l&pi jatesailioon paine-erojen tasoittuessa.
Suodatusta varten suodatuslaitteiston péaélle asetetaan huokoinen sintterikivi, jonka
paalle asetetaan membraani. Membraanin paalle asetetaan kertakayttinen suodatin-
suppilo, johon suodatettavat nesteet voidaan mitata. Suppilo pitdd myds membraanin

paikallaan suodatuksen ajan.
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5.2.2 Luokan 2 biologinen suojakaappi

Validoinnissa kaytettava laminaarikaappi on Kojair:in luokan 2 biologinen suojakaappi.
Luokan 2 biologinen suojakaappi suojelee tuotetta, kayttajaa seka ymparistéa. Laminaa-
rikaapissa ilma virtaa tasaisesti ja yhdensuuntaisesti pystysuunnassa. llma virtaa yl-
haalta alaspain HEPA-suodattimen lapi. Laminaarikaapin tarkoituksena on luoda steriili
tydtila kaapin sisélle. Tydssa kaytettavan laminaarikaapin sisatila vastaa puhtaudeltaan

ISO 5 luokan puhdastilaa.

Laminaarikaapin suojaus perustuu siihen, ettd noin neljannes ilmamaarasta poistuu kaa-
pista HEPA-suodattimen lapi. Korvausilma tulee laminaarikaapin edessa olevasta tyos-
kentelyaukosta, se imeytyy laminaarin tason etuosassa olevan ritiléinnin lapi tason alle
ja kiertaa sielta HEPA-suodattimelle. Tybéaukkoon muodostuu laminaarivirtauksen ansi-
osta ilmaverho, jolloin laminaarikaapissa oleva ilma ei paase virtaamaan ulos kaapista.
(Sojakka & Valiméaki, 2011, p. 64.)

Laminaarikaapissa tulee tydskennella rauhallisesti ja kasien liikkeiden tulee olla tarkoi-
tuksen mukaisia. Liike aiheuttaa laminaarivirtaan pyorteisyytta, eika virta enda suojaa
tuotetta kontaminaatiolta. Laminaarikaapista poistuva ilma voidaan johtaa takaisin huo-
neilmaan tai poistoilmakanavaan. Kaappi puhdistetaan aina ennen kaytt6a, seka kayton
jalkeen. (Sojakka & Valiméaki, 2011, pp. 64-65.)

5.2.3 Autoklaavi

Autoklavointi on yleisin kosteaan kuumuuteen perustuva sterilointimenetelma. Auto-
klaavi on paineastia, jossa on yksi tai useampi paineentunnistussensori. Validoinnissa
kaytettava autoklaavi on puoliautomaattinen. Autoklaaviin muodostetaan kyllastetty kor-
kean lampdtilan omaava vesihdyry. Yleisin sterilointilampdétila on 121 °C, joka pidetédan
15 minuutin ajan. Kuitenkin, esimerkiksi mikrobiologinen jate saattaa vaatia pidemman
ajan. (Sojakka & Valiméaki, 2011, pp. 32-37.)

Validoinnissa kaytetyn autoklaavin kammion pohjalla on lampdvastukset, jotka peittyvat
vedella. Lampdvastusten paalla on pohjaritild. Steriloitavat valineet lasketaan metalliko-
rissa autoklaavin sisaan. Autoklaaviin mahtuu kaksi koria paallisin. Steriloitaessa liuoksia
tai elatusaineita, jotka ovat sailépulloissa, pullojen korkkeja ei saa kiertaa kiinni asti. Jos

pullojen korkit ovat kiinni, pulloihin muodostuu painetta ja ne rikkoutuvat. Liuospulloissa
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on autoklavointiteipit, joista kay ilmi pullojen sisaltd. Autoklavoitavat instrumentit ovat au-
toklavointipusseissa. Autoklavointipussit ovat paperista seké kosteutta lapaisevasta
muovista valmistettuja pusseja, joissa on saumassa indikaattorit. Koriin laitetaan mu-
kaan indikaattoriliuska, joka indikoi steriloinnin onnistumista, samoin kuin autoklavointi-
teippi sekd autoklavointipussin indikaattorit. Autoklaavin kansi suljetaan, autoklaaviin
asetetaan haluttu sterilointilampoétila seka -aika. Laite esilammittaa itsensé, nostaa halu-
tun lampdtilan ja pitdd sen niin kauan kuin on asetettu. Taman jalkeen autoklaavi alkaa
jaadhtymaan. Kun autoklaavi on jaahtynyt, sen voi avata. Validoinnissa kaytetylla auto-
klaavilla steriloidaan liuokset seka elatusaineet, mutta myods dekontaminoidaan mikro-
biologista jatettd. Mikrobiologista jatettd autoklavoitaessa ohjelman aika on pidempi, kuin
nesteita autoklavoitaessa. Taulukosta 1 nakee, kuinka erilaiset mikrobit kestavét erilaisia
lampotiloja ennen kuin tuhoutuvat (Sojakka & Valiméki, 2011, p. 36). Minuutit lasketaan
vasta koko naytteen lampdétilan noustua maarattyyn lampdtilaan. Tasta syysta naytteen
maara vaikuttaa sen sterilointiaikaan. Jateautoklavoinnin jalkeen autoklaavi tyhjenne-

taan vedestéa seka putsataan.

Taulukko 1 Eri mikrobien lampokestavyydet ennen tuhoutumista (Sojakka & Valiméaki,
2011, p. 36.)

ORGANISMI VEGETATIIVISET ELI ITIoT
KASVULLISET SOLUT
Hiivat 5 min 50-60 °C 5 min 70-80 °C
Homeet 30 min 62 °C 30 min 80 °C
Bakteerit (mesofiilit) 10 min 50-60 °C 2-800 min 100 °C

0,5-12 min 121 °C

Steriloinnin onnistumista mitataan erilaisin tavoin. Fysikaaliset indikaattorit oikean ajan
ja lampdtilan toteutumisesta ovat kello seka lampo- ja painemittari. Kemiallisia indikaat-
toreita ovat taas autoklavointiteippi, indikaattoriliuska seka autoklavointipussin indikaat-
torit. Niiden vari muuttuu autoklaavissa. Varinmuutos johtuu siitd, etté niissa on kaytetty
kidevedellistd suolaa, jonka vari on eri kuin kidevedettdtman muodon. (Sojakka &
Valimaki, 2011, p. 40.)
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5.2.4 Tarkkuus- ja analyysivaaka

Sopiva vaaka valitaan sen mukaan, kuinka suuria massoja punnitaan ja milla tarkkuu-
della. Vaa’at jaotellaan niiden erotuskyvyn eli lukematarkkuuden perusteella neljaan eri
kategoriaan: raaka-ainevaaka, tarkkuusvaaka, analyysivaaka seka mikrovaaka.
(Hanninen, et al., 2012, p. 80.) Validointitydssa kaytetaan seka tarkkuus- etta analyysi-
vaakaa. Tarkkuusvaakana on Mettler Toledon BasBal 3000 ja analyysivaaka on RAD-
WAG AS310.R2.

Vaa’'an toiminnan seurannalla osoitetaan vaa’an tarkkuus seka toistotarkkuus. Vaikka
vaaka antaisi toistettavasti samoissa olosuhteissa saman tuloksen, tulos voi olla silti kau-
kana oikeasta tuloksesta. Vaa'alla tulisi punnita aina ennen kayttéa punnus, jonka massa
tunnetaan tarkasti. Nain voidaan todentaa, ettd vaaka antaa oikean tuloksen. Yleispa-
teva saantd vaa’an valinnassa on se, etta vaa’an luotettavuuden tulee olla kymmenyksen
tarkempi kuin haluttu punnitustarkkuus. Vaa’an luotettavan mittausalueen maarittelee
aina mittausepavarmuus, joka muodostuu laskennallisesti vaa’an lineaarisuudesta, tois-
tettavuudesta, kulmakuormasta seka hystereesista. Lineaarisuus kuvaa sitd, kuinka var-
masti vaaka antaa oikean tuloksen seka painavilla etta kevyilla kuormilla eli vaa’an koko
punnitus alueella. Kulmakuorma kertoo punnitustulosten eron, kun punnittava esine si-
jaitsee vaakakupin eri osissa. Hystereesi tarkoittaa mittaustarkkuuden eroa, vaakaa
kuormitettaessa pienen massan jalkeen suuremmalla sekd painvastoin. (Hanninen, et
al., 2012, pp. 82-87.)

Vaa'at, jotka on tarkoitettu suurempien massojen punnitsemiseen antavat epatarkempia
lukemia kuin pienille massoille tarkoitetut vaa’at. Tydssa kaytettava tarkkuusvaaka antaa
lukeman 0,01 g tarkkuudella, kun taas analyysivaaka antaa lukeman 0,00001 g eli 0,01

mg tarkkuudella.

5.2.5 Sentrifugi

Validoinnissa kaytetaan sentrifugia (Centrifuge B5, B. Braun Biotech International) ympin
valmistuksessa. Sentrifugointia kaytettiin erotusmenetelmana, jotta solut saadaan pes-

tya ja sedimentoitua erilleen DPBST-liuoksesta.
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Sentrifugointi perustuu hiukkasten erottamiseen niiden koon seka tiheyden perusteella.
Neste laitetaan sentrifugiputkiin ja putket asetetaan pyoérivaan roottoriin. Putkia asetel-
lessa tulee ottaa huomioon, ettad roottori pysyy tasapainossa. Sentrifugoinnissa roottori
kilhdytetdan sopivaan pydrimisnopeuteen moottorin avulla. Talléin suuret ja tiheammat
hiukkaset painuvat putken pohjalle. Tavallisien sentrifugien pydrimisnopeudet ovat
1800-4000 kierrosta minuutissa (rpm, revolutions per minute). Roottorin koko vaikuttaa
pyorimisnopeuden lisdksi hiukkasten erottumisen tehokkuuteen siten, ettd suuremmalla
roottorilla saadaan tehokkaampi erotus. Laitteen tehokkuutta voidaan kuvata myos G-
arvolla (rcf, relative centrifugal force). G-arvo kertoo, kuinka moninkertainen nesteen
kiihtyvyys on maan vetovoiman aiheuttamaan kiihtyvyyteen verrattuna. G-arvo mahdol-
listaa laitteiden tehokkuuksien vertailun. (H&nninen, et al., 2012, p. 101.)

5.2.6 Koeputkiravistelija

Validoinnissa kaytettavan koeputkiravistelijan valmistaja on VWR International. Koeput-
kiravistelijaa kaytetddn ympin valmistuksen yhteydessa sekoittamaan Falcon-putkien si-
saltdma mikrobisuspensio. Koeputkiravistelijaan asetetaan haluttu kierrosnopeus, jonka
jalkeen, kun putken painaa ravistelijan paata vasten, se tarisyttda putkea. Kierrosnopeu-

desta johtuva tarina aiheuttaa putkeen vorteksin ja neste putkessa sekoittuu.

5.2.7 Vesihaude

Grant:in JB Nova vesihaudetta kaytetaan elatusainepullojen temperoinnissa. Vesihau-
teeseen laitetaan laboratorion ionivaihdettua vetta ja se asetetaan haluttuun lampétilaan.
Lampdtilan saa saadettya tarkasti, silla hauteessa on lampétila anturi. Asetettu lampdtila
vallitsee koko hauteessa, silla hauteen paalle asetettava kansi pitdd veden [Ammittdman
ilmatilan [Ampimana. Hauteen toimivuus tarkistetaan hauteen ollessa paalla, manuaali-

sella lasilampomittarilla.

5.2.8 Lampokaappi

Instrulab:in lampokaappia kaytetdan inkubointikaappina validoinnin aikana. Kaappi ase-

tetaan tiettyyn lampdtilaan (32 + 2 °C) ja lampétilaa seurataan, esimerkiksi digitaalisella
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[ampomittarilla. Kaapin lampétila kirjataan ylos paivittain. Paivittdinen lampétilan seu-

ranta osoittaa kaapin toimivuuden.

5.2.9 Automaattipipetit

Validoinnissa kaytetddn saadettavan tilavuuden omaavia mekaanisia automaattipipet-
teja. Pipettien tilavuudet ovat 500-1000 pul sekad 1-10 ml. Pipetit ovat Thermo Scientific:in

valmistamia Finnpipette F2 pipetteja.

Saadettavia pipetteja saa kayttaa vain niiden ilmoittamalla tilavuusalueella, alueen ulko-
puolella pipetti ei ole enada tarkka. Pipetoitaessa automaattipipetilld, voidaan kayttaa suo-
raa tai kaanteista pipetointia. (Hanninen, et al., 2012, pp. 66-67.) Validoinnissa kaytettiin

ainoastaan suoraa pipetointia, silla pipetoitavat tilavuudet olivat melko suuria.

Suorassa pipetoinnissa pipetin karkeen imetaan tarkasti haluttu maara mitattavaa liu-
osta. Liuos annostellaan tyhjentamalla kéarki kokonaan. Ennen varsinaista pipetointia pi-
petin karkea huuhdellaan mitattavalla liuoksella. Pipetti pidetddn pystyssa tai vahan kal-
listettuna pipetoinnin aikana. Automaattipipettien tarkkuus perustuu siihen, etté niita kay-
tetaan oikein. Vaarin kaytettyna mikaan mittalaite ei ole tarkka. Samoin kuin muitakin
mittalaitteita, myos pipetteja kalibroidaan, huolletaan sekéa viritetaan, jotta ne pysyvat toi-

mintakuntoisina. (Hanninen, et al., 2012, pp. 66-67.)

5.3 Valineita

Validoinnin suorituksessa kaytettaan laitteiden lisaksi monia tavanomaisia laboratorio
valineitd, kuten petrimaljoja, suodatussuppiloita, Pasteur-pipetteja, pipetinkarkia ja siir-
rostussilmukoita. Suodatuksessa kaytettavat membraanit ovat huokoisia selluloosaeste-
ristd valmistettuja, ruudutettuja kalvoja. Ne ovat steriilejd, yksittdispakattuja, halkaisijal-
taan 47 mm kokoisia ja niiden huokoskoko on 0,45 pum (Microfil EZ-pak). Liséksi kayte-
taan tavanomaisia laboratorion lasitavaroita kuten, saildpulloja, dekantterilaseja seka

mittalaseja.
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6 VALIDOINNIN SUORITUS

Validointi suoritettaan kevaan 2019 aikana. Se suoritetaan toimeksiantajan maaraamalla
kahdella tuotteella. Tuotteet edustavat eri tuoteryhmia: silmanhoitotuotteita seka piilo-
linssien hoitonesteita. Tuotteista silménhoitotuote on saildntaaineeton, kun taas piilolins-
sien hoitoneste sisaltdd mikrobien kasvua inhiboivaa sailontaainetta. Standardeista sekéa
Euroopan farmakopeasta tulevien maaraysten mukaan sailontaainetta sisaltavat tuotteet
taytyy maljata neutraloivalle agarille, jolloin tuotteessa olevien, tai validoinnin tapauk-
sessa, tuotteeseen inokuloitujen mikrobien on mahdollista elpya. Euroopan farmakope-
asta tulevan ohjeistuksen mukaan silmanhoitotuotteet maljataan TSA- sekd FTA-mal-
joille ja piilolinssien hoitonesteet TSA- seké neutralointiagarille, mikrobista riippuen myés
FTA-maljalle.

Tassa luvussa esitetddn validointisuunnitelma seka siihen tehdyt muutokset ennen vali-
doinnin suorituksen aloitusta. Taman jalkeen kdydaan lapi validoinnin suoritus, jossa ker-
rotaan yleisesti, kuinka kierrokset esivalmisteltiin. Esivalmistelujen jalkeen kuvaillaan

testauskerran kulku kummallakin tuotteella.

6.1 Validointisuunnitelma ja sen muutokset

Alkuperainen validointisuunnitelma on kirjoitettu ja hyvaksytty ennen validoinnin suorit-
tamista. Validointisuunnitelmassa eriteltiin luvun 3.2 mukaisesti kaikki tarpeellinen tieto
validoinnin kannalta. Alkuperédiseen validointisuunnitelmaan tehtiin kuitenkin joitakin

muutoksia, jonka vuoksi validointisuunnitelmasta tehtiin paivitetty versio 2.0.

Tassa kappaleessa esitelladn alkuperainen validointisuunnitelma. Sen jalkeen kdydaan

l&pi péivitetty versio validointisuunnitelmasta ja sen osista, joihin muutoksia tehtiin.
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6.1.1 Alkuperainen validointisuunnitelma

Validoinnin tausta ja tarkoitus

Kalvosuodatuslaitteistoa sekd kalvosuodatusmenetelmdd kaytetaan toimeksiantajan
lopputuotteiden steriilisyystestauksissa silménhoitotuotteille seka piilolinssien hoitones-
teille. Menetelma on validoitu kayttéon aikaisemmin, silloin hyvaksyttiin neutralointialus-
tan kayttoé piilolinssien hoitonestetuotteiden testauksessa seka NaCl-liuoksen kaytto
huuhteluliuoksena. Menetelma verifioitiin sekd uudelleen validoitiin uuden tuoteperheen
myotd. Menetelman todettiin havaitsevan mikrobiologinen kasvu tuotteissa luotettavasti,
spesifisesti seka toistettavasti.

Tassa opinnaytetyossa tehtavan uudelleen validoinnin tarkoituksena on osoittaa, etta
menetelmalla kyetaan havaitsemaan mikrobiologinen kasvu luotettavasti, spesifisesti
seka toistettavasti kuudella Euroopan farmakopean mukaisella mikrobilla, mikrobit ovat
esitetty Euroopan farmakopean kappaleessa 2.6.1 Sterility. Validointiin kaytettava me-
netelméa perustuu standardissa EN 1SO 11737-1:2006 esitettyyn kalvosuodatusmene-

telmaan.

Testattavat naytteet

Steriilisyystestauksen validointi suoritetaan silménhoitotuotteelle seka piilolinssien hoito-
nesteille. Molemmista tuoteperheista valitaan kaksi tuotetta, silménhoitotuotteet A ja B
seka piilolinssien hoitonesteet C ja D. Silmé&nhoitotuotteista A edustaa kahta eri tuotetta,
joilla on samanlainen koostumus. B edustaa tuotetta samasta tuoteryhmasta kuin A,
tuote kuitenkin sisaltaa erilaisen aineosan. B valitaan validointiin, jotta voidaan osoittaa,
ettei tuotteen sisdltama ainesosa vaikuta steriilisyyden testaamiseen. Tuotteet C ja D
ovat koostumukseltaan suhteellisen samanlaiset, mutta ne sisaltavat eri saildontaaineita.

Testattavat naytteet otetaan kunkin tuotteen kolmesta eri tuotanto erasta.

Maarat perustuvat tarvittaviin naytemaariin validoinnin suorittamiseksi kuudella mikro-
billa. Naytteet kootaan seuraavasti: tuotteita C ja D kootaan 6 pulloa yhteen jokaisesta
erastd, taman jalkeen koonti jaetaan kuuteen lopulliseen naytteeseen (6 naytettd/erd).

Tuotetta A kootaan siten, etté kustakin erasté tehdaén kuusi 33 pullon koontia, jokainen
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koonti jaetaan sen jalkeen kahdeksi lopulliseksi naytteeksi. Tuote B kootaan samoin kuin

tuote A, mutta koonnit tehddan pienemmasta pullo maarasta.

Inokulaatit

Testissa kaytettavat mikrobit kasitellaan toimeksiantajan sisdisen tyéohjeen mukaan.
Mikrobeille, joille ei I6ydy ohjetta suoritetaan kasittely testauksia ennen validointia. Ino-
kuloitavien mikrobisuspensioiden pitoisuus méaaritetddn toimeksiantajan tydohjeen mu-
kaan maljausmenetelmalla. Mikrobit S. a, P. a, B. s seka C. s kasvatetaan TSA-maljoilla,

kun taas mikrobit C. a ja A. b kasvatetaan sabouraud dextrose agarilla (SDA).

Jotta voidaan olla varmoja, ettéa inokuloitavien mikrobien kasvu voidaan havaita kaytet-
tavalla menetelmalla, mikrobeja inokuloidaan myts DBPST-liuokseen. Kontaminoitu
DBPST-liuos suodatetaan toimeksiantajan tydohjeen mukaisesti. Mikrobimaara jokai-
sessa suodatettavassa naytteessa tulee olla alle 100 pmy. Kahta eri mikrobipitoisuutta
kaytetdan suodatusmenetelmassa. Jokaisesta naytteesta suodatetaan kuusi rinnak-
kaista naytettd, kolme niistd maljataan TSA-maljalle ja kolme neutralointiagarille. C. a ja
A. b mikrobeista maljataan kolme rinnakkaista naytetta TSA- sek& neutralointiagarin li-
saksi myds SDA-maljoille. DBPST-liuosta kayttamalla osoitetaan, etta kaikki mikrobit
kasvavat kaikilla alustoilla samanveroisesti ja, ettd testattavien tuotteiden tuloksiin ver-

rattaessa, tuotteiden sisaltamilla ainesosilla ei ole vaikutusta mikrobien kasvuun.

Tuotteesta tehtavat naytteet inokuloidaan ja suodatetaan samoin kuin DPBST-liuoksesta
tehdyt naytteet. Silmanhoitotuotteet suodatetaan toimeksiantajan tyéohjeen mukaisesti
samoin piilolinssien hoitonesteet. Silménhoitotuotteille kaytetty kasvatusalusta on TSA,
kun taas piilolinssien hoitonesteille neutralointiagar. Jokaisesta tuote erasta tehdaan ne-

gatiivinen kontrolli toimeksiantajan tydohjeen mukaisesti.

Aseptisuutta monitoroidaan kontaktimalja- seka laskeumamaljanaytteilld. Laskeumamal-
janaytteet kerataan TSA-maljoille laboratorion poydalta sekd laminaarikaapista. Kontak-
timaljanaytteet otetaan TSA-kontaktimaljalle tyontekijan hanskoista ennen ja jalkeen

hanskojen desinfioinnin seka laminaarikaapin tyétasolta testausta aloitettaessa.

Silmanhoitotuotemaljoja inkuboidaan lampoékaapissa 32 + 2 °C, 17 vuorokautta. Pesak-
keet lasketaan maljoilta tydohjeen mukaisesti useamman kerran inkuboinnin aikana. Pii-

lolinssien hoitonestemaljoja inkuboidaan samassa lampdtilassa 14 vuorokautta.
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Pesdketuloksista lasketaan toistettavuus, suhteellisen keskihajonnan kaavalla (kaava 4).
Liséksi lasketaan kaksi eri saantoprosenttia, molemmat aiemmin esitetylla saantopro-
sentin laskukaavalla (kaava 1). Ensimmaiselld saantoprosentilla kuvataan maljausme-
netelmalla saatua mikrobipitoisuutta, kalvosuodatussmenetelmalla saatuun mikrobipitoi-
suuteen. Toisessa saantolaskussa kalvosuodatusmenetelméalla saatua tulosta DPBST-

liuoksesta verrataan tuotteista saatuihin tuloksiin samalla menetelmalla.

Tulokset sek& hyvaksymiskriteerit

Aseptisuus hyvaksytdan seuraavilla kriteereilld. TSA-kontaktimaljat laminaarikaapin si-
saltd saavat kasvaa keskiarvolta vain alle 1 pmy/malja. Hanskojen kontaktimaljat saavat
sisdltdd ennen desinfiointia keskim&arin < 1 pmy/malja ja jalkeen desinfioinnin < 1
pmy/malja. Laskeumamaljat laminaarikaapin sisaltd saavat sisaltdd keskimaarin < 1
pmy/malja, kun taas laskeumamaljat laboratorion pdydalta saavat sisaltdd keskimaarai-
sesti < 25 pmy/malja. Yhtakaan vaaraa positiivista tulosta ei saa tulla tuotenaytteista eika
DPBST-naytteista.

Toistettavuutta ja luotettavuutta mitattaessa ensimmainen saantoprosentti tulee olla kai-
killa mikrobeilla 95 % ja 105 % valilla. Suhteellisen keskihajonnan tuloksista < 2 % on
erinomainen, < 5 % on hyva ja < 10 % on hyvaksyttava tulos. Spesifisyyttd kuvaava
toinen saantoprosentti pitaa olla kaikilla mikrobeilla 95 % ja 105 % valilla. Mikrobipitoi-
suuden tulee olla < 100 pmy per suodatettu naytetilavuus. Elatusaineiden toimivuutta
osoitettaessa menetelman tulee osoittaa, etta neutralointiagar neutraloi tuotteiden C ja
D sisaltamat sailontaaineet ja etteivat silménhoitotuotteet A ja B vaikuta mitenk&an mik-

robien kasvuun.

Negatiivisten kontrollien tulee kaikkien olla 0 pmy seké elatusainekontrolleilla, etta tuo-
tenaytteiden kontrolleilla ja positiivisten kasvukontrollien tulee olla positiivisia kaikilla mik-

robeilla.

Validointisuunnitelman muutokset, validoinnin hyvéksyntd seka uudelleen

validointi

Validointisuunnitelmaan tulevat muutokset kirjataan validointiraporttiin validoinnin val-

mistuttua. Validointi hyvaksytaan, kun se on suoritettu validointisuunnitelman mukaisesti.
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Tulosten tulee olla validointisuunnitelman asettamissa rajoissa, jotta suoritus voidaan
hyvaksya. Validointisuunnitelma on laadittu toimeksiantajan validointi- seka dokumen-

tointipolitikan mukaisesti.

Validoinnille suoritetaan uudelleen validointi, jos muutoksia menetelmaan, laitteistoon tai
reagensseihin tulee. Uusintavalidointi tai verifiointi on aiheellista myds, jos menetelmaa
kaytetaan uudella tuotteella, jonka ainesosat tai fyysiset ominaisuudet poikkeavat testa-

tuista tuotteista.

6.1.2 Validointisuunnitelman paivitetty versio 2.0

Ensimmaiseen validointisuunnitelmaan tehtiin joitakin muutoksia. Alkuperainen validoin-
tisuunnitelma oli kirjoitettu Euroopan farmakopean vanhan painoksen mukaan. Validoin-
tisuunnitelmaan tehtiin paivityksia ja validointisuunnitelman versio 2.0 Kirjoitettiin. Vali-

dointisuunnitelmaan muutettiin seuraavat kohdat.

Testattavat naytteet

Testattavia tuotteita valittiin vain kaksi, eli yksi tuote kummastakin tuoteperheesta. Piilo-
linssien hoitonesteesta validointi suoritettiin kolmella tuote-eralla. Silmanhoitotuotteista
ei ollut saatavilla kuin kaksi tuote-eraa, joten testi suoritettiin kahdella erélla, josta toisen
eran naytteitd kaytettiin kaksinkertainen maara. Toisen eran kaksinkertainen nayte-
maara mahdollisti kuitenkin sen, etta tuotteesta pystyttiin tekemaan maaritys kolmella
"erdlld”. Saman erén kaksi eri ndytemaaraa kasiteltiin alusta asti omina nayteyksikkdina.
Tuote-erien tasalaatuisuus tiedetdan pitkan valmistushistorian vuoksi, tasalaatuisuus on
todettu muun muassa tuotevalidoinnissa. Joten se, etta onko naytteet kahdesta vai kol-

mesta erasta ei vaikuta validoinnin lopputulokseen.

Tuotteiden koontiin tuli myds muutoksia. Piilolinssien hoitonestetta koottiin siten, etté jo-
kaisesta erasta koottiin 5 pulloa yhteen, koonti jaettiin sitten neljaan varsinaiseen nayt-

teeseen, kuvan 2 mukaisesti.
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5 pulloa/era

J00000000000000

Koonti 1 Koonti 2 Koonti 3
5 pulloa 5 pulloa 5 pulloa

Jaetaan neljaan naytteeseen

000 0000 0000 e

Testattavat ndytteet
Kuva 2 Piilolinssien hoitonesteiden koonti

Naytteet koottiin kolmena eri kertana aina kahdeksi viikoksi eteenpdain. Samoin silman-
hoitotuotteet, joista koottiin kustakin "erastd” 2 x 37 pulloa yhteen, tdman jalkeen kukin

37 pullon koonti jaettiin kahteen annokseen, kuvan 3 mukaisesti.

‘ 74 pulloa/ era ‘

2 koontia (37 plo)/era

=) (&) (&) (2] (&) (&)
00000000000

Testattavat niytteet , 2 inokuloitavaa naytettd/
mikrobi

Kuva 3 Silm&nhoitotuotenaytteiden koonti

Inokulaatit

Mikrobeihin tuli muutoksia. Clostridium sporogenes jatettiin validoinnista ulos. Syita

Clostridiumin pois jattamiseen on kasitelty opinndyteyon kappaleessa 7.3.
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Myds elatusalustat vaihtuivat, silla alkuperainen validointisuunnitelma tehtiin vanhan Eu-
roopan farmakopea -painoksen mukaan. Kaikilla mikrobeilla silmanhoitotuotenaytteet
maljattiin sek& TSA- etta thioglykollaattimaljoille (FTA), pelkan TSA-maljan sijaan. Nayt-
teiden vahaisyyden vuoksi paatettiin, ettd membraani leikataan aseptisesti puoliksi ja

maljaamaan kukin puolikas omalle alustalleen (TSA ja FTA).

Tulokset sek& hyvaksymiskriteerit

Aseptisuuden mittauksista paatettiin, etta kontaktimaljanayte hanskoista otetaan vain
esivalmistelujen jalkeen ennen varsinaisen tyon aloitusta. Hanskoista kontaktimaljalla
saatu tulos kuvaisi tarpeeksi hyvin hanskojen puhtautta tyontekijan laittaessa kadet la-
minaarikaappiin, koska tyontekija desinfioi hanskat joka kerta samoin.

Alkuperaisen validointisuunnitelman hyvaksymisrajoja muutettiin, silla niiden todettiin
olevan turhan tiukat mikrobiologiseen analyysiin. CV-prosentin hyvaksymisrajaa nostet-
tiin siten etta < 35 % tulos olisi hyva ja saantojen tuli olla 50-200 %. Rajat otettiin Drug

Regulations:in julkaisemasta Validation of Microbiological Methods tiedostosta.

6.2 Validoinnin testikierrosten esivalmistelut

Validointisuunnitelman valmistuttua ja tilattujen tuotteiden tultua validointi aloitettiin. Va-
lidoinnin ensimmaiselle testauskierrokselle mikrobiksi valikoitui Staphylococcus aureus.
Ennen varsinaista steriilisyystestausta koottiin silménhoitotuote- seka piilolinssien hoito-
nestenaytteet, tama liséksi myds ensimmaiset elatusmaljaerét valettiin. Naytteita koottiin
validointisuunnitelman pdivitetyn version mukaisesti kahden kierroksen tarpeisiin, sa-
moin elatusmaljoja tehtiin kahden viikon tarpeisiin. Naytteet koottiin luokan 2 biologi-
sessa suojakaapissa, aseptisesti, steriloituihin sailépulloihin. Naytepullot sailytettiin ko-

koamisen jalkeen jaékaapissa.

Lisaksi valmistettiin tarvittavia liuoksia, kuten DPBS, TSB sek& 0,9 % NaCl. Liuokset
valmistettiin kappaleen 5.1.2 mukaisesti. Elatusmaljat valmistettiin kappaleen 5.1.3 mu-
kaisesti. Liuoksia valmistettiin molempien tuotteiden testipaivien tarpeisiin eli viikon tar-

peisiin. S. aureus heratettiin pakastimesssa olleesta helmiputkesta FTA-maljalle.
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6.3 Validoinnin testikierroksen kulku

Ensimmaisella testikierroksella, ensimmaisena testipaivana, testi suoritettiin silmanhoi-
totuotteella. Testikierros aloitettiin valmistamalla S. aureus -ymppi. Ymppi valmistettiin
kappaleessa 5.1.4 esitetyn menetelman mukaisesti. Ympin valmistuksen yhteydessa
koottiin kaikki tarvittavat liuokset, naytteet seka valmiiksi kirjoitetut maljat ja muut valineet
laminaarikaapin lahelle valmiiksi, kuvassa 4 nakyy lahtétilanne silmanhoitotuotteen tes-

tauspaivana.

Kuva 4 Silmé&nhoitotuotteen testauspéiva

Ympin laimennossarjan valmistuttua aloitettiin steriilisyystestin suoritus kalvosuodatus-
menetelmalla. Laminaarin sisélle seka laboratoriotilaan avattiin TSA-maljat laskeuma-
maljoiksi koko ty6n suorituksen ajaksi. Laminaarikaapin pohjalta sekd kumihanskoista
otettiin kontaktimaljanéytteet osoittamaan tyontekijan seka tydympéariston aseptisuus

tyon aloitushetkelld. Suodatuslaitteiston pumppu laitettiin paalle. Suodatuslaitteiston
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kéarki seka pinsetit liekitettiin etanolilla, EtaxA. Tamén jalkeen suodatuslaitteiston kér-
keen laitettiin membraani seka kertakayttdinen suodatussuppilo. Ensin suodatuslaitteis-
ton lapi suodatettiin pelkastaddn TSB-liuosta seka huuhteluun kaytettavaa 0,9 % NacCl-
liuosta. Suodatuksen ja huuhtelun jalkeen suppilo otettiin irti ja membraani nostettiin pin-
seteilla TSA-maljalle. Malja toimi TSB-liuoksen seké suolaliuoksen negatiivisena kont-
rollina, jolla pyrittiin osoittamaan, etta liuokset eivat olleet kontaminoituneet ennen kayt-
t6a, eivatkd nain ollen aiheuta vaaria positiivisia tuloksia testissa. Jokainen suodatus
aloitettiin suodatuslaitteiston karjen, seka instrumenttien liekityksella. Taméan jalkeen
suodatettiin nayte, joka huuhdeltiin 0,9 % NaCl-liuoksella. Huuhtelun jalkeen membraani

siirrettiin pinseteilla elatusmaljalle.

Ensimmaisena suodatettiin negatiiviset kontrollit, eli TSB ja 0,9 % NaCl -kontrolli, kont-
rollit kahdesta DPBST-liuospullosta, seka kontrollit jokaisen eran kahdesta naytteesta.
Taman jalkeen alettiin suodattaa kontaminoituja liuoksia. Ensin -7 laimennoksesta ino-
kuloitiin toiseen DPBST-liuospulloon validointisuunnitelman mukainen maéara, jolla kon-
taminoitiin liuos. Taman jalkeen tuotteesta suodatettiin kolme rinnakkaista naytetta TSA-
maljalle sek&a kolme rinnakkaista naytettd FTA-maljalle. DPBST-liuosnaytteiden suoda-
tuksen jalkeen suodatettiin -7 laimennoksella inokuloidut erien naytepullot. Naytepulloon
pipetoitiin -7 laimennosta suunnitelman mukainen maara, jonka jalkeen naytepullosta
suodatettiin kolme rinnakkaista naytetta. Jokaisen suodatetun ndytteen membraani lei-
kattiin steriileilla saksilla puoliksi ja puolikkaat maljattiin, toinen TSA-maljalle ja toinen
FTA-maljalle.

-7 laimennoksen jalkeen toistettiin sama -6 laimennoksella. Laimennosta -6 inokuloitiin
DPBST-pulloon ja pullosta suodatettin kolme rinnakkaista naytetta TSA-maljalle ja
kolme rinnakkaista FTA-maljalle. Taman jalkeen laimennosta inokuloitiin tuote-erien nay-
tepulloihin ja suodatettiin rinnakkaiset naytteet. Membraanit leikattiin jalleen kahtia. Jo-
kaisten suodatusvaiheiden jalkeen maljat teipattiin yhteen ja siirrettiin lampokaappiin in-

kuboitumaan.

Kun naytteet oli suodatettu, otettiin laminaarikaapissa ollut laskeumamalja seka labora-
torion tilalaskeumamalja ja siirrettiin ne inkuboitumaan lAmpokaappiin. Laitteiston |api
suodatettiin etanolia. Etanolia kaytetiin laitteiston karkeaan puhdistamiseen. Ympin lai-
mennoksista -6 ja -7 maljattiin ympin kontrollit toimeksiantajan sisaisen tydohjeen mu-
kaan. Ympin kontrollin peséakkeet seka testikierroksen maljojen pesakkeet laskettiin oh-

jeenmukaisina paivina.
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Suodatuksessa syntynyt mikrobiologinen jate tyhjennettiin kerran suodatusten valilla
seka paivan lopuksi viiden litran muovikanistereihin ja inaktivoitiin lisdamalla kanisterei-
hin natriumhypokloriittia. Suodatusjateastia puhdistettiin etanolilla. Kertakayttéinen siir-
rostussilmukka, pipettien karjet seka membraanien kaareet kerattiin tydnaikana erilliseen
autoklavointipussiin, joka siirrettiin laminaarikaapista suljettuna isompaan autoklavoita-
vien jatteiden astiaan. Samoin kaytetyt suodatussuppilot siirrettiin autoklavoitavien jat-

teiden astiaan.

Suodatuslaitteisto, kaytetyt instrumentit, kontaminoituneet DPBST-pullot seka naytepul-
lot steriloitiin autoklaavissa testipaivien valilld. Suodatuslaitteisto autoklavoitiin aina niin,
ettd sen venttiili oli auki, jotta steriloiva hdyry paasee kulkemaan kanavan lapi. Natrium-
hypokloriitilla inaktivoitu mikrobiologinen jate havitettiin natriumhypokloriitin vaikutettua
liuoksessa yli 24 tuntia. Toista testipaivaa edeltavana paivana, uudet testimaljat kirjoitet-
tiin valmiiksi testausta varten. Lisaksi suodatuslaitteistoon vaihdettiin aina puhdas sint-

terikivi testauksen alkaessa.

Toisena testipadivana testattavana tuotteena oli piilolinssien hoitoneste. Testaus aloitet-
tiin samoin, kun ensimmaisenakin testipaivana. Valmistettiin S. aureus -ymppi, valmis-
teltiin laminaarikaappi ja haettiin tarvittavat liuokset, maljat seka naytteet tydpisteelle.
Otettiin kontaktimalja naytteet tekijan sormista seka laminaarin tasolta. Lisaksi avattiin
laskeumamaljat laboratoriotilaan seka laminaarikaappiin. Kuvassa 5 nakyy testauspai-
van lahtdtilanne. Ympista tehtiin laimennossatrja, jonka jalkeen alettiin suodattaa nega-
tiivisia kontrolleja, ensin TSB:sta seka suolaliuoksesta, sitten molemmista DPBST-pul-
loista ja lopuksi kolmen eran molemmista naytteista. Tuotenaytteet suodatettiin siten,
etta haluttu maara mikrobilaimennosta inokuloitiin suoraan suodatussuppiloon tuotenéayt-

teen annostelun jalkeen.
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Kuva 5 Piilolinssien hoitonesteen testauspaiva

Tuotendaytteet pyrittin suodattamaan mahdollisimman nopeasti ilman taukoja, silla kon-
taminoitu tuote sisalsi sailontdainetta, joka alkaa tuhoamaan bakteereita nopeasti. Sai-

Idntaaineen vuoksi, ndytteiden membraanit siirrettiin neutraloivalle kasvualustalle.

Testipaivan jalkeen jatteet kasiteltiin samoin, kun edellisella kerralla. Suodatuslaitteisto,
instrumentit, kontaminoituneet sailépullot sekéd syntynyt autoklavoitava jate steriloitiin
testauspaivan jalkeen autoklaavissa. Ympin kontrollin pesakkeet laskettiin suunnitelman

mukaan.

Kaikki testikierrokset suoritettiin samalla menetelmalla ja naytteet kasiteltiin samassa jar-
jestyksessa. Tulokset kasiteltiin niiden valmistuessa ja testikierroksia toistettiin tarpeen

vaatiessa.
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7/ ONGELMAT JA NIIDEN RATKAISUT

Validointity6td suunniteltaessa seka suoritettaessa tuli vastaan useampi ongelma, esi-
merkiksi jatemaarien dekontaminoinnin, tilojen siivouksen seka bakteerien kasvattami-
sen kanssa. Tassa kappaleessa kaydaan lapi kohdattuja ongelmia seka niiden ratkai-

suja.

7.1 Autoklavoitavat jatemaarét seké laboratorion siivous

Validoinnin aikana yhdelta testikierrokselta syntyy paljon mikrobeja sisaltavaa liuosta au-
toklavoitavaksi. Nestemaarien dekontaminointi on vaikeaa seké aikaa vievaa autoklavoi-
malla. T&man vuoksi otettiin selvda aineista, joilla mikrobiologinen jate voidaan inakiti-
voida kemiallisesti. Mikrobiologinen jate p&adyttiin inaktivoimaan natriumhypokloriitiliu-
oksella.

Natriumhypokloriitti on vahva itiditd tuhoava aine sen pH:n ollessa noin 7. Se siséaltaa
aktiivista klooria, joka tuhoaa bakteeri-itidita jo pienena pitoisuutena 200 ppm (parts per
million). Natriumhypokloriitin toiminta perustuu sen kykyyn hajottaa ition kuori, jolloin iti®
tuhoutuu. (Rank & Riley, 1998, p. 18.) Bacillus subtilis -itiét ovat vastustuskykyisempia
natriumhypokloriitin vaikutukselle kuin Clostridium-suvun itiot, jotka ovat herkempia
(Russel, 1990, p. 103). pH:n 7 omaava natriumhypokloriittiliuos, joka sisaltdad 500 ppm
aktiivista klooria tuhoaa 99,99 % Bacillus subtilis -itidista 30 minuutissa. Testattavan liu-
oksen bakteeripitoisuuden ollessa 1,6 - 2,2 x 10° pmy/ml. (Spotts Whitney, et al., 2003.)
Mikrobiologisen jatteen inaktivointiin valittu kloriittiliuos Kloriitti-Forte (KiiltoClean Oy) si-
saltaa 10 % aktiivista klooria (KiiltoClean Oy, ei pvm).

Paatettiin, etta kloriittiliuosta lisataan 3 % inaktivoitavan liuoksen tilavuuteen. 3 % lisays
desinfektioainetta tarkoittaa, ettéa inaktivoitava liuos sisaltaa 0,3 % eli 3000 ppm aktiivista
klooria. Lisdys on enemman kuin tarpeeksi jatteen inaktivoimiseen. Mikrobiologista ja-
tettd siséltéavien kanisterien annetaan seisoa aina yon yli, jotta jate varmasti inaktivoituisi.
Taman jalkeen jate kaadetaan runsaan veden kanssa viemariin. Ennen ensimmaista jat-
teiden havitysta, inaktivoidusta jateliuoksesta siirrostettiin liuosta kolmelle TSA-maljalle
ja maljat laitettiin inkuboitumaan. Mikrobiologista kasvua ei ollut havaittavissa 7 vuoro-

kauden inkuboimisen jélkeen, joten natriumhypokloriittiliuos otettiin kayttéon.
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Toinen ongelma jatteiden havityksen lisaksi oli laboratorion siivoaminen. Laboratoriossa
kaytetaan desinfiointiainetta, mutta sen tehosta Bacillus seka Clostridium -iti6ihin ei oltu
varmoja. Laboratorioon paadyttiin hankkimaan toinen pesuaine kaytettavaksi vanhan pe-
suaineen rinnalle. Uusi pesuaine Klercide Sporicidal Active Chlorine (Ecolab) on nat-
riumhypokloriittiliuos, joka sisaltaa 5000 ppm aktiivista klooria (Ecolab Ltd, ei pvm). Pe-
suainetta kaytettiin laboratorion siivoamiseen aina, kun kasiteltiin itiditd muodostavia

mikrobeita.

7.2 Inokuloitavat ndyteméaarat

Validoinnin ensimmaisella kierroksella naytteisiin inokuloituihin mikrobeihin ei saatu vas-
tetta. Tdman seurauksena ensimmaisen kierroksen jalkeen, ympin kontrollien perus-
teella, inokulointitilavuus nostettiin kymmenkertaiseksi verrattuna alkuperdiseen inoku-
loitavan mikrobisuspension tilavuuteen. Tilavuuden nostosta huolimatta, inokuloitava
mikrobipitoisuus pysyi alle 100 pmy ja vaste silmanhoitotuotteille saatiin. My6s inoku-
loidut DPBST-naytteet kasvoivat kaikilla alustoilla (TSA, FTA seka neutralointiagar). Ino-
kuloidut tuote-erat piilolinssien hoitonesteilla eivat kasvaneet lainkaan inokulointitilavuu-

den nostosta huolimatta, vaikka ne maljattiin neutralointialustalle.

Paatettiin, etta silménhoitotuotetestaus pidetaan nykyisallaan. Piilolinssien hoitonesteen
kanssa paadyttiin ratkaisuun, etta laimennos inokuloidaan ndytepullon sijasta, suoraan
suodatuslaitteistoon kiinnitettyyn suppiloon. Nayte annosteltiin suppiloon ensin, jonka jal-
keen laimennos inokuloitiin suppiloon. Nayte suodatettiin ja huuhdeltiin heti. N&in suljet-
tiin ulos se, etta piilolinssien hoitonesteen sailontaaineet kerkeaisivat tuhoamaan inoku-
loidut mikrobit. Aiemmin tuote kerkesi vaikuttamaan pidempaan, koska kontaminoidusta

pullosta suodatettiin kaikki kolme rinnakkaista naytetta.

7.3 Clostridium sporogenesin poistaminen validoinnista

Clostridium sporogenes heratettin KWIK-STIK:iltd ja saatiin kasvamaan FTM-liuok-
sessa, mutta bakteerin maljaus sek& maljakasvatus osoittautui liian vaikeaksi. Bakteeri
ei kasvanut, vaikka anaerobiset olosuhteet luotiin Merck:in valmistamilla Anaerocult A -
kaseteilla. Paatettiin, ettéa bakteerin anaerobisuuden vuoksi se jatetdéan pois validoinnin-

suorituksesta.
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Rutiininomaisessa steriilisyystestin suorituksessa maljat kasvatetaan aerobisissa olo-
suhteissa, joten joka tapauksessa validoitavaa menetelmaa kaytettaessa obligatorisia
anaerobeja ei voi havaita. Lisdksi myos kuluttajat kayttavat tuotteita niin, etta tuote on
tekemisissa hapen kanssa, joten obligatoriset anaerobit eivat paase lisdantymaan tuot-

teissa.

7.4 Piilolinssien hoitonestenaytteiden kasvamattomuus

Piilolinssien hoitonestenaytteissa ei kasvanut pesakkeitd, kun tuotteeseen inokuloitiin
bakteereita. Tuote huuhdeltin maksimimaaralla NaCl-liuosta, jonka jalkeen membraani
maljattiin neutralointi maljalle. Kaikesta huolimatta vastetta ei saatu. A. brasiliensis seka
C. albicans kasvoivat kuitenkin naytteessa. Tultiin paatelmaan, etta tuotteen sailéntaaine
tehoaa voimakkaasti ja nopeasti bakteerien soluseindaan. Hiivojen ja homeiden solura-
kenne on erilainen verrattuna bakteerien solurakenteeseen. Hiivojen ja homeiden solu-

seind on vahvempi, joten niiden kyky kestaa sailontaaineita on parempi.

Ongelma ratkaistiin suorittamalla huuhtelutesti seka bakteerilla (S. aureus) etta hiivalla
(C. albicans). Huuhtelutestilla oli tarkoitus osoittaa, ettd vaikka naytteen huuhtelutila-
vuutta nostettaisiin yli nykyisen maksimimaaran, naytteen ylimaaraisella huuhtelulla ei
olisi vaikutusta peséakkeiden kasvuun. Huuhtelutestin tulos osoitti, ettei naytteen huuhte-
lumaaralla ole vaikutusta mikrobien kasvuun. Tuloksista voitiin paatella, ettéa tuotteen si-

saltama sailontaaine tuhoaa bakteerit tehokkaammin kuin homeet ja hiivat.

7.5 Bacillus subtiliksen aiheuttamat vaikeudet

Bacillus subtilis oli toimeksiantajalle tuntematon bakteeri. Toimeksiantajalla oli baktee-
rista solupankki, muttei tydohjetta B. subtilis -ympin valmistamiseen. B. subtilis heratettiin
pakkasesta Euroopan farmakopean ohjeistamalle kasvualustalle eli TSA maljalle. Bak-
teerista tehtiin erilaisia ymppeja, jotka kukin sisélsi eri pitoisuudet bakteeria. Ympit kas-
voivat erittain huonosti ja arvaamattomasti. Bacillus-pesakkeet eivat tahtoneet liueta
DBPST-liuokseen. Huonon liukenemisen vuoksi laimennossarjaan tehtiin -1 laimennos.
Ylim&araisen laimennoksen toivottiin helpottavan laimentamista ja parantavan laimen-
noksen luotettavuutta. Kuitenkin ympeista tehdyt kasvukontrollit eivéat olleet hyvia, esi-
merkiksi laimennokset eivat korreloineet keskendan. Taméan vuoksi testauskierroksia uu-

sittiin useaan otteeseen.
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Tekemalla erilaisia ymppeja huomattiin, ettd jos maljalla oleva kasvusto oli vanhempi
kuin 2 vuorokautta, siirrostettu solumassa sekoittui DPBST-liuokseen paremmin. Kas-
vuston yli kahden vuorokauden ika ei vaikuttanut bakteerilaimennosten kasvuun ja kas-
vun kontrollit korreloivat laimennosten suhteen. Toinen ongelma kuitenkin oli bakteerin
luontainen kyky muodostaa biofilmeja, joka teki maljojen pesékeluvusta vaikeaa. Ku-
vasta 6 voi nahda kuinka B. subtilis kasvaa maljalla tasaisena kalvona. Pesakkeita ei voi

erottaa luotettavasti.

Ongelma kuitenkin ratkaistiin Bacilluksen kohdalla niin, ettei pesékkeita lasketa. Pesa-

kelaskulomakkeisiin merkataan maljan kohdalle "+” mikali kasvua on, ja ”-” mikali kasvua

ei ole.

Kuva 6 Bacillus subtiliksen muodostama biofilmi maljalla
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8 TULOKSET

Validoinnin valmistuttua raakadata seké tulokset kasiteltiin validointisuunnitelman mu-
kaan Excelissd. Tassa kappaleessa esitelladan mikrobikierrosten tulokset taulukoituna

seka kerrotaan tuloksista.

8.1 Silmanhoitotuotetulokset

Silmanhoitotuotteilla samoin kuin piilolinssien hoitonesteilla suoritettiin testit kahdella eri
laimennoksella, jotta saataisiin laskettavat tulokset. Tulostaulukoissa esitetddn kunkin
mikrobin kohdalla 10 laimennoksella saadut tulokset. 10 laimennosten pesakemaarat
ovat suuremmat kuin 10 laimennosten, mutta kuitenkin alle standardin ja farmakopean
maaraaman 100 pmy. S. aureus —kierroksen tuloksissa DPBST-naytteiden suhteellinen
keskihajonta rinnakkaisten naytteiden valilla on TSA-maljojen osalta sallituissa rajoissa,
mutta FTA-maljojen osalta yli sallitun rajan. CV-prosenttien hyvaksymisraja validointi-
suunnitelman mukaan oli < 35 % ja saantoprosenttien 50-200 %. Tulosten korkeat CV-
prosentit selittyy naytteiden pienilla mikrobipitoisuuksilla. Kolmella rinnakkaisella mal-
jalla, pienella mikrobipitoisuudella pesékkeiden keskiarvoksi tulee pieni arvo. Jos pesak-
keet jakautuvat epatasaisesti maljoille, laskettu keskihajonta on melkein yhta suuri kuin
keskiarvokin. Tama aiheuttaa suuren tuloksen suhteellista keskihajontaa laskettaessa.
Useammalla mikrobilla FTA-maljojen CV-prosentit ovat suurempia kuin TSA-maljojen.
Todenn&akoisesti ravintoaine erot elatusaineilla vaikuttavat mikrobien kasvuun, FTA-me-
diumi sisaltaa hiivauutetta ja glukoosia, kun taas TSA-mediumiin on kaytetty soijaa tryp-

tonin liséaksi.

Mikrobiympin pitoisuuden saaminen samalle tasolle samaa mikrobia kaytettdessa, jokai-
sella tydskentelykerralla, ei ole kovin toistettavaa. Mikrobiympin pitoisuuteen vaikuttaa
useita tekijoitd, muun muassa kaksi eri tyontekijaa siirrostaa tyéohjeista huolimatta to-
dennakdisesti eri maaran mikrobikasvustoa. Myds siirrostettavien pesakkeiden valilla on
eroja. Toiset pesakkeet ovat elinvoimaisempia kuin toiset, jolloin ympin pitoisuudesta
tulee suurempi. Kaytettdvan mikrobikasvuston ika voi vaikuttaa myos pitoisuuteen, sa-
moin mikrobin sailytysolosuhteet seka sailytysaika. Pidempéaan pakkasessa olleet mik-

robit eivat ole niin elinvoimaisia, kuin tuoreet pakastetut mikrobipankit.
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DPBST-naytteiden saantoprosentit (Y1) ovat raja-arvoissa kaikilla naytteilla paitsi C. al-
bicansilla ja S. aureuksella arvot tulokset ylittavat raja-arvot. Bakteerikierrosten Y 1-tulos-
ten valilla on suurta heittoa. Kuten taulukosta 2 nakee, ympin kontrolli maljattuna on kak-
sinkertainen verrattuna mikrobien saantoon kalvosuodatusmenetelmalla. Kuitenkin tuot-
teesta suodattaen saatuja mikrobipitoisuuksia verrattaessa DPBST-naytteiden mikro-

bisaantoihin (Y2), saannot ovat hyvin rajoissa.

Y1-arvojen keskiarvo tuloksilla on 196 % ja saantoprosentti vaihtelee valilla 103—-308 %.
Y1-saantoihin vaikuttaa muun muassa se, ettéd ympin kontrollia valettaessa mikrobisus-
pensio pipetoidaan suoraan maljalle ja siihen valetaan elatusaine paéalle. Suodatusme-
netelméalla sama méaara pipetoidaan suurempaan nestetilavuuteen, kuitenkin samassa
suhteessa ympin kontrollin. Suuremmasta nestetilavuudesta suodatetaan rinnakkaiset
naytteet. Suodatettaessa rinnakkaisia naytteita havikkia tapahtuu joka naytteen koh-
dalla. Mikrobit saattavat tarttua suppilon seka sailépullojen seinamiin. Lisaksi sailopul-
loon jaa kontaminoitua nestetté pohjalle, joka voi sisaltdd mikrobirykelmi&d. Koska saan-
toa Y2 verrataan samalla menetelmalla saatuihin mikrobipitoisuuksiin, se vastaa parem-
min menetelmalla saatua ympin takaisin saantoa. Tuotenaytteiden Y2-arvot ovat raja-

arvojen sisalla kaikilla naytteilla.

Taulukko 2 Silmanhoitotuotetulokset S. aureus. Tulokset ovat kolmen rinnakkaisen mal-
jan keskiarvo laimennoksella 10°.

S. aureus
TSA FTA
Ympin laimennos 10 DPBST DPBST

pmy/malja 12 9
CV (%) 24 36
Y1 (%) 213 285
Silmanhoitotuote Era 1 Era 2 Era 3 Era 1 Erd 2 Era 3
pmy/malja 12 13 16 11 10 10
CV (%) 32 22 18 46 25 18
Y2 (%) 103 90 75 82 87 93

Taulukosta 3 ndkee silmanhoitotuotteen eristéd keskiarvona lasketut suhteellisen keskiar-
von sekd saannon. Era-naytteiden valilla on pienté vaihtelua, kuten taulukosta 2 nékee,

mutta keskiarvolta tuote on raja-arvoissa CV-prosentin osalta sekad saannon puolesta.
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Taulukko 3 Silméanhoitotuote-erien valiset keskiarvot S. aureuksella, tulokset ovat kol-
men rinnakkaisen maljan keskiarvo laimennoksella 10,

S. aureus
Ympin laimen- Tuote-erien vilinen ka
el TSA FTA
pmy/malja 14 10
CV (%) 24 30
Y2 (%) 89 87

Taulukossa 4 on kuvattuna loput silmanhoitotuotekierrosten tuote-erittain erotellut tulok-
set. Tuloksista ndhdaan, ettd tuotteiden Y2-prosentti on keskimaaraisesti 107 % ja se
vaihtelee 52-167 % valilla. Mitd pienempi ympin pitoisuus on, sitéd pienempi peséake-
maara on saatu ja sitd epavarmempi tulos on ollut. Pienella pitoisuustasolla saadut tu-
lokset vaihtelevat jonkin verran. C. albicansin ymppi kasvoi vain muutamia pesakkeita,
kun taas A. brasiliensis kasvoi yli kymmenia pesakkeita.
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Taulukko 4 Silmanhoitotuotekierrosten loput tulokset tuote-erit-
tain, tulokset ovat keskiarvo kolmelta rinnakkaiselta maljalta lai-

mennoksella 10°6. A. brasiliensiksella laimennos 10°.

P. aeruginosa
Ympin laimennos 10°® TSA FTA
DPBST DPBST
pmy/malja 9 10
CV (%) 33 33
Y1 (%) 201 181
Silmanhoitotuote Era 1 Era 2 Erd 3 Erd 1 Erd 2 Erd 3
pmy/malja 8 9 8 8 12 7
CV (%) 37 22 23 27 25 45
Y2 (%) 108 96 108 120 81 136
L | Erienvélinen ka
Ympin laimennos 10 TA A
pmy/malja 8 9
CV (%) 27 32
Y2 (%) 104 113
C. albicans
Ympin laimennos 107 TSA FTA
DPBST DPBST
pmy/malja 2 1
CV (%) 41 141
Y1 (%) 103 308
Silmanhoitotuote Era 1 Era 2 Erd 3 Erd 1 Erd 2 Era 3
pmy/malja 2 1 2 1 1 2
CV (%) 82 141 71 94 141 57
Y2 (%) 100 300 100 50 67 40
o | Erienvilinen ka
Ympin laimennos 10 TA =
pmy/malja 2 1
CV (%) 98 97
Y2 (%) 167 52
A. brasiliensis
Ympin laimennos 107 TSA FTA
DPBST DPBST
pmy/malja 42 35
CV (%) 14 14
Y1 (%) 127 152
Silmadnhoitotuote Era 1 Era 2 Era 3 Era 1 Era 2 Era 3
pmy/malja 34 36 38 25 28 30
CV (%) 6 10 9 14 13 22
Y2 (%) 121 116 110 139 124 114
L s | Erienvilinen ka
Ympin laimennos 10 TA A
pmy/malja 36 28
CV (%) 8 17
Y2 (%) 116 126
B. subtilis
Ympin laimennos 107 TSA FTA
DPBST DPBST
pmy/malja biofilmi biofilmi
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Taulukossa 4 ei ole numeraalisia tuloksia B. subtiliksesta. Maljojen tulokset kirjattiin tu-
loslomakkeeseen kasvaa/ei kasva —tyylisesti, koska bakteeri kasvoi maljalla biofilmina.
Tasta syyta myos CV-prosenttia tai saantoja ei voitu laskea. DPBST-maljat seka tuotteen
naytemaljat kasvoivat molemmilla laimennoksilla. Eli menetelmalla pystyy havaitsemaan

myds B. subtiliksen.

Taulukkoon 5 on kirjattu negatiivisten kontrollien tulokset testikierroksilta. Taulukosta
nahdaan, ettéd P. aeruginosa -kierroksella hanskoista otettava kontaktinayte on kontami-
noitunut. Tulos johtuu todennékdisesti hanskamateriaalista tai tyontekijan inhimillisesta
virheesté. Hanska, josta tntc-tulos on, on materialtaan lateksia. Muilla kierroksilla hans-
kat ovat neopreenia. Tntc (too numerous to count) tarkoittaa umpeen kasvanutta maljaa,
jonka pesdkemaaraa ei voi laskea. Lateksihanskat ovat olleet tydntekijan kadessa jo pi-
demman aikaa ja niité on viinattu, ne haurastuvat ja mikrobit paasevat kulkemaan hans-
kan lapi. Neopreeni kestaa etanolia sekd hanskan yhtajaksoista kayttéa pidempaan.
Muut P. aeruginosa —kierroksen negatiiviset kontrollimaljat ovat puhtaita ja kierrokselta
saadut tulokset loogisia, joten on epatodennakdista, etta kdsinekontaminaatio olisi vai-
kuttanut naytteiden tai validoinnin lopputulokseen. Tasta syysta poikkeama kasinenayt-
teessa hyvaksytaan. Silmanhoitotuotteiden negatiiviset kontrollit ovat keskiarvoisesti

kaikki raja-arvojen sisalla.

Taulukko 5 Silmanhoitotuotekierrosten negatiiviset kontrollit

hyvaksy-

misraja
Kontrolli P.a (pmy) | C.a (pmy) | S.a (pmy) |A.b (pmy) | B.s (pmy) | KA (pmy) | (pmy)
Tuote-erét 0 0 0 0 0 0 0
TSB+ NaCl 0 0 0 0 0 0 0
DPBST -6 0 0 0 0 0 0 0
DPBST -7 0 0 0 0 0 0 0
Kont. Hanskat tntc 0 1 0 1 0,50 <1
Kont. Laminaari 0 0 0 0 0 0 <1
Laskeum. Lamin. 0 0 0 0 0 0 <1
Laskeum. Tila 2 0 2 5 7,5 3,30 <25
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8.2 Piilolinssien hoitonesteiden tulokset

Piilolinssien hoitotuotteiden tulokset l6ytyvat taulukosta 6. Kuten taulukosta 6 nakee,
bakteerit eivat kasvaneet tuotteessa neutralointiagarista huolimatta, mutta A. brasiliensis

seka C. albicans kasvoivat.

Samoin kuin silménhoitotuotteilla, myds piilolinssien hoitotuotteilla CV-prosentit ovat
vaihtelevia DPBST-naytteilla. Naytteiden CV-prosenteissa tulee ottaa huomioon, etté rin-
nakkaisten maljojen naytteet ovat suodatettu tuotenaytteista, joihin mikrobisuspensio on
inokuloitu erikseen. CV-prosentit ovat suuremmat kuin normaalisti, koska mikrobisus-
pensiot inokuloidaan suoraan suppiloon naytepullon sijasta. A. brasiliensiksella tulokset
ovat raja-arvoissa. Brasiliensis on toimeksiantajan eniten kayttama mikrobi, jonka ymppi
tunnetaan hyvin. Taman vuoksi siitd saa toistettavampia tuloksia kuin muista mikro-
beista. C. albicans -tuloksissa vaihtelua on eniten, kuten silmanhoitotuotteillakin. C. albi-
cans tulokset ovat kuitenkin suhteellisen hyvin raja-arvoissa, vaikka naytteissa kasvoi

vain vahan pesakkeita.

Piilolinssien hoitotuotteilla DBPST-naytteiden saanto (Y1) on keskimaarin 116 % ja pro-
sentti vaihtelee 55-227 % valilla. Kuitenkin neutralointiagarilla tulokset ovat raja-arvoissa

kaikilla mikrobeilla.
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Taulukko 6 Piilolinssien hoitonestetulokset, tulokset ovat keskiarvo kolmelta rinnakkai-
selta maljalta laimennoksella 10°.

Ympin laimennos S. aureus
10° Neutr. agar TSA FTA
DPBST DPBST DPBST
pmy/malja 3 2 2
CV (%) 28 20 28
Y1 (%) 113 162 227
Piilolinssien hoitoneste Erd 1 Erd 2 Erd 3
pmy/malja 0 0 0
Ympin laimennos P. aeruginosa
10°® Neutr. agar TSA FTA
DPBST DPBST DPBST
pmy/malja 31 41 32
CV (%) 2 49 24
Y1 (%) 111 83 107
Piilolinssien hoitoneste Erd 1 Erd 2 Erd 3
pmy/malja 0 0 0
Ympin laimennos C. albicans
10°® Neutr. agar TSA
DPBST DPBST
pmy/malja 3 4
CV (%) 54 26
Y1 (%) 74 55
Piilolinssien hoitoneste Era 1 Erd 2 Era 3 Erien valinen ka
pmy/malja 0,3 2 2 1
CV (%) 141 82 28 84
Y2 (%) 900 150 180 410
Ympin laimennos A. brasiliensis
10° Neutr. agar TSA
DPBST DPBST
pmy/malja 19 20
CV (%) 12 12
Y1 (%) 117 107
Piilolinssien hoitoneste Era 1 Erd 2 Era 3 Erien valinen ka
pmy/malja 14 13 18 15
CV (%) 25 29 14 22
Y2 (%) 114 119 102 112
Ympin laimennos B. subtilis
10° Neutr. agar TSA
DPBST DPBST
pmy/malja biofilmi biofilmi

Tuotenaytteet eivat kasvaneet bakteerien osalta, kuten taulukosta 6 nahdaan. Taman
vuoksi bakteerien tuloksista ei voida laskea CV-prosenttia tai saantoa. B. subtilis kasvaa
DPBST-naytteiden osalta biofilming, joten siitdkaan ei lasketa CV-prosenttia tai saantoa.
Kaikki piilolinssien hoitonestekierrosten negatiivisten kontrollien tulokset l6ytyvat taulu-

kosta 7. Taulukosta voidaan todeta, ettd kaikki tulokset ovat raja-arvojen sisalla.
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Taulukko 7 Piilolinssien hoitonestekierrosten negatiiviset kontrollit

hyvaksy-
KA misraja
Kontrolli P.a (pmy) | C.a (pmy) | S.a (pmy) | A.b (pmy) | B.s (pmy) | (pmy) (pmy)

Tuote-erat

TSB+ Nacl

DPBST -6

Kont.Hanskat

Kont. Laminaari

o |0o|0OjO0|O O O
R|lRLR RO O|lO|O

Laskeum. Lamin.

0
0
0
DPBST -7 0
0
0
0
5

w|o|o|o|o|o|o|o
~»|o|o|o|o|o|o o
w|o|o|o|o|o|o|o
oA A A

(&

Laskeum. Tila 6, 4,10 <
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9 YHTEENVETO

Opinnaytety6n aiheena oli toimeksiantajan valmistamien tuotteiden
loppulaadunvalvonnassa suoritettavan steriilisyystestin uudelleen validointi. Tavoitteena
oli suunnitella ja toteuttaa kalvosuodatusmenetelman uudelleen validointi sekéa osoittaa,
ettd menetelmalla saadaan havaittua tuotteiden mikrobiologinen kasvu luotettavasti,

toistettavasti seka tarkasti.

Validointi tehtiin standardissa SFS-EN ISO 11737-1 esitetyn kalvosuodatusmenetelman
mukaisesti. Validoinnin suunnitteluun kaytettiin Euroopan farmakopeaa. Validoinnilla
haluttin todentaa tamanhetkisen menetelmén kyky havaita mikrobiologinen kasvu

kahdesta eri tuoteryhmasta Euroopan farmakopean maaraamilla mikrobeilla.

Validointi suoritettiin kevaan 2019 aikana, suunnitellun aikataulun mukaan. Validointi on-
nistui hyvin. Menetelmalla pystyttiin havaitsemaan silménhoitotuotteiden mikrobiologi-
nen kasvu kaikilla viidella testimikrobilla. Piilolinssien hoitotuotteiden mikrobiologinen
kasvu pystyttiin havaitsemaan hiivan ja homeen osalta, muttei bakteerien osalta. Ylimaa-
raisella huuhtelutestilla pystyttiin kuitenkin osoittamaa, ettei naytteen huuhteluméaaralla
ole vaikutusta mikrobien kasvuun. Huuhtelutestin tuloksista voitiin paatella, etta tuotteen

siséltama sailontaaine tappaa bakteerit tehokkaammin kuin homeet ja hiivat.

Validoinnista saadut tulokset olivat hyvia, muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta. Ym-
pin valmistamisen toistettavuus on epavarmuustekija, joka on aina mukana mikrobiolo-
gisten menetelmien validoinnissa, etenkin kun standardien mukaan tulee kayttaa pienia
mikrobipitoisuuksia. Mikrobien kasvua ja elinvoimaisuutta ei pystyta maarittamaan visu-
aalisesti suoraan pesakkeestd. Validoinnista saatujen tulosten pohjalta voidaan todeta,
ettd tuotteista voidaan kyseiselld kalvosuodatusmenetelmalla ja kaytetyilla kasvualus-
toilla todeta mikrobiologinen kasvu toistettavasti ja luotettavasti. Toistettavuus voitiin to-
deta siita, ettd mikrobien saantoprosentit suolaliuosta ja tuotetta vertailtaessa (Y2) ovat
hyvaksymisrajoissa. Menetelma osoittautui spesifiseksi, silla tutkitut mikrobit tuottivat
vasteen, eik& vaaria positiivisia tuloksia tullut. Validoinnin aikana ilmenneet ongelmat
ratkaistiin ja tilanteisiin reagoitiin nopeasti. Testikierroksia uusittiin ja lisdtestauksia teh-

tiin tilanteiden mukaan.
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Kaikkien kasvukontrollimaljojen tulokset olivat positiivisia ja validointisuunnitelmassa
maaritetyt inkubaatioajat olivat riittavia. Tuotteiden negatiivisilla kontrollimaljoilla ei ha-

vaittu pesakemaadrien kasvua kolmen vuorokauden jalkeen.

Validointi saatiin  suoritettua opinnaytetydhon varatun aikataulun puitteissa.
Toimeksiantaja kirjoittaa validoinnista oman validointiraportin, jossa validointi
hyvaksytaan. Validointiraportin hyvaksynnan jalkeen suoritetaan siind suositeltavat

ohjemuutokset ennen menetelman kayttéonottoa.
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Liite 1 (1)

DPBS-suolaliuoksen valmistus

Raaka-aine Maara (g) annosta kohti
0,975 | 1,01 1,063 |
NaCl 7,8 8 8,5
KCl 0,195 0,2 0,21
Na;HPO,4 x 12 H,0 2,81 2,886 3,07
KH2PO4 0,195 0,2 0,21
polysorbaatti

Vaa’an toiminnantarkastus ok [ ]

1.

Suolat punnitaan taulukon mukaan annoksen koosta riippuen.

NaCl lot.:

KCl lot.:

Na;HPO4 x 12 H,0 lot.:

KH,PO, lot.:

Liuotetaan oikeaan maardan laboratoriovetta.

Litran annos jaetaan mittalasilla kahteen x ml annokseen, kahteen sailopulloon ja loput
liuoksesta laitetaan kolmanteen sdilopulloon vield ennen autoklavointia. Kaksi muuta
annosta valmistetaan litran sdilépulloon.

Pulloihin kiinnitetaan teippi, johon kirjataan DPBS, valmistuspdivamaara, liuoksen exp.
seka tilavuus, jauheen lot ja kayttokohde.

Pullot autoklavoidaan. HUOM korkkeja ei saa vaantaa kiinni, pullojen korkit vdanne-
taan kiinni valittomasti autoklavoinnin jalkeen. Lampotila/aika/ohjelma:
Indikaattoriliuska ok [ ]

Ennen kadyttoa lisatdan polysorbaattia (=DPBST) Pullon kylkeen merkitdan T ja paiva-
maara lisayksen merkiksi.

T ja paivamaara lisatty [ ]

Polysorbaatti lot.:
Valmistettu suolaliuosmaara kadytettyjen raaka-aineiden eranumeroiden kanssa merki-
taan laboratorion agar- ja liuosvalmistusvihkoon. Suolapullon kyljessa oleva paiva-
maara toimii eran jaljitettavyystunnisteena.

Valmistettu suolaliuos sailytetddn huoneenlammadssa ja se sailyy 4 viikkoa.

Valmistetun liuoksen maara:

DPBST-liuoksen exp. Tehnyt (pvm/nimikirjaimet):
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Liite 4 (1)

TSB-liuoksen valmistus

Vaa’an toiminnantarkastus ok [ ]

Punnitaan TSB-jauhetta x g, x ml sdilépulloon. TSB:n lot.:
Lisatdan x ml laboratoriovetta mittalasilla ja sekoitetaan ravistaen hyvin.

Pulloon merkitdan liuoksen nimi ja valmistuspaivamaara.

Autoklavoidaan pullot. HUOM korkkeja ei saa vadntaa kiinni, pullojen korkit vdanne-
taan kiinni valittomasti autoklavoinnin jalkeen. Lampdtila/aika/ohjelma:
Indikaattoriliuska ok [ ]

5. Pullot jadhdytetdan huoneenlampaisiksi ja sdilytetdaan jadkaapissa.

Pulloihin ja valmistuspaivakirjaan merkattu paivamaara toimii jaljitettavyystietona. Valmis-
tetun eran sailyvyysaika on 4 viikkoa.

P wnNe

Valmistetun liuoksen maara:

TSB-liuoksen exp: Tehnyt (pvm/nimikirjaimet):
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Liite 4 (1)

0,9 % NaCl -liuoksen valmistus

Vaa’an toiminnantarkastus ok [ ]

Punnitaan x g NaCl litran sailépulloon. NaCl lot:

Lisataan x ml laboratoriovetta.

Liuotetaan suola veteen.

Pulloihin merkataan liuoksen nimi ja valmistuspaivamaara.

Autoklavoidaan pullot. HUOM korkkia ei saa kiertaa tdysin kiinni. Korkit kierretdaan
kiinni valittomasti autoklavoinnin jalkeen. Lampotila/aika/ohjelma:
Indikaattoriliuska ok [ ]

6. Jadhdytetddan huoneenlampoisiksi ja sailytetdan huoneenlammassa.

7. Valmistuspdivamaara, valmistajan nimikirjaimet, exp. pdiva ja kaytetyn jauheen eranu-
mero ja valmistettu liuosmaara merkitaan elatusaineiden valmistuspaivakirjaan.

vk wiN e

Valmistettu era sailytetdan huoneenlammossa ja sailyvyysaika on 4 viikkoa.

Valmistetun liuoksen maara:

0,9 % NaCl -liuoksen exp: Tehnyt (pvm/nimikirjaimet):
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Liite 4 (1)

Kasvualustojen valmistus

Elatusaine neutraloin- | TSA SDA PDA FTA
tiagar FTA AGAR
g/xml 21,6 16 26 15,6 11,9 7,7

Vaa’an toiminnantarkastus ok [ ]

1.

7.

Elatusainejauhe punnitaan taulukon mukaan. Elatusaineita tehddan x ml annos, x ml
sailopulloon.

Elatusaine lot. maara
neutr.agar
TSA

THIO (FTM)

AGAR

Mitataan mittalasilla x ml laboratoriovettd. Sekoitetaan ravistamalla.

Pulloihin merkataan valmistettu elatusaine ja pullot autoklavoidaan. HUOM korkkeja ei
saa kiertaa tdysin kiinni. Korkit kierretaan kiinni valittémasti autoklavoinnin jalkeen.
Lampotila/aika/ohjelma:
Indikaattoriliuska ok [ ]
Autoklavoitu elatusaine jadhdytetdan vesihauteessa n. 50 °C, sekoitetaan hyvin ja vale-
taan maljat laboratorion puhdastilan laminaarikaapissa 9 cm petrimaljoille.

Maljoihin merkitaan valmistuseranumero. Maljat pinotaan yl6salaisin pusseihin ja pus-
seihin merkataan elatusaine, erdanumero seka exp. pdivamaara. Maljat varastoidaan

jadkaappiin.

Valmistuspaivamaara, maljojen exp, valmistetun elatusaineen tilavuus, kaytetyn ela-
tusaineen eranumero seka tekijan nimikirjaimet merkitaan elatusaineiden valmistus-
paivakirjaan.

Kustakin maljaerdsta tehdaan toimivuuden testaus.

Jokaiselle tehdylle elatusaine-erélle tehdddn toimivuuden testaus tydéohjeen x mukaan

8. Toimivuuden testaus tehty [ ] pvm:
9. Toimivuuden testaus lomake arkistoidaan laboratorion maljojen valmistuskansioon ne-
gatiivisen kontrollin valmistuttua. Toimivuuden testaus lapi [ ] pvm:
Elatusaine Sailyvyys Era nro Exp.
neutr.agar 6 vko
TSA 8 vko VTSA
THIO (FTA) 4 vko VTHIO

Tehnyt (pvm/nimikirjaimet):
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