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STANDARDIIN PERUSTUVAN
SAILYVYYSTEHOKKUUSTESTIN SOVELTAMINEN

Tyon tavoitteena oli kehittdd ja verifioida tuotteen sailyvyyttd mittaava mikrobiologinen
testimenetelma neljélle eri tuotteelle Finnsusp Oy:lle osana heidan palvelulaboratoriohanketta.
Testimenetelma suunniteltiin ISO 11930 standardin ja Ph. Eur. 5.1.3 ohjeen mukaan. Menetelméa
perustuu tuotteen inokulointiin ja siita tietyilla aikapisteilla otettujen néaytteiden testaamiseen.
Aikapisteilla otetuista naytteistd maaritetddan enumeroimalla selviytyneiden mikrobien maara,
joiden perusteella lasketaan mikrobien vdhenemisarvo. Tatd arvoa verrataan standardeissa
annettuihin kriteereihin. Jos tuote tayttaa kriteerit, se tayttaa standardin vaatimukset sailyvyydelle.

Menetelmélla testattavat tuotteet olivat osa terveydenhuollon laitteita ja osa eldinten hoitoon
tarkoitettuja tuotteita. Kaikissa tuotteissa vaikuttavana aineena oli pihkajohdos, jolla on
antimikrobisia eli mikrobeja tuhoavia ja niiden kasvua estavid vaikutuksia. Testeistd saatujen
tulosten perusteella jokainen tuote taytti standardin vaatimukset sailyvyydelle. Tehokkainta
tuotteiden sailyvyys oli bakteerien kohdalla, jotka tuote oli tuhonnut ensimmaisilta aikapisteiltéa
lahtien lahes taydellisesti. Hiivojen ja homeiden tuhoutuminen oli hitaampaa, mutta niiden maara
vaheni kuitenkin kriteerien vaatimusten mukaisesti.

Jokaiselle tuotteelle kehitetyt testimenetelméat ovat luotettavia, vaikka osaa menetelmista olisi
aiheellista viela optimoida tarkkuuden parantamiseksi. Saadut tulokset olivat odotusten mukaisia
ja niiden perusteella voidaan péaatella, ettd testattujen tuotteiden kontaminaatioriski ei ole suuri.
Finnsusp Oy voi jatkossa kayttaa kehitettyjd menetelmia vastaavien tuotetyyppien testaukseen
luotettavasti tassa tyossa tehdyn onnistuneen verifioinnin perusteella.
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APPLICATION OF STANDARD-BASED TEST FOR
PRESERVATION EFFICACY

The aim of this study was to develop and verify a test method in order to evaluate preservation of
four different products as part of a Finnsusp Ltd.’s service laboratory project. The test method
was designed according to International standard ISO 11930 and European Pharmacopoeia
5.1.3. The method is based on the inoculation of the product and testing it at set time intervals.
The amount of surviving microbes is evaluated by enumerating samples taken from the product
at each set time interval. Based on the result from the enumeration, microbial log reduction values
are calculated and then compared with criteria mandated by the standard. If the reduction values
comply with the criteria, the product meets the requirements of the standard for preservation.

The product types tested with the method were either medical devices or animal care products.
The active substance in every product was resin derivative which has antimicrobial effects. This
means that it has the ability to prevent microbial growth. According to the results obtained from
the test, each product met the demands for preservation. Preservation was the most efficient for
bacteria which were all killed at the first set test point. The reduction of yeasts and molds was
slower but it met the demands of the criteria.

The test method developed for each product type is reliable even though it would be justified to
optimize part of the methods in order to improve accuracy. The results obtained were as expected
and allow the conclusion to be drawn that the products are not easily contaminated. In future
Finnsusp Ltd. can utilize the methods developed during this study to test the products reliably.
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KAYTETYT LYHENTEET

Lyhenne Lyhenteen selitys

DEB Dey-Engley neutralizing Broth

ISO International Organization for Standardization
PDA Potato dextrose agar

Ph. Eur. European Pharmacopoeia

SDA Sabouraud Dextrose agar

TSA Tryptic Soy agar



1 JOHDANTO

Tyon tarkoituksena oli kehittaa ja verifioida testimenetelma standardin ISO 11930:2012
Evaluation of the antimicrobial protection of a cosmetic product sek& European Phar-
macopoeian (Euroopan farmakopea) 5.1.3. Efficacy of antimicrobial preservation -oh-
jeen pohjalta. Tavoitteena oli kehittdd testimenetelma siten, etta sité voidaan jatkossa
kayttaa tassa tydssa kaytettyjen tuotetyyppien rutiininomaiseen sailyvyyden testaami-
seen. Ty0 suoritettin Finnsusp Oy:lle osana heidan palvelulaboratoriohanketta. Finn-
susp tai tutummin Piiloset on kotimainen yritys, joka valmistaa erilaisia lagkinnallisia lait-

teita muun muassa silmalasilinsseja, piilolinssien hoitonesteita ja silmienhoitotuotteita.

Testimenetelman kehitykseen kaytetyssa standardissa 1ISO 11930 ja Ph. Eur. 5.1.3. oh-
jeessa esitetdan tuotteen sailyvyytta mittaava testimenetelmd. Kummassakin mene-
telma perustuu tuotteen inokuloimiseen ja siité tietyin aikavélein otettujen naytteiden tes-
taamiseen. Naytteistd méaaritetddn selviytyneiden mikrobien lukumdaara suorittamalla
maljavalu ja laskemalla pesakkeiden lukumaaré. Pesdkemaarén perusteella lasketaan
logaritminen vahenemisarvo, jota verrataan standardissa ja ohjeessa annettuihin kritee-
reihin. Jos tuote tayttdd nama kriteerit, se tayttaa myos standardin ja ohjeen vaatimukset

sdilyvyydelle.

Tassa tyossa testimenetelma kehitettiin neljélle eri tuotetyypille, joista osa oli [A&kinnal-
lisia laitteita ja osa elainten hoitoon tarkoitettuja tuotteita. Yhdistava tekija naille tuotteille
oli niiden vaikuttava-aine — pihkajohdos. Pihkaa on kaytetty jo vuosisatojen ajan haavo-
jen ja palovammojen hoitoon siiné olevien antimikrobisten eli mikrobien kasvua ja lisdan-
tymista estavia vaikutuksien vuoksi. Pihka on vériltaan kellertava ja huoneenlammadssa
kiinted useiden aineiden seos (Fengel ym. 2003), jota erittyy puun pinnalle suojaamaan
sitd tuholaisilta ja patogeeneiltd esim. puun pinnan haavoittuessa. Puun pinnalle haa-
vautuneeseen kohtaan muodostunut kiinteahkd pihka suojaa puuta fyysisesti seka ke-
miallisesti: pihka sisaltéa tuholaisille ja patogeeneille myrkyllisia yhdisteitd sekd se muo-

dostaa fyysisen esteen (McKay ym. 2013).
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2 KAYTETYT STANDARDIT JA OHJEET

2.11S0 11930:2012 Cosmetics — Microbiology - Evaluation of the antimicrobial
protection of a cosmetic product

Standardia 1ISO 11930 on tarkoitus kayttaa kosmeettisen tuotteen antimikrobisen suojan
kokonaisvaltaiseen arviointiin, mutta sitd voidaan kayttaa soveltaen my6s muidenkin,
kuin kosmeettistentuotteiden arviointiin. Standardi maarittelee sarjan vaiheita, jotka tulee
suorittaa arvioitaessa tuotteen kokonaisvaltaista antimikrobista suojaa. Standardi sisél-
taa sailyvyystehokkuus testimenetelman sekd menettelytavan kosmeettisen tuotteen ko-
konaisvaltaisen antimikrobisen suojan arviointiin perustuen riskinarviointiin. Tuloksia sai-
lyvyystehokkuustestista tai riskinarvioinnista tai molemmista kaytetadn osoittamaan vaa-

ditun antimikrobisen suojan taso kayttajaan kohdistuvan riskin minimoimiseksi.

Sailyvyystehokkuustesti on vertailumenetelma, jota kaytetd&n kosmeettisen tuotteen séi-
lyvyyden arviointiin. Testi on suunniteltu p&&asiassa vesiliukoisille tai veteen sekoittuville
tuotteille. Tuotteen antimikrobisen suojan arvioinnissa tulee standardin mukaan ottaa
huomioon seuraavat seikat: tulokset sailyvyystehokkuustestista seka formulaation omi-

naisuudet ja mikrobiologisen riskinarvioinnin tiedot.

Sailyvyystehokkuustesti perustuu testattavan tuotteen inokuloimiseen erikseen jokai-
sella standardin ilmoittamalla mikrobikannalla (Liite 1) ja sen tarkalleen maaritetylla so-
lupitoisuudella. Mikrobien maara tuotteessa lasketaan ajanhetkelld 0 sek& maaratyilla
aikavaleilla (7 vrk, 14 vrk ja 28 vrk). Jokaisella aikavalilla inokuloidusta tuotteesta otetaan
nayte ja neutraloidaan se, eli poistetaan tuotteen mahdollinen antimikrobinen vaikutus

eli mikrobeja tuhoava ja niiden kasvua estava vaikutus.

Tama vaikutus poistetaan kayttamalla neutraloivaa ainetta. Neutraloijan tarkoituksena
on neutraloida tuotteessa olevat mikrobien kasvua estavat vaikutukset, jotta tuotteessa
viela silla hetkella elinkykyisend olevat mikrobit voivat elpyd ja kasvaa maljalle viljel-
taessa. Neutraloijan tehokkuus tulee osoittaa erikseen jokaiselle mikrobille. Tehokkuus
osoitetaan tekemalla testiputki, jossa on tuotetta, neutraloijaa ja mikrobisuspensiota
seka kontrolliputki, jossa tuotteen tilalla on suolaliuosta. Liséksi tehd&&n mikrobisuspen-
sion kontrolliputki, jossa on vain suolaliuosta ja mikrobisuspensiota. Jokaisesta putkesta
viljellaan rinnakkaiset maljat ja viljella&n niitd kullekin mikrobille sopivalla elatusaineella

ja sopivissa olosuhteissa. Inkuboinnin jalkeen mikrobien mé&éra testimaljoilla tulee olla
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vahintaan 0,5 kertainen verrattuna kontrollimaljoilla olevaan maéaraan. Sen lisaksi kas-
vun kontrollimaljoilla tulee olla l&hella kasvua mikrobisuspension kontrollimaljoilla tai

muuten neutraloijan katsotaan olevan myrkyllinen mikrobille.

Tuotteessa selviytyneiden mikrobien maara selvitetdan valamalla maljalle neutraloitua
naytettd. Maljavalusta saatujen pesékelukumaarien perusteella lasketaan jokaiselle tuot-
teelle jokaisella mikrobikannalla logaritminen vdhenemisarvo, joka lasketaan seuraa-

vasti:

R, =lIlgNy — IgN,

Jossa

N, on inokuloitujen mikrobien maara ajanhetkella 0

N, on selviytyneiden mikrobien maara jokaisella testatulla ajanhetkella

Saatua vahenemisarvoa verrataan standardissa esitettyihin kriteerien A tai B (Taulukko
1) jokaisen maaratyn aikapisteen arvoihin. Kriteerid A kaytetdan ensisijaisesti. Jos tuote
ei kuitenkaan tayta kriteerin A ehtoja, voidaan kayttaa kriteeria B, kun tuotteella voidaan
osoittaa olevan kontaminaatiota estavia kontrollitekijoita (esim. pumppupullo). Vahe-
nemisarvoissa on hyvaksytty 0,5 log vaihtelu (menetelman tarkkuus/virhe). Jotta tuote
tayttaa kriteerin ehdot, vahenemisarvo ei saa olla pienempi kuin kriteerin osoittama arvo
sekéa joissakin tapauksissa mikrobien kasvu maljoilla ei saa olla lisdantynyt verrattuna
aiempaan aikapisteeseen. Jos tuote tayttdd nama ehdot, katsotaan sen olevan standar-

din mukainen ja nain ollen tayttavan vaatimukset sailyvyydelle.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sanni Katajisto
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Taulukko 1 Standardin ISO 11930 kriteerit vihenemiselle.

Logaritmiset vahenemisarvot

Bakteerit C. albicans A. brasiliensis
Aika-
, 7vrk | 14wvrk | 28vrk | 7wvrk | 14vrk | 28 vrk | 14 vrk | 28 vrk
piste
Kriteeri 23ja | 23ja 21ja | 21ja
>3 =1 20 =1
A NI NI NI NI
Kriteeri | ei suo- = 3ja | eisuo- 21ja 20ja
=3 21 20
B riteta NI riteta NI NI

NI: ei lisdantymisté kasvussa verrattuna edelliseen aikapisteeseen

Hyvaksytty tulos: 0,5 log vaihteluvali sallitaan

2.2 Ph. Eur. 5.1.3. Efficacy of antimicrobial preservation (01/2008:50103)

European Pharmacopoeian ohjetta 5.1.3. Efficacy of antimicrobial preservation on tar-
koitus kayttda apuna ladkevalmisteen antimikrobisen sailyvyyden tehokkuuden arvioin-
tiin ja testaukseen. Ohjeessa kuvataan testimenetelma tuotteen antimikrobisen tehok-
kuuden sailyvyyden testaamiseen seka kriteerit, jotka tayttdessaan tuotteen mikrobeilta

suojaavat ominaisuudet ovat riittévia.

Ohjeessa kuvatussa testimenetelmassa tuote inokuloidaan erikseen jokaisella neljalla
maaratylla mikrobilla (Liite 2) sen lopullisessa sdilytysastiassa aina, kun mahdollista ja
inokuloitua tuotetta sailytetddn maaratyissa olosuhteissa tietyn ajan verran. Inoku-
loidusta tuotteesta otetaan naytteita tietyin aikavalein ja lasketaan siina olevien mikro-
bien lukumaara joko kalvosuodatuksen tai maljavalun avulla. Tuotteen antimikrobinen
aktiivisuus tulee poistaa ennen kasvatusalustalle viljelyd laimentamalla, suodattamalla

tai kayttamalla tiettyd inaktivaattoria eli neutraloijaa.

Ohjeessa on annettu kolmelle eri tyyppiselle tuotteelle hyvaksyntakriteerit, jotka perus-
tuvat mikrobien logaritmiseen vahenemiseen ajan mukaan. Hyvaksyntakriteerit A ja B on
annettu parenteraalisille ja silmavalmisteille, ulkoisesti kaytettaville valmisteille (topikaa-

lisille) sekd suun kautta otettaville valmisteille. Kriteeria A tulee kayttaa ensisijaisesti.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sanni Katajisto
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Kriteerid B voidaan kayttaa, jos kriteerin A ehtoja ei saavuteta esim. haitallisten reaktioi-
den lisaéntyneen riskin vuoksi. Ulkoisesti kaytettavien valmisteiden kriteerit on esitetty
taulukossa 2. Muiden tuoteluokkien kriteereité ei esitetd, koska ne eivat ole taméan tyén
kannalta oleellisia.

Taulukko 2 Ph. Eur. ohjeen kriteerit ulkoisesti kaytettavien tuotteiden sailyvyydelle.

Logaritmiset véhenemisarvot
Kriteeri 2 vrk 7 vrk 14 vrk 28 vrk
Bakteerit A 2 3 - NI
Sienet B - - 3 NI
Bakteerit A - - 2 NI
Sienet B - - 1 NI
NI: ei lisdantymista kasvussa verrattuna edelliseen aikapisteeseen

2.31S0O 11930 vs. Ph. Eur. 5.1.3.

Standardissa ISO 11930 ja Ph. Eur. 5.1.3. ohjeessa on kummassakin esitetty testime-
netelma tuotteen sailyvyyden arvioimiseen. Vaikka testimenetelma kummassakin perus-
tuu tuotteen inokuloimiseen ja siita tietyilld aikapisteilla otettujen naytteiden testaami-

seen, niista [0ytyy myds muutamia eroavaisuuksia.

Vaikka testimenetelmd kummassakin on hyvin saman kaltainen, mutta ne on silti tarkoi-
tettu erilaisten tuotteiden testaukseen: ISO standardi on tarkoitettu kosmeettisille tuot-
teille ja Ph. Eur. ohje ladkevalmisteille. Toinen ero |10ytyy testeissa kaytettavista mikro-
organismeista. ISO standardissa kaytetaan viitta eri mikro-organismia, kun taas Ph. Eur.
ohjeessa vain neljaa eri mikro-organismia. Nama kaytetyt mikro-organismit ovat kuiten-

kin samoja kummassakin, ISO standardissa vain kaytetaan lisaksi myos E. colia.

Itse testimenetelmasta I6ytyy myés muutama eroavaisuus. Yksi ndista on menetelmassa
kaytettava tapa selviytyneiden pesakkeiden lukumaaran maaritykseen. 1SO standar-
dissa pesakkeiden lukum&aran maaritys tehdaan maljavalulla, kun taas Ph. Eur. ohjeen

mukaan sen voi tehda joko maljavalulla tai kalvosuodatuksella. Toinen eroavaisuus on
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niin sanotussa 0 -hetken (ajanhetki jolloin tuote on inokuloitu mikrobisuspensiolla) vilje-
lyssa. ISO standardin mukaan ajanhetkelld O tuotteessa olevien mikrobien lukumaaré on
sama, kuin tuotteen inokuloimiseen kaytetyn mikrobisuspension solupitoisuus. T&ma tar-
koittaa sita, ettd O -hetken solupitoisuus saadaan tekemalla maljavalu mikrobisuspensi-
osta ja laskemalla siina olevien pesakkeiden lukumaara. Ph. Eur. ohjeen mukaan O -
hetken solupitoisuus taas saadaan ottamalla tuotteesta nayte heti inokuloimisen jalkeen
ja testaamalla se, kuten muutkin aikapisteet.

Seka 1SO standardissa etta Ph. Eur. ohjeessa jokaiselle mikrobille lasketaan jokaisella
aikapisteelld logaritminen vdhenemisarvo, jota verrataan asetettuihin kriteereihin anne-
tuilla aikapisteilla. ISO standardissa nama aikapisteet ja kriteerit ovat samat riippumatta
tuotteesta. Kriteereja on kaksi, joista toinen ottaa huomioon testitulokset ja toinen seka
testitulokset etta riskianalyysin. Ph. Eur. ohjeessa taas on annettu kriteerit eri tuotetyyp-
pien mukaan kolmelle eri tyyppiselle tuotteelle. Naista kahdelle eri tuotetyypille on an-
nettu vield kahdet eri kriteerit Iahes samalla tavalla kuin 1SO standardissa. Aikapisteet

joilla testi tehd&én, taas vaihtelevat tuotetyypin mukaan.

2.4 Standardien kaytto tytssa

Koska ISO standardi ja Ph. Eur. ohje ovat toistensa kanssa kaytadnndssa identtiset, suo-
ritettiin ty6d 1SO standardin yksityiskohtaisempien ohjeiden mukaan ja kayttéen viitta eri
testimikrobikantaa. Standardin maaraamien aikapisteiden lisaksi testattiin kaksi ylimaa-
raista aikapistetta: 24 h ja 48 h. Tuloksia tarkasteltiin ISO standardin kriteerin A mukaan
niiden aikapisteiden (kappale 2.1) osalta, joille standardi on asettanut pienimmat sallitut
logaritmiset arvot. Ph. Eur. ulkoisesti kaytettavien tuotteiden hyvaksyntakriteereissa taas
on asetettu bakteereille pienin sallittu logaritminen arvo 48 tunnin kohdalle. Tésta johtuen

tulosten arvioinnissa kaytetdén 48 h tunnin kohdalla Ph. Eur. ohjeen kriteeria.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sanni Katajisto
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3 TERVEYDENHUOLLON LAITTEET JA TARVIKKEET

Terveydenhuollon laitteiksi ja tarvikkeiksi luokitellaan useita erilaisia tuotteita, joilla on
toisistaan hyvin poikkeavia kayttotarkoituksia. Yhdistava tekija naille kaikille on kuitenkin
se, ettd ne on tarkoitettu tavalla tai toisella ihmisen terveyden edistamiseen, hoitoon tai
yllapitoon, kuten osa téssa tydssé testatuista tuotteista. Valviran (2016) virallisen mé&ari-
telmén mukaan "Terveydenhuollon laitteella ja tarvikkeella tarkoitetaan instrumenttia,
laitteistoa, vélinettd, ohjelmistoa, materiaalia tai muuta yksin&an tai yhdistelmana kaytet-
tavaa laitetta tai tarviketta sekd sen asianmukaiseen toimintaan tarvittavaa ohjelmistoa,

jonka sen valmistaja on tarkoittanut kaytettavaksi ihmisen

a) sairauden diagnosointiin, ehkaisyyn, tarkkailuun, hoitoon tai lievitykseen,

b) vamman tai vajavuuden diagnosointiin, tarkkailuun, hoitoon, lievitykseen tai kompen-
sointiin,

c) anatomian tai fysiologisen toiminnon tutkimiseen, korvaamiseen tai muunteluun;
tai

d) hedelmoitymisen saatelyyn.”

Terveydenhuollon laitteen tai tarvikkeen suunnittelu- ja valmistusprosessi

Terveydenhuollon laitteen suunnittelu- ja valmistusprosessi on monivaiheinen sisaltaen
monta direktiiveilla tarkalleen maarattya vaihetta. Ensimmainen tarked vaihe proses-
sissa on tuotteen kayttotarkoituksen maarittely (Stahlberg 2015). Valmistaja antaa tuot-
teelleen kayttdtarkoituksen, joka kertoo tarkasti, mihin tuotetta kuuluu kayttaa. Tama

kayttétarkoitus taas maarittelee, onko tuote terveydenhuollon laite vai ei.

Mahdollisimman aikaisessa vaiheessa, heti kayttétarkoituksen antamisen jalkeen, tulee
maaritella tuotteen luokka. Terveydenhuollon laitteet méaaritellaan luokkiin I, Il a, Il b ja
[l riskin perusteella ja sen jalkeen tarkemmin esimerkiksi laitteen invasiivisuuden ja po-
tilaisiin kohdistuvan kontaktiajan mukaan seké sen perusteella, mihin kehon osaan lait-
teen kayttd vaikuttaa (Euroopan Komissio 2010). Pienimman riskin aiheuttaa luokan |

tuotteet ja suurimman riskin luokan Il tuotteet.

Invasiivisuuden mukaan laitteet jaotellaan mm. invasiivisiin laitteisiin, kirurgisiin invasii-

visiin laitteisiin sek& implantoitaviin laitteisiin ja ei-invasiivisiin laitteisiin. Invasiiviseksi
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laite luokitellaan, kun se viedaan osittain tai kokonaan kehon sisdan joko kehon pinnan
tai kehon luonnollisen aukon (esim. korva, suu) lapi. Kirurgiseksi invasiiviseksi laitteeksi
taas luokitellaan sellaiset laitteet, jotka viedaan kehon sisélle kehon pinnan l&pi kirurgi-
sen toimenpiteen avulla. Implantoitavat laitteet on tarkoitettu kokonaan ihmiskehoon im-
plantoitaviksi ja sinne paikoilleen jatettavaksi kirurgisen toimenpiteen avulla. Ei-invasiivi-
set laitteet ovat joko kosketuksissa potilaan ihoon tai eivat ole lainkaan kosketuksissa.
(Euroopan Komissio 2010, 8)

Potilaisiin kohdistuva kontaktiaika laitteen kanssa jaotellaan tilapaiseen, lyhytaikaiseen
ja pitkdaikaiseen kestoon. Tilapaiseksi kayttd luokitellaan, kun laitetta on tarkoitus kayt-
taa yhtajaksoisesti alle 60 minuuttia. Lyhytaikaiseksi kaytto taas luokitellaan, kun laitetta
on tarkoitus kayttaa yhtajaksoisesti enimmillaan 30 vuorokautta. Pitkdaikaiseen kestoon
luokitellaan laitteet, joita on tarkoitus kayttaa yhtdjaksoisesti yli 30 vuorokautta. (Euroo-
pan Komissio 2010; 7, 8)

Luokittelussa kaytetdan liséaksi apuna erilaisia itsendisid saantéja (Euroopan Komissio
2010, 16). Naita saantoja on yhteensa 18 kappaletta ja osa niista koskee esimerksi ei-
invasiivisia laitteita, osa invasiivisia laitteita ja osa on niin sanottuja erityisia saantoja.
Seuraavaksi tarkastellaan luokkiin jaottelua esimerkin ja kaaviokuvion avulla. Kuviossa
1 kuvataan ei-invasiivisten laitteiden jaottelua s&éattjen mukaan. Otetaan esimerkiksi
laastari, jotka luokitellaan terveydenhuollon laitteeksi ja sen katsotaan olevan ei-invasii-
vinen, koska se on vain kosketuksissa ihoon. Ei-invasiivisten laitteiden jaottelun sddnnén
4 mukaan, laastari kuuluu terveydenhuollon laitteiden luokkaan I, koska sen on tarkoi-

tuksena estaa veren ja muiden mahdollisten eritteiden vuoto.
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Kuvio 1 Ei-invasiivisten laitteiden luokittelu. (Euroopan Komissio 2010)

Kun terveydenhuollon laitteen luokka on méaaritelty, seuraavana vaiheena on tuotteen
vaatimusten tunnistaminen. Naméa vaatimukset ovat tuotespesifisid (olennaiset vaati-
mukset) ja laadunhallintajarjestelmaspesifisia (esim. tietyin aikavélein tapahtuva laadun-
varmistus) (Stahlberg 2015). Olennaisiin vaatimuksiin kuuluu tuotteesta riippuen seka
yleisid vaatimuksia ettd muun muassa suunnittelua ja rakennetta koskevia vaatimuksia.
Yleisia vaatimuksia on muun muassa, etta tuotteen tulee olla suunniteltu ja valmistettu
siten, etta kun sita kaytetdan sille tarkoitetuissa olosuhteissa ja sille tarkoitettuun tehta-
vaan, se ei aiheuta turvallisuus- tai terveysriskia kayttajalle (Council directive 93/42/EEC
1993). Lisaksi tuotteen tulee saavuttaa sille maaritetty toimivuus ja suorituskyky, kun sita
kaytetaan kayttotarkoituksensa mukaisesti (Stahlberg 2015). Suunnittelua ja rakennetta
koskevia vaatimuksia taas ovat esimerkiksi kemikaalisia, fysikaalisia ja biologisia omi-
naisuuksia koskevat vaatimukset seka mikrobikontaminaatioihin liittyvéat vaatimukset
(Council directive 93/42/EEC 1993). Osana vaatimuksiin kuuluu myds riskianalyysin te-
keminen tuotteeseen liittyvien mahdollisten vaarojen tunnistamiseksi ja seka niista ai-
heutuvien mahdollisten riskien poistamiseksi ja vahentamiseksi (Stahlberg 2015, Valvira
2016). Esimerkiksi tdssa tydssa testatuissa tuotteissa oleva pihkajohdos on mahdollinen
allergeeni ja jotkut saattavat saada siita allergiaoireita, mika on otettava huomioon tuot-

teiden riskianalyysissa.

Kun tuotteen vaatimukset on tunnistettu, seuraavana vaiheena on vaatimustenmukai-
suuden osoitus, jossa kannattavaa on tukeutua EU:n yhdenmukaistettuihin standardei-

hin (Stahlberg 2015). Vaatimustenmukaisuus osoitetaan mm. erilaisilla dokumenteilla,
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verifioinnilla, validoinnilla seka kliinisella arvioinnilla (Stahlberg 2015). Kliinisella arvioin-
nilla valmistaja osoittaa, etta tuote tayttaa sille asetut vaatimukset seka toimivuuden ja
tehokkuuden etté turvallisuuden osalta (Council directive 93/42/EEC 1993). Osana vaa-
timustenmukaisuuden osoittamista suorittavien kliinisten tutkimusten avulla arvioidaan
ja maaritetaan laitteen ominaisuuksia ja suorituskykya seka haittavaikutuksia (Valvira
2016, Council directive 93/42/EEC 1993). Naiden tutkimusten tulosten, riskinanalyysin
ja muiden datojen perusteella laitteen valmistaja osoittaa, etta laite tayttaa sille asetetut

olennaiset vaatimukset.

Viimeisina vaiheina terveydenhuollon laitteen suunnittelu- ja valmistusprosessissa on
vaatimustenmukaisuudenvakuutus, CE-merkintad ja tuotteen rekisterointi. Allekirjoitta-
malla vaatimustenmukaisuudenvakuutuksen, valmistaja ottaa vastuulleen, ettd tuote
tayttaa kaikki sille direktiiveissad asetetut vaatimukset ja muut mahdolliset vaatimukset
(Stahlberg 2015). CE-merkinnalla, jolla jokainen terveydenhuollon laite on varustettava,
laitteen valmistaja vahvistaa, etta laite tayttaa sitd koskevat direktiivien ja lainsaadanto-
jen vaatimukset (Valvira 2016, Council directive 93/42/EEC 1993). Merkintd on oltava
laitteessa siten, ettd se on nakyvissa ja luettavissa. Laitteen mukana on myds oltava
ohjeet turvalliseen kayttddn ja valmistajan tunnistamiseen tarvittavat tiedot (Valvira
2016). Kaytdnndssa nama tarkoittavat laitteen tai tarvikkeen mukana tulevia kayttéoh-
jeita seka niissa olevia merkintdja. Ennen CE- merkinnan kiinnitysta tulee sen vaatimus-
tenmukaisuus arvioida. Vaatimusten mukaisuuden arviointi vaatii llmoitetun Laitoksen
(Notified Body) tarkastuksen ja hyvaksynnan muille kuin luokan | tuotteille. Viimeinen
vaihe ennen tuotteen saattamista markkinoille on laitteen rekisteréinti ja se tehdaan il-

moittamalla Valviralle (Stahlberg, 2015).
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4 TUTKITTAVIEN TUOTTEIDEN OMINAISUUKSISTA

Kaikissa tutkittavissa tuotteissa yhteisena ominaisuutena oli niissa vaikuttavana aineena
oleva pihkajohdos, joka aiheuttaa tuotteille mm. antimikrobisia vaikutuksia. Pihkan anti-
mikrobiset vaikutukset ovatkin olleet tiedossa jo pitkaan, silla sitd on kaytetty vuosisato-
jen ajan kansanlaaketieteessa esimerkiksi haavan hoitoon. Seuraavassa kerrotaan tar-

kemmin pihkan kemiallisista sek& antimikrobisista ominaisuuksista.

4.1 Pihka

Pihka ei tarkoita yhta ja tiettyd kemiallista yhdistetta vaan yhdisteiden seosta ja enem-
mankin fyysista tilaa (Fengel ym. 2003). Pihka on puissa erittyvaa kellertavaa ja neste-
maista hiilivetyseosta, joka koostuu paaasiassa haihtuvista ja haihtumattomista terpee-
neista seka eteerisista 6ljyista (Langenheim 2003). Pihkan kemiallinen koostumus kui-
tenkin vaihtelee paljon riippuen sen lahteesta (Sipponen 2013). Havupuun pihkassa esi-
merkiksi on suurissa maarin diterpeenisia orgaanisia karboksyyylihappoja, hartsihappoja
(Sipponen 2003). Nama hartsihapot ovat yleensa kolmirenkaisia (Fengel ym. 1983) ja
ne jaetaan kolmeen eri ryhmaan, joita ovat abietane, pimarane ja labdane -tyypit (Lan-
genheim 2003). Naistd hartsihappotyypeistd mantykasveissa eniten on abietiinihappoa

(Kuva 1) seka pimaarihappoa (Kuva 2).

COOH

Kuva 1 Abietiinihappo (Zhang 2012, 88)
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COOH

Kuva 2 Pimaarihappo (Zhang 2012, 88)

Pihkan sisaltamat terpeenit, joiden yleisrakenne on CioHis (Cowan 1999), jaetaan kuu-
teen luokkaan sen mukaan, kuinka monta isoterpeeniyksikkéa on liittyneena terpeeniin
(Fengel 1983). Naita luokkia ovat monoterpeenit (2 yksikkda), seskviterpeenit (3 yksik-
koa), diterpeenit (4yksikk6d), sesterterpeenit (5 yksikkdd) ja triterpeenit (6 yksikkoa)
(Fengel ym. 1983). Terpenoideiksi kutsutaan sellaisia terpeeneja, jotka siséltavat lisa-

elementteja, kuten happea (Cowan 1999).

Pihkan haihtuva osa sisdltaa yleensd mono- ja/tai seskviterpeenejd, joita kutsutaan
usein eteerisiksi 6ljyiksi (Langenheim 2003). Taman haihtuvan osan monoterpeenien
haihtuminen aiheuttaa havupuille tyypillisen tuoksun. Haihtumaton osa taas sisaltaa di-
tai triterpeeneja, aldehydeja ja estereitd (Langenheim 2003). Haihtuvien ja haihtumatto-
mien yhdisteiden suhteellinen osuus toisiinsa nahden maaraa pihkan juoksevuuden, vis-
kositeetin (Langenheim 2003). Mitd enemman pihka sisaltda haihtuvia yhdisteita, sita
juoksevampaa pihka on. Havupuiden pihkan haihtuva osa on suuri (20-50 %) ja se sisal-
tdad enemman monoterpeeneja kuin seskviterpeeneja. Haihtumaton osa taas koostuu

yleensa diterpeeneista (Langenheim 2003).

Havupuiden pihkat jaetaan kahteen eri ryhmaan: fysiologiseen pihkaan seka ei-fysiolo-
giseen pihkaan. Fysiologista pihkaa esiintyy sydanpuun ja oksien pihkatiehyissa. Tata
fysiologista pihkaa kutsutaan nimella "oleoresin” (Sipponen 2013). "Oleoresin” on moni-
mutkainen seos, joka sisaltaa terpenoideja, jotka koostuvat diterpeeni ja turpentiini (mo-
noterpeeni ja seskviterpeeni) osasta (Phillips & Croteau 1999). Ei-fysiologiseksi pihkaksi
taas sanotaan pihkaa, joka on erittynyt puun pinnalle kaarnan haavoittuessa. Puun pin-
nan haavoittuessa fysiologinen "oleoresin” tihkuu puun pinnalle. Hiljalleen pihkan haih-
tuvat terpeeniset osat haihtuvat pois ja "oleoresin” sekoittuu eritteisiin ja aineisiin puun
pinnalla muodostaen muhkuramaisia kasaumia pihkaa. Tata pihkamuodostumaa kutsu-

taan nimella "callus resin” (Sipponen 2013).
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4.2 Antimikrobiset vaikutukset

Havupuiden puolustusjarjestelma tuholaisia ja patogeeneja vastaan on monimutkainen.
Tarkeda osaa tassa jarjestelmassa nayttelee mm. pihka ja sen antimikrobiset vaikutuk-
set. Havupuiden pihka syntetisoidaan siihen erikoistuneissa rakenteissa, kuten pihka-
tiehyissd, joissa ohutseindiset, pitkdan elavat epiteelisolut valmistavat pihkaa (Nagy
2000). Puun pinnan haavoittuessa, se asettuu alttiiksi patogeeneille ja tuholaisille. Pin-
nan haavoittuminen aiheuttaa reaktioiden ketjun, jossa ensimmaisena on pihkatiehyiden
muodostuminen puukudokseen haavoittumisalueelle (Nagy 2000). Hiljalleen pihka erit-
tyy puun pinnalle haavaumaan. Pihkan haihtuvien aineiden altistuessa ilmalle, ne haih-
tuvat hiljalleen pois, jolloin muodostuu puuta tuholaisilta ja patogeeneilta suojaava puo-
likiintea jaannos (Nagy 2000). Tama muodostunut pihkajaannds on tehokas suoja hyon-
teisia ja patogeeneja vastaan, silla sen ainesosat (terpeenit) ovat myrkyllisia hyonteisille
ja patogeeneille sen lisdksi, ettd ne muodostavat fyysisen haavaa suojaavan esteen
(McKay ym. 2013).

Pihkan ja sen yhdisteiden johdannaisten antimikrobisista vaikutuksista on tehty monta
tutkimusta, joissa niiden antimikrobiset vaikutukset on todistettu. Cowanin (1999) ja Pen-
gin (2000) tutkimuksien mukaan pihka on antimikrobinen seka bakteereita etta sienia
vastaan. Eraan julkaisun mukaan pihkan antimikrobiset vaikutukset johtuvat useista eri
pihkan orgaanisista komponenteista, kuten esimerkiksi terpeeneista (Dimkic ym. 2016).
Cowan (1999) toteaakin julkaisussaan terpeenien olevan antimikrobisia sekéa bakteereita
ettd sienia vastaan, viitaten useisiin eri lahteisiin. Samassa julkaisussa han myds toteaa,
ettei terpeenien toimintamekanismia bakteereita ja sienia vastaan tunneta taysin, mutta
sen uskotaan liittyvan solukalvon hairintaa lipofiilisten yhdisteiden avulla. Phlilips ja Cro-
teau taas toteavat julkaisussaan (1999) "oleoresiinin” turpentiini osan siséltavan erilaisia

mikrobisia myrkkyja sek& hyonteismyrkkyja.

Hong ym. (2004) tekeman tutkimuksen tulosten mukaan eteeriset 6ljyt eli pihkan haihtu-
maton 0sa, joka siséltdéd mm. monoterpeeneja ja seskvuiterpeeneja on antimikrobinen
gram-positiivisia, gram-negatiivisia bakteereita sekd sienid vastaan. L&hes kaksikym-
menta vuotta aiemmin tehdyn tutkimuksen (Kartnig ym. 1991) mukaan eteeriset 6ljyt ovat
antimikrobisia gram-positiivisia bakteereita vastaan, mutta eivat gram-negatiivisia vas-
taan. Edelld mainituissa tutkimuksissa kaytetyt eteeriset 6ljyt olivat eristetty eri havupuu-
lajeista, mika viittaa siihen, etta 6ljyjen antimikrobiaalinen vaikutus saattaa vaihdella sen

mukaan, mista havupuusta eteeriset 6ljyt on eristetty.
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Tyossa kehitettiin testimenetelmé sailyvyystehokkuudelle standardin ISO 11930 ja Ph.
Eur. 5.1.3. ohjeen mukaan. Testattavista tuotteista osa on terveydenhuollon laitteita ja
osa elainten hoitoon tarkoitettuja. Osa tuotteista on luokiteltu terveydenhuollon laitteiksi,
koska ne on tarkoitettu ihmisten hoitoon. Tarkempi maaritys terveydenhuollon laitteelle

on kappaleessa 3.

5.1 Testattavat tuotteet

Menetelmalla testattiin nelja eri tuotetyyppid, joista jokaisessa vaikuttavana aineena on
pihkajohdos. Naista tuote A oli vesipohjainen eldintenhoitotuote korvien hoitoon. Tuote
B oli myds vesipohjainen terveydenhuollon laitteeksi maaritelty tuote, joka on tarkoitettu
hiuspohjan hoitoon. Tuote C oli etanolipohjainen kynsienhoitoon tarkoitettu tuote, joka
on myds luokiteltu terveydenhuollon laitteeksi. Tuote D on eldinten hoitoon tarkoitettu

hoitopyyhe, jossa vaikuttava aine on imeytetty tekstiiliin.

5.2 Standardit, ohjeet ja kaytetyt mikrobikannat

5.2.1 Standardit ja ohjeet

Ty6 tehtiin kansainvélisen standardin Evaluation of the antimicrobial protection of a cos-
metic product (ISO 11930:2012) ja European Pharmacopoeian 5.1.3. Efficacy of anti-
microbial preservation -ohjeen mukaan. Testattavat tuotteet eivat ole luokiteltu kosmeet-
tisiksi tuotteiksi tai l1ddkevalmisteiksi, mutta siitd huolimatta niité tdssa tydssa testattiin
aiemmin mainittujen standardin ja ohjeen mukaisilla sailyvyystehokkuus testeilld, jotka
ovat tarkoitettuja kosmetiikalle ja ladkevalmisteille. Kyseinen standardi ja ohje on valittu
tuotteiden testaamiseen, koska niita pystyy helposti soveltamaan muillekin tuoteluokille
ja ennen kaikkea, koska testattaville tuotteille ei ole omia tuoteluokkakohtaisia ISO stan-

dardeja tai Ph. Eur. ohjeita.
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5.2.2 Mikrobikannat

Tydssé kaytettiin viitta eri standardin ja ohjeen maarittelemaé testimikrobia, kolmea bak-
teeria, yhta hiivaa seka yhtd hometta. Kaytetyt mikrobit olivat Finnsusp Oy:n pakastettuja
puhdasviljelmia. Kaytetyt mikrobikannat ja niiden kantanumerot ovat lueteltu Taulukossa
3.

Taulukko 3 Mikrobit ja niiden kannat

Mikrobi Kanta
Escherichia coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

5.3 Reagenssit

TyOssa kaytetyt reagenssit on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4 Reagenssit

Reagenssit

Tryptic soy agar, 84602.0500, lot E0203W, VWR Chemicals

Tryptic soy agar, VM717058 547; 1.05458.0500, Merck KGaA

Potato dextrose agar, 84651.0500, lot 1160, VWR Chemicals

Sabouraud dextrose 4 % agar, 84663.0500, lot 1208, VWR Chemicals
Sabouraud dextrose 4 % agar, VM703638 542; 1.05438.0500, Merck KGaA
Natriumkloridi NaCl, 27808.468, lot 15H050039, VWR Chemicals
Polysorbaatti 80, 303570ZK, lot 75664, VWR Chemicals

Difco D/E Neutralizing Broth, lot 5223996
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5.4 Laitteet ja valineet

Tyossa kaytetyt laitteet ja valineet on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5 Laitteet ja vélineet

Laitteet ja valineet

Bioturvakaappi Kojair

Spektrofotometri Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech

Autoklaavi Finnaqua E34

Vesihaude Memmert

Vesihaude Certomat Wr

pH-MITTARI Thermo Orion, model 420

Lampokaappi Memmert

Lampdkaappi GWB, WTC binder

Lampokaappi Termaks

Pesékelaskija Stuart Scientific

Mikroskooppi Euromex Holland

Lammittdva magneettisekoittaja, Heidolph MR 3001

Automaattipipetti Biohit mLine 1000

Automaattipipetti Biohit mLine 5000

Sekoittaja Merck Eurolab

Sentrifuugi Heraeus Contifuge Stratos

Burkerin kammio, Marienfeld

Ylékuppivaaka Mettler Toledo
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6 TYON SUORITUS

Tyon kokeelliseen osaan kuului useita useita eri vaiheita, kuten standardisuorien maari-
tys, kalibroidun solususpension valmistus, neutralisoijan tehokkuuden osoitus seké séai-
lyvyystehokkuustesti. Ty0 aloitettiin maarittamalla standardisuorat, joiden avulla pystyt-
tiin valmistamaan kalibroidut solususpensiot eli suspensiot, joiden tarkka solupitoisuus
on tiedossa. Tuotteissa tiedettiin myds olevan antimikrobisia vaikutuksia omaavia ai-
nesosia, joiden vaikutus testissa tuli neutraloida. Tata varten tuli 10ytaa tarkoitukseen
sopiva neutraloija ja osoittaa sen tehokkuus jokaisella mikrobilla. Lopuksi tehtiin saily-
vyystehokkuustesti, jonka tulosten perusteella arvioitiin tuotteen sailyvyyttd. Seuraa-

vassa on kuvattu jokaista tyon vaihetta yksityiskohtaisemmin

6.1 Standardisuorien valmistus

Ty6 suoritettiin kayttaen viitta eri mikrobikantaa standardin 1SO 11930 mukaan. Jokai-
selle mikrobikannalle tehtiin varastokasvatus, josta tehtiin aina tarvittaessa kayttbkasva-
tus. Jokaiselle mikro-organismille (ei A. brasiliensis) tehtiin myds standardisuora, jonka
avulla voitiin jatkossa arvioida solususpensioiden pitoisuus. Tata varten yksittaisia pe-
sakkeita siirrostettiin siten, etta putkeen 1 tuli 1 pesake ja putkeen 2 tuli 2 peséaketta jne.
Solut pestiin 0,9 % suolaliuoksella kahteen kertaan sentrifugoimalla niita 25 minuutin
ajan 4500 1/min. Viimeisen sentrifugoinnin jalkeen solususpensioiden absorbanssit mi-
tattiin aallonpituudella 490 nm. Jokaisesta putkesta tehtiin laimennossarjat ja sopivia lai-
mennoksia viljeltiin kolmena rinnakkaisena kullekin mikrobille sopivalle elatusaineelle.
Maljoja inkuboitiin Taulukon 6 mukaisesti, jonka jalkeen laskettiin pesakkeiden maara
maljoilla ja sen perusteella suspension tarkka pitoisuus. Tulosten perusteella tehtiin stan-

dardisuorat, jotka ovat esitetty liitteissa 3, 4, 5 ja 6.
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Taulukko 6 Mikrobien kasvatusalustat, inkubointilampatilat ja -ajat

Mikrobi Kasvatusalusta Lampétila (°C) Aika
E. coli TSA 32525 18-24 h
S. aureus TSA 325+25 18-24 h
P. aeruginosa TSA 325+25 18-24 h
C. albicans SDA 325+25 18-24 h
A.brasiliensis PDA 225+25 3-5 vrk

6.2 Kalibroidun suspension valmistus

6.2.1 Bakteerit ja C. albicans

Kalibroidun suspension valmistamiseksi siirrostettiin soluja kayttdkasvatusmaljalta 10
ml:aan 0,9 % NaCl-liuosta. Suspensio sekoitettiin homogeeniseksi ja sen absorbanssi
mitattiin aallonpituudella 490 nm. Saatua tulosta verrattiin standardisuoraan, joka kertoo
suspension teoreettisen solupitoisuuden. Bakteereilla suspension tavoiteltu pitoisuus oli
107 — 108 cfu/ml ja hiivalla (C. albicans) 10® — 107 cfu/ml. Tarvittaessa suspensiota lai-

mennettiin, jotta sen pitoisuus saatiin tavoitellulle alueelle.

Suspension todellinen pitoisuus maaritettiin tekemallda suspensiosta laimennossarja ja
viljelemalla sopivia laimennoksia rinnakkaisina kullekin mikrobille sopivalla elatusai-
neella. Inkuboinnin jalkeen laskettiin pesékkeiden lukuméaara maljoilla ja niiden perus-

teella maaritettiin todellinen pitoisuus.

6.2.2 A. brasiliensis

Tayteen kasvaneelle A. brasiliensis maljalle pipetoitiin 10 ml polysorbaattiliuosta (0,9 %
NaCl + 0,5 g/l polysorbaatti 80). Elatusaineen pinnalta itiét rapsuteltiin liuokseen varo-
vasti siirrostussilmukan avulla. Taméan jalkeen itidsuspensio siirrettiin putkeen ja ravis-
teltiin varovasti noin 1 minuutin ajan lasihelmien (halkaisija 2 mm) kanssa. TAma taas

suodatettiin sintratun lasisuodattimen lapi (huokoisuus 2 eli 40 pm — 100 pm) ja suodatin
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huuhdeltiin muutamalla millilitralla suolaliuosta. Suodatettua suspensiota tutkittiin mikro-
skoopilla itdneiden itididen ja sienirihmastojen varalta. Jos itaneita itidita 10ytyi, tuli sus-
pensio havittdd. Jos taas sienirihmastoja l6ytyi paljon, tuli suspensio pestad kahdesti
sentrifugoimalla 2000 g 20 min.

Suodatetusta itiocsuspensiosta valmistettiin laimennossarja ja solujen pitoisuus laskettiin
Birkerin kammiolla sopivasta laimennoksesta mikroskoopin avulla. Koska itidita ei var-
jatty elinkyvyn varmistamiseksi (varjaytyneet itiot elinkykyisid), jokainen havaittu itio las-
kettiin. Suspension tavoiteltu pitoisuus oli 106 — 107 cfu/ml ja se valmistettiin suodatetusta
itidsuspensiosta laimentamalla suolaliuokseen. Suspension todellinen pitoisuus méaari-

tettiin viljelemalla sopivia laimennoksia maljoille ja inkuboimalla Taulukon 6 mukaan.

6.3 Neutraloijan tehokkuuden osoitus

Kuten aiemmin mainittu, tyossa kaytettavat tuotteet sisaltavat pihkaa, jolla on antimikro-
bisia ominaisuuksia. T&ma tarkoittaa sita, ettd tuotteella on mikro-organismien kasvua ja
lisaantymistd estavia vaikutuksia. Sailyvyystehokkuus testia varten taméa ominaisuus
tulee poistaa eli neutraloida. Ominaisuuden poistamiseen kaytetaan erilaisia neutraloijia,
joista tahan valikoitui D/E neutralizing broth eli DEB sen perusteella, ettd sen vaikutus
on laajakirjoinen, sita kaytetaan Finnsusp Oy:lla jo valmiiksi ja, koska pihkassa on feno-

lisia yhdisteita, joita DEB neutraloijan tiedetddn neutraloivan.

Valitun neutraloijan tehokkuus ja mikrobeille myrkyttémyys tuli osoittaa jokaisella mikro-
bikannalla. Tassa kaytettavaksi tuotteeksi valittiin tuote A. Tehokkuutta ei osoitettu muilla
tuotteilla, koska kaikissa tuotteissa oli sama vaikuttava aine. Tehokkuuden osoitus aloi-
tettiin tekemalla solususpensio, jonka pitoisuus on noin 10 2 cfu/ml. Taman jalkeen tehtiin
kolme nayteputkea: testi (Nvr), kontrolli (Nvn) ja mikrobisuspension kontrolli (N). Testiput-
keen (Ny) pipetoitiin tuotetta, testattavaa neutraloijaa ja kalibroitua mikrobisuspensiota.
Kontrolliputkeen taas (Nvn) pipetoitiin suolaliuosta tuotteen tilalle, neutraloijaa ja kalib-
roitua mikrobisuspensiota. Mikrobisuspension kontrolli putkeen (N,) pipetoitiin suolaliu-
osta ja mikrobisuspensiota. Liuokset sekoitettiin tasaiseksi ja annettiin neutraloijan vai-
kuttaa huoneenl&amma@ssa noin 30 + 15 min. Tama& jalkeen jokaisesta putkesta viljeltiin
kolme rinnakkaista maljaa ja valettiin p&alle kullekin mikrobille sopiva elatusaine. Bak-
teeri ja C. albicans maljoja inkuboitiin (32,5 + 2,5) °C 48 — 72 h ja A. brasiliensis maljoja
(22,5+2,5)°C 3-5wvrk.
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Inkuboinnin jalkeen maljoilla kasvaneet pesékkeet laskettiin. Jotta neutraloijan tehok-
kuus ja kaytetyille mikrobikannoilla myrkyttdmyys olisi osoitettu, tuli sen tayttaa alla mai-
nitut ehdot:

Nvf 2 0,5 N\/n Ja. an on Iahe"a Nv

6.4 Sailyvyystehokkuustesti

Sailyvyystehokkuustesti tehtiin erikseen jokaiselle tuotteelle, jokaisella mikro-organis-
milla. Tuotteen A ja B testaus on suoritettu suoraan standardin 1ISO 11930 mukaan.
Tuote C taas on etanolipohjainen ja veteen liukenematon, mista johtuen se tuli esikasi-
telld ennen testausta. Koska tuote D taas on tekstiili, johon vaikuttava aine on imeytetty,
se testattiin standardia soveltaen. Alla on kuvattu tarkemmin jokaisen tuotteen testime-

netelma.

6.4.1 Tuotteet Aja B

Testattavaa tuotetta pipetoitiin 10 ml aseptisesti steriilin putkeen. Joukkoon pipetoitiin
100 ul kalibroitua mikrobisuspensiota ja sekoitettiin homogeeniseksi. Seos jatettiin sei-

somaan huoneenlampdon.

Inokuloidusta tuotteesta otettiin nayte ja testattiin se standardin maaraamilla aikapisteilla
(7 vrk, 14 vrk ja 28 vrk) seka kahdella ylimaaréaisella aikapisteella (24 h ja 48 h). Jokai-
sella aikapisteelld inokuloidusta tuotteesta otettiin 1 ml nayte, joka lisattiin 9 ml: aan neut-
raloijaa ja sekoitettiin tasaiseksi. Neutraloijan annettiin vaikuttaa noin 30 + 15 minuutin
ajan, jonka jalkeen siita tehtiin laimennossarja 0,9 % NaCl-liuokseen. Jokaisesta laimen-
noksesta (nayte + neutraloija = 10?) viljeltiin 1 ml rinnakkaisina maljoille ja valettiin paalle
kullekin mikrobille sopiva elatusaine (Taulukko 7). Maljoja inkuboitiin kullekin mikrobille

sopivassa lampotilassa tietyn ajan verran (Taulukko 7).

Inkuboinnin jalkeen laskettiin pesdkkeet maljoilla ja niiden perusteella maaritettiin selviy-
tyneiden mikrobien kokonaismaara. Naiden perusteella taas laskettiin mikrobien logarit-

minen vahenemisarvo Ry seuraavan kaavan mukaan:

Ry =1lgNy — lgN,
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Misséa
No on mikro-organismien lukumaara ajanhetkella to eli kalibroidun suspension pitoisuus
Nx on selviytyneiden mikro-organismien lukumaara jokaisella aikapisteella tx

Saatua vahenemisarvoa verrattiin standardin ISO 11930 asettamaan kriteeriin A (Tau-
lukko 4) aikapisteilla 7 vrk, 14 vrk ja 28 vrk sek& European Pharmacopoeian ohjeen 5.1.3
topikaalisten tuotteiden kriteeriin A (Taulukko 5) aikapisteella 48 h. Kriteerit tayttaessaan
tuote tayttaa standardin tai ohjeen vaatimukset sailyvyydelle.

6.4.2 Tuote C

Tuotetta C pipetoitiin 10 ml aseptisesti steriilin putkeen ja joukkoon pipetoitiin 100 pl
kalibroitua mikrobisuspensiota. Suspensio sekoitettiin homogeeniseksi ja jatettiin huo-

neenlampoon.

Kuten tuotteesta A ja B, myos tuotteesta C otettiin nayte ja testattiin se standardin maa-
raamilla aikapisteilla (7 vrk, 14 vrk ja 28 vrk) sekad kahdella ylim&araisella aikapisteella
(24 h ja 48 h). Koska tuote C on etanolipohjainen ja veteen liukenematon, se ei sekoitu
homogeenisesti neutraloijaan, joka on vesiliuos. Tasta johtuen aikapisteilla otettava
nayte on esikasiteltavd emulgoimalla. Emulgointi tehtiin European Pharmacopoeian
2.6.12 Microbial examination of non-sterile products: microbial enumeration tests -oh-
jeessa olevaa mallia soveltamalla: 2 ml emulgaattoria (polysorbaatti 80) lammitettiin noin
45 asteeseen ja joukkoon liséttiin 1 ml inokuloitua tuotetta seka 9 ml suolaliuosta. Aineet

sekoitettiin keskenéén ja saatiin aikaan homogeeninen emulsio.

Saatua emulsiota pipetoitiin 1 ml putkeen, jossa oli 9 ml neutraloijaa ja sekoitettiin ta-
saiseksi. Tasta tehtiin laimennossarja ja viljelyt maljoille, kuten kohdassa 5.4.1. Maljoja
inkuboitiin kullekin mikrobille sopivassa lampétilassa tietyn ajan verran (Taulukko 7). Tu-

lokset laskettiin, kuten kohdassa 5.4.1 on kuvattu.

6.4.3 Tuote D

Tuote D on hoitopyyhe, jossa vaikuttava-aine on imeytetty tekstiiliin. Tasta syysta sita ei
voida testata suoraan standardin ISO 11930 mukaan, joka on tarkoitettu vesiliukoisten

tuotteiden testaukseen. Alempana kuvattu testaustapa suunniteltiin standardia soveltaen
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ja laskien tuotteen maaraksi tekstiiliin imeytetyn vaikuttavan aineen maara eli 4,5 g. Tuot-
teen D testaus tehtiin vain kahdella aikapisteella (24 h ja 48 h).

Testia varten 9 steriiliin saildpulloon siirrettiin kuhunkin yksi hoitopyyhe steriileilla pinse-
teilla ja inokuloitiin ne 45 pul:lla kalibroitua mikrobisuspensiota. Naista 6 jatettiin huoneen-
lampoon, mutta 3 testattiin heti (0-hetki) Ph. Eur. ohjeen mukaan, jotta saatiin selville
mikrobikonsentraatio pyyhkeissa inokulointi hetkella. ISO standardin ohjeen mukaan ei
voitu maarittdd alkukonsentraatiota pyyhkeilld, koska standardissa ohje on annettu mik-
robisuspension konsentraation maarittdmiselle. Naméa kolme heti testattua pyyhetta toi-
mivat alkukonsentraationa eli vertailuna seuraaville aikapisteille. Tama johtui siitd, etta
mikrobit kasvoivat hoitopyyhkeella useasti lauttoina, jolloin niiden tarkkaa maaraa ei pys-
tynyt laskemaan vaan tulos arvioitiin viAheneméana. Vaikka ne kasvaisivat selvind pesak-
kein&, niiden maaran luotettava laskeminen olisi silti haasteellista, koska pesékkeita on
vaikea erottaa hoitopyyhkeen lankasaikeiden seasta.

Aikapisteilla tuotteen testaaminen tapahtui siten, ettd kolmeen saildpulloon, jossa oli ino-
kuloitu hoitopyyhe, pipetoitiin 44,50 ml neutraloijaa ja sekoiteltiin varovasti sen verran,
ettd koko hoitopyyhe kastui neutraloijasta. Neutraloijan annettiin vaikuttaa 30 + 15 mi-
nuutin ajan, jonka jalkeen hoitopyyhe poistettiin sailopullosta steriileilla pinseteilla sa-
malla varovasti painellen pinseteilld pyyhkeesta ylimaaraiset nesteet pois. Hoitopyyhe
aseteltiin suuren petrimaljan (150 mm x 15 mm) pohjalle ja paalle valettiin kullekin mik-
robille sopiva elatusaine (Taulukko 7). Maljoja inkuboitiin kullekin mikrobille sopivassa

lampédtilassa tietyn ajan verran (Taulukko 7).

Inkuboinnin jalkeen tarkasteltiin mikrobien kasvua maljoilla. Mikrobien tarkkaa maaraa ei
laskettu, koska se oli kdytanndssa mahdotonta aiemmin mainituista sekoista johtuen.
Tasta syysta pesakemaaria ja sitd, tayttivatkd ne standardin ja ohjeen kriteerit (Taulukko
4 ja 5), arvioitiin silmamaaraisesti. ISO 11930 standardin ja European Pharmacopoeian
ohjeen mukaan useilla aikapisteilla hyvaksymiskriteerind on logaritmisen vahenemisar-
von liséksi ehto, jonka mukaan kasvu ei ole saanut lisdantya edelliseltd aikapisteelta
seuraavalle. Tata soveltaen paatettiin, ettd jos kasvu liinoilla silimamaaraisesti vihenee

aikapisteeltd seuraavalle, tuote tayttaa standardin ehdot.
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Taulukko 7 Mikrobien kasvatusolosuhteet sailyvyystehokkuus testeihin

Mikrobi Kasvatusalusta Lampétila (°C) Aika
E. coli TSA 325+25 48 —-72h
S. aureus TSA 325+25 48 —72 h
P. aeruginosa TSA 325+25 48 —-72h
C. albicans SDA 325+25 48 —72 h
A. brasiliensis PDA 225+25 3-5vrk
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7 TULOKSET

Tuloksissa on esitetty neutraloijan tehokkuustesteista saadut tulokset seké sailyvyyste-
hokkuustestin tulokset. Neutraloijan tehokkuustestin tulokset on osoitettu jokaiselle
mikro-organismille ja tulos on joko hyvaksytty tai hylatty. Sailyvyystestin tulokset on esi-
tetty kuviossa logaritmisina vdhenemisarvoina. Testeista jokaiselle aikapisteelle saatua
vahenemisarvoa on verrattu ISO standardin tai Ph. Eur. ohjeen kriteereihin. Jos saatu
arvo on ollut suurempi, kuin kriteerien esittdmat arvot jokaisella aikapisteelld ja jokaisella
mikrobilla, tuote on tayttanyt kriteerien vaatimukset ja siten, my6s standardin ja ohjeen
vaatimukset sailyvyydelle. Tuotteelle A mikrobien vaheneminen on esitetty myos pro-
sentteina, koska muista tuotteista poiketen vaheneminen oli hitaampaa. Solupitoisuuden
arviointiin kaytetyt standardisuorat olivat tulosten mukaan epaluotettavia eika niita kayt-

tamalla paasty suoran osoittamiin solupitoisuuksiin.

7.1 Neutraloijan tehokkuustesti

Tulokset saatiin laskemalla testiputken (Nvf) pesdkemaéaarien keskiarvo ja vertaamalla sita
kontrolliputken (Nvn) pesakemaarien keskiarvoon. Jos testiputken pesakemaarien kes-
kiarvo oli vahintaan puolet kontrolliputken pesakemaarien keskiarvosta, tulos oli hyvak-
sytty (taulukoissa OK). Taman liséksi kontrolliputken (Nyn) pesakemaéaarien keskiarvon tuli
olla lahelld mikrobisuspension kontrolliputken (Ny) peséakemaarien keskiarvoa (taulu-
kossa OK), muuten neutralisoija katsottiin myrkylliseksi testatulle mikrobille.

Taulukko 8 Neutraloijan tehokkuustestin tulokset, E. coli

keskiarvo keskihajonta
Nt 57 11
Nvn 70 8
Ny 64 0
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Taulukko 9 Neutraloijan tehokkuustestin tulokset, S. aureus

keskiarvo keskihajonta
Nyt 118 15
Nun 103 1
Ny 31 6

Taulukko 10 Neutraloijan tehokkuustestin tulokset, P. aeruginosa

keskiarvo keskihajonta
Nt 38 6
Nvn 32 1
Ny 38 5

Taulukko 11 Neutraloijan tehokkuustestin tulokset, C. albicans

keskiarvo keskihajonta
Nut 68 6
Nvn 73 2
Ny 73 4

Taulukko 12 Neutraloijan tehokkuustestin tulokset, A. brasiliensis

keskiarvo keskihajonta
Nt 6 2
Nvn 4 1
Ny 3 1

Tulosten mukaan neutraloija taytti vaaditut ehdot sen tehokkuuden osoittamiseksi jokai-
sella kaytetylla mikro-organismilla. Tulosten perusteella todettiin, ettéd neutraloijaa voi-
daan kayttaa taman tyon testeissa.
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7.2 Tuote A sailyvyystehokkuustesti

Tuotteen A bakteeri maljoilla ei ollut kasvua milla&n aikapisteella yksittaisia pesakkeita
lukuun ottamatta. Nama yksittéaiset pesékkeet eivat olleet merkityksellisia tulosten kan-
nalta, koska tuloksia laskettaessa hyvin pienilla pesakemaarilla ei ole juuri vaikutusta
logaritmiseen vahenemisarvoon muuten kuin desimaalitasolla. Taman lisaksi useat yk-
sittiisista pesakkeista vaikuttivat ymparistosta tulleita kontaminaatioilta, koska ne kas-
voivat elatusaineen pinnalla ja ne olivat useasti ulkonadllisesti jonkun toisen mikrobin

nakoisia. Taman vuoksi niita ei otettu huomioon laskuissa.

Pesédkkeiden lukumé&aran perusteella jokaiselle aikapisteelle laskettu bakteerien véhe-
nemisarvo on ollut suurempi, kuin pienin sallittu arvo, kuten Kuviosta 2 voidaan nahda.

Taman perusteella voidaan sanoa, ettd tuote tayttaa kriteerit kaikilla aikapisteilla.

Bakteerit
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Kuvio 2 Tuotteen A bakteerien sailyvyystehokkuustestin tulokset vdhenemisarvoina. Ku-
viossa punainen poikkiviiva kuvaa ISO 11930 kriteerin A pieninta sallittua arvoa 3 log ja
sininen poikkiviiva kuvaa Ph. Eur. ohjeen kriteerin A pieninté sallittua arvoa 2 log kysei-
sella aikapisteella.

Hiivamaljoilla (C.albicans) kasvua oli ensimmaisella aikapisteella (24 h), jonka jalkeen
kasvua ei enaa muilla aikapisteilla ollut. Hiivapeséakkeiden lukumé&éaran perusteella jokai-
sella aikapisteelle laskettiin vdahenemisarvo. Tata arvoa verrattiin kyseisen aikapisteen
pienimpaan sallittuun arvoon. Jos saatu arvo oli tatd suurempi, tuote taytti kriteerin ehdot.
Kuten Kuviosta 3 voidaan nédhdéa, vahenemisarvot ovat suuremmat, kuin aikapisteiden

pienimmat sallitut arvot. Hiivan osalta hyvaksymiskriteerit (Taulukko 1) on annettu vain
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aikapisteille 14 vuorokautta ja 28 vuorokautta. Tulosten perusteella voidaan sanoa, etta
tuote tayttaa kriteerit hilvan vahenemiselle.

C. albicans
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Kuvio 3 Tuotteen A hiivan sailyvyystehokkuustestin tulokset vahenemisarvoina. Kuvi-
ossa punainen poikkiviiva kuvaa 1ISO 11930 standardin kriteerin A pieninta sallittua arvoa

1 log kyseisella aikapisteella.

Tuotteen A homemaljoilla (A. brasiliensis) oli paljon kasvua ensimmaisilla aikapisteilla.
Kahdella ensimmaisella aikapisteelld pesakkeiden maara oli jopa lisdantynyt alkuperai-
seen maaran verrattuna (Taulukko 13). Kolmannella aikapisteella homeiden maara alkoi

hiljalleen vahentya ja viimeisella aikapisteelld kasvua ei enaa ollut.

Homeiden vahenemiselle on asetettu kriteerit vain aikapisteille 14 vuorokautta ja 28 vuo-
rokautta (Taulukko 1). Vaikka alussa pesakkeiden maara lisdantyikin, taytti tuote kuiten-
kin kriteerit: vahenemisarvo oli vaadituilla aikapisteilla suurempi, kuin pienin sallittu, ku-

ten Kuviosta 4 voidaan nahda.
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A. brasiliensis

24 h 48 h 7 vrk 14 vrk 28 vrk

Logaritminen vahenemisarvo

Aikapiste

Kuvio 4 Tuotteen A sailyvyystehokkuustestin tulokset, A. brasiliensis. Kuviossa punai-
nen poikkiviiva kuvaa ISO 11930 standardin kriteerin A pieninta sallittua arvoa (14 vrk =
0 log, 28 vrk = 1 log) kyseisella aikapisteella

Koska mikrobien maarat ovat vahentyneet selvasti alkuperaisesta ja tuote noudattaa jo-
kaisen mikrobien ja jokaisen aikapisteen osalta hyvaksymiskriteerejd, voidaan todeta,
ettd tuote tayttaa standardin ISO 11930 vaatimukset sailyvyydelle seka Ph. Eur. ohjeen
vaatimukset 48 tunnin kohdalla.

Taulukko 13 Mikrobien vaheneminen prosentteina tuotteella A

Mikrobien vdheneminen prosentteina
Aikapiste

Mikrobi 24 h 48 h 7 vrk 14 vrk 28 vrk

E. coli - 100 - 100 - 100 - 100 - 100

S. aureus - 100 - 100 - 100 - 100 - 100
P. aeruginosa - 100 - 100 - 100 - 100 - 100
C. albicans - 98,6 - 100 - 100 - 100 - 100
A. brasiliensis + 11,6 + 28,7 -14,0 -98,2 - 100
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7.3 Tuote B sailyvyystehokkuustesti

Tuotteen B sailyvyystehokkuutta testanneilla bakteeri- ja hiivamaljoilla ei esiintynyt kas-
vua milldén aikapisteella muutamia yksittaisia pesakkeitéd lukuun ottamatta. Nama eivat
olleet merkityksellisia tulosten kannalta, eik&a niitd otettu huomioon tulosten laskuissa,
koska ne vaikuttivat olevan ymparistosta tulleita kontaminaatioita. Bakteereilla pesakkei-
den lukumaaran perusteella lasketut vAhenemisarvot olivat jokaisella aikapisteella sel-
vasti suuremmat, kuin pienimmat sallitut arvot, kuten Kuviosta 5 ndhdaan. Taman pe-
rusteella tuote tayttaa kriteerit bakteerien vahenemisen osalta. Kuviosta 6 taas voidaan
nahda, etta myos hiivojen vahenemisarvo on selvasti suurempi, kuin sallittu pienin vahe-
nemisarvo ja tama perusteella voidaan sanoa, ettd tuote tayttdd kriteerit myos hiivan

vdhenemisen osalta.

Bakteerit
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Kuvio 5 Tuotteen B bakteerien sailyvyystehokkuustestin tulokset vdhenemisarvoina. Ku-
viossa punainen poikkiviiva kuvaa ISO 11930 kriteerin A pienint& sallittua arvoa 3 log ja
sininen poikkiviiva kuvaa Ph. Eur. ohjeen kriteerin A pieninté sallittua arvoa 2 log kysei-
sella aikapisteella.
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C. albicans
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Kuvio 6 Tuotteen B hiivan sailyvyystehokkuustestin tulokset vAhenemisarvoina. Kuvi-
ossa punainen poikkiviiva kuvaa 1SO 11930 kriteerin A pieninta sallittua arvoa 2 log ky-
seisella aikapisteella.

Homeita tuotteen B maljoilla kasvoi ensimmaisella aikapisteelld runsaasti eli homeiden
vahenemista ei ollut tapahtunut. Seuraavilla aikapisteilla kasvua ei ollut enda yhtaan.
Kuten Kuviosta 7 voidaan nahdd, vahenemisarvo on vaadituilla aikapisteilla ollut suu-
rempi, kuin pienin sallittu arvo. Taman perusteella voidaan sanoa, etta tuote tayttaa kri-
teerit homeen vahenemisen osalta. Koska tuote taytti hyvaksymiskriteerit jokaisella ai-
kapisteella ja jokaisella mikrobilla, voidaan todeta, ettd tuote tayttaa standardin 1SO
11930 vaatimukset sailyvyydelle sekd Ph. Eur. ohjeen vaatimukset bakteerien vahene-

miselle aikapisteella 48 h.
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A. brasiliensis

Logaritminen vahenemisarvo
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Kuvio 7 Tuotteen B sailyvyystehokkuustestin tulokset, A. brasiliensis. Kuviossa punai-
nen poikkiviiva kuvaa ISO 11930 kriteerin A pieninta sallittua arvoa (14 vrk = 0 log, 28
vrk = 1 log) kyseisella aikapisteella.

7.4 Tuote C sailyvyystehokkuustesti

Tuotteen C bakteeri, hiiva ja home maljoilla ei millaan ollut kasvua yhdellakaan aikapis-
teella. Nain ollen standardin ISO 11930 ja Ph. Eur. ohjeen kriteerit tayttyvat jokaisella
aikapisteelld ja jokaisella mikrobilla: vahenemisarvo on suurempi, kuin aikapisteiden pie-
nen sallittu arvo, kuten voidaan nahda kuvioista 8, 9 ja 10. Naiden tulosten perusteella
voidaan todeta, etta tuote tayttdd standardin ISO 11930 vaatimukset sailyvyydelle sekéa

Ph. Eur. ohjeen vaatimukset bakteerien vahenemiselle aikapisteella 48 h.
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Bakteerit
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Kuvio 8 Tuotteen C bakteerien sailyvyystehokkuustestin tulokset vdhenemisarvoina. Ku-
viossa punainen poikkiviiva kuvaa ISO 11930 kriteerin A pieninta sallittua arvoa 3 log ja
sininen poikkiviiva kuvaa Ph. Eur. ohjeen kriteerin A pieninta sallittua arvoa 2 log kysei-
sella aikapisteella.
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Kuvio 9 Tuotteen C hiivan sailyvyystehokkuustestin tulokset vdhenemisarvoina. Kuvi-
ossa punainen poikkiviiva kuvaa 1SO 11930 kriteerin A pieninta sallittua arvoa 2 log ky-
seisella aikapisteella.
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A. brasiliensis

24 h 48 h 7 vrk 14 vrk 28 vrk
Aikapiste

Logaritminen vahenemisarvo

Kuvio 10 Tuotteen C sailyvyystehokkuustestin tulokset, A. brasiliensis. Kuviossa punai-
nen poikkiviiva kuvaa 1SO 11930 kriteerin A pieninta sallittua arvoa (14 vrk = 0 log, 28
vrk = 1 log) kyseisella aikapisteella.

7.5 Tuote D

Tuotteen D 0-hetken maljat kuvasit tuotteelle inokuloidun mikrobisuspension alkupe-
raista mikrobien maaraé. Tata maaraa oli tarkoitus verrata mikrobien méaraén seuraa-
villa aikapisteisteilla. Bakteereilla ja hiivalla nailla seuraavilla aikapisteilla kasvua ei ollut
lainkaan eli vaheneminen oli ollut taydellista (Taulukko 14). Koska standardin kriteeria
sovelletaan ja on paatetty, etta tuote tayttaa kriteerit, kun kasvu edelliseen aikapistee-
seen verrattuna on vahentynyt, tayttaa tuote D kriteerit bakteereilla ja hiivalla. Home
puolestaan kasvoi toisella aikapisteelld, mutta kasvu oli selvasti vahaisempaa, kuin ai-
kapisteella 0 h, kuten Taulukosta 14 voidaan ndhda. Kolmannella aikapisteella kasvua
ei enda ollut lainkaan. Naiden tulosten perusteella voidaan sanoa, etta tuote tayttaa kri-
teerit myods homeiden osalta. Koska tuote tayttaa kriteerit jokaisella mikrobilla, voidaan
todeta, etté tuote tayttaa standardin 1ISO 11930 vaatimukset sailyvyydelle.
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Taulukko 14 Mikrobien kasvu tuotteella D.

+++ = runsaasti kasvua, ++ = jonkin verran kasvua, - = ei kasvua.

Aikapiste
Mikrobi Oh 24 h 48 h
E. coli +++ - -
S. aureus +++ - -
P. aeruginosa +++ - -
C. albicans +++ - -
A. brasiliensis +++ ++ -
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8 TULOSTEN TARKASTELU

8.1 Varastokasvustot

S. aureus ja etenkin P. aeruginosa varastokasvustojen kanssa léhes jatkuvana ilmiona
oli kasvatuksen pinnalla olleet valkoiset epamaaraiset pilkut. Mikroskoopilla tarkastelta-
essa nama pilkut olivat epasaénnollisen muotoisia ja kulmikkaita. Ulkon&olta&an ne nayt-
tivat hieman suolarakeilta, mutta niita ne eivat kuitenkaan voineet olla, koska suolan
maara maljoilla oli niin pieni verrattuna valkoisten pilkkujen maaraan. Kun kasvustosta
siirrostettiin soluja, pilkut eivat [ahteneet mukaan ja ne tuntuivat siirrostussilmukkaan ko-
vilta. Todennakoisesti pilkut eivat olleet mitdan kontaminaatioita, mutta varmuutta siita ei
ole. Epatodennakdista myos olisi, etta pilkut olisivat elatusaineesta lahtdisin, silla samaa
elatusainetta kaytettiin myds E. coli varastokasvustoilla ja niilla samaa ongelmaa ei il-
mennyt. Todennakoisimmalta siis vaikuttaa, etta pilkut ovat lahtdisin mikrobikannasta,

mutta tarkempaa tietoa siitd mita ne olivat, ei ole.

8.2 Standardisuorat

Tybssd mikrobisuspensioiden konsentraatiot maaritettiin standardisuorien avulla ISO
standardissa ilmoitetun mikrobipitoisuuden kokoisiksi. Suorat kuitenkin osoittautuivat
epaluotettaviksi ja harvoin suspension konsentraatio saatiin suoran avulla halutulle alu-
eelle. Menetelman epdluotettavaksi teki pesakkeiden kokojen vaihtelu, vaikka suoraa
tehtdessa yritettiin valita mahdollisimman samankokoisia pesékkeita. Mikrobimaara pe-
sakkeissa saattoi myos vaihdella paljon, vaikka ne kooltaan olisivatkin olleet hyvin sa-

mankokoisia.

8.3 Neutraloijan tehokkuustesti

Neutraloijan tehokkuustestien tulokset tayttivat neutraloijan tehokkuudelle asetetut vaa-
timukset. Tulokset olivat luotettavia jokaisen mikro-organismin kohdalla. Tarkastellaan
kuitenkin tarkemmin S. aureus bakteerin ja A. brasiliensis homeen tuloksia. Neutraloijan

tehokkuuden osoittamiseksi asetettu vaatimus, jonka mukaan mikrobisuspension kont-
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rolliputken ja kontrolliputken tulosten tuli olla l&hella toisiaan, ei tayttynyt bakteerilla. Mik-
robisuspension kontrolliputkessa kasvoi huomattavasti vahemman pesakkeitd. Mutta,
koska testiputkessa ja kontrolliputkessa kasvoi lahes sama maéara mikrobeja, voidaan
tulos hyvaksya. Paljon vahaisempi mikrobien maard mikrobisuspension kontrolliput-
kessa, johtui luultavimmin pipetointi virheestd. Homeella pesakkeiden maara oli erittain
pieni jokaisessa putkessa ja kasvua oli vain muutaman pesakkeen verran. Koska kasvua

kuitenkin oli suunnilleen saman verran jokaisessa putkessa, hyvaksyttiin tulokset.

8.4 Sailyvyystehokkuustestin tulokset

Tulosten mukaan tuotteet tayttavat 1ISO 11930 standardin ja Ph. Eur. 5.1.3 ohjeen kri-
teerit (48 h kohdalla) ja siten myds niiden asettamat vaatimukset sailyvyydelle. Kuten
aiemmin kappaleessa 7 esitetyista tuloksista voidaan nahda, sailyvyydessa oli eroja eri
mikrobien valilla. Bakteerit eivat juuri selvinneet tuotteissa, mika tukee tutkimuksia joiden
mukaan pihka eli tuotteissa oleva vaikuttava aine on antimikrobinen bakteereita vastaan
(Hong 2004, Cowan 1999). Tutkimusten mukaan pihkalla on myds antifungaalisia vai-
kutuksia, mutta ne ovat ainakin tassa tytssa tehdyissa testeissa heikompia tai ainakin
hitaampia, kuin antimikrobiset vaikutukset bakteereihin. Tama kay ilmi testattujen tuot-
teiden tuloksista, silla hiiva ja varsinkin home kasvoivat ensimmaisilla aikapisteilla run-

saasti ja niiden vaheneminen oli hitaampaa bakteereihin verrattuna.

Sipposen ja Laitisen tutkimuksen (2011) tulosten mukaan pihkan antimikrobinen vaiku-
tus on hitaampi gram-negatiivisiin bakteereihin kuin gram-positiivisiin bakteereihin. Nel-
jan paivan pihkalle altistuksen jalkeen gram-negatiiviset E. coli ja P. aeruginosa olivat
viela elinkykyisia, vaikka niiden maara oli vahentynyt alkuperaisesta. Gram-positiivinen
S. aureus ei taas tassa kohtaa enda ollut elinkykyinen. Samanlaista gram-negatiivisten
bakteerien hitaampaa vdhenemista ei ole havaittavissa tassa tydssa. Sipposen ja Laiti-
sen tutkimusta ei kuitenkaan voi verrata suoraan téhan tutkimukseen silla, vaikka kum-
massakin testatut tuotteet ovat sisaltdneet pihkaa, ovat tuotteet kuitenkin hyvin erilaisia

ja ne ovat sisalténeet eri pitoisuuksia pihkaa.

Tyossa saadut tulokset olivat odotuksen mukaisia tayttdessaan standardin kriteerit sai-
lyvyydelle. Mielenkiintoista kuitenkin oli, ettd tuotteella A hometta kasvoi kahdella ensim-
maisella aikapisteelld jopa alkuperaistd enemman. Syyta talla ilmidlle ei tiedeta varmaksi

eika osata sanoa, oliko se kertaluonteinen vai toistuva tapahtuma, koska testi suoritettiin
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vain kerran. Yksi syy tahén ilmi6éon saattaisi olla homeiden itiéryppéaiden hajoaminen se-
koituksen vaikutuksesta niitd homogenisoitaessa, jolloin ne nakyvat maljalla useampina
pesakkeind. Tama ei kuitenkaan ole varsinaista kasvua. Todellista kasvua ja itibryppai-
den hajoamista on mahdoton erottaa toisistaan, joten itiomaaran lisdantymisen todellista

syyté ei voida varmentaa.

Tuotteen A ja B tuloksia voidaan pitdé luotettavina, koska tulokset olivat yndenmukaisia
ja odotusten mukaisia. Osassa testeissa kaytetyn mikrobisuspension pitoisuus oli mata-
lampi, kuin tavoiteltu, mik& on voinut vaikuttaa tuloksiin. Mutta, koska mikrobikasvua joko
selvasti oli tai ei ollut lainkaan, voidaan paatelld, etta silla ei ole ollut merkittavaa vaiku-

tusta tuloksiin.

Tuotteiden C ja D tuloksia voidaan myds pitda luotettavina, mutta niitd on tarkasteltava
hieman kriittisemmin, koska molemmat on tehty standardin ohjeita soveltaen. Tuotteen
C pitoisuus testeissd on emulgoinnista johtuen kymmenen kertaa pienempi, kuin stan-
dardin mukaan tulisi olla. N&in ollen my6s mikrobien maara testisséa on kymmenen kertaa
pienempi. TAma on epaileméttd voinut vaikuttaa tuloksiin. Mutta, kuten aiemmin on mai-
nittu, mikrobien vahentyminen on ollut 100 prosenttista heti ensimmaiselta aikapisteelta
alkaen jokaisella mikrobilla. Tasta voidaan paatelld, etta vaikka tuotteen ja mikrobisus-
pension pitoisuus olisi ollut standardin mukainen, kasvua tuskin olisi siltikdan ollut niin

paljon, etta se olisi vaikuttanut tuloksiin merkittavasti.

Muihin tuotteisiin ndhden poikkeuksen muodosti homeen kasvu tuotteella C. Muilla tuot-
teilla home kasvoi ensimmaisilla aikapisteilld selvasti, kun taas tuotteella C kasvua ei
ollut lainkaan. Taman on voinut johtua tuotteen ja mikrobisuspension laimeammasta pi-
toisuudesta, mutta ero muihin tuotteisiin nahden on kuitenkin niin suuri, ettd todennékoi-
sempi syy siihen, ettei hometta kasva lainkaan, on tuotteen suurempi pihkapitoisuus.
Kaikista tuotteista eniten pihkaa on tuotteessa C, mikd myds osaltaan selittédd, miksi kas-
vua millaan mikrobilla ei ole. TAma taas tukee tulosten luotettavuutta, vaikka tuotteen ja

mikrobisuspension pitoisuus on ollut kymmenen kertaa pienempi, kuin on ollut tarkoitus.
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9 PAATELMAT

Tyon tavoitteena ollut menetelman kehitys ja verifionti onnistui jokaiselle tuotteelle. Tes-
teistd saadut tulokset olivat odotusten mukaisia ja noudattivat standardia. Osaan tes-
teista jai viela kehittdmisen varaa ja jatkossa tulisikin pohtia, olisiko néita kohtia aiheel-
lista optimoida ja niiden yksityiskohtia kehittéd&. Myos standardista poikkeavia kaytanto-
tapoja tulisi pohtia esimerkiksi varastokasvustojen kohdalla, joilla ongelmana oli muun
muassa niiden elinkykyisyys. Aiheellista olisi myos pohtia tarkempaa ja luotettavampaa
menetelm&& mikrobisuspension pitoisuuden maaritykselle, silla standardisuorat 0soit-

tautuivat epatarkoiksi. Seuraavassa tarkastellaan naita seikkoja tarkemmin.

9.1 Varastokasvustot

Standardin mukaan varastokasvustot sailyvat elinkykyisina noin kahden kuukauden
ajan. Tydskennellessa kuitenkin kavi ilmi, ettéa varastokasvustot menettivat elinkykyaan
jo kuukauden jalkeen. Varastokasvustoille olisi hyva maarittdd tarkempi aika elinkykyi-

syydelle, jotta tydskennellessa ei ilmenisi yllattavia viivastyksia aikataulun suhteen.

9.2 Standardisuorat

Standardisuoran maarityksen sijaan jatkossa mikrobisuspension pitoisuus kannattaa
maarittaa, jollakin muulla tavalla. Yksi tallainen tapa voisi olla solujen véarjaaminen ja
elavien solujen laskeminen Birkerin kammiolla. Maaritys tulisi kuitenkin tehda joka kerta
ennen testejd, mika veisi paljon aikaa ja myds varjaykseen tarvittavat reagenssit lisaisi-
vat kustannuksia. Taman vuoksi solupitoisuuden méaarittdminen Birkerin kammiollakaan
ei valttamatta ole kannattavaa. Harjaantunut tekijd osaa arvioida siirrostettavan solu-
maéran halutun solupitoisuuden saamiseksi ilman standardisuoria tai muitakaan apuva-
lineitd, jonka johdosta vapaalla k&della solujen siirrostaminen on ehké paras tapa mikro-

bisuspension valmistukseen.
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9.3 Tuotteiden testaus

Jatkossa, kuten mainittu, myds osaa tuotteiden testeista tulisi optimoida ja yksityiskohtia
parantaa. Tallainen yksi kehityskohta olisi tuotteen C emulgoinnin optimointi. Nyt emul-
gointiin kaytettiin polysorbaatti 80: nt&, jota kului melko runsaasti. Aiheellista olisi tutkia
[6ytyisik6 joku toinen emulgaattori tai emulgaattoreiden seos, jolla kulutus olisi vahai-
sempaa. Nyt tehdylla emulgointimenetelmalld tuote myoés laimeni yli 100 kertaisesti var-
sinaiseen sailyvyyden testaukseen, kun standardin mukaan sen tulisi laimentua vain 10
kertaisesti. Noin 10 kertaiseen laimentumiseen paastaisiin, kun emulgointi tehtisiin suo-
raan neutraloijaan eiké suolaliuokseen. Jalkeenpain tehdyissd muissa testeissa neutra-

loijan kayttd tuotteen C emulgoinnissa on havaittu toimivaksi.

Tuotteen D eli hoitopyyhkeen testausmenetelm&a tulisi myos kehittd&. Nykyinen mene-
telmé& ei anna eksakteja tuloksia, koska selvinneiden pesakkeiden mé&araa hoitopyyh-
keella ei pysty laskemaan. Taméan vuoksi tulokset vain arvioidaan silmamaaraisesti, mika
jossain tapauksissa voi olla haasteellista ja aiheuttaa tulosten virheellista tulkintaa. Tal-
lainen tapaus voi syntyd, jos mikrobien kasvu on suunnilleen samaa luokkaa, kuin edel-
lisella aikapisteellda, eika selvda kasvun vahentymista ole tapahtunut. Tulosten tulkitta-
vuutta helpottaisi, jos peséakkeet pystyttaisiin laskemaan, mika tarkoittaisi taas sita, etta
mikrobit tulisi saada irti hoitopyyhkeesta. Tatd koitettiin useaan otteeseen ja eri tavoin
tyon aikana, mutta kaytettavissa olleilla valineilla mikrobeja ei saatu luotettavasti hoito-
pyyhkeesta irtoamaan. Mikrobien hoitopyyhkeesta irrottamista voitaisiin viela jatkossa
yrittaa leikkaamalla liina pienempiin osiin ja lasikuulien avustuksella ravistamalla yrittéda

saada mikrobit irti.
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Liite 1

ISO 11930 standardin vaatimat mikrobikannat

Mikrobi Kanta
Escherichia coli ATCC 8739 tai vastaava
Staphylococcus aureus ATCC 6538 tai vastaava
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tai vastaava
Candida albicans ATCC 10231 tai vastaava
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 tai vastaava
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Liite 2

Ph. Eur. 5.1.3. ohjeen vaatimat mikrobikannat

Mikrobi Kanta
Staphylococcus aureus ATCC 6538, NCTC 10788, NCIMB 9518, CIP 4.83
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118
Candida albicans ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, IMI 149007, IP 1431.83
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Liite 3

E. coli standardisuora

E.coli standardisuora
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Liite 4

S. aureus standardisuora
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Liite 5

P. aeruginosa standardisuora
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Liite 6

C. albicans standardisuora
C. albicans standardisuora
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