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Opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida kosmetiikan laadunvalvonnassa kaytetyn mikro-
bin, Pseudomonas aeruginosan, osoitusmenetelma. Menetelma validoitiin Tullilaboratori-
on mikrobiologian jaostolle, joka tutkii elintarvikkeiden lisdksi myds kosmetiikkaa. Se kayt-
taa kosmeettisten tuotteiden tutkimisessa amerikkalaista menetelméaa.

Tavoitteena oli selvittda, onko jo kaytdssa oleva menetelma toimiva kyseisen bakteerin
suhteen ja voidaanko se akkreditoida. Validointia varten valittiin erilaisista kosteusvoide-
ryhmista kolme matriisia, joihin siirrostettiin kohdemikrobia seka taustaflooraa. Ensimmai-
seen matriisiryhmaan kuului tuote, joka sisalsi vahan saildntaaineita, toinen matriisi oli
luontaistuote ja kolmas matriisi paivittdiskaupan tuote. Naytteet viljeltiin pintalevityksena
spesifisille Pseudomonas Isolation Agar -maljoille.

Menetelman toistettavuuden laskemiseksi tehtiin seitseman toistomaaritysta ja uusitta-
vuuden laskemiseksi viisi toistomaaritysta viljelemalla rinnakkain toisen viljelijan kanssa.
Tuloksista laskettiin standardipoikkeamat kayttaen kaikkia saatuja arvoja seka poistamalla
raja-arvot. Menetelman toistettavuus ja uusittavuus olivat tyydyttavia, silla standardipoik-
keamat eivat olleen kovin suuria.

Spesifisyyttéd varten varmistettiin viisi tyypillistd ja epatyypillistd pesaketta kaupallisella
kitilla. Menetelma oli spesifinen, silld kohdemikrobi pystyttiin toteamaan kaikista naytteista,
hairitsevista taustamikrobeista huolimatta. Menetelman toteamisrajan selvittdmiseksi nayt-
teisiin lisattiin kolmea eri bakteerisiirrostetta, joiden pitoisuudet olivat melko alhaiset ja
l&helld toisiaan. Pseudomonas aeruginosa pystyttiin toteamaan alhaisimmalla tasolla.
Tuloksien perusteella voidaan todeta, ettd menetelméan validointi onnistui.

Avainsanat: Pseudomonas aeruginosa, mikrobiologisen menetelman validointi, kosmetii-
kan mikrobiologinen laatu
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The purpose of the final year project was to validate a method to analyse Pseudomonas
aeruginosa in cosmetic products. The method was validated to the microbiological unit of
Finnish Custom Laboratory which analyses foodstuff as well as cosmetics. Currently an
American method is used to analyse cosmetics there.

The aim of the study was to analyse how the method works. The matrixes were chosen
from different types of cosmetic creams. The first matrix was a face lotion which had only
little preservative. The second matrix was a natural product (bought from a natural product
store) and the third matrix was part of daily consumer goods / an every-day lotion. The
target microorganism, Pseudomonas aeruginosa and some background flora was added
to the matrix which was then cultured in a specific agar.

For repeatability, seven definitions were produced and for reproducibility five definitions
with another person were done. Standard deviation was calculated from all results and
also by erasing limiting values (outliers). The repeatability and the reproducibility were
moderate because the standard deviations were quite low.

Spesifity was analysed by inspecting five typical and atypical colonies with mercantile test
system. The method was specified because Pseudomonas aeruginosa was detected de-
spite the presence of the background flora. The limit of detection was low, because three
low and quite similar quantities of bacteria were added to the matrix and P. aeruginosa
was detected at the lowest level. The tests showed that the method was quite reliable and
the validation was successful

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, the validation of a microbiological method, the
microbiological quality of cosmetics
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1

JOHDANTO

Taman opinnaytetydn aiheena on kosmeettisessa laadunvalvonnassa kayte-
tyn bakteerin, Pseudomonas aeruginosa, toteamiseen kosmeettisista nayt-
teista kaytettavan menetelman validointi. Menetelma validoidaan Tullilabora-
torion mikrobiologiselle jaostolle. Tullilaboratorio on Mittatekniikan keskuk-
sen akkreditoima testauslaboratorio, joka tayttdd standardin (SFS-EN
ISO/EC 17025) mukaiset akkreditointivaatimukset. Tullilaboratorio huolehtii
tuonnin ja viennin valvonnasta ja valmisteverotukseen liittyvistd tehtavista.
Mikrobiologinen jaosto tutkii sekd maahantuotavien ettd maasta vietavien

elintarvikkeiden ja kaytto- ja kulutustavaroiden mikrobiologista laatua.

Ensimmaiset kosmeettiset tuotteet valmistettiin ilman mink&anlaista mikro-
biologista tietoa. Kokemuksen kautta kuitenkin opittiin, miten pystyttiin esta-
maan tuotteiden pilaantuminen. Uudet I0yddkset ja keksinndt kaikissa biolo-
gian tieteenaloissa mahdollistivat my®s mikrobiologian kehittymisen. [1, s. 1.]
Uraauurtavat mikrobiologit olivat aluksi ensisijaisesti huolissaan lopputuot-
teiden mikrobiologisista kontaminaatioista ja pyrkivat osoittamaan perintei-
sen maljaviljelyn avulla ettei kontaminaatiota ollut tapahtunut. 1960- ja 1970-
luvulla kuitenkin kosmeettisten tuotteiden tutkiminen ja laadun parantaminen
tuli entista tarkeammaksi, silla useista eri tuotteista 16ytyi Gram-negatiivisia
bakteereita, jotka aiheuttivat erilaisia infektioita. [6, s. 2.] Nykypaivana kos-
metiikan laadunvalvonta on paljon laajempaa kuin aikaisemmin. Siihen kuu-
luu eri menetelmien kehityksia ja validointeja, sailontdaineiden synteeseja,
mikro-organismien tutkimista, immunologiaa ja bioteknologian kayttamista

materiaalien valmistamiseen. [1, s. 1.]

Pseudomonas aeruginosa on Gram-negatiivinen opportunistibakteeri. Sita ei
saisi esiintya kosmeettisissa tuotteissa ollenkaan. P. aeruginosa -bakteerin
lisdksi Tullilaboratoriossa kosmeettisista tuotteista maaritetdan seka aerobis-
ten mikrobien kokonaismaara ettd homeet, hiivat, koliformibakteerit ja Staph-
lylococcus aureus. Tullilaboratorio kayttda kosmetiikan tutkimisessa U.S.
Food & Drug Administrationin Bacteriological Analytical Manual (BAM) me-

netelmakokoelman menetelmaa: Microbiological Methods for Cosmetics.

Validoinnissa kaytetdan edella mainittua menetelmaa. Validoinnin matriisiksi
valitaan kolme erilaista kosteusvoidetta, joista ensimmainen on vahan sai-

[6bntaaineita sisaltava tuote. Toinen matriisi kuuluu luontaistuotekosmetiikan



piiriin ja kolmas tuote on paivittdistavarakaupan kosteusvoide. Menetelman
toimivuuden selvittdmiseksi naytteisiin lisatdan P. aeruginosa -bakteeria ja

taustaflooraksi Escherichia coli- ja Proteus vulgaris -bakteeria.

2 VALIDOINTI

Validointi on menetelman kelpoisuuden osoittamista. Validoinnin tarkoituk-
sena on tuottaa vertailuarvoja suureille, jotka kuvaavat menetelman luotetta-
vuutta. [2, s. 1.]

2.1 Validointi osana laatujarjestelmaa

Validoinnilla on iso merkitys yrityksen laatujarjestelmassa. Laatujarjestelmat
edellyttavat, ettd kaytetyt analyysimenetelmat on testattu ja todettu luotetta-

vaksi.

2.1.1 Laatujérjestelmét

Laboratorioissa tehtavat tutkimukset ja niiden tulokset ovat merkittavassa
asemassa kun tehdaan erilaisia paatoksia. Laboratorioanalyysien tulokset
vaikuttavat I&dhes aina terveydellisiin, tuotannollisiin sek& usein myods oikeu-
dellisiin paatoksiin. Taman takia menetelmien on oltava luotettavia. Ana-
lyysien luotettavuus varmistetaan laboratorioiden laatutoimintojen avulla.
Laatutoiminnot perustuvat laatujarjestelmiin, jotka pohjautuvat kansainvali-
siin standardeihin (ISO 9000 -standardit) ja ohjeistoihin (Good Laboratory
Practise). Testaus- ja tutkimuslaboratoriot noudattavat yleensa 1SO 17025-
standardin vaatimuksia laatujarjestelmiensa luomisessa, jolloin tavoitteena
on kansainvalisesti hyvaksyttavan patevyyden saaminen tiettyjen testaus-

menetelmien kayttamiseen. [3, s. 8 - 9.]

2.1.2 Analyysimenetelmien validointi

Laboratorioiden laatujarjestelmat edellyttavat, etta kaytetyt analyysimene-
telmat on testattu ja todettu luotettaviksi. Taman osoittaminen tulee tapahtua
validoinnilla. Validointi on menetelman kelpoisuuden todistamista suunnitel-
luilla mittaussarjoilla. Mittaussarjoilla saadaan vertailuarvoja suureille, jotka
kuvaavat menetelman luotettavuutta. Mikrobiologisten menetelmien vali-
doinnissa tallaisia suureita ovat muun muassa suhteellinen totuus, oikeelli-
suus, toistettavuus, uusittavuus, toteamisraja, spesifisyys ja herkkyys. Vali-

doinnin tuloksena syntyva tieto ja olemassa oleva tausta-aineisto kerataan



yhteen ja niiden perusteella todetaan menetelman soveltavuus suunniteltuun
kayttdtarkoitukseen. [2, s.1; 2, 5. 8 - 9.]

2.1.3 Akkreditointi

Akkreditointi tarkoittaa testauslaboratorioiden patevyyden toteamista. Se on
kansainvalisiin kriteereihin perustuva menettelytapa, jonka avulla toimieli-
men patevyys ja sen antamien todistusten uskottavuus voidaan luotettavasti
todeta. Akkreditoinnin hakeminen on vapaaehtoista ja hakija voi itse maari-
tella toiminta-alueen, jolle akkreditointia hakee. Suomessa akkreditointia hoi-
taa Mittatekniikan keskus (MIKES). Testaus- ja tutkimuslaitokset noudattavat
yleensd SFS-EN ISO/IEC17025 -standardin vaatimuksia laatujarjestelman

luomisessa. [3, s. 8; 4.]

2.2 Mikrobiologisten menetelmien validointi

Menetelmien validointi jaetaan useisiin eri vaiheisiin. Aluksi on hyva tehda
validointisuunnitelma. Lisdksi pitdd muistaa huomioida mikrobiologisten me-

netelmien erikoispiirteet.

2.2.1 Validoinnin vaiheet

Menetelmien validointi voidaan jakaa eri vaiheisiin. Aluksi on hyva tehda va-
lidointisuunnitelma, jossa otetaan huomioon kaikki validoitavalle menetelmal-
le asetetut vaatimukset. Keskeisia asioita validointisuunnitelmassa ovat mat-
riisi, mikrobit ja niiden pitoisuus, mittausten lukumaara, tarkkuus, aikataulu
seka kaytettava referenssi eli vertailumenetelma. Mittaukset suoritetaan
suunnitelman mukaisesti. Tuloksista lasketaan halutut parametrit ja niita
analysoidaan. Niiden perusteella selvitetddan menetelman toimivuus. [2, s. 11
-14; 3,s. 14)]

2.2.2 Mikrobiologisten menetelmien erityispiirteita

Mikrobiologisissa naytteissa olevat mikrobit ovat elavaa materiaalia, joten
naytteiden kasittelyssa tulee ottaa huomioon useita eri asioita. Naytteiden
todellisia mikrobipitoisuuksia ei tiedeta, eivatka ne pysy vakiona. Naytteista
tehdaan sopivat laimennossarjat mikd on edellytyksena sille, ettd maljoilta
pystytaan lukemaan yksittdispesakkeiden maara. Rinnakkaisten laimennos-
ten maljojen valilld voi esiintya suurtakin vaihtelua, ilman, ettd kyseessa on
virhe. Mikrobiologiset menetelmat vievat yleensa paivia, silla maljojen inku-

baatioaika vaihtelee yhdesta vuorokaudesta useampaan vuorokauteen. Siir-



rostamiseen kaytettdvia mikrobikantoja varastoitaessa, niiden mikrobipitoi-
suus saattaa muuttua. Ongelmia aiheuttavat myos vaihtelut mikrobikantojen
ominaisuuksien valilla, matriisin ominaisuudet, taustamikrobit ja monet muut

vaikeasti maaritettavat tekijat. [2, s. 2 - 3.]

2.2.3 Mikrobiologisten ja kemiallisten menetelmien erot

Kemialliset ja mikrobiologiset menetelmat poikkeavat toisistaan periaatteelli-
sesti. Kemiallisessa analyysissa analyytti pystytaan erottamaan matriisista
kemiallisilla menetelmilla, kuten esimerkiksi liuottamalla. Analyytin laimenta-
minen tapahtuu vasta erottelun jalkeen, jos siihen on tarve. Mikrobiologiassa
asiat ovat toisin. Mikrobiologiassa nayte analysoidaan mikrobeineen, materi-
aaleineen ja hairitsevine taustoineen. Analyytin erottelu tapahtuu vasta kas-
vatusalustalla. Kaytetyt kasvatusalustat ja -olosuhteet maaraavat menetel-
man spesifisyyden, johon vaikuttavat lisaksi tutkittavien mikrobikantojen omi-
naisuudet ja niiden vaihtelut. Toisin kuten kemiallisissa menetelmissa, mik-
robiologisissa maarityksissa nayte laimennetaan aluksi sopivaksi laimennos-
sarjaksi. Laimennossarjojen tulee olla sellaisia, etta alustoilta pystytaan lu-
kemaan yksittédispesakkeiden lukumaara. Siten solumaarien tulee olla muu-
tamia kymmenia, korkeintaan muutamia satoja tutkittavassa naytemaarassa.
Talldin rinnakkaisanalyysien pesdkemaarat voivat vaihdella suurestikin il-

man, etta kyseessa on virhe. [2, s. 2 - 3.]

2.3 Validoinnin kasitteisto

Validointiin liittyy useita suureita. Mikrobiologisen menetelman validointisuu-
reita ovat muun muassa suhteellinen totuus/oikeellisuus, toistettavuus, uusit-

tavuus, toteamisraja, spesifisyys, herkkyys ja lineaarisuus.

2.3.1 Validoitava menetelmé

Validoitava menetelma tarkoittaa menetelmaa, jonka kelpoisuus halutaan
osoittaa, jotta se voidaan ottaa kayttédn. Menetelma voi olla kansainvalisesti
hyvaksytty menetelma, kuten standardimenetelmd, jo olevassa olevan me-
netelman muunnos tai kokonaan uusi menetelma. Yleensd uudet menetel-
mat pohjautuvat uusiin teknillisiin sovelluksiin ja ne nopeuttavat ja helpotta-
vat analyysin suorittamista edelliseen menetelmaan nahden. Uusi menetel-

ma on myos yleensa taloudellisempi ja turvallisempi. [2, s. 3 - 5.]



2.3.2 Suureet

Validointiin liittyvien suureiden maaritelmat poikkeavat hiukan toisistaan.
Tassa validoinnissa kaytettavat suureet pohjautuvat Elintarvikeviraston laa-

timiin mikrobiologisten menetelmien validointiohjeisiin. [2, s. 6.]

Oikeellisuus

Menetelmien antamien tulosten oikeellisuuden tutkiminen edellyttaa tietoa
analysoitavan mikrobin todellisesta pitoisuudesta. Koska mikrobiologiassa
analyytti on elavaa materiaalia, ei sen todellista pitoisuutta eika validoitavan
menetelman antamien tulosten oikeellisuutta pystytd varmuudella maaritta-
maan. Oikeellisuus maaritetdan kayttamalla siirrostettuja naytteitd, joiden il-

moitettua pitoisuutta pidetdan oikeana tuloksena.

Suhteellinen oikeellisuus tarkoittaa referenssimenetelman ja validoitavan
menetelman antamien tulosten vastaavuutta/lahekkaisyytta tutkittaessa sa-

moja naytteita.

Virhepositiivisuus tarkoittaa validoitavan menetelman antamia positiivisia tu-
loksia silloin, kun referenssimateriaali eli siirrostettu nayte ei sisalla tutkitta-
vaa mikrobia. Virhenegatiivinen tulos tarkoittaa sita, etta tutkittava nayte si-
saltdd mikrobia mutta validoitava menetelm& antaa negatiivisen tuloksen.
[2,s.6-7.]

Tasmaéllisyys

Menetelman antamien tulosten tasmallisyytta kuvaavat toistettavuus ja uusit-
tavuus. Mikrobiologiassa analyysien tdsmallisyyteen vaikuttaa merkittavasti
tutkittavan naytteen mikrobipitoisuus; mita pienemmista pitoisuuksista on ky-
se, sitd epavarmempi on tulos. Tasmallisyyteen vaikuttavat mikrobiologisen

tydskentelyn erityispiirteisiin liittyvat virhelahteet.

Toistettavuus on perakkaisten toistojen antamien tulosten lahekkaisyys tut-
kittaessa identtisia naytteita, kun analyysi on suoritettu samalla menetelmal-
|8, samoissa olosuhteissa ja samojen henkildiden toimesta lyhyella aikavalil-
1&. Uusittavuus on yksittaisten analyysitulosten lahekkaisyys eri henkildiden
tutkiessa identtisia naytteitd kayttden samoja menetelmia joko samassa tai

eri laboratoriossa. [2, s. 7.]



Toteamisraja

Toteamisrajalla tarkoitetaan pienintd mikrobipitoisuutta, joka voidaan todeta
luotettavasti. Toteamisrajaan vaikuttavat menetelman selektiivisyys, spesifi-
syys, mikrobin tila naytteessa seka itse naytematriisi mikrobeineen. To-
teamisraja tulee maarittaa erikseen jokaiselle tutkittavalle matriisille. Mikro-
biologiassa toteamisraja maaritetdan yleensa vain kvalitatiiviselle menetel-
malle. Mikrobiologiassa toteamisraja maaritetaan siirrostetuista naytteista,
jolloin pienin mahdollinen referenssimateriaalin tai siirrostetun naytteen mik-
robipitoisuus on 1 - 5 solua tutkittavassa naytemaarassa; yleensa viisi solua.
[2,s.7]

Spesifisyys

Spesifisyys tarkoittaa seka kvantitatiivisen etta kvalitatiivisen menetelman
kykya loytaa tutkittava mikrobi tai tutkittavat mikrobit ndytteessa olevien hai-
ritsevien tekijoiden vaikutuksesta huolimatta. Taydellisen spesifinen mene-
telma toteaa vain analysoitavan mikrobin. Harvoin mikrobiologiset menetel-
mat ovat kdytanndssa taysin spesifisia. Pesakkeitd varmistamalla on opitta-
va tunnistamaan tyypilliset pesakkeet analyysia hairitsevan mikrobiston jou-
kosta pesakkeita varmistamalla. On otettava huomioon, ettda pesakkeiden
laskeminen/tunnistaminen on aina subjektiivista ja ettd virhepositiivisten ja

virhenegatiivisten maara riippuu matriisin mikrobifloorasta. [2, s. 8.]

Herkkyys

Herkkyys on menetelman kyky todeta vahaiset vaihtelut maaritettavien mik-
robien pitoisuuksissa tietyssa materiaalissa. Herkkyys on keskeinen ja tar-
ked menetelman ominaisuus kun verrataan menetelmia toisiinsa tai kun teh-
daan taydellista validointia uutta menetelmaa kehitettdessa. Mikrobiologisis-
sa kvalitatiivisissa analyyseissa herkkyys kuvaa menetelman kykya havaita
kohdemikrobi kun sitd on naytteessa. Validoitavan menetelman herkkyys
maaritetddn menetelman antamien oikeiden positiivisten tulosten maarasta.

Herkkyys ilmoitetaan yleensa prosenttiosuutena. [2, s. 8.]
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3.1

3.2

KOSMETIIKAN MIKROBIT JA MIKROBIOLOGINEN LAATU

Kosmetiikka on osa nykyihmisen arkea ja sen historia juontaa kauas men-
neisyyteen. Kosmetiikkaa on kaytetty jo muinaisessa Egyptissa. Kaytamme
kosmetiikkaa paivittain, joten sen turvallisuus on hyvin tarkeaa. Sita valvo-
vatkin useat tahot. Tullin lisdksi Kuluttajavirasto ja l1aaninhallitukset yhdessa
kuntien terveystarkastajien kanssa valvovat, ettda merkinnat ovat oikein ja et-

ta koostumus on turvallinen.

Yleistd kosmetiikasta ja hygieniatuotteista

Kosmetiikka- ja hygieniatuotteisiin kuuluu useita tuoteryhmia: pesuaineita,
deodorantteja ja antiperspirantteja, voiteita ja maitoja, erilaisia meikkituottei-
ta sekd hajuvesia ja raikasteita. Ne koostuvat useista eri komponenteista:
sailontaaineista, variaineista, rasva-aineista jne. Koska kosmetiikkatuotteita
ei poisteta pesuaineiden tavoin heti huuhtelemalla, raaka-aineiden puhtau-

den ja itse prosessin valvonta on erityisen tarkeaa. [5.]

Kosmeettiset tuotteet sisaltavat yleensa vetta ja muita ainesosia, jotka mah-
dollistavat mikrobien kasvun tuotteissa. Validoinnin matriiseina kaytetaan eri-
laisia kosteuttavia ihovoiteita joten sen tuoteryhman peruskoostumuksia ka-

sitelldan vahan tarkemmin seuraavassa kappaleessa.

lhovoiteiden kemiallinen koostumus

Voiteet muodostuvat yleensd kahdesta eri faasista, ulko- ja sisafaasista.
Ulompi faasi on yleensa vesi tai vesiliuos, sisafaasi sisaltaa yleensa 6ljyja,

vahoja, rasvoja tai muita 6ljyliukoisia aineita. [5.]

Ihovoiteissa kaytetddn myds pyrrolidonikarboksyylihappoa, joka on ihon sar-
veisaineen hajoamistuote, jota lisataan joihinkin ihovoiteisiin, koska se sitoo
vettd. [6] Sailontaaineina kaytetdan usein sorbiinihappoa, formaldehydia,
isotiatsolinonia, bentsoehappoa ja dibromosyanobutaania. Lisdksi voiteissa
kaytetdan hajusteita, jotka voivat myos olla sailontdaineiden tavoin ihoa ar-
syttavia aineita. Muita voiteiden komponentteja ovat variaineet ja E-vitamiini.
Rasvaisimmissa voiteissa kaytetaan myos erilaisia luonnosta peraisin olevia

8ljyja. [5.]



3.3 Kosmeettisten tuotteiden mikrobiologinen laatu

Kosmetiikkaa on valmistettu kautta aikojen, mutta sen mikrobiologiseen puh-
tauteen on alettu kiinnittdmaan tarkempaa huomiota vasta 1960-luvulla. Ny-
kypaivana kosmetiikkatehtaat on suunniteltu siten, etta niissd on minimoitu

kontaminaation vaara. Lisaksi tietoa on aikaisempaa enemman.

3.3.1 Laadunvalvonnan alkuvaiheet

Kosmeettisten tuotteiden mikrobiologiset tutkimukset tulivat entista tarke-
ammaksi 1960- ja 1970-luvulla, kun ilmeni, ettd kasivoiteissa oli Gram-
negatiivisia bakteereita, jotka olivat aiheuttaneet infektioita. Lisaksi oli todet-
tu, ettd silmanymparysalueelle laitettavissa kosmeettisissa tuotteissa esiintyi
bakteerien aiheuttamia kontaminaatioita. Asiaa alettiin tutkia tarkemmin ja
kontaminaation syyt saatiin jaljitettyd. Niitd oli kolme: huolimattomuus tuot-
teen tuotannon aikana, huolimattomuus tuotteen purkituksen/pakkauksen

yhteydessa ja tehottomat sailontaaineet. [1, s. 2 - 3.]

Kun tohtori Lars Kallings julkisti vuonna 1965 raporttinsa |adkeaineiden ja
vauvatalkkien mikrobiologisesta sisalldsta, nousi kosmeettisten tuotteiden
mikrobiologinen laatu esille. Vaikka monilla alan yrityksilla oli tuohon aikaan
jo melko tehokkaat mikrobiologisen laadun valvontamenetelmat, oli mene-
telmien ja sailontaaineiden kuitenkin viela kehityttava ja parannuttava. Seu-
raavien 15 vuoden aikana raportoitiin sekd USA:ssa ettd Euroopassa tapa-
uksista, joissa kosmeettisista tuotteista oli 16ydetty mikrobiologisia kontami-

naatioita.

R. M Baird tutki 147 kayttamaténta naytettd, jotka oli ostettu Englannista
1974. Naista tuotteista jopa 99:std IOytyi erilaisia bakteereita. Gram-
negatiivisia bakteereita eristettiin 6,1 % naytteitd. Pseudomonas -suvun bak-
teereja I6ydettiin 4,1 % tuotteita. Liséksi P. maltophiliaa kasvoi jopa 7 * 10°

pesakettd grammassa maskaraa. [1, s. 44 - 45.]

Taulukossa 1 on esitelty kosmetiikasta 16ydettyja Gram-negatiivisia sauva-

bakteereita.



Taulukko 1. Kosmeettisista tuotteista v. 1974 Bairdin I6ytdméat Gram-negatiiviset

bakteerit [1, s. 45]

Kontaminaatio Tuote Organismien lukumaara
(g "taiml )

Pseudomonas aeruginosa | Lanolikasirasva 1,2 X 10°

P. maltophilia Maskara 7,0 X 10°

P. pseudoalkaligenes Puhdistusmaito 3,1 x10*

P. pseudoalkaligenes Hiusvoide 1,9 X 10*

P. fluorescens Hiusoljy 4,0 X 10

P. putida Puhdistusgeeli 2,5 X 10*
Moraxella osloensis Kosteusvoide 1,3 X10°
Enterobacter cloacae Hammasvoide 23X 10°
Klebsiella aerogenes Hammaspulveri 3,4 X 10°

K. oxytoca Hammaspulveri

Erwinia herbicola Hammaspulveri

Enterobacter cloacae Hammaspulveri

Vuosina 1979 - 1983 kontaminoituneet maskarat aiheuttivat silmatulehduk-
sia. Kontaminaation syyksi selvisi se, ettd sailontaaineet heikkenivat kaytta-
mattdmissd maskaroissa ajan myoéta ja nadin ollen mikrobit paasivat lisdan-

tymaan tuotteissa. [1, s. 44 - 45]

3.3.2 Tilanne nykypé&ivéné

Opinnaytetydni aiheesta ei 16ydy paivitettya tietoa, joten otin yhteyttd Lume-

ne Groupin laadunvarmistuspaallikk6én Eeva Niemeldan. Hanen mukaansa
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mikrobiologisen laadunvalvonnan kannalta voidaan erotella raaka-aineet,
pakkausmateriaalit, valmistus ja valmiit tuotteet. Raaka-aineongelmat liittyvat
usein luonnosta eristettyihin aineisiin. Pakkausmateriaalien ongelmat liittyvat
usein niiden alkuperaan ja pakkaustapaan. Ongelmat valmistuksessa johtu-
vat usein hygieniasta ja/tai valmistusmenetelméasta. Lopputuotteiden osalta
haastavaa on 16ytda oikeat sailontaaineet itse tuotteen, sen sailyvyyden ja
kayton kannalta. Talla alueella lainsdadanto rajoittaa valintamahdollisuuksia.
Esimerkiksi Lumene Group toimii uudessa tehtaassa, jossa hygieniariskit on
minimoitu jo tilojen suunnittelussa ja laitehankinnoissa. Toki myds tietoa on
ollut menneita aikoja enemman niin viranomaisten taholta kuin tieteellistakin

faktaa. Jokapaivaisia mikrobiologisia ongelmia ei siis esiinny ainakaan heilla.

[7.]

3.4 Kosmeettisissa tuotteissa esiintyvat mikrobit

Kosmetiikkatuotteissa esiintyy useita erilaisia mikrobeja. Seuraavissa alaot-

sikoissa on lueteltuna ja lyhyesti esiteltyna kirjallisuudessa esitetyt mikrobit.

3.4.1 Pseudomonas

Pseudomonas -suvun bakteerit ovat Gram-negatiivisia, aerobisia sauvabak-
teereja. P. aeruginosa on opportunistipatogeeni, joka on aiheuttanut kos-
meettisten tuotteiden kontaminaatioita josta on seurannut erilaisia infektioita
tuotteiden kayttajilla. [1, s. 418.]

3.4.2 Propionibacterium

Propionibakteerit ovat anaerobisia Gram-positiivisia bakteereita, jotka eivat
tuota itidita. Niita I0ytyy tyypillisesti karvatuppien juurelta seka ihon tali-
rauhasista. Propionibacterium acnes on varmaankin tunnetuin suvun baktee-

reista, silla se on yksi aknen aiheuttajista. [1, s. 441.]

3.4.3 Staphylococcus

Jotkut Staplylococcus -sukuun kuuluvat bakteerit, kuten esimerkiksi Staphy-
lococcus aureus tuottavat erilaisia kudosta tuhoavia entsyymeja ja prote-
iinimyrkkyja. S. aureus on nenanielun normaaliflooraa ja se on myos pato-
geeni. S. epidermis on ihon normaaliflooraa ja se on opportunistipatogeeni.

Se voi aiheuttaa markapaiseita ja verenmyrkytyksen. [1, s. 417 - 418.]
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3.4.4 Enterobacter

Enterobakteerit ovat iso heterogeeninen bakteeriryhma, johon kuuluu useita
eri bakteereita. Esimerkiksi Escherichia coli on fakultatiivisesti anaerobinen
Gram-negatiivinen sauva, jota esiintyy seka ihmisten etta eldinten suolistos-
sa. Jotkut E. coli -bakteerin tyypeista ovat nopeasti leviavia ja toksisia. Kleb-
siella pneunomia ja E. coli voivat saastuttaa kosmeettiset tuotteet jo tuotan-
toprosessin aikana. Niita on eristetty useista kontaminoituneista tuotteista.
[1,s.9]ja418]

3.4.5 Hiivat ja homeet

Candida albicans kuuluu Saccharomycetaceae -heimoon. Se on ovaalin-
muotoinen hiiva, jota esiintyy normaalifloorana ruoansulatuskanavassa, ihol-
la ja naisten genitaalialueella. Se on opportunistipatogeeni joka ei aiheuta
terveelld ihmiselld yleensa mitdan, mutta esimerkiksi antibioottikuurin yhtey-
dessa, artyneissa ihon kohdissa ja/tai immuunivasteen heikentyessa siita voi
tulla patogeeni. Palovammapotilaille Candida albicans voi olla hengenvaaral-
linen. [1, s. 478.]

Homeet, kuten esimerkiksi Penicillium ja Aspergillus ovat kaikkialla 1asna ja

ne voivat pilata kosmetiikan kasvustoillaan. [1, s. 9.]

3.4.6 Bacillus

Bacillus -suvun bakteerit muodostavat itiditd. Ne kestavat kuumaa, ionisoi-
vaa sateilya ja muita menetelmia, jotka inaktivoivat vegetatiivisia soluja. Jot-
kut kyseisen suvun bakteerit ovat myds resistentteja sailontaaineille, mika
aiheuttaa ongelmia kosmeettisten tuotteiden valmistusprosessissa. Kirjalli-
suudessa on yha useammin Bacillus -suvun lajin todettu muodostavan tok-
siineja, joten niiden merkitys myos kosmeettisten tuotteiden laadunvalvon-

nassa voi entisestaan korostua [1, s. 9.]

3.4.7 Streptococcus

Streptococcus -suvun bakteereista osa on patogeeneja, esimerkiksi S. py-
ogenes, joka aiheuttaa hengitystietulehduksen. S. salivariusta ja S. mutansia

I6ytyy usein suusta ja ne aiheuttavat myos hammasplakkia. [1, s. 9.]



3.5 Raja-arvot
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Kosmeettisten tuotteiden suhteen ei ole olemassa yleisesti hyvaksyttavia ra-

ja-arvoja. Tullilaboratoriossa sovelletaan useista eri alan kirjoista ja maiden

farmakopioista I6ytyvia arvoja tai suosituksia. Nama liittyvat yleisesti |1&dake-

teollisuuden tuotteisiin, mutta osin niitéd voidaan soveltaa myds kosmeettisiin

tuotteisiin. Yleisesti voidaan sanoa, ettd patogeeneja tai opportunistipato-

geeneja ei saisi esiintyd ainakaan silmanymparysalueen tuotteissa tai lapsi-

en ihonhoitotuotteissa. Taulukossa 2 on esitelty eri tuoteryhmien osalta mit-

ka bakteerit ovat kiellettyja niissa.

Taulukko 2. Ei-hyvéksytyt mikrobit kosmeettisissa sekéa laéketieteellisissé tuotteissa

[1,s. 46.]

Tuoteryhma

Ei-hyvaksytty bakteeri

Yleensa ei-hyvaksytty bak-
teeri

Steriilit tuotteet

Ei saa esiintyd mitaan organismeja

Silmédnympaérysalueen tuot-
teet

P. aeruginosa

Pseudomonas sp., S. aure-
us, Serratia marcescens, S.
liquifaciens

Ei-steriilit suunalueen tuot-
teet

Suolistoperaiset bakteerit;
Salmonella sp., E. coli

Enterobacter sp. , Citrobac-
ter sp., Pseudomonas sp. ,
proteolyyttinen Clostridium
sp. , enterotoksigeeninen S.
aureus, patogeeniset hiivat
(C. albicans) ja mykotok-
siineja tuottavat sienet

Ei-steriilit paivittdistavara-
tuotteet

P. aeruginosa, Klebsiella
sp., S. aureus,
S.marcescens, S. liquifa-
ciens

P. putida, P. multivorans,
Clostridium perfringens, C.
tetani, C. novyi

Genitaalialueen tuotteet

E. coli, Proteus sp. , S.
marcescens, P.aeruginosa,
P. mutrivorans

Klebsiella sp. , Acinetobac-
ter anitratus, A. cal-
coacetius

CTFA (Cosmetic, Toiletry, and Fragrance Association) suositettelee raja-

arvoja, jotka on esitelty taulukossa 3. Lisdksi sama ohjeistus vaatii, ettei

missaan tuotteessa saa olla terveydelle vaarallisia bakteereita. Ohjeet sopi-

vat parhaiten vedettomille tuotteille, silla veden puute hillitsee ja estaa
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yleensa mikrobien kasvun. Tuotteissa, jotka sisaltavat vetta, ei saisi olla ve-
getatiivisia mikro-organismeja. Poikkeuksena saantoihin on sailontaaineet-
tomat tuotteet. Tuotteissa saa esiintya vahan hyvaksyttyja bakteereita, mutta
silloin tuotteen valmistajan pitda pystya osoittamaan, ettei tuotteen fysiko-

kemiallinen koostumus edesauta mikrobien kasvua [1, s. 109.]

Taulukko 3. CTFA:n raja-arvot [1, s. 109.]

Tuote Raja-arvo (pmy/g, pmy/ml)
Lasten kosmetiikka <500

Silménalueelle kaytettiva kos- <500

metiikka

Muu kosmetiikka <1000

Erilaisista laaketieteellisista julkaisuista 10ytyy lisdksi raja-arvoja, jotka ovat
melko lahella toisiaan. Yleisesti voidaan sanoa, ettd tuotteissa joita kayte-
taan arsyyntyneelle tai herkalle iholle ei saa esiintyd Enterobacteriaceae -
suvun bakteereita, P. aeruginosa- tai S. aureus -bakteereita. Sallittujen mik-
robien kokonaismaara saa olla enintaan 10%-10° pmy/g valilla. Muissa kuin
herkan ihon tuotteissa sallitaan kokonaisbakteereita enintaan 10°-10* pmy/g
grammassa tuotetta. Enterobacteriaceae -suvun bakteereita seka P. aeru-
ginosa- ja S. aureus -bakteereita ei saisi esiintya ollenkaan 1 grammassa tai

millissd muita tuotteita. [8; 9; 10]

3.6 Sailontaaineet

Bakteerien, homeiden ja hiivojen kasvu riippuu useista kemiallisista ja fysio-
logista tekijoistd. Kosmeettisissa tuotteissa on yleensa vettd ja muita ai-
nesosia, joita mikro-organismit tarvitsevat lisdantyakseen. Sailontaaineet es-

tavat niiden kasvun.

Kosmeettisissa tuotteissa kaytetdan erilaisia sailontaaineita. Niilld on peri-
aatteessa kaksi paatarkoitusta: estda kosmeettisten tuotteiden pilaantumi-

nen seka tuhota iholta ei-toivottuja bakteereita ja sienia.
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Yleisimmat ja tunnetuimmat sailéntdaineet ovat bentsoe- ja salisyylihappo,
seka naiden johdokset. Tarkeimpia naistd ovat paraoksibentsoehappo ja sen
kemialliset johdokset, 1ahinna esterit, joista kaytetddn myds nimitystad para-

beenit tai nipaesterit. [11.]

3.7 Mikrobiologiset testimenetelmat

3.7.1

Mikrobiologisia perustestimenetelmia on kaksi. Ensimmainen on mikrobien
maaritys raakamateriaaleista ja valmiista tuotteista normaalilla maljaviljely-
menetelmalla eli APC:lla (engl. aerobic plate count). Toinen on sail6ntaai-
neiden tehokkuustesti, jossa tutkitaan sailéntdaineen minimimaara, jolla saa-

daan haluttu ja tarvittu suoja mikrobeja vastaan. [1, s. 491.]

Maljavilielymenetelmé (APC)

APC on menetelmd, jolla maaritetdan elinkykyisten mikro-organismien maa-
ra maljoilla, joissa naytetta on viljelty sopivissa olosuhteissa. Talldin kyse on
yleensa kahden vuorokauden aerobisesta viljelysta + 30 - 35° C lampdtilas-
sa standardikasvatusalustoilla tai kasvatusliemissa kuten esimerkiksi SMA-
tai TSA-agarilla. Kaikki mikro-organismit eivat kuitenkaan kasva edella mai-
nituissa olosuhteissa, joten APC ei aina todellisuudessa kerro kuinka paljon

mikro-organismeja todellisuudessa kasvaa naytteessa. [1.s.492)]

3.7.2 Séiléntadaineiden tehokkuustestit

Sailontaaineiden tehokkuutta voidaan testata useilla eri menetelmilla. Meto-
deihin kuuluu standardisoidut menetelméat: USP- metodi, CTFA- metodi, brit-
tildisen farmakopean metodi seka nopeat menettelytavat: lineaarinen reg-
ressio, kiihdytetty sailontaainetesti seka presumptiivinen altistuskoe. Tyypil-
listd kaikille edellda mainituille metodeille on kaytetyt organismit ja niiden el-
vyttdminen seka APC:n kayttdminen. Eroavuudet metodien valilla on kayte-

tyt kasvatuslampdtilat, kasvatusajat ja altistuskokeiden kaytto. [1, s. 497.]
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4 VALIDOINNIN KOHDEBAKTEERI JA TAUSTAMIKROBIT

Validoinnissa kaytettiin Pseudomonas aeruginosa -bakteeria. Taustafloorana

kaytettiin Escherichia coli ja Proteus vuglaris -bakteereita.

41 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa on opportunistipatogeeni, joka voi aiheuttaa vakavia infektioi-

ta.

4.1.1 Pseudomonas- suvun yleisid ominaisuuksia

P. aeruginosa kuuluu Pseudomonadaceae -heimoon. Pseudomonas -suvun
bakteereita 16ytyy laajalti ymparistosta, kuten vesistbistd ja maaperasta.
Pseudomonas -bakteerit ovat Gram-negatiivisia, yleisesti oksidaasipositiivi-
sia, aerobisia sauvabakteereja, jotka ovat kooltaan 0,5 - 1,0 x 1,5 - 5,0 ym.
Suurin osa niista ei kykene kasvamaan happamassa ymparistéssa (pH <

4,5) mutta muuten niiden kasvuvaatimukset ovat erittain vahaiset. [12, s. 95.]

P. aeruginosa -bakteerin optimikasvulampétila on +37 °C, mutta se pystyy
kasvamaan myos 42 °C:ssa. Se on kestava ulkoisia olosuhteita vastaan. Se
kasvaa hyvin kaikissa luonnon vesissa ja lisaantyy nopeasti jopa kertaalleen
tislatussakin vedessa. Tavallisimmat desinfiointiaineet eivat tehoa Pseudo-
monas -suvun bakteereihin, silld ne pystyvat jopa kasvamaan siinakin. Ne
ovat luonnostaan erittdin antibioottiresistenttejd, ja R-tekijdiden avulla ne

voivat helposti muuttua vield resistentimmiksi. [13, s. 270.]

4.1.2 Virulenssi

P. aeruginosa -bakteerin virulenssi eli taudinaiheutuskyky perustuu useisiin
eri tekijoihin. Se pystyy tuottamaan erilaisia entsyymeja ja toksiineja. Kaksi
merkittavinta niistd on eksoentsyymi S ja eksotoksiini A. Liséksi sen morfo-

logiset ominaisuudet vaikuttavat myds sen virulenssiin. [1, s. 419 ja 435.]

Sen resistentti antibiootteja kohtaan johtuu R-plasmidista (engl. resistance
trasfer plasmid). R-plasmidi kantaa geeneja, jotka koodaavat tapahtumaa,

joka tekee antibiootit ei-toksisiksi. [14, s. 371.]

4.1.3 Taudinkuva

P. aeruginosa aiheuttaa harvoin sairauksia terveilla henkiléilla, mutta se voi

kolonisoida hengitysteiden ja ruoansulatuskanavan limakalvoja sairaalapoti-
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lailla, joilla vastustuskyky on heikentynyt. Se aiheuttaa kolmen tyyppisia va-
kavia infektioita, jotka on esitelty taulukossa 4. Pseudomonas aeruginosa

onkin yleinen ja vaarallinen infektioiden aiheuttaja erityisesti sairaaloissa.

Taulukko 4. Pseudomonas aeruginosan aiheuttamat infektiotyypit [1, s. 419.]

Infektion laatu Kohde-elin Seuraukset

Akuutti ja paikallinen infektio | Silma Sarveiskalvon vauriot
Krooninen ja paikallinen Keuhkot (potilailla, joilla on | Keuhkoinfektio
infektio kystinen fibroosi)

Disseminoitunut infektio lho (palovammapotilailla) Tulehdus

4.1.4 Esiintyminen ja tartunta

P. aeruginosa -bakteeria esiintyy melkein kaikkialla ymparistdssa varsinkin
kosteilla alueilla. Se voidaan myo6s eristaa iholta, kurkusta tai terveen ihmi-
sen ulosteesta. P. aeruginosa kolonisoi usein sairaalan ruoat, lavuaarit ja
hanat seka sairaalalaitteita. Nain se paasee levidmaan sairaalassa ja aiheut-
taa infektioita ihmisille, joilla on heikentynyt vastustuskyky. Se levida poti-
laasta toiseen potilaaseen oksennuksen ja kontaminoituneen ruoan ja juo-

man valityksella.

Tarttuessaan se aiheuttaa vaarallisen infektion ihmisen silmassa joka saat-
taa johtaa jopa koko silma&n menetyksen. Lisaksi se voi aiheuttaa erilaisia

ihoinfektiota esimerkiksi palovammapotilailla ja Aids-potilaille. [15; 16.]

4.2 Taustamikrobit

Yksi validoinnin kasitteistd on spesifisyys, joka tarkoittaa sita, ettd menetel-
malla on kyky 16ytaa tutkittava mikrobi hairitsevien mikrobien joukosta. Taus-
taflooraksi valittiin kaksi mikrobia, Escherichia coli ja Proteus vulgaris, joista
tehtiin noin 1000 pmy/g mikrobisiirrosteet, jotka siirrostettiin tutkittavan koh-

debakteerin, P. aeruginosan, kanssa matriiseihin.



17

4.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli kuuluu enterobakteerien sukuun. Se on Gram-negatiivinen
fakultatiivisesti anaerobi sauvabakteeri. E. coli tuottaa enterotoksiineja ja
muita aineita, jotka tekevat sen virulenssikyvysta voimakkaan. Se aiheuttaa
esimerkiksi ripulia, virtsatieninfektioita seka sairaalassa oleville heikkokun-

toisille ihmisille verenmyrkytyksia ja aivokalvontulehdusta. [12, s. 179.]

4.2.2 Proteus vulgaris

Proteus -suvun bakteerit ovat suoria sauvanmuotoisia bakteereita. Ne ovat
Gram-negatiivisia ja kooltaan 0,4 - 0,8 * 1 - 3 ym. Niiden optimikasvulampéti-
la on +37 °C. Niita esiintyy ihmisen ja eldinten suolistossa seka lannassa et-
td maaperassa ja saastuneissa vesistdissa. Ihmiselle patogeeniset Proteus -
suvun bakteerit aiheuttavat virtsatieninfektioita seka erilaisia tulehduksia

varsinkin palovammapotilailla. [12, s. 184.]

5 VALIDOINTISUUNNITELMA

Validointi suoritettiin  Elintarvikeviraston mikrobiologisten validointiohjeen
mukaisesti. Menetelmana kaytettiin U.S. Food & Drug Administrationin Bac-
teriological Analytical Manual —menetelmakokoelman menetelmaa: Microbi-
ological Methods for Cosmetics. Menetelman kuvaus on esitelty kappalees-
sa 5.1. Validoinnissa kaytettavissa matriiseissa ei oleteta olevan tutkittavaa
bakteeria, joten se pitaa lisata siihen. Tama tulee ottaa huomioon naytteiden

esikasittelyssa.

5.1 Menetelman esittely

Kaytetty menetelma (BAM-menetelma) on U.S. Food & Drug Administratio-
nin menetelmakokoelman (BAM) menetelma, jolla tutkitaan kosmeettisten

tuotteiden laatua.

5.1.1 Menetelméan tarkoitus

BAM-menetelma (kuva 1) on tutkimusmenetelma, jonka tarkoituksena on
mikrobien osoittaminen kosmetiikkanaytteista. Aluksi naytteet esirikastetaan
minka jalkeen ne viljellaan spesifisilla maljoilla. Taman jalkeen erillispesak-
keet lasketaan ja laimennossarjan avulla lasketaan naytteen mikrobipitoi-
suus. Pesakkeet voidaan identifioida biokemiallisila menetelmilla, kuten

valmiilla kiteilla. [17, s. 1.]
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1 g Tween

80 ja lasi-

Laimennossarja tehdaan

MLB-liemeen
0,17/ml 0,1 mi
| — | —
-2 -3
Pseudomonas Isolation Agar
(PIA) -maljat

Kuva 1. BAM-menetelméa

5.1.2 Esirikastus

Esirikastusvaiheessa punnitaan aseptisesti 1 gramma naytettad koeputkeen,
jossa on 1 gramma steriilid Tween 80 ja 5 halkaisijaltaan 5 mm olevaa lasi-
helmeda. Nayte sekoitetaan hyvin jonka jalkeen lisdtdan 8 ml MLB:ta. Nayte-

putki on laimennus -1. Tasta putkesta tehdaan tarvittavat laimennukset.

5.1.3 Viljely ja inkubointi

Nayte viljelldan pintalevityksena MLA:lle, BP:lle, PD:lle ja PIA:lle. BP-maljoja
ja PIA-maljoja inkuboidaan kaksi vuorokautta + 37 °C. MLA-maljat inkuboi-
daan 2 vrk +30 °C ja PD-maljoja samassa lampétilassa 7 vrk. MLB-putket ja-
tetdan 7 vrk +30 °C:een. Jos MLA-maljoilla kasvaa pesakkeitd, nayte viljel-
ldan MLB-putkista Mc Conkey- ja MLA-maljoille.
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5.1.4 Maljojen lukeminen ja tulosten késittely

Maljoilta lasketaan kaikki pesakkeet, jotka ovat valilla 15 - 150. Tulokset

merkitdan ylds. Tulokset lasketaan laimennossarjan avulla ja ne ilmoitetaan

pmy/g.

5.1.5 Varmistusmenetelméa

Pseudomonas aeruginosa -pesakkeet varmistetaan maljoilta APl NE:Il&. API
NE on standardisoitu testimenetelma, jonka tarkoituksena on identifioida
Gram-negatiiviset sauvabakteerit. Testi koostuu 20 erilaisesta biokemialli-
sesta testista ja ohjelmistosta, joka sisaltda tunnistuksessa kaytettavat tieto-
kannan. Testi suoritetaan siten, ettd bakteerisuspensiota pipetoidaan testi-
liuskan putkiin. Inkuboinnin aikana metabolismituotteet muuttavat putkissa
olevien reagenssien varit spontaanisti tai seuraavana paivana lisattavien
reagenssien jalkeen. Jotkut putket vaativat anaerobiset olosuhteet, jolloin
putken suuosaan lisataan mineraalidljya. Vuorokauden inkuboinnin jalkeen
havaitut varimuutokset kirjataan testin mukana tulevaan tulkintapaperiin. Pa-
periin kirjatut arvot syotetdan testiin kuuluvaan APIWEB-tietokantaan, joka
vertaa saatuja arvoja tunnistustietokantaan. Lopuksi ohjelma ilmoittaa identi-

fioinnin tuloksen ja tuloksen todennakoisyyden prosenttilukuna.

5.2 Menetelman vaatimukset ja validointi

Validoinnin tarkoituksena on osoittaa menetelman kelpoisuus eli se, etta silla
voidaan luotettavasti todeta kosmetiikkanaytteestd Pseudomonas aeru-
ginosa. Koska Tullilaboratorio tutkii valvontaviranomaisena kosmetiikkanayt-
teita, tarvitsee Tullilaboratorio akkreditoituja menetelmia. Taman vuoksi P.

aeruginosa -bakteerin osoitusmenetelma on hyva validoida.

5.2.1 Validoinnin tarkoitus

BAM-menetelman tarkoituksena on osoittaa suunnitelluilla toteamisrajoilla
menetelman kelpoisuus mikrobien maarittdmiseksi kosmetiikkanaytteista.
Validoinnilla halutaan osoittaa, etta menetelmalla saadaan oikeita tuloksia
rittavalla tarkkuudella. Talla hetkella Tullilaboratorion mikrobiologinen jaosto
kayttaa kyseista menetelmaa maarittdessaan kosmetiikkanaytteista aerobi-
sia mikrobeita, homeita ja hiivaa, koliformibakteereita, Pseudomonas aeru-

ginosa -bakteeria Candida albicans -hiivaa ja Staphlylococcus aureus -
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bakteeria, mutta vain jalkimmaisen mikrobin osoittamismenetelma on akkre-
ditoitu.

5.2.2 Validoinnin suorituksen periaatteet

Validointi suoritetaan analysoimalla kosmetiikkanaytteitda BAM-menetelmalla.
Mittaukset suoritetaan valituilla matriiseilla, joihin siirrostetaan kohdebakteeri
eli P. aeruginosa -kanta. Aluksi maaritetaan bakteerikannan pitoisuus. Ta-
man jalkeen matriiseiihin lisataan kolme eripitoista bakteerisuspensiota. Jo-
kaisen matriisin osalta tehdaan selvitys. Menetelmien mittauksista saadut tu-
lokset kerataan yhteen ja niista lasketaan halutut suureet. Lasketut suureet

kuvaavat menetelman kelpoisuutta.

5.2.3 Validoinnin tulosten tarkastelu

Viimeisend vaiheena validoinnissa suoritetaan saatujen tulosten tarkastelu.
Mittaustuloksista laskettujen suureiden avulla arvioidaan, onko menetelma

luotettava ja voidaanko se akkreditoida.

5.3 Mikro-organismit ja matriisit
Kohdemikrobina kaytettin Pseudomonas aeruginosa -bakteeria ja tausta-
floorana Escherichia coli- ja Proteus vulgaris -bakteereita.
5.3.1 Mikrobien hankinta

Kohdemikro-organismi on P. aeruginosa. Lisaksi kaytettiin taustamikrobeina
E. coli- ja P. vulgaris -bakteereita. Kannat, niiden kantanumerot ja toimittajat

on esitelty taulukossa 5.

Taulukko 5. Kohdemikro-organismi ja taustafloora

Mikrobi Kantanumero Toimittaja

Pseudomonas aeruginosa | 04849 MicroBiologics

Lot 484731 apr 03

Escherichia coli ATCC 25922 MicroBiologics

Proteus vulgaris ATCC 13315 Difco
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5.3.2 Testikantojen nuorennos ja pitoisuuden méérittdminen

Kaytettavan mikrobin kasvu ja pitoisuus tutkitaan ensimmaiseksi. Mikrobi-
helmi siirretdan pakkasessa sailytettavasta putkesta 10 ml peptonivesiput-
keen. Mikrobia inkuboidaan yon yli ja kasvatusliemesta tehdaan sopiva lai-
mennossarja. Halutuista laimennoksista siirrostetaan nuorennettua mikrobi-
vilielmaa verimaljoille ja maljoja inkuboidaan yon yli +37 °C ja seuraavana
paivana lasketaan mikrobisuspension pitoisuus. Tdma tulee toistaa aina kun

valmistetaan uusi mikrobisuspensio.

5.3.3 P. aeruginosa-siirrosteen mikrobipitoisuuden valinta

Siirrosteen mikrobipitoisuuden valintaa varten maaritetddn ensin jokaisen
naytteen osalta toteamisrajat. Toteamisrajoina P. aeruginosa -mikrobille ko-
keillaan ensin 10, 50 ja 500 pmy/g. Nuorennetun mikrobisuspension pitoi-
suus maaritetdan. Taman pitoisuuden avulla lasketaan kuinka paljon siirros-

tetta pipetoidaan, jotta saadaan haluttu mikrobipitoisuus naytteeseen.

5.3.4 Taustafloora-siirrosteen mikrobipitoisuuden valinta

Taustaflooran pitoisuuden maarittdminen tapahtuu samalla tavalla kuin P.
aeruginosa -mikrobin pitoisuuden maarittdminen. Taustaflooran maaraksi

naytteessa valitaan noin 1000 pmy/g.

5.3.5 Matriisien valinta

Matriiseiksi valittiin ihovoiteet. Niitd otettiin kolmesta ryhmasta, jotka on esi-
telty taulukossa 6 (s. 22). Ensimmainen ryhma oli sailéntaaineettomat tai va-
han itsessaansaildvia raaka-aineita sisaltavat kasvovoiteet. Toinen ryhma oli
luontaistuotteet ja kolmas ryhma sisalsi paivittistavaratuotteita. Jokaisesta
ryhmasta valittiin yksi matriisi. Valitut matriisit ovat hyvin mielenkiintoisia, eri-
tyisesti luontaistuote. Luontaiskosmetiikassa pyritddn kayttdamaan mahdolli-
simman vahan sailontaaineita, jolloin kontaminaation riski kasvaa. Lisaksi
niissa kaytetdan paljon luonnontuotteista saatuja uutteita. Ensimmaiseen
ryhmaan kuuluva kasvovoide sisaltda vahan sailontaaineita. Kolmannen

ryhman tuote on yleiskosteusvoide, jota myydaan paivittaistavarakaupoissa.
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Kategoria

Tuote

Sdilontadaineeton / vahan itsessaansailovia
raaka-aineita

Erisan kasvovoide (1)

Luontaiskosmetiikka

Sante Naturkosmetik Handcreme kasivoide

(2)

Paivittaiskosmetiikka

Essex kosteusvoide (3)

5.3.6 Matriisien tutkiminen

Matriiseista tutkitaan, ettei niissa itsessaan kasva validoinnissa kaytettavaa

Pseudomonas aeruginosa -bakteeria. Matriisien tutkiminen tapahtuu BAM-

menetelman mukaisesti. Menetelmasta poiketaan sen verran, ettei naytteista

tehda laimennossarjaa.

5.4 Mittaukset ja mittaustulosten kasittely

Mittauksia tehddan niin monta kertaa, etta tilastollisia laskentakaavoja voi-

daan kayttaa hyvaksi tulosten tulkinnassa.

5.4.1 Mittaukset

Mittaukset suoritetaan siten, ettd jokainen matriisi testataan tutkittavan mik-

robin osalta viisi kertaa. Taman jalkeen matriiseihin lisatdan kohdebakteerin

lisdksi taustaflooraa, jonka jalkeen viljelyt toistetaan samalla tavalla ainakin

viisi kertaa (toistettavuus). Rinnakkaiset maljat viljeli viisi kertaa eri henkil6t

(uusittavuus).

5.4.2 Mittaustuloksista laskettavat suureet

Mittaustuloksista lasketaan validoinnin kelpoisuuden osoittavat suureet.

Koska kyseessa on standardisoitu menetelma, validoinnissa kaytetdan seu-

raavia suureita: toistettavuus, uusittavuus, toteamisraja ja spesifisyys.
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6 VALIDOINNIN SUORITUS

Validoinnin suorituksessa on esitettynd materiaalit ja tydn suoritus.

6.1 Materiaalit

Validoinnissa kaytetyt materiaalit on esitelty taulukossa 7. Reagenssien val-

mistusohjeet ovat liitteessa 1.

Taulukko 7. Validoinnissa kéytetyt materiaalit

Reagenssit Vilineet Laitteet
peptonivesi mittapipetteja (2, 5ja 10 ml) | autoklaavi
Modified Letheen Broth siirrostustikkuja inkubaattori
(MLB)
levityskolmioita (+30 °C ja +37 °C)
Pseudomonas Isolation Agar
(PIA) steriileja koeputkia ja korkke- | vortex-sekoittaja
ja
Tween80
petrimaljoja
Tryptic Soy Agar (TSA)
verimaljoja

Perunadekstroosiagar (PD)
Baird Parker Medium (BP)

Modified Letheen Agar
(MLA)

API NE

API 20 E

6.2 Tyon suoritus

Menetelman validoinnin kokeellinen osuus suoritettiin validointisuunnitelman

mukaisesti.

6.2.1 Testikannan pitoisuuden méaéritys

Validoinnin kokeellinen osuus aloitettiin tutkimalla miten P. aeruginosa ja
taustafloorat E. coli sekd P. vulgaris kasvoivat pakkasessa olon jaljiltd. Jo-
kainen kanta nuorennettiin yon yli peptonivesiputkessa (9 ml). P. aeruginosa

-bakteerin kasvatusliuoksesta tehtiin laimennossarja 10” - 107, josta levitet-
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tiin pintalevityksena verimaljoille 10* — 10®. Mikrobeja inkuboitiin yén yli ja
seuraavana paivana laskettiin pesakkeet. Kuvassa 2 on esiteltyna kyseinen

menetelma.

-4 -3 -6 -7 -8 Kasvatus 1

= vrk + 37°C

[}/ o

Yon yli kasvatus
+37 °C

ﬁ 1 ml

4 2 3 4 5 -6 -7 -8
7 I I I\

Tm 1ml1ml1ml 1ml 1ml 1ml

Kuva 2. P. aeruginosa-siirrosteen pitoisuuden maéaritys

Yo6n yli kasvatuksen jalkeen verimaljojen pesakkeet laskettiin ja tulokset on

esitelty taulukossa 8.

Taulukko 8. P. aeruginosa -bakteerin pesékemééréat verimaljoilla

Laimennos | Pesakemaara
10°° 8
107 30
10°° yli
10° yli
10 yli

P. aeruginosa -bakteerin pitoisuudeksi laskettiin 10°. Tata tulosta kaytettiin
aina oletuksena muissa viljelyissa. Pitoisuus kuitenkin tarkastettiin aina, kun

tehtiin uusi bakteerisiirroste.
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E. coli -bakteeristas tehtiin laimennossarja 10" - 10® MLB-liemeen, josta vil-
jeltiin pintalevityksena TSA-maljoille 10®° - 10°. TSA on yleisagar, joka sovel-
tuu hyvin bakteeripitoisuuksien maarittamiseen. Verimaljojen kayton korvat-

tiin niilla.

P. vulgaris -bakteerista tehtiin laimennossarja 10" - 107, josta viljeltin TSA-
maljoille pintalevityksena 10 - 10®. TSA-maljojen pesakemaaérét on esitetty
taulukossa 9.

Taulukko 9. Taustamikrobien pesdkeméaéaréat TSA-maljoilla

Escherichia coli Proteus vulgaris
Malja Pesakemaara | Malja Pesdkemdara
107 1|10% 1
1 0
10° 1107 0
1 11
107 8| 10° 36
10 31
10° 139 | 10° yli
125 yli
10° yli
yli

E. coli -bakteerin pitoisuudeksi laskettiin 10® ja P. vulgaris -bakteerin pitoi-
suudeksi 10”. Naita tuloksia kaytettiin oletuspitoisuutena muissa viljelyissé.

Pitoisuudet tarkastettiin aina kun tehtiin uusi bakteerisiirroste.
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6.2.2 Matriisien tutkiminen ja késittely

Ennen kohdemikrobien lisdamistd varmistetaan, ettd matriisit eivat sisalla
kohdemikrobia. Tama tutkimus tapahtuu BAM:n menetelman mukaisesti. Ai-
nut poikkeus on, ettei naytteistd valmisteta laimennoksia. Naytteet viljeltiin
pintalevityksena PD:lle, PlA:lle, BP:lle ja MLA:lle. Maljoilla ei kasvanut mi-

taan.

Naytetta punnittiin 1 gramma koeputkiin, jossa oli 5 lasihelmea seka 1 gram-
ma Tween80:ta. Tween 80 on aine, joka hajottaa naytteista rasvasidoksia.
Putkiin lisattiin nuorennettua kasvatusliuosta, ensin pelkkaa P. aeruginosa -

bakteeria ja seuraavilla kerroilla myds taustaflooraa, seka MLB:ta.

6.2.3 P. aeruginosa -bakteerin lisdys matriisiin

Validoinnin kokeellinen osuus aloitettiin lisddmalla naytteeseen vain P. aeru-
ginosa -bakteeria. Naytettd punnittin ennalta valmistettuihin Tween80-
putkiin. Putkiin pipetoitiin bakteerisuspensiota siten, ettd niiden pitoisuudet
olivat 10, 50 ja 500 pmy/g. Lisaksi putkiin lisattiin MLB:ta 7,5 ml tai 8 ml siten
ettd putken lopputilavuus oli 10 ml. Naytteet viljeltiin pintalevityksena PIA-

maljoille. Maljoja kasvatettiin 2 vrk +37 °C:ssa.

Ensimmaiselld kerralla pienimmassa pitoisuudessa maljalla ei kasvanut mi-
tdan. Toisella maarityskerralla otettiin mukaan neljds bakteerisiirrostenmaa-
ra: 30 pmy/g. Maaritys tapahtui samalla tavalla. Kolmannella kerralla jatettiin
isoin siirrostemaara (500 pmy/g) pois koska P. aeruginosa pystyttiin totea-
maan naytteistd pienemmalld maarallakin. Kolmannesta maarityskerrasta
eteenpain kaytettiin vain kolmea pienintd siirrostemaaraa (10, 30 ja 50

pmy/g). Koe toistettiin vield kaksi kertaa samalla tavalla.

Ensimmaiselld maarityskerralla laimennossarja valmistettiin peptoniveteen.
Toisella kerralla kokeiltiin seka peptonivetta ettd MLB:ta. Tuloksissa ei ollut
merkittdvid eroja ja ne ovat esiteltyna liitteessa 2. Bakteerisiirrosten pitoi-

suuden maarittdmisessa kaytettiin Pseudomonaksen osalta verimaljoja.

6.2.4 P. aeruginosa-, E. coli- ja P. vulgaris -bakteerien lisdys matriisiin

E. coli -bakteerin pitoisuuden oletettiin olevan 10° ja P. vulgaris -bakteerin
10’. Molempia pipetoitiin niin, ettd nayteputkiin saatiin lopulliseksi pitoisuu-
deksi 1000 pmy/g. P. aeruginosa -bakteerin pitoisuudet pysyivat samoina

(10, 30 ja 50 pmy/qg). Viljely tehtiin samalla tavalla kuin aikaisemmassa koh-
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dassa. Bakteerisiirrosten pitoisuudet tarkistettiin tekemalla laimennossarja
MLB-liemeen ja viljelemalla kasvatuslientd pintalevityksena TSA-maljoille.
Tama toistettiin seitseman kertaa, joista viisi kertaa oli sellaisia joissa toinen
osaston tyontekija viljeli rinnakkaiset maljat. Naista tuloksista saatiin lasket-

tua uusittavuus ja toistettavuus.

6.2.5 Pesékkeiden varmistaminen

Menetelman spesifisyys tutkittiin varmistamalla PlIA-maljoilta viisi epatyypil-
lista ja tyypillista pesaketta API NE:lla. Maljoilta valittiin sopivat pesakkeet,
jotka nuorennettiin yon yli verimaljoilla. Pesakkeet varmennettiin APl NE:n

ohjeiden mukaisesti.

7 VALIDOINNNIN TULOKSET JA TULOSTEN ARVIOINTI

Naytteiden viljely toistettiin 12 kertaa, joista viidella kerralla mukana viljeli rin-

nakkaiset maljat joko Laila Korpela tai Raisa Mannikka.

7.1 Mittaustulosten kasittely

Tulokset ovat kirjattuna taulukkoihin ndytekohtaisesti. Nayte 1 on Erisan
Kasvovoide, nayte 2 Sante Naturkosmetik Handcreme ja nayte 3 Essex Plus
Emulsiovoide. Taulukoissa 10 - 15 on esitettynd bakteerisiirrosteen maara,

saadut pesdkemaarat ja laskettu pesakemaara naytegrammaa kohden.

Taulukoissa 10, 12 ja 14 on merkittynd nelidn sisddn ne tulokset, joita on
kaytetty toistettavuuden laskemisessa. Taulukoissa 11, 13 ja 15 on merkitty-
na vaalealla harmaalla ne tulokset, joita on kaytetty toistettavuuden laskemi-
seen ja tummalla harmaalla ne tulokset, joita on kaytetty uusittavuuden seka
toistettavuuden laskemiseen. Pesakeluvut on kerrottu laskuissa kymmenella,

jolloin ne vastaavat todellista pitoisuutta.
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Taulukossa 10 on esitelty 1. ndytteen tulokset. Naissa mittauksissa nayttee-

seen on lisatty pelkastaan P. aeruginosa -bakteeria.

Taulukko 10. Néyte 1, pesdkemaéaéaréat

Lisatty (pmy/g) Pesdkemaarat Keskiarvo PMY/G

Pseudomonas aeruginosa
10 0 0 0 0
50 2 20
10 0 0,5 5
30 i 3,5 35
50 8 3 55 55
10 0 1 10
30 3 30
50 55 55
10 25 25
30 14 [ 9 90
50 13 16 14,5 145
10 3 30
30 3,5 35
50 6] 21 13,5 135
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Taulukossa 11 on esitelty ndyte 1 tulokset. Naissa tuloksissa naytteeseen on

lisatty kohdemikrobin lisdksi taustaflooraa.

Taulukko 11. Néyte 1, pesdkemé&érét taustaflooran kanssa

Lisatty (pmylg)
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli 1000 pmy/g
Proteus vulgaris 1000 pmylg

Pesakemaarat KESKIARVO PMY/G

Toinen viljeljia  KESKIARVO PMY/G

e e e AL
30 8 6 7 10
50 7 10 135 135
10 J 3 3
0 2 16 185 185
50 24 17 205 205
Pesakemaarat
10 15 15 NN\ 10
-i: 95 10 9
10N\ 2 2 N 0ff 5
28 o \\\\\\\\ e
125 5 65
10 15 15 2 20
8 11
10( 15 15 0 0 o 0
30 4 25 25 10| 3+2A 5l 75
50 2 4 4 11+1A 75 75
N\ 110 \\\\\\%&\\\& 15 15
N\ 15 15 N\ ) 2
50 NN 2 AN 25| 25
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Taulukossa 12 on esitelty 2. naytteen tulokset. Naytteeseen on lisatty vain P.

aeruginosa -bakteeria.

Taulukko 12. Néyte 2, pesdkemaaréat

Lisatty (pmy/g) Pesdkemaarat KESKIARVO PMY/G

Pseudomonas aeru-

ginosa
10 0 0 0 0
50 2 0 1 10
10 2,5 25
30 “ 1 2,5 25
50 6l 14 10 100
10 2,5 25
30 1 7 4 40
50 10 8,5 85
10 2,5 25
30 8 “l 6 60
50 13 15 14 140
10 5 3,5 35
30 12 8,5 85
50 16 9 12,5 125
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Taulukossa 13 on esitelty naytteen 2 tulokset. Naytteeseen on lisatty koh-

demikrobin lisdksi myos taustaflooraa.

Taulukko 13. Néyte 2, pesdkemé&érét taustaflooran kanssa

Lisatty (pmy/g) Pesdkemaarat Keskiarvo PMY/G Toinen vilieliji ~ Keskiarvo PMY/G
Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli 1000 pmy/g

Proteus vulgaris 1000 pmy/g

10 4 3 30
30 8 9 90
50 8 12 10 100
10 5 0 25 25
30 15 13 14| 140
50 19 17 18] 180
. Pesakemaarat
10NN\ 25 25 1 10
30 &\\\\\\R\\\\\\ 3 30 25| 25
50 11 6 60 7 70
1A T RE T 10
30NN\ 30 5 50
50 125 125 10 100
10N\ 1 10 NEE 1 10
I 15 15 e 3 30
50 2 20 of 5 25 25
10 2 20 of o 0 0
30N\ 20 NN 4 35 35
50 45 45 of 3 15 15
10NN\ 25 25 NN 1 10
15 15 8| 5 6,5 65
6 60 9 9 90
10 25| 25 NN [ 10
30 7 9 8 80 4 5 45 45
50 8 10 9 90 10 4 7 70
10 0 0 0 0 1 1 1 10
30 0 0 0 0 4l oA 35 35
50NN 1 2 20 NANG3+HA 45 45
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Taulukossa 14 on esitelty nayte 3 tulokset pelkdn P. aeruginosa -bakteerin

lisayksen osalta.

Taulukko 14. Néyte 3, pesdkemaaréat

Lisatty (pmy/g) Pesakemaarat KESKIARVO PMY/G

Pseudomonas aeruginosa
10 0 1 10
50 6 45 45
10 1,5 15
30 H H 4 40
50 7 70
10 1 10
30 H 5 45 45
50 9 12 10,5 105
10 5 3 30
30 10 8 9 90
50 11 15 13 130
10 2 20
30 11 i 7,5 75
50 6l 12 9 90
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Taulukossa 15 on esitelty nayte 3 tulokset. Naytteeseen on lisatty kohdemik-

robin lisaksi taustaflooraa.

Taulukko 15. Néyte 3, pesdkeméérét taustaflooran kanssa

Lisatty (pmylg)

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli 1000 pmylg
Proteus vulgaris 1000 pmylg

Pesakemaarat KESKIARVO PMY/G

Toinen vilielija  KESKIARVO PMY/G

10 4 3pf 39

30 13 85| 89

50 9 1] 120

0 o ¢ 5 50

30 12 8 10 100

0w 2 200

Pesakemadrat |

0 o 0 o 0 I 15 15
30 6 b 6| 60 b 65 65
0 1 AL 8 80
10N\ D 15 15
W 4 85 85 - 0 100
N\ 85 85 N\ o 60
10 05| 5 \\\\ L
300\ 45 45 4 40
50N\ 19 | 80
10 D | 2 5
30 s 55 IREL 45 45
S 9 » ng 205 10:24)  23+1A 18] 180
0 1 o 05 50 o0 0
NN KD I
50 1 25| 2 35 3
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Spesifisyyden laskemiseksi PIA- maljoilta varmistettiin viisi tyypillista ja epa-

tyypillista pesaketta API NE:lla ja APl 20 E:lla. Pesakkeiden varmistus suori-

tettiin ohjeiden mukaisesti. API :en tulokset on esitelty taulukossa 16.

Taulukko 16. API NE:n ja API 20 E:n tulokset

Pesake Merkittavin taksoni % ID Huomautus
Epatyypillinen 1 |Pseudomonas aeruginosa 98,9

Epatyypillinen 2 |Pseudomonas aeruginosa 98,9

Epatyypillinen 3 |Pseudomonas aeruginosa 98,9

Epéatyypillinen 4 |Pseudomonas oryzihabitans 53,5|Ei-hyvaksytty identifiointi

Epatyypillinen 5

Pseudomonas aeruginosa  |xxxxxxxx |Tehty API 20 E:ll&

Tyypillinen 1 Pseudomonas aeruginosa 99,4
Tyypillinen 2 Pseudomonas aeruginosa 99
Tyypillinen 3 Pseudomonas aeruginosa 98,9
Tyypillinen 4 Pseudomonas aeruginosa 98,9
Tyypillinen 5 Pseudomonas aeruginosa 98,6

7.2 Mittaustuloksista laskettavat suureet

Tuloksien laskemista varten valittiin sopivat pesakemaarat. Jokaisen nayt-

teen ja bakteerisiirrostemaaran kohdalta laskettiin toistettavuuden seka uu-

sittavuuden standardipoikkeamat.

7.2.1 Toistettavuus

Toistettavuus on perakkaisten toistojen antamien tulosten I1ahekkaisyys tut-

kittaessa identtisid naytteitd. Analyysi on suoritettu samalla menetelmalla,

samoissa olosuhteissa ja saman henkilén toimesta. Saatujen arvojen olete-

taan noudattavan normaalijakautumaa. A&riarvojen poistamisen jalkeen las-

ketaan s, -arvo, joka on arvio toistettavuuden standardipoikkeamista. S; kos-

kee tassa tapauksessa tyon suorittaneen henkildon osalta sekd matriisia etta

naytteen bakteeripitoisuutta. S, -arvo laskettiin kaavalla:

(1)

jossa x = saadut mikrobiluvut logaritmisind arvoina

x = mikrobilukujen keskiarvo

n = tulosten lukumaara, sen jalkeen kun aariarvot on poistettu



35

Aikaisemmin katsottiin ettd luotettavasti toimivan menetelman S, -arvo on

kaavalla 1 laskettuna valilllda 0,10 - 0,15. [18, s. 54 - 55] Nykyisin kuitenkin

ajatellaan, ettd mita isompi s,-arvo on, sitéa epaluotettavampi menetelma on.

Toistettavuuden standardipoikkeamat laskettiin kayttamalla arvoja, jotka ovat

merkittyna tulostaulukoissa 10 - 15, sekd vertailun vuoksi kaytettin myos

kaikkia saatuja arvoja, nollia lukuun ottamatta. Tulokset on esitetty taulukos-

sa 17.

Taulukko 17. Toistettavuuden standardipoikkeamat

Siirrostetaso (pmy/g) |Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3
Kaikki arvot |Raja-arvot poistettu [Kaikki arvot  |Raja-arvot poistettu |Kaikki arvot [Raja-arvot poistettu
10 0,25 0,24 0,2 0,17 0,26 0,19
30 0,34 0,17 0,35 0,11 0,19 0,07
50 0,37 0,17 04 0,16 0,32 0,09

7.2.2 Uusittavuus

Uusittavuus on yksittaisten analyysitulosten lahekkaisyys eri henkildiden tut-

kiessa identtisia naytteitd kayttaen samoja menetelmia. Uusittavuutta varten

joka kerran naytteet merkitaan esimerkiksi a ja b. Erotus (a -b) noudattaa sil-

loin normaalijakaumaa. A&riarvojen poistamisen jéalkeen laskettiin s, kaavas-

ta

PRI

jossa

2k

a = saatu mikrobiluku logaritmisena arvona

(2)

b = toisen viljelijan saama mikrobiluku logaritmisena arvona

k = erotusten lukumaara aariarvojen poistamisen jalkeen

Aikaisemmin katsottiin, etta luotettavasti toimivan menetelman sR- arvo on

kaavalla 2 laskettuna valillda 0,20 - 0,25. [18, s. 54 - 55]. Nykyisin kuitenkin

ajatellaan, ettd mitd isompi sR -arvo on, sitd epaluotettavampi menetelma

on.




36

Uusittavuuden standardipoikkeamat ovat esiteltyna taulukossa 18. Ne on
laskettu tuloksista, jotka ovat merkittyna taulukoissa 11, 13 ja 15. Lisaksi
vertailun vuoksi laskuissa kaytettiin kaikkia saatuja arvoja, nollia lukuun ot-
tamatta.

Taulukko 18. Uusittavuuden standardipoikkeamat

Siirrostetaso (pmy/g) [Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3

Kaikki arvot |Raja-arvot poistetiu |Kaikki arvot [Raja-arvot poistettu |Kaikki arvot |Raja-arvot poistettu
10 0,2 0,2 0,17 0,17 0,18 0,2
30 0,34 0,09 0,2 0,1 0,2 0,17
50 0,35 0,15 0,21 0,11 0,15 0,06

7.3 Tulosten arviointi

Kvantitatiivisen menetelman osalta tarkastellaan, todettiinko analysoitava
mikrobi.

7.3.1 Toistettavuus

Validoitavan menetelman toistettavuudessa vertailtin perakkaisia tuloksia.
Tuloksissa oli huomattavan paljon vaihteluja. Varsinkin ylimmalla tasolla el
50 pmy/g vaihtelut olivat erittdin suuria. Toistettavuuden standardipoik-
keamat laskettiin jokaisen naytteen jokaiselle tasolle. Mitd pienempi kysei-
nen arvo on, sita luotettavampana menetelmaa voidaan pitaa. Taulukossa
17 esitettyja tuloksia tarkastellessa voidaan todeta naytteen 1 osalta, etta
kaikkia tuloksia kaytettdessa, suurin taso 50 pmy/g on epaluotettavin. Pois-
tettaessa raja-arvot, tilanne kaantyy toisin pain, ja suurin taso saa pienim-
man s, -arvon. Naiden kahden s, -arvon (0,37 ja 0,17) valilla on myds suurin
ero. Pienimmalla tasolla naiden kahden eri arvon valilla ei ole suurta eroa.
Naytteessa 2 tilanne on kaikkien arvojen standardipoikkeaman kohdalta sa-
manlainen kuin naytteessa 1; 50 pmy/g on epaluotettavin taso. Raja-arvojen
poistamisen jalkeen se kuitenkin on yhtad luotettava kuin pienin taso 10
pmy/g. Naytteessa 3 kaikkien tasojen arvoissa on huomattavaa poikkeavuut-
ta. Keskimmainen taso, 30 pmy/g, osoittautui luotettavimmaksi kun tulokset

on laskettu siten, etta raja-arvot on poistettu.
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7.3.2 Uusittavuus

Validoitavan menetelman uusittavuutta testattiin kahden eri henkilén suorit-
tamien testituloksien yhteensopivuudella. Testitulokset olivat keskenaan
melko samanlaisia. Tarkasteltaessa menetelman uusittavuuden standardi-
poikkeamia huomataan, ettd kaikilla naytteilld tasolla 10 pmy/g, arvot eivat
poikkea toisistaan merkittavasti. Seuraavilla kahdella tasolla erot ovat jo
merkittdvammat. Standardiarvot ovat naytteestd ja tasosta riippuen valilla
0,10- 0,35. Voidaan todeta menetelman uusittavuuden osalta, etta sen las-
kemisessa on suositeltavaa poistaa tuloksista raja-arvot ja kayttaa jaljelle
jaaneita tuloksia standardipoikkeaman laskemiseksi. Nain saadaan luotetta-

vampia tuloksia.

7.3.3 Spesifisyys

Spesifisyys on menetelman kyky 16ytaa tutkittava mikrobi tai tutkittavat mik-
robit naytteessa olevien hairitsevien tekijoiden vaikutuksesta huolimatta.

Taydellisen spesifinen menetelma toteaa vain analysoitavan mikrobin.

P. aeruginosa -bakteeri kasvaa PIA-maljalla sinivihertavana ja kiiltdvana pe-
sakkeena. Se muodostaa valilla leviavia pesakkeita, mika vaikeuttaa laske-
mista. Tyypillistd pesékkeelle on karkkimainen makea tuoksu. Tyypilliset pe-
sakkeet ovat nain helposti tunnistettavissa. Valtaosa maljoilla kasvaneista
pesakkeista oli tyypillisia. Maljoilla kasvoi myds epatyypillisen nakdisia pe-
sakkeitd. Ne olivat harmaita ja plakkimaisia pesakkeita. Niistd ei l&ahtenyt
makeaa tuoksua. Naitd pesakkeitd lahdettiin varmistamaan epatyypillisina

pesakkeina. Muun tyyppisia pesakkeita ei maljoilla ollut.

Spesifisyyttd varten varmistettiin viisi tyypillistd ja epatyypillistd pesaketta
API NE:lla ja API 20 E:lla. Tulokset on esitelty taulukossa 16. Epatyypilliset
ja tyypilliset pesakkeet 1, 2, 3 ja 4 varmistettiin uusittavuuskokeiden aikana
eri maljoilta. Epatyypillinen pesake 5 varmistettin APl 20 E:lla, silld sen
epailtiin aluksi olevan Escherichia coli -bakteeria. Se osoittautui kuitenkin P.
aeruginosa -bakteeriksi. Se ja tyypillinen pesadke nro 5 varmistettiin saman
vilielykerran samalta maljalta.  Epatyypillinen pesake nro 4 antoi ei-
hyvaksyttavan tuloksen, APl NE ilmoitti sen olevat Pseudomonas oryzihabi-
tans. Syyta tahan ei selvitetty, koska muut tulokset olivat luotettavia. Muiden
tuloksien perusteella voidaan kuitenkin todeta, ettei menetelma anna virhe-

positiivisia tuloksia. Koska epatyypilliset pesakkeet osoittautuivat P. aeru-
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ginosa -bakteeriksi, virhenegatiivisten tulosten valttdmiseksi kuvatun kaltai-
set epatyypilliset pesdkkeet tuli varmistaa. Menetelma on lisdksi selektiivi-

nen, silla kohdemikrobi havaittiin hairitsevista taustamikrobeista huolimatta.

7.3.4 Toteamisraja

Toteamisraja on pienin mikrobipitoisuus, joka voidaan todeta luotettavasti.
Toteamisrajan maaritys aloitettiin lisdamalla pelkkdaa P. aeruginosa -
bakteeria viisi kertaa. Kun tuloksia tarkastellaan taulukoissa 10, 12 ja 14,
voidaan huomata, ettd ensimmaisilla viljelykerroilla pienimmalla tasolla (10
pmy/g) maljoilla ei kasvanut mitdan naytteen 1 ja 2 osalta. Taman jalkeen li-
sattiin yksi taso, 30 pmy/g, ja koe toistettiin. Talla kertaa myds pienimmalla
tasolla saatiin tuloksia maljoilta. Koe toistettiin vield kolme kertaa ja talldin
voitiin todeta, ettd 10 pmy/g on pienin mikrobipitoisuus joka voidaan todeta

luotettavasti.

Taustaflooraa ja P. aeruginosa -bakteeria lisattiin naytteeseen 7 kertaa. Mat-
riisin aiheuttamasta mikrobima&arien vaihtelusta huolimatta, toteamisrajan

voidaan katsoa olevan 10 pmy/g.

8 PAATELMAT

Opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida menetelma, jolla osoitetaan Pseu-
domonas aeruginosa -bakteeri kosmetiikasta. Validoinnin onnistumista tar-
kastellaan tassd tapauksessa toistettavuuden ja uusittavuuden standardi-
poikkeamilla ja sekd toteamisrajan alhaisuudella ettd menetelman spesifi-

syydella.

Alhaisemmalla tasolla (10 pmy/g) menetelman toistettavuuden ja uusitta-
vuuden voidaan katsoa olevan lahella yleisia suositusarvoja ja kaytannossa
menetelma toteaa 10 pmy grammassa naytettd. Muilla tasoilla (30 ja 50
pmy/g) aariarvojen poistamisen jalkeen s,- ja sR- arvot ovat suositusarvojen
tasoa. Menetelma on spesifinen, silla pystytdan toteamaan kohdemikrobi

naytteesta taustamikrobeista huolimatta.

Suurimmaksi ongelmaksi validoinnissa nousi naytteen homogenointi. Bak-
teerisiirroste ei jakautunut tasaisesti matriiseihin niiden rasvaisen koostu-
muksen takia. Mita rasvaisempi tuote, sitd vaikeammin se on homogenisoi-

tavissa. Taman vuoksi koeputkia kannattaisi Iammittaa vesihauteessa ennen
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viljelyn aloittamista. Nain olisi voitu saada reunoille jaanyt vahainen maara
naytettd liukenemaan koeputken pohjalla olevaan muuhun naytteeseen.
Lammitysmenettelya kannattaa jatkossa kokeilla ja vertailla saatuja tuloksia

opinndytetydssa esitettyihin tuloksiin.

Koska monet kosmeettiset tuotteet sisaltdvat homogenointia vaikeuttavia
komponentteja kuten rasvaa, on erittain tarkeata, etta erilaisille kosmeettisil-
le tuotteille tarkoitettua menetelmaa voidaan kayttdd myds rasvaisille tuotteil-
le. Validointia kannattaisi jatkaa kokeilemalla menetelmaa erilaisilla mat-

riiseilla ja yrittdd homogenoida matriisit paremmin.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd tdssa opinnaytetydssa suoritetun vali-
doinnin perusteella menetelmd soveltuu Pseudomonas aeruginosa -

bakteerin toteamiseen kosmetiikasta ja tuloksia voidaan pitaa luotettavina.
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Elatusaineet

Kiinteat elatusaineet

Baird-Parker Medium, pH 6,8 + 0,2
OXOID CM0275

LIITE 1 1(3)

Koostumus: Tryptoni 10,0 g/l
"Lab-Lemco”-pulveri 5,0 g/l
Hiivauute 1,0 g/l
Natriumpyruvaatti 10,0 g/l
Glysiini 12,0 g/l
Litiumkloridi 5,0 g/l
Agar 20,0 g/l

Valmistus: Sekoita 63 g yhteen litraan tislattua vetta ja keitéd kunnes ela-

tusaine on kokonaan liuennut. Annostele putkiin tai pulloihin ja

steriloi autoklaavissa 121 °C:ssa. Jaahdyta 50 °C:een ja lisaa

aseptisesti 50 ml munankeltuaistelluriitiemulsiota (Egg Yolk-

Tellurite Emulsion SR 54). Sekoita hyvin ennen maljoille kaa-

tamista. [19]

Pseudomonas Agar Base, pH 7,1 £ 0,2
LAB 108

Koostumus: Happohydrolysoitu kaseiini 10,0 g/l
Gelatiinipeptoni 16,0 g/l
Kaliumsulfaatti 10,0 g/l
Magnesiumkloridi 1,4 g/l
Agar No.2 11,0 g/l

Valmistus: Punnitse 48,4 g elatusainetta ja sekoita 1 litraan tislattua vetta.

Lisda 10 ml glyserolia. Steriloi autoklavoimalla 121 °C:ssa 15

minuuttia. JAdhdyta seos 47 °C:een ja lisda 2 pulloa joko X107



LIITE 1 2(3)

C.N supplementtia tai X108 C.F.C supplementtia. Sekoita hyvin
ja kaada maljoille. [19]

Peruna Dektroosi Agar (PD), pH 5,6 £ 0,2

DIFCO

Koostumus: Perunatarkkelys 4,0 g/l
Dekstroosi 20,0 g/l
Agar 15,0 g/l

Valmistus: Punnitse 39 g elatusainetta ja sekoita 1 litraan tislattua vetta.
Steriloi autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia. Jaahdyta
seos 45- 50 °C:een ja lisda aseptisesti 0,8 ml lisdainetta 200 ml
PD-agaria. Sekoita hyvin ja kaada maljoille.

Lisdaineen valmistus: Punnitse 1 g klooritetrasykliinihydrokloridia 100 ml:n 0,01M

HCI:n. Annostele 0,8 ml putkiin ja sailyta putket pakkasessa.
Lisaa 0,8 ml 200 ml:n PD-agaria. [19]

Trypticase Soy Agar, pH 7,3+0,2

BBL
Koostumus: Peptoni C 15,0 g/l
Peptoni S 5,0 g/l
Natriumkloridi 5,0 g/l
Agar 15,0 g/l
Valmistus: Punnitse 40 g elatusaineitta ja sekoita 1 litraan tislattua vetta.

Steriloi autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia. Vala maljoille.
[19]

Letheen Agar (Modified), pH 7,2 £ 0,2
DIFCO

Koostumus: Letheen agar 32,0 g/l



Valmistus:

Veri-agar
TAMMERTUTKA

LIITE 1 3(3)

Tryptoni 10,0 g/l
Proteoosi peptone No. 3 10,0 g/l
Hiivauute 2,04/
Natriumkloridi 5,04/l
Natriumbisulffiitti 0,14/l

Punnitse 59,1 g yhteen litraan tislattua vetta. Steriloi autokla

voimalla 121 °C:ssa 15 minuuttia. Vala maljoille. [19]

Tullilaboratorio tilaa lammasveriagarmaljat valmiina.

Nestemaiset elatusaineet

Maximum Recovery Diluent (Peptonivesi)

LAB 103

Koostumus:

Valmistus:

Peptoni 1,0 g/l
Natriumkloridi 8,5 g/l

Punnitse 9,5 g yhteen litraan tislattua vetta. Steriloi autoklavoi-

malla 121 °C:ssa 15 minuuttia. [19]

Letheen Broth (Modified), pH 7,2 £ 0,2

DIFCO

Koostumus:

Valmistus:

Letheenliemi 25,7 g/l
Tryptoni 5,0 g/l
Proteoosipeptoni No. 3 10,0 g/l
Hiivauute 2,09/l
Natriumbisulfaatti 0,1 g/l

Punnitse 42,8 g litraan tislattua vetta. Steriloi autoklavoimalla
121°C:ssa 15 minuuttia. [19]



Mikrobisiirrosteiden pitoisuudet

LIITE 2 1(2)

Pseudomonas aeruginosa -bakteerin yon yli nuorennetun kasvatusliuoksen pitoisuus

Pitoisuus

Pitoisuus

Pitoisuus

Pitoisuus

Pitoisuus

1.

P-vesi

Laimennos

-8
-7
-6
-5
-4

1,1*10/78

2.

MLB

Laimennos
-8
-7
-6
-5
-4

2,4*10°8

3.

MLB

Laimennos
-8
-7
-6
-5
-4

1, 71078

4.

MLB

Laimennos
-8
-7
-6
-5
-4

2,7*10°8

5.
MLB

Laimennos
-8
-7
-6
-5
-4

2,2*1078

Pesakkeita

2
7

110

Pesakkeita

yli
yli

3
23

174

Pesakkeita

yli
yli

2
22

174

Pesakkeita

Pesakkeita

yli
yli

2
24
yli
yli
yli

2
16
yli
yli
yli

MLB

Laimennos
-8
-7
-6
-5
-4

1,5*10°8

11
133
yli
yli

23
163
yli
yli

31
yli
yli
yli

27
yli
yli
yli

Pesakkeita

2
17
143
yli
yli



LIITE 2 2(2)

Escherichia coli-, Pseudomonas aeruginosa- ja Proteus vulgaris -bakteerien yon yli nuo-

rennettujen kasvatusliuoksien pitoisuudet

PITOISUUS

2.

PITOISUUS

PITOISUUS

4.

PITOISUUS

PITOISUUS

6.

PITOISUUS

PITOISUUS

E.coli

Laimennos  Pesidkkeita
-9 0 0
-8 3 0
-7 18 7
-6 110 134
-5 yli yli

1,2*1078

E.coli

Laimennos  Pesékkeita
-9 0 0
-8 2 2
-7 13 10
-6 95 103
-5 yli yli

1,0*10/8

E.coli

Laimennos  Pesidkkeita
-9 1 0
-8 2 0
-7 13 7
-6 113 91
-5 yli yli

1,01078

E.coli

Laimennos  Pesékkeita
-9 0 0
-8 1 0
-7 10 14
-6 90 105
-5 yli yli

9,9*1077

E.coli

Laimennos  Pesidkkeita
-9 0 0
-8 2 0
-7 10 15
-6 90 83
-5 yli yli

9*1077

E.coli

Laimennos  Pesékkeita
-9 0 0
-8 1 2
-7 8 5
-6 75 75
-5 yli yli

7,4*10°7

E.coli

Laimennos  Pesidkkeita
-9 0 0
-8 1 0
-7 6 13
-6 91 89
-5 yli yli

9*1077

P.aeruginosa
Laimennos Pesikkeita

-8 2 0
-7 26 22
-6 yli yli
-5 yli yli
-4 yli yli

4,2*10°8

P.aeruginosa
Laimennos Pesakkeita

-8 5 6
-7 40 44
-6 yli yli
-5 yli yli
-4 yli yli

4,3*1078

P.aeruginosa
Laimennos Pesidkkeitd

-8 3 1
-7 18 12
-6 yli yli
-5 yli yli
-4 yli yli

1,5410%8

P.aeruginosa
Laimennos Pesakkeita

-8 3 1
-7 11 16
-6 yli yli
-5 yli yli
-4 yli yli

1,4*10"8

P.aeruginosa
Laimennos Pesidkkeita

-8 1 1
-7 12 11
-6 123 125
-5 yli yli
-4 yli yli

1,23*1078

P.aeruginosa
Laimennos Pesakkeita

-8 3 0
-7 15 21
-6 yli yli
-5 yli yli
-4 yli yli

1,9*10”8

P.aeruginosa
Laimennos Pesidkkeita

-8 4 8
-7 53 65
-6 yli yli
-5 yli yli
-4 yli yli

5,9*108

P. vulgaris
Laimennos

3,2¥10°7

P. vulgaris
Laimennos

6,2*10"6

P. vulgaris
Laimennos

P. vulgaris
Laimennos

4,7*10"6

P. vulgaris
Laimennos

2,9*1077

P. vulgaris
Laimennos

4,01077

P. vulgaris
Laimennos

2,9%1077

Pesikkeita
0 0
5 2
32 34
yli yli
Pesakkeita
1 0
2 0
5 1
61 66
Pesikkeita
ei kasvua
ei kasvua
ei kasvua
ei kasvua
Pesakkeita
1 0
3 9
44 47
yli yli
Pesikkeita
1 0
2 1
30 32
yli yli
Pesakkeita
1 0
4 20
27 38
yli yli
Pesikkeita
1 1
3 1
28 33
yli yli



