Kleinrmaar fijn, als ze er niet zijn -
onzichtbare kwaliteit !

R. Lange, ziekenhuisapotheke

Meander Medisch Centrum, Amersfoort




Microbiologie

e Wetenschap die micro-organismen
(eencelligen) bestudeert

e Micro-organismen (MO): niet zichtbaar met
blote oog, wel met microscoop

e MO komen overal voa

e Meeste MO
zelfs onmi
biotec
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Medische microbiologie

e Pathogene micro-organismen
e |soleren, kweken, determinerer
e Infectiebestrijding

T i AtFiLAA
— antiptotica

— antimvcotice

— antivirale middelen

. .
. Infeu. UIbeII;Ie
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Farmaceutische microbiologie

e Kennis van contaminatiebronnen bij
bereiden, opslag en toediening
geneesmiddelen

e Gedrag van I\/IO_tijdens_ prc_)_dug:tie-

e Sterilisatie

e Microbio
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Recente casus

e Augustus 2010: 3 baby’s op de ICU In
Mainz overlijden na toedienen
voedingsinfuus

.Dar ... -V . VAV..

e Oorzaak: (onzichtbare) barstjes In

flessen aminozuuroploss

UVUJIJ
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Bacterien

e 0,0003 - 0,01 mm, ofwel 0,3 - 10 um

e Vele vormen en rang ikkinaen:

1ﬁﬁ1n%%@

1 7 B

Abb.2.8 Furrnn ulnzuﬂgﬂ Bakterien: 1 Mikrokokken, 2 Diplokokken, 3 Streptokokken,
4 Staphylokokken, § Sarcinen, § Stdbchenbakterien, 7 Spirillen, 8 Vibrionen

e Soms met zweepdraden

Wlvia Pspgdamonas  Chramatium
Trvgspriiam Spaniilam
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Hoe klein is

een bacterie?

Fig. 4 Een poging om diversen schalen van grootte uit te
beelden. De opnamen zijn gemaakt met een
elektronen-microscoop. Steeds sterker vergrotinge
onthullen uiteindelijk bacterién op de punt van een
potiood.
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Groeibeinvloedende factoren

e Temperatuur: optimum voor elk MO anders
— daaronder en daarboven ook groei mogelijk!

e Water: obligaat voor groel
— wateractiviteit < 0,5 - geen groei

oVoedmgssiegﬁepﬁbAF&N Ca, K, P
— eC ar ook in gezuiverd water kan @ 9]0 g

e Zuurgraad: buiten pH 3-9 geen groel

e Zuurstof: aeroob of anaeroob

e Osmotische waarde: hoog = minc

Microbiologie NVKFAZ 24 mei 2011




Bacteriegroel en temperatuur

tijd

25°C (delingstijd 20 min)
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Sporevorming bij bacterién

e Sommige staafvormige bacterién kunnen
onder ongunstige omstandigheden sporen
vormen

e Geen vorm van voortplanting
e Sporen zeer resisten
e Sporen kunnet

uitgroeier

e VVoorbeeld: Bacl
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Eisen aan microbiologische kwaliteit

e Steriel:

— parenteralia en spoelvloeistoffen (blaas en
wond)

— oogdruppels en druppels binnenoor
e Kiemarm:

— dermatica; inhalatiepreparaten- ]

J 00 bacterien of schimmels per mlof o
* geen P. aeruginosa en S. aureus

— producten voor orale of rectale toediening:
o (000 bacterién en <100 schimmels permliofg |

e Ao E ~A~l;
HCC I L. CUII
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Microbiologische invioeden

Figuur 1
Microbiologische

bedreiging van het
product

grondstof|
verpakking

Microbiologie NVKFAZ 24 mei 2011




Aseptisch werken

e Werkwijze met minimale kans op besmetting
(SAL 103, ofwel max. 1 op de 1000 besmet)

e Producten die niet in hun uiteindelijke
verpakking kunnen worden gesteriliseerd

— thermolabiel geneesmidde

— thermolabiele verpakkino

e Kwaliteit van de lucht erg belangrijk

e Mens: kiecmg nyglene rustlg werken

o~ [~ y
menc ﬁDD 'l:) f “I ﬁDD QCIMIH Q"
o U o L L - .C\Dlllllll Al
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Kiemreducerende methoden

Beinvloeden groeiomstandigheden MO

Desinfecteren of ontsmetten (fysisch of
chemisch)
Filtreren

e Conserveren (houdbaarheid na opener
Naverwarmen bij 100°C:

— Effectiviteit niet betrouwbaar vast te leggen
— Niet goed valideerbaar

_AII le ala a ~ ll%e-
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Welke methode wordt het meest gebruikt?

e Hittesterilisatie:

— afstervingsgedrag van MO goed bekend
— processen goed beheersbaar

e Bij voorkeur vochtige warmte:
— effectievere warmte-overdracht (vgl. sauna)

— effectiever dodinasmechanisme

* coagulatietemperatuur kippe-eiwit:
— bij 0% vocht 170°C, bij 6% vocht 145°C,

pij 20% vocht 85°C, bij 50% vochts50°Cc ]
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Sterilisatieduur

benodigde sterilisatietijd in min. (z = 6)
134°C | 121°C | 115°C | 110°C
0,02 3 27
0,04
0,07
0,09 |
0,11
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Steriliteit

Ph. Eur.: de kans op het aantreffen van
evende micro-organismen op of in het

oroduct is kleiner dan 1 op 1 miljoen;
SAL is 10

.Er .- aYg --'v-- ".' aY

worden om steriliteit betrouw
stellen (zie tabel en grafiek)

e Steriliteit is niet direc

statistisch begrip
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Uitvoering steriliteitstest

Filtreren product

— Micro-organismen blijven op
membraan achter

Spoelen membraan

— Wegspoelen product i.v.m.
groeiremming

Toevoegen voedingsbodem

Bebroeden
— 14 dagen bij 20 0f 32°C

Validatie uitvoeren met 6

verschillende micro-organismen—

— 3 aerobe bacterién, 1 anaerobe
bacterie, 2 schimmels
18 testen per product
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Kans op goedkeuring steriliteitstest

Tabel 1. Relatie tussen de kans op goedkeuring en het aantal produkieenheden in de
steekproef bij een verschillend percentage gecontamineerde produkieenheden (Brewer,

1957).

percentage gecontamineerd

0.1

0.3 0.5

1

2

3

4

5

10 15 20 30 40

99
.98
% )
91
.82
74
67
.61

98
.94
86
74
55
41
30
22

.96
.50
78
61
.36
22
13
.08

91
.82
61
37
A3
05
.02
01

.82
67
36
A3
02

002

.000

N = aantal produkieenheden in de steekproef.

.60
39
.08
0l

34 .19 .10 .02 .006
A1 .04 .01 .001
005

.00
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Parametrische vrijgifte

e Vrijgifte op basis van gemeten,
vastgelegde en beoordeelde proces-

gegevens op basis van tevoren

vastgelegde criteria
o In plaats van sterilitei

met gevalidee
e Basis: Annex 17 GM
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Annex 17 GMP

Ruime ervaring met processen/producten
Geclassificeerde ruimten en monitoring
RISIco-Inventarisatie uitgevoerd

Kennis van GMP-z en microbiologie

Kiemgetallen en endotoxinen in WFI en

oroaucten laag

e Autoclaven goed onderhouden en
gevalideerd

e Absolute
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Indicatoren
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Rol farmaceutisch laboratorium

e Uitgangscontaminatie (kiemgetal)
e Endotoxiner

e Rol bij parametrische vrijgifte:

itlieantiamivrafial,

— beoordelen sterilisatiegrafiek

— beoordelen indicatoren

oRoHaﬂ#a' .

e Monitori 1ISeptisch werker
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Uitgangscontaminatie

e Ook wel: klemgetal
e Mate van besmetting \

e Moet zo Iaag mogelijk zijn:
—0om parametrisch vrii te mogen geven

—om sterlllsatleduur te beperken (FO)

—om zo nodig 30 min blj 100°C nate

k Pa¥alala F1ool
UIlllell Ve|V\IaIIIICII UUCCII1 O Cll IDCl.
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Lage uitgangscontaminatie

e Geschikte ruimten en apparatuur
e Hygiéne, schoonmaken, drooghouden

— huid: 103-106 bact./cm?

— speeksel: 10° bact./ml
— faeces: 1012 hact./o

e Kiemarme grondstoffer

e Aseptisch werken (LAF-kast)

e Filtratie door bacteriefilter (filtertest)

e Tijd tussen uitvullen en steriliseren kc
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Kiemgetalbepaling .

e Utensilién:
— filtratieor

e Werkwijze

Incubatie

e Aflezen en resultaatverwerking

o Waarschuwinaslimie Kve/r
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Gegevens F. Boom

O Sloterv. zkh
frequentie

il mZMC

204

1 2-10 11-100 >100

aantal KVE per fles of zak

D-waarde bij OC 1S 01118

N, is 10 > N, = 1014

N.B.: steriliteitte cvert een SA an maximaal 102!
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Wanneer ga je determineren?

e Berekening SAL bij 100°C-proces:
— max. 0,1 kvel/container (totae
— max. 1% sporenvormers (literatuur)
— max. 0,001 kve sporenvormers/container
—kans op ©
—overige MO sterven af > SAL 103
e Huisflora moet bekend zijn!

- - N\ - -
- - = L4 = -

® Vi S KU K C
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Pyrogenen en endotoxinen

e Pyrogenen: koortsverwekkende stoffen
e Endotoxinen: pvrogenen die or AN Ul

celwand Gram-negatieve bacterién
e Zeer thermostabiel

e Mogen niet voorkc In parenteralie

e VOOr sterilisatie geen endotoxinen en
ram-neqg. bacterién in produ
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Voorkomen van endotoxinen

e Bron: grondstoffen, water
e Aantonen:

— Injecteren bij konijnen

— LAL-test: verschillende methoden
e Voorkomen:

- P

_hy aYal-1aVal=Yd=-Waa¥-F-

ironnnoonvveilr malraoan (hitt
- pyIU\JCCIIVIIJ IHIANCTITI {TT11T0L

ultrafiltratie)

ey el aVa¥VWal
€, opoc
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Endotoxine

e Endotoxine = LPS
e Lipide-A: pyrogeen B
e PS-zijketen uniek :

diphosphate

O-antigen
repeat 40 units

® Endotoxine-eenheid:

1 EU =100 pg E. coli
endotoxine EC-

Fatty acids

Structure of Lipopolysaccharide

Microbiologie NVKFAZ 24 mei 2011




Endotoxinebepaling

e In vitro-test m.b.v. LAL (Limulus

Amoebocyten Lysaat)

e Contact met endotoxinen
-> gelvorming

e Andere testen hiervan
afgeleid
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Endotoxinebepalingsmethoden

e Gelclotmethode (referentiemethode):
— limiet-test of semi-kwantitatie

e Chromogeen substraat-test (splitsen van
chromogeen peptide, kwantitatief):
— eindpunt of kinetisch
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Kwaliteitsborging aseptisch werken

e Procesvalidatie

— bouillonsimulatie, continue monstername
e Persoonlijke controle: bouillonexamen
e Monitoring ruimten en werkbladen

a () »
— luch d.plaat), w aden (Roc

.le araysiarsia ‘ee

— signaleren van trends

— cumulatieve somanalvse

— grenswaarden voor alertheid en actie
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Grenswaarden micr.monitoring (annex |)

lucht |[sed. 90 mm |cont. 55 mm |handschoen
kve/m3 | kvel/4 uur |kve/plaat kve/handsch.

<1 <1 <] <]

klasse

10 5 S

50

100
L UU
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Positieve sedimentatieplaat

a
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Negatieve en positieve bouillonzak




Monitoring luchtkwaliteit

Controle Lucht PR

A Cum. som lucht klasse A PR

overall gemiddelde: 009
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EdivH
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Monitoring handschoenen

Mt werdislde
gegeens

Conirele HANDSCHOEREN CHRISTINE MARSMAN verdealblad per a5 (door
hooidanalist KFL)

Hooldmenu | KLASSE A (in LDF kasten)

Tataal
avenzicht
Lacatie: EZ {productie tecepla)

Gemiddeld ke / plaat 1.4 Grafiek handschoenen
Marm gem, ke J plaat =1
Asntsl 00

wolgit alatiam | danmm + Td paraal |||mr||lilgm

2000PLHDES | 14.10-10 | 201010
2000FLHEE0 | 15-10-10 | 23 10-10
2000FLHD4 | 291010 | 051110
Z000PLHIES | 18-10-10 | 25-10-10
2000PLHDNE | 011110 | 081110
20I0PUHORE | O5-11-10 [ 12-11-10
20010PLHDGS [ 161110 | 221110
2000PLHDST | 19-19-90 | 28-11-10
2000FLHDET | 25-11-10 | G212-10
2010PLHO0E | 22.12:10 | 2212410
2000PLHOTT | 231290 | 3012410
2000PLHIZZ | 310240 | 07 Q111
2000FPLHOTS | 08-12-10 [ 1512-10
2000PLHIN? [ 161290 | 2312410
200 1PLHDNS | 10:01-11 17400-11
200PLHOGT | 2101-11 | 2800-11
2001 PLHOMS | 260111 | 0240211
20TIPLHOS [ 280111
2001PLHESS | 020211
ZONPLHDSG | 0302411 | 10102411
20011PLHDE? | 030011 | 10W02-11
2001 PLHIGT | OF-02-11 14-02-11
2001PLHDBD | 1800211 | 25400011
2001PLHDBS | 230011 | 0240311
2001 PLHDSS | 02.03-11 | osas11
2001PLHDAE | 40311 | 1140311
200PLHDTT | 110301 | 1e0E1
2001 PLHDGS | 3003-11 | 060411
200 1PLHOMG | 06-04-11 [ 13:04-11
2001PLHMS | O7-04-11 | 14-04-11
200 1PUHDED | OF-04-11 | 14-04-11
2001 PLHDGE | 13:04-11 | 20404-11
200 1PLHDED | 150411 | 2204-11
2001 PLHOTO | 21-04-11 | 2804-11
2001PLHDEZ | 290411 | DBD5-11
2001 FLHDBS | 05:05-11 | 1040511

La=] =} [ f N ] R [ D] PR L] (o B ) R PP L] i) L]

e
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Kwalificatie aseptisch werken
(“bouillonexamen™)

e e verdeelblad bouillon-examen
k. (P/R & radiofarmacie)

Christine Marsman

uitslag
16-6-2004 geslaagd
4 11-413{]“ geslaagd
_ -
_

2011 —EDDB 0 geslaagd |

22-1-2010 geslaagd
7.4-2011 +:+ geslaagd

aantal

7
aantal positieve uitslag enD
it

r.‘it_ﬂ..a
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Monitoring opperviakken

Controle aantal frequentie | gemiddeld aantal
ruimﬂ muutuntan ur aar kveiplaat

steriele ruimte S 5

Strsle rumts I R
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Procesvalidatie (aseptisc

Validatie aseptische werkwijze TPV, met ingang van 01.11.2006 (na samemnvoeqging met aseptisch everighk ASEPTISCH
Homm: in 300 monsters geen besmetting (dan met 35% zekerheid kans op comtaminatie < 1%}

Coumulatieve hesmetting: L1 Aantal monsters: AEFe]

Gemiddelde besmetting pes 300 (L]

Bij en besmetting teamleider P/R inlichben

Valgne [Datem  [initialen chargent chargenr [datum  |[resultaat | paraal analist [Opmerkingen
controle |bereider  |TSB HaCl d=14
1414] D20E-11 4R ENZEOHOI9GH 10HI2GET | 180311
1415] 0203-11{0H ENZEOHOIOGH 1I0HZ2GET | 16-03-11
1416] D403-11(5H ENVZESHIGHI0HZ2GET | 180311
1417] D0E-11[ES ENVEOHONGH I0HGET | 22408-11
1418] 00311 [ES ENZEOHNOGH I0HZAGET | 23-08-11
1459] 100371 CD ENVEOHON9GH I0HIGET | 2400811
1420] 100311 [ED ENVZESHOIIGH 10HI2GET | 24-03-11
1421] 11403-11|ED ENZEOHINIGH I0HZ2GET | 250011
1422] 140311 [ED ENVEOHONOGH I0HGET | 2808-11
1423 170311 M0 EVREHDISGHIOHZ2GET | 3140311
1424) 1803:11|5H KIERH9GH 1I0HZ2GET | 01-04:11
1425 2303-11|SH ENVESHOIIGH I0HZIGET | De-04-11
1425) 240311|5H ENIERHNSGH 1I0HZ2GET | OF-04:11
1426] 25-03-11|2H EVERSHM OGHI0HZ2GET | 030411
1427 28-03-11|ED ENVREAHISGHIOHZ2GET | 11-04.11
142] 303-1|ED KERHON9GH 1I0HZ2GET | 14.04.71
142 010491 |5H NV REHSGH I0HZ2GET | 150411
1430) D4-04:11|ED ENZESHINSGH I0HZ2GET | 150411
1431] D041 |5H EWESHNOGH 1I0HZ2GET | 200411
1432 De-04-11|5H KvZESHN9GH10HZ2GET | 200411
1433] O7-04-11{CD KvZESHI9GH10HZGED | 21-04-11
1434 G3-04-11 [MMO KVRSHNOGHI0HZ2GET | Z204.11
1435] 1304-11|MH KvZESH9GH10HZ2GET | 27-04-11
1436] 15-04-11 [MMO KvAESH9GH10HZ2GET | 290411
1437] 2040411 |MH F2EOF0100K [10HI2GET | 04-05-11
1438 21.04-11[MM0 F2EOF000K [10HIGET | 05-05-11
1433] 220411 |MG E2EOF0I00K 11001662 | 08-05-11
1440] 26-04-11[ES F2EOFDI00K (V1001662 | 100511
28-04-11 [MMO E2EOFDI00K (11001662 | 12405-11
1442] 2304-11[SH F2EOFDI00K [N1001G62 | 13:05-11
-1 D E2EOFDI00K [NC01G62 | 13405-11
20511 MG FE2EOF0100K [11001G62 | 15-05-11
O3-05-11 [MMO FE2EOF0I00K (11001662 | 170511
04-05-11[5H E2EOF0I00K (11001662 | 18405-11
04-05-11{0H F2E0F0100 (11001662 | 1840511

2|2|2|6|2|2|6|5(2(2|2(2(2|2|8]2(2|5|5|5|2(2|8|5 (8|55 (2|5 (B[ 4]5 2|22
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valuatie microb

Monitaring F/R

Conmucle LUCHT PR klasse A
Auprtal it glagen F5IE
Giarracddeld santal ve § plast 8 v [lastste W00 platen] 000
Orret l g aantal bve d plaat 1 4 oo [0
Morm owerall gemiddelde kee § plast ! 4 ou 1
C'u'rummn- Curslinh
Mosm cumulatiewe som <1 Eurtrd ey oM

Comicle LUCHT PR kLlasse C
Aurd ol i ghegen: 1531
Gaemadiheld aantal kvaiplaat! & [lastse 26 platen] B4R

Crverall gemaddedd auntal ke | plaat § 4 v [0
Morm owerall gemiddelde kve § plaat § 4 war <50

Contrgle LUCHT PR klagse O [pes 01-10-2007 “lucht steriele uimte klagze C)
Aot ol it ilegen 53
Gl gant sl kve I & o [lstete 1 plistpes) W22
oot graddnhd waensl kv i ¢ 4 e NI
Moim owedall gemidddelde bve | plaat 1 4 sur <180

Comicle LUCHT Stetkele rusmis PIR basse C
Awrnal wrslegen 335
Gasraddebd aantsl kyedplaat! 4 w (lasiste 28 plaben) 5095

Crver all gemiddedd aund ke | plaat # 4 v [N
Moam owersll gemiddelde bue | plast } 4 wur <50

Contuole HANDSCIHDEMEN P/ bissze A
Aurealiligen T
Coprmickiabd part ol ik ¢ pladt (Reatate D00 plpten] 054
Choae sl grmickiekd are ol booe [0S
owerall gemiddelde Lve | plaat ! 4 vsr laatste 100 plaven <1

Validatie P/R

Aseptizche werkwijre CYTOSTATICA
At moedatere 175
Grermidarkas beiemtsng (pw 300} [JIEET
Morm: in J00 monsters geen besmetting

Aseplische weilwijee TPV, ped 01-1-2006; ASEFTISCH
Aard sl moegtes W
Goeimad ekt bt 1T [peet 00| [N
Morm: im 300 monsters geen besmetting

Azwplizche werkwijze avepbizch [beeradgd per 0812006
Agpnksl moraters W3
Germidarkie besrmettng [pes 300 ] 0N
Morm: in 300 monzters geen becmetting

Aseptivehe weikwijre handelingen op vaodd aad
Ased gwis 3

At al rabeny 104 Mapatdens B RMAELAG DA I

Mosm: pet sevie geen besmetting

Bouwllos: enamen [jasalijks door medewerbers van PIH enoradiof saamsoee )
Aardaliesten & "
Crowizicht
Aprd ol pogitiese result aben
Lz bbb

ezl T

Manitoring P/R
Coppeb A by

Contiols OFFERYLAKEEN PR Klasse AFC D

3

o [ (s [N

3333333&*'33333

TP TN TP (TN s et

(12| 20 2o 0| 0] ) 0 2 e 3 1 0 0 0| 0 ET Q0D |0 5 0| )

E{ebd b =

]
]
0
]
€y
[
]
[T
L

b
=]
s funus,

Kiemgetallen P'R

Kiemget al INFUSEN
Ayl meshiiten i
Do el de LidtTepel 5l
Bugestal b Boim []
Morm ¢ | ke ! ml

Eiemgetal AMPULLEN
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Houdbaarheid aseptische bereidingen
(GMP-z Z3)

Maxcimale bewaar-

Bewaarter-

Complexi-
teit

Productbe-
scherming

gebroken verpakking

mijn (KT)
na start

Tijd

Conditie

toediening

beperkt

8 uur

kamertemp

24 uur

Eenvoudig

koelkast

maximaal

koelkast

Complex

maximaal

7 dagen

koelkast
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Casus bouilllonsimulatie cytostatica

Walidanie aseptische werkwijze CTOSTATICA

Horm: i 300 monsters geen hesmetting (dan met 95% zekerheid kans op contaminatie < 1%)
Bantal moensters:

| Gemiddelde besmetting per 300

Bij een besmetling teambsider PYR inkchien




Oorzaak (na onderzoek)

e Gebruikte steriele vials niet steriel...

e Gekocht bij gespecialiseerde firma
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Nieuwe ontwikkeling: sneltest

illiflex® Quantum

An easy-to-use, non-destructive, fluorescent staining-based system

for faster microbial detection
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