Fimea

Biologisten laakkeiden
mikrobiologiset testimenetelmat

Farmakopeaseminaari 2023

Hanna Kankkonen, FT
Erikoistutkija (biologisten laakkeiden laatuarvioija)
Fimea — Myyntiluvat vastuualue — Farmaseuttis-biologinen yksikko — Biologinen jaosto

Laakealan turvallisuus- ja kehittdmiskeskus
Hanna Kankkonen
8.11.2023



Biologisiin laakkeisiin liittyvia Ph. Eur. monografioita / teksteja ja EU/EMA ohjeistoja,

joissa viittauksia Ph. Eur. mikrobiologisiin testeihin
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2.6.39 Ihmiskudosten mikrobiologiset testit

« Sovelletaan ihmiskudoksiin (2004/23/EY), ei koske verivalmisteita

* Menetelman valinta perustuu riskinarvioon (kudostyyppi, alkupera, hankinta- ja kasittelyvaiheet, erakoko,
varastointi, kuljetus,...)

« Naytteenotto: kudoksen sisalta, pinnalta ja sen kanssa kosketuksissa olevista liuoksista, edustaa koko
naytetta

» Mikrobiologinen laatu maaritetaan 2.6.1 tai 2.6.27 mukaan, vaihtoehtoiset menetelmat validoitava 5.1.6
mukaan

« Jos kudokset pitaa vapauttaa ennen lopullista mikrobiologista testitulosta, voidaan kayttaa valiaikaista
testitulosta yhdessa prosessikontrollitulosten kanssa, testit suoritettava kuitenkin loppuun

» Riskiperusteisesti testataan myos mykoplasma (2.6.7), mykobakteerit (2.6.2) ja bakteeriendotoksiinit
(2.6.14, 2.6.30, 2.6.32)

« Esimerkki: sarveiskalvon mikrobiologiset testit
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2.6.27 Solupohjaisten valmisteiden mikrobiologiset testit

« Sovelletaan tilanteissa jossa 2.6.1 ei ole teknisista syista mahdollinen (kestoaika,
naytemaara); ei sovelleta verivalmisteisiin

» Naytteen tulee edustaa koko valmistetta: pelkka kasvatus/sailytys/kuljetus-liuoksen
testaus ei valttamatta riita — mikrobikontaminaatio voi olla solun sisalla, pinnalla tai
muissa valmisteen komponenteissa

* Naytemaaran tulee olla riittava

 Menetelma valitaan valmisteen ominaisuuksien ja valmistusprosessin perusteella
- automatisoidut kasvuun perustuvat menetelmat
—> vaihtoehtoiset menetelmat (5.1.6)
>  2.6.1 Sterility
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2.6.27 Solupohjaisten valmisteiden mikrobiologiset testit
— Automatisoidut kasvuun perustuvat menetelmat

Menetelmasopivuustesti (spesifisyys, herkkyys, toistettavuus, robustisuus) tuotteen
lasna ollessa jokaiselle solupohjaiselle valmisteelle

- Osoitetaan tunnetuilla mikrobeilla (< 100 CFU)
 Jokainen kasvatusliuosera on testattava kasvukontrollikokeella

» Naytteet siirrostetaan kasvatusliuokseen (aerobinen + anaerobinen) ja
- inkuboidaan vahintaan 7vrk +30-37°C:ssa
- lisaksi +20-25°C jos merkittava riski ympariston aiheuttamille kontaminaatioille

« Kasvatusliuosta tutkitaan visuaalisesti / automaattisesti vahintaan paivittain ja
kasvatuksen lopuksi. Mikrobikasvua ei saa ilmeta.
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2.6.27 Solupohjaisten valmisteiden mikrobiologiset testit
— Vaihtoehtoiset menetelmat

» Esikasvatus + nopea testimenetelma:

- naytteita inkuboidaan lyhyen aikaa (esim. 12-24h) aerobisessa ja
anaerobisessa kasvatusmediumissa, sen jalkeen nopea testimenetelma

* Suorat testimenetelmat (5.1.6)

- silloin kun soluvalmisteen kestoaika hyvin lyhyt (tunteja) tai kun
standardimenetelmalla ei saada luotettavaa tulosta

ESIM. nukleiinihappojen monistustekniikat (NAT) (2.6.21), virtaussytometria (2.7.24),
bioluminesenssi (5.1.6)

« Menetelmavalidointi 5.1.6 mukaisesti
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5.1.6 Vaihtoehtoiset mikrobiologiset menetelmat
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» Elektrokemialliset menetelmat (impedanssin muutos)

» Kaasun tuotantoon/kulutukseen perustuvat menetelmat (sahkévarauksen / vérin muutos)
* Bioluminesenssi (mikro-organismista vapautuneen ATP:n mé&éaré)

o Turbidimetria (muutos sameudessa)

» Valikoiva/indikatiivinen kasvatusalusta (muutos vérissé)

« Kiintean faasin sytometria (elinkykyisten mikrobien vérjéys)

* Virtaussytometria (mikrobien vérjéys fluorokromilla)

» Suora epifluoresenssisuodatustekniikka (DEFT) (mikrobien vérjéys fluorokromilla)
» Autofluoresenssi

» Fenotyyppitekniikat: immunologiset menetelmat, rasvahappo profiili, FTIR-spektroskopia,
massaspektrometria, biokemialliset fysiologisiin reaktioihin perustuvat menetelmat

e Genotyyppitekniikat: suora hybridisointi, NAT, fingerprionting

Laakealan turvallisuus- ja kehittdmiskeskus
Hanna Kankkonen
8.11.2023 7



2.6.7 Mykoplasmat

* Viljelymenetelma (solu- ja viruspankit, kontrollisolut)
+ Jokainen mediumera testattava tunnetuilla mikro-organismeilla
* Inhiboivat aineet testattava jokaiselle valmisteelle + kun muutos valmistusmenetelmassa

» Naytteiden inkubointi 35-38°C:ssa 14 pv maljalla tai 20-21 pv liuoksessa josta siirrostukset maljalle (4x)
kasvatuksen kuluessa, viljely maljalla 7pv

* Mykoplasmakolonioita ei saa ilmeta

» |ndikaattorisolu menetelma (solu/viruspankit, kontrollisolut, viruskerays, bulk rokote, lopputuote)

» Nayte siirrostetaan indikaattorisoluviljelmaan (esim. Vero) jota inkuboidaan 35-38°C:ssa =3pv + 3-5pv - varjays
fluoresoivalla DNA:han sitoutuvalla variaineella

« Mykoplasmalle tyypillista fluoresenssia ei saa ilmeta

* NAT testimenetelma (2.6.21)

» Naytteesta eristettyjen nukleiinihappojen monistus spesifisten alukkeiden avulla
* Menetelman validointi ohjeistettu

* Ohjeita menetelman vertailukelpoisuuden osoittamiseksi vs. viljely- ja indikaattorisolumenetelmat
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