© 2019 STATNI USTAV PRO KONTROLU LECIV 28.1.2020



’ Y 4
® S U KL Zkouska na bakteridlni endotoxiny, pokyny k validaci, revalidaci

ZKOUSKA NA BAKTERIALNI ENDOTOXINY,
POKYNY K VALIDACI, REVALIDACI

Bc. Alice JeniSova
Statni ustav pro kontrolu léCiv, Praha 28.01.2020



’ Y 4
® S U KL Zkouska na bakteridlni endotoxiny, pokyny k validaci, revalidaci

Validovat ci nevalidovat, to je o€ tu bézi.
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Zakladni pojmy — validace, verifikace

~,Validace

e Je potvrzeni, které se ziska na zakladé prezkousenim a
poskytnutim objektivnich dikazU, Ze jednotlivé pozadavky byly
pro zamyslené pouziti nebo specifickou aplikaci splnény.

 Validace potvrzuje, Zze méfici postup/systém/vyrobek je
schopen plnit pozadavky na néj kladené. Jinak receno, ze
uroven mereni je dostatecna, postupy mereni korektni a s
radné provedenou kalibraci.
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=, Verifikace

 Je potvrzeni ziskané prostfednictvim objektivnich dikazu,
ze analyticka data poskytnuta vyrobcem, jinou laboratori
nebo referencni instituci jsou v dané laboratori s pouzitim
konkrétniho meériciho systému dosazena.

e Je ovéreni spravného fungovani metody/postupu/systému v
konkrétni laboratori.

* Provadi se pri zavadéni vsech metod, v€etné normovanych,
dale pfi jakychkoliv zménach (personal, material, mérici

pristroje atd.).
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Proc validovat, verifikovat

Vysledky analytickych méreni maji mimoradneé silny dopad v
praxi, napr. v klinické laboratori mohou rozhodnym a nékdy
fatdlnim zpUsobem ovlivnit zdravi, kvalitu i samotny Zivot
pacienta.

~Validace, verifikace je ¢innost, kterou si laboratof zajistuje
kvalitu dat pri rutinnim provozu.

=, Zajisténi, ze vyrabéna léciva splnuji pozadavky jakosti,
bezpecnosti a ucinnosti.
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,0chrana konec¢ného uzivatele.

~ Ochrana vlastni firmy (konecnou odpovédnost za adekvatni
validaci, verifikaci postupu méreni nese samotna laborator).
=~ Vyzaduji to kontrolni organy (akreditace =»vyzaduje pouzivani

o

radné validovanych, verifikovanych metod (méricich systému
atd.).
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Kdy je treba provést validaci, verifikaci

 Pri zavadéni nové metody.

 Pri prevodu jiz validované metody (zavedeni metody stanoveni
publikované v CL., pfi pfevzeti metody typu in house z jiné
laboratore).

= Pri zméné vyrobce (napr. diagnostické soupravy).

~ Pri rozsireni pouziti stavajici metody o dalsi ucel (napfr. rozsireni
méreni o dalSi druh biologického materialu, analytu).
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= Pri zmeéné meériciho zarizeni.
~,Ukazuje-li kontrola kvality pretrvavajici problém.

~Pri zmeéneé jakéhokoliv kritéria definovaného ve stavajici
validaci=revalidace systému.

», Podle validacniho planu (opakovana v pravidelném intervalu).
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Obecny postup validace, verifikace

~ Formulace pozadavku, kterych ma byt pro dany ucel pouziti
dosazeno.
~ Urceni rozsahu validace, verifikace (tj. vybér validacnich

parametrd, zakladnim kritériem je dostatek Udaju =»moznost
posouzeni, zda je metoda vhodna pro zamysleny ucel).

» Vypracovat valida¢ni protokol.

~ Provérit zda pouzita instrumentace ma kvalifikaci pro dany ucel
(tj. Ze jeji technické parametry jsou pro dany ucel postacuijici,
byla kalibrovana).
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=, Vzorky, material na kterych se experiment bude realizovat.
 Provedeni prislusnych experimentd.
~Vyhodnoceni vysledkd.

=~ Pokud je nutné, provést opatreni k tomu, aby byly
specifikované pozadavky splnény.

=~ Vytvorit dokumentaci validace, verifikace ve formé validacni
Zpravy.
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Validace |ékopisnych metod

=~ ZkuSebni metody uvedené v clancich a obecnych statich byly
validovany v souladu s prijatou odbornou praxi a soucasnymi
doporucenimi pro analytické validace.

=~ Lékopisné metody se povazuji za validované = pokud neni
uvedeno jinak, validace zkuSebnich metod se po analytikovi
nepozaduiji.

 Pri pouzivani lékopisnych metod je tfeba vzit v ivahu vliv
faktord, které CL neuvadi jako napt. typ méficiho pfistroje, jeho
technické parametry. V takovych pripadech je nutné provést
overeni, ze lékopisna metoda pri danych podminkach dava
reprodukovatelné vysledky.
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=V pripadé, Ze je pouzita lékopisna metoda pro konkrétni
|éCivou latku i pro |éCivy pripravek, pro obsah jinych dalsich
slozek validace této metody neplati.

~Pri zméné jakéhokoliv kritéria v pouzivané |ékopisné metodé
(napf. jiny postup pripravy vzorku), provést revalidaci, ktera
prokazuje, ze zménéna metoda dava shodné vysledky s
puvodni metodou

© 2019 STATNI USTAV PRO KONTROLU LECIV 28.1.2020



’ r
® S U KL Zkouska na bakteridlni endotoxiny, pokyny k validaci, revalidaci

Zkousky na pyrogenni latky v CL/Ph.Eur.

,2.6.8 Zkouska na pyrogenni latky
,2.6.14 Zkouska na bakteridlni endotoxin (BET)
%, 2.6.30 Zkouska aktivace monocytu (MAT)

,5.1.10 Pokyny pro pouziti zkousky na endotoxiny
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5.1.10 Pokyny pro pouziti zkousky na bakterialni endotoxiny

=~ Pokyny pro pouziti zkousky na bakterialni endotoxiny jsou
uvedené v CL. ¢lanek 5.1.10.

~Vybér vhodné metody na stanoveni BET v testovaném LP.

= Metody predepsané ve statich 2.6.14 Bakteridlni endotoxiny a
2.6.30 Zkousky aktivace monocyti nemusi byt jako takové
revalidované, pokud se neuvazuje jejich pouziti pro specifické
latky nebo produkty ve specifickém prostredi pro dany LP Ci k
overeni spravného provedeni zkousky s komercné dodavanymi
testovacimi soupravami v prislusné laboratori.
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=~ Postupy, materialy, zkoumadla pouzité v metodach musi byt
validovany dle. predpisu v prislusnych zkouskach.

~Vyzadovat od vyrobcl komerénich testovanych souprav
vsechny udaje o validacich, které maiji k dispozici a tykaji se
nahrady zkousky u latek a produktl, podrobnosti o pripravé
vzorkU, postupy k odstranéni interferujicich faktordu.

 Pritomnost interferujicich faktord (postupu na jejich
odstranéni) zkouska provedena na nejméné 3 Sarzich
testovanych vzorkau.
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2.6.14 Zkouska na bakterialni endotoxiny

Validace (revalidace) metody, kritéria prijatelnosti

 Zkouska muze byt provedena jakoukoliv ze Sesti metod
popsanou v CL. (2.6.14 BakteridIni endotoxiny).

%, Zkouska se provede zpUsobem vylucujici kontaminaci
endotoxinem.

“Provede se vypocet nejvyssiho ucinného redeni (MVD) vzorec
pro vypocet uveden v pFisludném ¢lanku CL. s nim souvisejici
vzorec pro vypocet limitni koncentrace endotoxinu.

~,Soucasti validace (revalidace) je kromé pracovani v souladu s
doporucenim vyrobce testovaci soupravy (napr. kazdé méreni
provadet s negativni, pozitivni kontrolou, vhodnou upravou pH,
atd.).Ovéreni citlivosti lyzatu, vylouceni a odstranéni moznych
interferujicich faktor
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Provedeni zkousky podle metody A a B
Pro ovéreni presnosti a validity se musi overit:

» Deklarovana citlivost lyzatu (ovéreni se provede na 4 vzorcich
dle postupu uvedeném v clanku 2.6.14 Bakterialni endotoxiny,
provede se i v pripadech nové sarze lyzatu a pfri jakékoliv
zmeéne, ktera by mohla ovlivnit vysledek zkousky).

~ Provést zkousku na interferujici faktory (postupy na jejich
odstranéni) zkouska provedena na nejméné 3 sarzich
testovanych vzorkau.
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Provedeni zkousek podle kvantitativnhich metod
(metody C, D, E a F)

K zajisténi presnosti, platnosti turbidimetrickych, chromogennich
metod provést predbézna zkouseni pro prokazani:

~Vhodnosti kritérii standardni kalibracni krivky.
~ Provadeéni zkousky pro kazdou sarzi lyzatu.

%, Sestrojit kalibracni krivku za pouziti nejméné 3 koncentraci
standardniho roztoku endotoxinu (rozmezi je uréené vyrobcem
lyzatu).
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%~ Zkousku provést nejméné ve 3 zkumavkach kazdého redéni
standardniho endotoxinu dle. doporuceni vyrobce lyzatu
(pomeéry objemu, teplota atd.). Absolutni hodnota korelacniho
koeficientu |r| standardni krivky musi byt > 0,980.

~,Zamezeni interferenci ve zkouseném roztoku.

= U nékterych latek, produkt’ problém= inhibuji/aktivuji
enzymatickou reakci (jako jsou B-D-glykany), nelze u nich
upravit pH na pozadované rozmezi zkousky. Nutnost provést
predbéznou zkousku na interferujici faktory (provedeni ovéreni
na 3 testovanych Sarzich vzorka).
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e Roztok se povazuje za prosty interferujicich faktord pokud
hodnota pridaného endotoxinu ke zkousenému roztoku po
odecteni vykazuje hodnotu 50 % az 200 % znamé koncentrace
pridaného endotoxinu (pozitivni kontrola).

* Hodnota endotoxinu mimo vymezeny rozsah predpoklad
interferujicich faktort ve zkouseném roztoku. Vzdy opakovani
zkousky po odstranéni moznych interferujicich faktoru nebo
zmeénach experimentalnich podminek (moznost ovlivnéni
vysledku zkousek).
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2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

~ Prednostné urcena k pouziti jako alternativni nahrada zkousky
na pyrogenni latky na kralicich. Nutna validace pro jednotlivé
pripravky.

%V CL 2.6.30 Zkouska aktivace monocyti jsou uvedeny 3 metody
(Metoda A Kvantitativni zkouska, metoda B Semikvantitativni
zkouska, metoda C Porovndvaci zkouska s referencni sarzi).

~ Provedou se predbézna zkouseni (slouzi zajiSténi presnosti,
platnosti zkousky).
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%~ Ovéreni kritérii kalibraéni krivky

» Sestrojeni kalibracni krivky za pouziti nejméné 4
koncentracnich hladin standardniho roztoku endotoxinu.

* Pripravi se nejméneé ve 4 soubéznych stanoveni koncentracnich
hladin standardniho roztoku endotoxinu.

e Proveést slepou zkousku (bez pridavku standardniho
endotoxinu).

 Redé&ni neinterferuje se zkouskou.
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=~ Zkouska musi umoznovat detekovat endotoxiny a
neendotoxické kontaminujici latky. Roztok vzorku neinterferuje
s detekcnim limitem metody.

» Zkouska na interferujici faktory.

* Provést predbézné zkousky na interferujici faktory =sprokazani,
ze zkousSené roztoky nepodléhaji interferenénim vliviim.
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Zkouska na bakterialni endotoxin pomoci faktoru C

» Zkouska vyuzivajici ke stanoveni rekombinantni faktor C je
povazovana za alternativni metodu, neni to lékopisna zkouska.

"~ Nové bude uvedena v Ph.Eur. 10, doplnék 3, platnost od
1.7.2020, tato metoda bude uvedena jako: 2.6.32 Zkouska na
bakterialni endotoxin pomoci faktoru C.
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