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Partikelrakning i injicerbara I6sningar enligt
EP 2.9.19

Inledning

Pharmaceutiska foretag som tillverkar losningar for injektion maste verifiera att deras
produkter inte innehaller mikrokontaminering i form utav ej uppl6sta partiklar.

Enligt den Europeiska Pharmacope’n 5.1 kapitel 2.9.19 &r det partiklar lika med och storre én
10 och 25 mikron som &r av intresse nér det géller produktionen av injicerbara Idsningar.

Anlednigen till att man vill kontrollera dessa storlekar &r att dom kan utgora en direkt fara for
patienten om dom férekommer i for stora kvantiteter. Olika saker kan ske i kroppen om man
utsétta for en for stor koncentration av dess partiklar:

1. Partiklarna &r inkompatibla med kroppens artarer och kan starta en kemisk reaktion
som forgiftar patienten.

2. Partiklarna ar tillrackligt stora for att blockera artarerna och i vérsta fall leda till
hjartstillestand.

3. Kroppen stoter bort partiklarna och immunsystemet gar pa hégvarv vilket kan leda till
andra bieffekter.

Dessa partiklar kan introduceras i 16sningen utav sjélva tillverknigsprocessen och av
personalen och bestar normalt sett utav olika typer av.gummi, plast, metall och glas. Partiklar
far forekomma i 16sningen, men da bestar dom utav den aktiva substansen i medicinen.
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Det finns 2 typer av tester som utfors for partiklar ej synliga for det ménskliga 6gat:

Metod 1: Partikelraknare med ljublockeringsteknik som automatiskt detekterar och
kvantifierar antalet partiklar i en l16sning. Detta &r den metod som dr att foredra om det ar
maojligt att anvanda tekniken.

Metod 2: Inspektion med hjélp av mikroskap. Denna teknik anvéands da vatskan som ska
analyseras har for lag viskositet, ar for grumlig eller har latt for att generera bubblor nar den
dras in i partikelraknaren. Exempel pa sadana losningar ar emulsioner, kolloider och
liposomer.

Denna artikel beskriver endast metod 1.

EP 2.9.19 anger att det finns 3 typer av produkter som ska anlyseras:

SVI Small Volume Injectable ( férpackningar med en volym pa 100 ml eller mindre,
vialer, ampuller och forfyllda sprutor)

LVI Large Volume Injectable ( férpackningar med storre volym &n 100 ml, pasar
och flaskor)

Dry Powder Powder for parenteral use ( pulver som léses i vatten) till SVI eller LVI.
LV forpackas normalt som pasar eller flaskor och innehaller en stor volym av intravends
I6sning och anvénds oftast for korregering av stérningar i elektrolyt och vétskebalansen,

naringslosningar eller l16sningar for att bista andra aktiva substanser.

SVI ar normalt satt forpackade i ampuller, vialer, sma pasar eller forfyllda sprutor.
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Detektionsteknik

Tekniken som ar accepterad for att detektera partiklar i vatskor enligt EP 2.9.19 kallas for
ljusblockering och bygger pa att partiklar passerar en laserstrale och mangden ljus som
blockeras av partikeln ar relaterad till dess storlek. Tekniken mojliggor att man analyserar
100% av den provmangd som man tillfor instrumentet.

CAPILLARY
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ANNULAR
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LIGHT TRAP LIGHT
PHOTODETECTOR ENVELOPE

Bild 1 Detektionsteknik
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Krav pa partikelraknaren enligt EP 2.9.19

Enligt EP 2.9.19 sa ska analyserna utforas pa ett kalibrerat instrument. | dom flesta
mjukvarorna till vatskepartikelrdknare finns det en kalibreringsguide som hjalper anvandaren
att utfora en kalibrering. Kalibrering utfors pa storlekarna 2, 5, 10, 15, 20, 25 och 30
mikrometer ( EP kraver 10 och 25 mikrometer). Kalibreringen utférs med hjalp av NIST
certifierade latex partiklar som droppas ned i en bagare med rent vatten. En bagare for varje
partikelstorlek forbereds och analyseras. Varje partikelstorlek analyseras och kanalen justeras
automatiskt for att hamna innanfor acceptans kriteriet.

~in
Flow Rate: |20 | v View active calbration Download | Fieport I

Calibration D ate & Time | Flows Fate [mL i)
=Py 2007-01-1015:20

Waolume [ml) zer

Actual Size 1.9330 4 9870 10,0300 15,0200 20,0000 25,0300 30,1000
Actual Std Dev
Actual Variahce
Sample Date
Sample Time
Fiezolution [%)
Senzor Std Dey
Senzor Variahce

Result Size

Result 557 288 0000 1057.0000 || 2F6A.0000 || 43650000 || 44350000 || 45160000 || 45900000

Faw Cumnulative

Kl 2
Bild 2 Kalibreringsguide i mjukvara fér vatskepartikelréknare.

Kalibrering av instrumentet &r normalt satt nagot som utfors utav leverantorens certifierade
servicepersonal som har kdnnedom om vilka parametrar som ska uppfyllas vid en kalibrering.

Latex standarderna &r ocksa relativt dyra och det l6nar sig for kunden att kopa in tjansten for
kalibrering istéllet for att kopa alla standarder som behovs.
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Dock sa kan kunden utfora egna tester med vissa intervall for att forvissa sig om att
instrumentet fortfarande ar i god form. Dessa tester kan laggas upp som féardiga program i
mjukvaran for snabb atkomst. Nedan féljer ett exempel pa tester som kan utféras och med
vilka intervall.

Test Forklaring Rekommenderat Intervall

Verifierar att instrumentet inte
falskréknar partiklar

Verifierar att instrumentet kan
detektera rétt antal partiklar av en
viss storlek av en kand
koncentration partiklar/ml
Verifierar att instrumentet kan
detektera en viss kand
partikelstorlek med en viss
noggrannhet
Verifierar om konstanterna fran
kalibreringskurvan har &ndrats och
om instrumentet behdver kalibreras
pa nytt
Verifierar att instrumentet drar en

Flodestest viss volym vatska/sek 1 gang/halvar

Verifierar att instrumentet drar in
Volymtest den mingd vitska som den har 1 gang/halvar
stéllts in for att gora

Nollrakningstest Fore varje analys

Partikelrakningstest 1 gdng/manad

Noggrannhetstest 1 gang/manad

Verifiering av Kalibrering 1 gang/manad

Tabell 1 Testintervall for vatskepartikelraknare
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Faktorer som paverkar méatresultatet
Partikelkoncentration

For att en partikelraknare ska kunna detektera och kvantifiera partiklar pa ett korrekt satt sa
kraver det att partiklarna passerar lasern en i taget. Normalt sa anger man
koncentrationsgransen i nagot som kallas f6r” % coincidence error”. Vatskepartikelraknare
som anvander sig av ljusblockeringstekniken har oftast en grans pa ca 10 000 partiklar/ml vid
10% coincidence error, vilket innebar att det ar 10% chans att 2 sma partiklar raknas som en
stor.

Optical Coincidence

Viewed Volume

Equivalent Latex Sphere

Bild 3 Coincidence error
Luftbubblor

For att kunna detektera partiklar i en vatska maste den vara fri fran bubblor, da dessa raknas
som partiklar i instrumentet. Om bubblor uppstar sa kan man forsiktigt ror om i provet for att
upplosa bubblorna och lata provet sta nagon minut eller sa kan man genom ultraljud uppldsa
bubblorna i provet.
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Awven vatten som ser ut att vara bubbelfritt kan innehalla bubblor och behéver avgasas, detta
ar vanligt forekommande nér avjoniserat vatten anvénds. | graf 1 nedan kan man se effekten
av bubblor pa ett vatten som inte ar avgasat, men ar filtrerat ned till 0,22 mikrometer.
Instrumentet registrerar manga 2 mikron partiklar och aven en del 25 mikron partiklar.
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Graf 1 Stora partiklar pga. luftbubblor
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Sedimentering av partiklarna

For att provet som tillfors instrumentet ska vara sa representativt som mojligt bor man se till
att provet &r under konstant omrorning for att forhindra att dom stérre partiklarna inte
sedimenterar till botten av flaskan eller vialen. I dom flesta instrument finns det en inbyggd
funktion for detta.

Kontaminering av provet

Da sjalva testet gar ut pd att verifiera att provet inte har mer partiklar av en viss storlek/ml
eller flaska sa bor man vidta atgarder som forhindrar att man kan misstanka att partiklarna i
provet har introducerats under sjalva provtagningsforfarandet. Den enklaste atgéarden &r att
placera instrumentet i en LAF bank dar man dven bryter sina forpackningar som ska provtas.
Dock sa visar resultaten i graferna nedan att man kan utféra testerna framgangsrikt dven utan
en LAF bank.

| Graf 2 sa ser man partikelkoncentrationen fran ett vatten som har analyserats direkt efter att
det har fyllts i en ren bagare.

| graf 3 sé ser vi resultatet av samma vatten efter att det har statt i ca 2 timmar i ett vanligt
kontor med heltdckningsmatta och en person néarvarande utan renrumsklader med en
koncentration av 1.062.441,00 partiklar/kubikmeter 0,5 mikron och stérre. Koncentrationen
for 5 mikron och storre var 77.054,00 partiklar/kubikmeter.
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Graf 2 Partikelkoncentration direkt efter att vattnet ar upphallt.
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Graf 3 Partikelkoncentration efter ca 2 timmar.

Vidare bor man ocksa se till sa att bagaren eller flaskan som man anvander sig av nar man
héller upp provet fran flera sma flaskor &r ordentligt ren genom att tvatta med partikelfritt
vatten (vanligt MilliQ vatten &r filtrerat ned till 0,22 mikrometer).

Man kan sedan verifiera renheten i flaskan genom att fylla flaskan med samma typ av rent
vatten och verifiera genom att kora ett program som tar 5 repetitioner med 5 ml och om
mangden partiklar av storleken 10 mikrometer och storre dverstiger 25 st/25 ml har man inte
vidtagit ordentliga atgarder for att forhindra kontaminering av provet och man bor da repetera
analysen tills man uppnar 6nskat resultat.
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Brytningsindex

For att kunna detektera partiklarna i vatskan maste dom ha ett brytningsindex som skiljer sig
fran bakgrundsvétskan, variationen i kontrasten mellan dom tva medierna maste vara
tillrackligt stor. I tabellen nedan finns angivet nagra exempel pa olika brytningsindex:

Media Brytningsindex
Vakuum 1.0
Luft 1.00029
Is 1.309
Vatten 1.33
Glas 15
Diamant 2.417
Tabell 2 Olika mediers brytningsindex

Av tabellen framgar att tex. en ispartikel i vatten ar i princip omojlig for en
vatskepartikelrdknare att detektera. | nedan bild illustreras fenomenet tydligare, dar man kan
se att glasstaven i flaskan i mitten inte syns ndr den &r nedsankt i vatskan.
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Bild 5 Vétskor med olika brytningsindex
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Analysmetod

Innan man bryter forseglingen pa flaskan eller vialen bor man vanda pa flaskan upp och ner
ca 20 ganger for att blanda vatskan ordentligt och sedan rengéra 6ppningen med partikelfritt
vatten for att forhindra kontaminering av provet.

For LV testar man en flaska/pase i taget och provet kan med fordel tas direkt ur flaskan for
att forhindra kontaminering.

For SVI mindre an 25 ml tar man prov fran minst 10 st. flaskor eller vialer och blandar dessa
i en rengjord partikelfri glasbéagare for att uppna en volym av minst 25 ml. Fér SVI som &r 25
ml eller stérre men inte mer an 100ml sa kan varije flaska/vial testas individuellt.

Om det kravs (om volymen é&r liten) kan man spada provet med partikelfritt vatten eller annan
l6sning dar vatten inte ar brukbart, for att uppna dom 25 ml som kravs.

For Dry powder sa l6ser man det i partikelfritt vatten eller annan passande I6sning i en
glasbéagare till en volym av minst 25 ml.

Antalet prover som ska utforas maste vara tillrackligt manga for att kunna pavisa ett statistiskt
palitligt resultat. For LVI och SVI 25 ml och mer kan antalet prover vara mindre en 10 om
man har en sund testplan som pavisar att man utfor testerna med tillracklig frekvens.

Analysen utfors genom att satta instrumentet till att ta 4st 5ml prover fran den totala volymen
(25 ml eller mer). Instrumentet raknar sedan antalet partiklar lika med eller stdrre &n 10 och
25 mikrometer. Det forsta provet av dom 4 tas inte med i berdkningen da det finns risk for att
det kan vara kontaminerat fran foregaende provtagning. Medelvardet fran dom 3 sista
proverna beréknas och anges sedan i en rapport genererad av mjukvaran i instrumentet.
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Acceptanskriterier for analysen

For losningar levererade i flaskor med en volym pa mer an 100ml (LV1) sa galler att antalet
partiklar lika med eller storre 10 mikrometer inte far 6verstiga 25 st. /ml och partiklar lika
med eller stérre an 25 mikrometer inte far Gverstiga 3st/ml.

For losningar som levereras i flaskor med en volym pa 100 ml eller mindre (SV1) galler att
antalet partiklar lika med eller storre an 10 mikrometer inte far éverstiga 6000 st./flaska och
partiklar lika med eller storre an 25 mikrometer inte far Gverstiga 600 st./flaska.

Ordlista:

Mikrometer En miljondel av en meter

Nér en 16sning tillfors en manniska
Injicering via en spruta
( generellt mindre volymer)

Nar en 16sning tillfors en ménniska
Infusion Tex. via dropp
(\néringsldsningar)

En egenskap hos ett material som
Brytningsindex anger hur mycket langsammare ljuset
gdr i materialet jamfort med i vakuum

Tva vétskor som blandas med

Emulsion varandra (t.ex Olja & vatten)
Linosomer Ihaliga sma “transportbubblor”,
P gjorda av lipider (fettceller)
Viskositet En b(_e_tecknlng pa hu_r Iatt-__eller
trogflytande en vatska ar
Tabell 3 Ordlista

For mer information om hur man anvander en vétskepartikelrdknare for att uppfylla kraven
enligt EP 2.9.19 kontakta:

Thomas LOof

Malvern Instruments Nordic AB
Vallongatan 1

752 28 Uppsala

018-55 24 55
thomas@malvern.se
www.malvern.se
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