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GENERAL MONOGRAPH – VERSION 1.0 PHAGE ACTIVE PHARMACEUTICAL INGREDIENTS
DEFINITION 
Phage active pharmaceutical ingredients (APIs) are pharmaceutical raw materials containing naturally occurring bacteriophages (phages in short), which are viruses that infect bacteria. Phages are composed of proteins that encapsulate a DNA or RNA genome, and may have relatively simple or elaborate structures. Phages replicate within a bacterium following the injection of their genome into its cytoplasm. 
Phage APIs are intended for use as active ingredients of phage magistral preparations for in vivo treatment of bacterial infections (phage therapy).
Phage APIs are available as aqueous physiological solutions containing natural lytic phages (e.g., saline or glucose solutions) that may contain a buffer or as dried or freezedried powder. As active ingredients of magistral preparations, they are intended to be diluted or reconstituted and/or combined with the necessary excipients, in a hospital pharmacy officina, immediately before use on a named patient basis. Dosage forms may consist of capsules, creams, ointments, liquid preparation for oral use, cutaneous application, inhalation or parenteral administration, etc. The excipients needed to formulate these dosage forms must allow the required phage activity during the intended application period. 
Each phage API contains one phage strain and various phage strains APIs may be combined into one magistral preparation to broaden the spectrum of activity of the medicine.
The magistral preparation of phage therapy products is a practical way for medical doctors to personalize antibacterial treatments.
 This monograph does not apply to phage derived products such as phage endolysins. It does not necessarily apply to phage products for veterinary use or for decontamination purposes. 
In addition to the requirements specified in this general monograph, specific requirements for production, in process testing and release testing might be included in individual monographs.
PRODUCTION MANUFACTURING PROCESS Phage APIs are generally obtained by propagation in host bacterial strains and are purified using appropriate methods shown to preserve the biological properties of the phages. Phage APIs are manufactured under conditions designed to minimise microbial contamination and phage degradation. 
Purification procedures need to be designed to minimize the content of harmful bacterial or culture medium components (e.g., bacterial endotoxins and animal products).
The manufacturing process must be described in detail (equipment, materials, culture media, additives, culture conditions, purification steps,..) in standard operating procedures (SOPs) and must be validated to confirm that the process can reliably output phage APIs of a determined standard.
 The following manufacturing process has shown to be suitable for the small-scale production of qualitatively acceptable and safe phage APIs. It is indicative and based on the state of the art and available knowledge from peer reviewed scientific literature. 
The manufacturing process comprises various stages.
De novo phage isolation. Natural phages are generally isolated from environmental samples such as sewage and river water or from clinical samples. Usually, the sample, culture medium and phage sensitive host bacteria (typically 107 -108 colony forming units (cfu)) are mixed in a sterile container and incubated under appropriate conditions (typically at 37°C for 1-3 h). If justified, a small volume of chloroform is added and the container is further incubated at 4°C for a short period of time (typically for 1 h). Host bacteria are removed using membrane filtration (0.2-0.5 μm) or by centrifugation. Usually, phages are isolated on bacteriophage sensitive bacteria following the ‘double agar overlay method’. Phage lysate is mixed with lukewarm (typically 45°C) culture medium containing 0.5-1% agar and a suspension of bacteriophage sensitive host bacteria (typically 107 -109 cfu/ml) in a sterile container. This mixture is transferred to a sterile cell culture container with culture medium containing 1-3% agar and incubated under appropriate conditions (typically at 37°C for 12-36 h). The resulting plaques (‘clear’ zones formed in a lawn of bacterial cells due to lysis by phages) with different morphology are transferred to sterile culture media in sterile containers and incubated under appropriate conditions (typically at 37°C for 1-3 h). If justified, a small volume of chloroform is added and the containers are further incubated at 4°C (typically for 1 h). For each container, a dilution series (typically log(0) - log(-8)) is made in sterile containers filled with culture medium. A part from each dilution is mixed with lukewarm (typically 45°C) culture medium containing 0.5-1% agar and a suspension of bacteriophage sensitive host bacteria (typically 107 -109 cfu/ml) in a sterile container. This lysate mixture is transferred to cell culture containers with culture medium containing 1-3% agar and incubated (typically at 37°C for 12-36 h). Plates showing 1-10 plaques are visually analysed. Again, all plaques with different morphology are transferred to sterile culture medium in sterile containers and incubated (typically at 37°C for 1-3 h). This complete cycle is repeated until phage lysates with one plaque morphotype, containing one phage clone, are obtained (homogeneous plaques).
If warranted, phages can be incited to evolve in vitro to exhibit broader host range or higher lytic activity under physiological conditions (e.g., temperature and pH). 
Phage seed lots. Phage seed lots are usually prepared using a slightly modified double-agar overlay method. If justified, another adequate solidifying agent than agar can be used. Monoclonal phage lysate (typically containing 103 -105 plaque forming units (pfu)) is mixed with lukewarm (typically 45°C) culture medium containing 0.5-1% agar and a suspension of phage sensitive host bacteria (typically 107 - 109 cfu/ml) in a sterile container. This mixture is transferred to a sterile cell culture container with culture medium containing 1-3% agar and incubated (typically at 37°C for 12-36 h). If justified, a small volume of chloroform is added and the container is further incubated at 4°C (typically for 1 h). The top agar layer is recuperated and transferred to a sterile container. Alternatively, buffer solution is added to the top agar layer. The cell culture container is shaken (typically for 1-3 h) and the buffer solution is recuperated. Bacterial cells and cell debris are removed, usually by centrifugation (e.g., 20 min at 6 000g) followed by membrane filtration (0.2-0.5 μm). Phage seed lots can be stored using validated preservation/storage (cooling, cryopreservation, freezedrying,..) methods. 
Phage APIs. Phage APIs are prepared in the same way as phage seed lots, but starting from characterised and quality controlled phage seed lots instead of phage lysates. If justified, other agreed manufacturing methods can be used. In addition, bioburden as well as the levels of impurities, including endotoxins (especially for Gram negative host bacteria) are minimized using appropriate methods (e.g.
dedicated filters, affinity columns, tangential flow filtration, cesium chloride banding). 
QUALITY SYSTEM AND PRODUCTION ENVIRONMENT.
 Phage seed lots and phage APIs should be manufactured under a quality system. The manufacturing of phage APIs from phage seed lots takes place in an environment with specified air quality and cleanliness to minimize the risk of contamination. The effectiveness of these measures is validated and monitored. Where phage APIs are exposed to the environment during processing, without a subsequent microbial inactivation or removal process, an air quality with particle counts and microbial colony counts equivalent to those of Grade A as defined in the current European Guide to Good Manufacturing Practice (GMP), Annex 1 and Directive 2003/94/EC is required with, if the system is not closed, a background environment at least equivalent to GMP Grade B in terms of particles and microbial counts. The biosafety level (BSL) is determined by the host bacteria used in the production processes (e.g., BSL-2 for Pseudomonas aeruginosa).
EQUIPMENT AND MATERIALS All equipment and material are designed and maintained to suit its intended purpose and must minimize any hazard to recipients and staff. All critical equipment and technical devices are identified and qualified, regularly inspected and preventively maintained in accordance with the manufacturers’ instructions. Where equipment or materials affect critical processing or storage parameters (e.g., temperature, pressure, particle counts and microbial contamination levels), they must be identified and subjected to appropriate monitoring, alerts, alarms and corrective action, as required, to detect malfunctions and defects and to ensure that the critical parameters are maintained within acceptable limits at all times. All equipment with a critical measuring function is calibrated against a traceable standard if available. Maintenance, servicing, cleaning, disinfection and sanitation of all critical equipment are performed regularly and recorded accordingly. SOPs detail the specifications for all critical materials and reagents. In particular, specifications for culture media, additives (e.g., solutions) and packaging materials are defined. Where applicable, reagents and materials meet compendial requirements and/or documented specifications and the requirements of Regulation 2017/745 of the European Parliament and of the Council of 5 April 2017 on medical devices and Regulation 2017/746 of the European Parliament and of the Council of 5 April 2017 on in vitro diagnostic medical devices. Animal component free culture media and additives should preferably be used. If materials of human or animal origin are used, measures to control endogenous and adventitious agents including transmissible spongiform encephalopathy (TSE) agents should be implemented. Material from TSE-relevant animal species should be subjected to a risk assessment to demonstrate that TSE risk factors have been considered and that the risk has been minimized by applying the principles described in the general text Ph. Eur. 5.2.8 and the Note for Guidance on Minimizing the Risk of Transmitting Animal Spongiform Encephalopathy Agents via Human and Veterinary Medicinal Products (EMEA/410/01). Compliance to these requirements may be demonstrated on production of a TSE Certificate of suitability granted by the EDQM.
Host bacteria used in the manufacturing process are as safe (or least pathogenic) as possible. Non-lysogenic bacterial strains are used, if possible.
TESTS
Various tests can be applied, but validated tests measuring the identity and quantity of phages, bioburden, bacterial endotoxin levels, pH and, where relevant, water content and residual chloroform of phage APIs, performed by a Belgian Approved Laboratory, are mandatory.
HOST BACTERIA
Identification. State of the art clinical microbiology techniques. 
PHAGE SEED LOTS 
Phage identification. State of the art DNA or RNA sequencing and genome analysis. When reliable in silico morphology prediction is not possible, phage morphology should be determined by electron microscopy. 
Phage enumeration. The phage enumeration of the phage seed lot should be determined using an appropriate method (e.g. pfu determination, qPCR). Phage purity. Absence of adventitious agents (e.g., other phages, bacteria, viruses) should be demonstrated using an appropriate method, unless otherwise justified (e.g. virus testing may be omitted if no or only autoclave-sterilized material of human or animal origin is used). Detection of genetic determinants conferring toxicity, virulence, lysogeny and antibiotic resistance. State of the art DNA or RNA sequencing and genome analysis. Raw sequencing data must be provided in a broadly accepted format (e.g. FASTQ) to a Belgian Approved Laboratory for review and approval
PHAGE APIs
All tests are performed under appropriate quality standards (e.g. ISO17025).
Phage identification. The phage strain of a phage API is determined using a validated or qualified phage identification test (e.g. specific PCR, qPCR..) 
Quantitative assessment of phages. The potency of the phage API is determined using a validated or qualified assay (e.g. phage-specific qPCR). 
Quantitative bioburden determination (EP 2.6.12). The total aerobic microbial count is determined using the official Ph.Eur. method or, where justified and authorised, using a validated alternative method. Phage APIs are required to contain ≤ 10 cfu/100 ml or g. 
Bacterial endotoxins (EP 2.6.14). The test for bacterial endotoxins is used to detect and quantify endotoxins of gramnegative bacterial origin using amoebocyte lysate from horseshoe crab (Limulus polyphemus or Tachypleus tridentatus). The endotoxin concentration in the phage API should remain below the endotoxin threshold specified in the individual monograph. The endotoxin limit depends on the final therapeutic product (magistral preparation) and its route of administration and is stated in the individual monograph according to compendial requirements. The maximal dose administered by the intended route per hour should not contain sufficient endotoxin to cause a toxic reaction. For instance, as stated in EP 5.1.10, the maximum dose for intravenous injection is 5 Endotoxin Units (EU)/kg/h. Potentiometric determination of pH (EP 2.2.3). The pH should conform to the pH specifications set forth in the individual monograph, usually 6.0-8.0 pH. 
Water content (EP 2.5.12 or 2.5.32). Dried phage APIs are tested for water content. The maximum water content is 3.0 per cent m/m, unless otherwise stated in specific monograph (e.g. APIs intended for oral lyophilisates).
Impurities. Process-related impurities should be quantified and qualified. In particular, when chloroform or any other particular reagent is used in the manufacture of the phage API, an appropriate validated procedure is to be employed for the quantification of the residual chloroform/reagent. Appropriate acceptance criteria should be set up such that the amounts of chloroform/reagent intake are consistently below levels that are demonstrated to be safe.
STORAGE 
Phage APIs should be stored under the conditions specified in the individual monograph. 
SHELF LIFE 
Phage quantity using a stability indicative method, bioburden, pH and, where relevant, water content are periodically determined. The shelf life is the time period during which phage quantity, bioburden, pH and, where relevant, water content of the API remain within the limit thresholds specified in the individual monograph.

LABELLING
The label states: 
— the identity and quantity of the phages within the API; 
— the type of species and strain of host bacteria used as a substrate for the production of the phage API; 
— the type of species and strains of bacteria that the phages are able to lyse; — the storage conditions;
 — the production date; 
— the expiration date; 
— for dried preparations: 
— the name, composition and volume of the reconstituting liquid to be added; 
— the period of time within which the preparation is to be used after reconstitution; 
— instructions for reporting serious adverse reactions and/or events; 
— instructions how to dispose of unused (expired) bacteriophage products. 
SURVEILLANCE 
The clinical use of phage API based magistral preparations must be surveyed and reported, including possible adverse events and reactions associated with their use. A centralized reporting system and a register for therapeutic phage applications are warranted.
	
VISPĀRĪGĀ MONOGRĀFIJA – VERSIJA 1.0
FĀGU AKTĪVĀS FARMACEITISKĀS VIELAS

DEFINĪCIJA
Fāgus saturošas aktīvās farmaceitiskās vielas (AFV) ir farmaceitiskās izejvielas, kas satur dabā sastopamus bakteriofāgus (saīsināti – fāgus), kuri ir vīrusi, kas inficē baktērijas. Fāgi sastāv no olbaltumvielu apvalka, kas ietver DNS vai RNS genomu, un tiem var būt salīdzinoši vienkārša vai sarežģīta uzbūve. Fāgi vairojas baktērijas iekšienē pēc sava genoma ievadīšanas baktērijas citoplazmā.
Fāgus saturošās aktīvās farmaceitiskās vielas ir paredzētas izmantošanai kā aktīvās vielas fāgu magistrālajās zāļu formās, kas paredzētas in vivo baktēriju infekciju ārstēšanai (fāgu terapija).
Fāgu AFV ir pieejamas kā ūdens šķīdumi fizioloģiskos apstākļos, kas satur dabiskus litiskos fāgus (piemēram, fizioloģiskajā šķīdumā vai glikozes šķīdumā), kuri var saturēt arī buferšķīdumu, vai kā žāvēts vai liofilizēts pulveris. Kā magistrālo zāļu formu aktīvās vielas tās ir paredzētas atšķaidīšanai vai atjaunošanai un/vai kombinēšanai ar nepieciešamajiem palīgvielām slimnīcas aptiekas zāļu sagatavošanas telpā, tieši pirms lietošanas konkrētam pacientam. Zāļu formas var būt kapsulas, krēmi, ziedes, šķidras zāļu formas iekšķīgai lietošanai, lietošanai uz ādas, inhalācijām vai parenterālai ievadei u. c. Palīgvielām, kas tiek izmantotas šo zāļu formu izstrādei, jānodrošina nepieciešamā fāgu aktivitāte visā paredzētajā lietošanas periodā.
Katra fāgu AFV satur vienu fāga celmu, un vairākas dažādu fāgu celmus saturošas AFV var tikt apvienotas vienā magistrālajā zāļu formā, lai paplašinātu zāļu darbības spektru.
Fāgu terapijas produktu magistrālā pagatavošana ir praktisks veids, kā ārstiem personalizēt antibakteriālo ārstēšanu.

Šī monogrāfija neattiecas uz produktiem, kuri iegūti no fāgiem, piemēram, fāgu endolizīniem. Tā ne vienmēr ir piemērojama arī fāgu produktiem veterinārajai lietošanai vai dekontaminācijas nolūkiem.

Papildus šajā vispārīgajā monogrāfijā noteiktajām prasībām atsevišķās monogrāfijās var tikt iekļautas specifiskas prasības ražošanai, starpposma kontrolei un izlaišanas kontrolei.
IZGATAVOŠANAS PROCESS
Fāgu AFV parasti iegūst, vairojot tās saimniekbaktēriju celmos, un attīra, izmantojot piemērotas metodes, kas nodrošina fāgu bioloģisko īpašību saglabāšanu. Fāgu AFV tiek izgatavotas apstākļos, kas paredzēti, lai minimizētu mikrobioloģiskā piesārņojuma risku un fāgu degradāciju.
Attīrīšanas procedūrām jābūt izstrādātām tā, lai minimizētu kaitīgo baktēriju vai kultivēšanas procesā izmantoto barotņu komponentu saturu (piemēram, baktēriju endotoksīnus un dzīvnieku izcelsmes produktus).
Ražošanas process jāapraksta detalizēti (iekārtas, materiāli, kultivēšanas barotnes, piedevas, kultivēšanas apstākļi, attīrīšanas posmi u. c.) standarta darba procedūrās (SOP), un tas jāvalidē, lai apliecinātu, ka process var uzticami nodrošināt noteiktam standartam atbilstošu fāgu AFV iegūšanu.
Turpmāk aprakstītais ražošanas process ir atzīts par piemērotu neliela apjoma ražošanai, lai iegūtu kvalitatīvus un drošus fāgu AFV. Tas ir indikatīvs un balstīts uz aktuālajām zināšanām un pieejamo informāciju no recenzētās zinātniskās literatūras.
Ražošanas process ietver vairākus posmus.
De novo fāgu izolācija. Dabiskie fāgi parasti tiek izolēti no vides paraugiem, piemēram, notekūdeņiem vai upju ūdens, kā arī no klīniskiem paraugiem. Parasti paraugs, kultivēšanas barotne un fāgiem jutīgie saimniekbaktēriju celmi (parasti 10⁷–10⁸ koloniju veidojošās vienības (KVV)) tiek sajaukti sterilā traukā un inkubēti atbilstošos apstākļos (parasti 37 °C temperatūrā 1–3 stundas). Ja ir nepieciešams, tad pievieno nelielu hloroforma daudzumu, un trauks tiek turpmāk inkubēts 4 °C temperatūrā īsu laiku (parasti 1 stundu). Paraugs tiek attīrīts no saimniekbaktērijām, izmantojot membrānas filtrāciju (0,2–0,5 μm) vai centrifugēšanu.
Parasti fāgi tiek izolēti, izmantojot fāgiem jutīgus baktēriju celmus, piemērojot “divslāņa agara pārklājuma metodi”. Fāgu lizāts tiek sajaukts ar siltu (parasti 45 °C) kultivēšanas barotni, kas satur 0,5–1 % agara, un fāgiem jutīgo saimniekbaktēriju suspensiju (parasti 10⁷–10⁹ KVV/ml) sterilā traukā. Maisījumu pārnes sterilā šūnu kultūras traukā ar kultivēšanas barotni, kas satur 1–3 % agara, un inkubē atbilstošos apstākļos (parasti 37 °C temperatūrā 12–36 stundas).
Rezultātā iegūtās plāksnītes (skaidri laukumi baktēriju zālienā, kas veidojušies fāgu lizētas baktēriju šūnas dēļ) ar atšķirīgu morfoloģiju tiek pārnestas sterilā kultivēšanas barotnē sterilā traukā un inkubētas atbilstošos apstākļos (parasti 37 °C temperatūrā 1–3 stundas). Ja tas ir pamatoti, pievieno nelielu hloroforma daudzumu un traukus turpmāk inkubē 4 °C temperatūrā (parasti 1 stundu).
Katram traukam tiek veikta atšķaidījumu sērija (parasti no log(0) līdz log(-8)) sterilajos traukos, kas satur kultivēšanas barotni. Daļa no katra atšķaidījuma tiek sajaukta ar siltu (parasti 45 °C) kultivēšanas barotni, kas satur 0,5–1 % agara, un fāgiem jutīgo saimniekbaktēriju suspensiju (parasti 10⁷–10⁹ KVV/ml) sterilā traukā. Šis lizāta maisījums tiek pārnests baktēriju šūnu kultūras traukos ar kultivēšanas barotni, kas satur 1–3 % agara, un inkubēts (parasti 37 °C temperatūrā 12–36 stundas).
Petri plates, kurās novērojami 1–10 plaki, tiek vizuāli analizētas. Atkal visi plaki ar atšķirīgu morfoloģiju tiek pārnestas sterilā kultivēšanas barotnē sterilā traukā un inkubēti (parasti 37 °C temperatūrā 1–3 stundas). Šis pilnais cikls tiek atkārtots, līdz tiek iegūti fāgu lizāti ar vienu plaku morfotipu, kas satur vienu fāga klonu (homogēni plaki).
Ja tas ir pamatoti, fāgus var inducēt evolūcijai in vitro, lai tie iegūtu plašāku saimniekorganismu spektru vai augstāku litisko aktivitāti fizioloģiskos apstākļos (piemēram, temperatūras un pH ietekmē).
Fāgu sēklu partijas Fāgu sēklu partijas parasti tiek sagatavotas, izmantojot nedaudz modificētu divslāņu agara pārklājuma metodi. Ja tas ir pamatoti, agara vietā var izmantot citu piemērotu vielu sacietēšanas procesam. Monoklonāls fāga lizāts (parasti satur 10³–10⁵ plagu veidojošās vienības (pfu)) tiek sajaukts ar siltu (parasti 45 °C) kultivēšanas barotni, kas satur 0,5–1 % agara, un fāgiem jutīgo saimniekbaktēriju suspensiju (parasti 10⁷–10⁹ KVV/ml) sterilā traukā. Šis maisījums tiek pārnests sterilā baktēriju šūnu kultūras traukā ar kultivēšanas barotni, kas satur 1–3 % agara, un inkubēts (parasti 37 °C temperatūrā 12–36 stundas). Ja ir nepieciešams, pievieno nelielu hloroforma daudzumu un trauks tiek turpmāk inkubēts 4 °C temperatūrā (parasti 1 stundu). Augšējais agara slānis tiek savākts un pārnests sterilā traukā. Alternatīvi augšējam agara slānim pievieno buferšķīdumu. Šūnu kultūras trauks tiek maisīts (parasti 1–3 stundas), pēc tam tiek savākts buferšķīdums. Baktēriju šūnas un šūnu atliekas tiek attīrītas, parasti ar centrifugēšanu (piemēram, 20 minūtes pie 6000 g), kam seko membrānas filtrācija (0,2–0,5 μm). Fāgu sēklu partijas var uzglabāt, izmantojot validētas konservēšanas vai uzglabāšanas metodes (dzesēšana, kriokonservēšana, liofilizācija u. c.).
Fāgu AFV. Fāgu AFV tiek sagatavoti tāpat kā fāgu sēklu partijas, bet, sākot no raksturotām un kvalitātes ziņā kontrolētām fāgu sēklu partijām, nevis fāgu lizātiem. Ja tas ir pamatoti, var tikt izmantotas arī citas saskaņotas ražošanas metodes. Papildus tiek samazināts mikroorganismu piesārņojums, kā arī piemaisījumu līmenis, tostarp endotoksīnu (īpaši gadījumos, kad tiek izmantotas Gram negatīvās saimniekbaktērijas) daudzums, izmantojot atbilstošas metodes (piemēram, speciālos filtrus, afinitātes kolonnas, tangenciālās plūsmas filtrāciju, cēzija hlorīda hromatogrāfija).
KVALITĀTES SISTĒMA UN RAŽOŠANAS VIDE. 
Fāgu sēklu partiju un fāgu AFV izgatavošanai jānotiek saskaņā ar kvalitātes sistēmu. Fāgu AFV ražošana no fāgu sēklu partijām notiek vidē ar noteiktu gaisa kvalitāti un tīrības pakāpi, lai minimizētu kontaminācijas risku. Šo pasākumu efektivitāte tiek validēta un uzraudzīta. Ja fāgu AFV apstrādes laikā nonāk saskarē ar apkārtējo vidi un netiek veikts turpmāks mikroorganismu inaktivācijas vai attīrīšanas process, nepieciešama gaisa kvalitāte ar daļiņu skaitu un mikrobioloģisko koloniju skaitu, kas ir līdzvērtīgs A pakāpei, kā noteikts spēkā esošajā Eiropas Labas ražošanas prakses (GMP) rokasgrāmatā, 1. pielikumā, kā arī Direktīvā 2003/94/EK. Ja sistēma nav slēgta, apkārtējai videi jābūt vismaz līdzvērtīgai GMP B pakāpei attiecībā uz daļiņu un mikroorganismu skaitu. Bioloģiskās drošības līmeni (BSL) nosaka ražošanas procesā izmantotās saimniekbaktērijas (piemēram, BSL-2 Pseudomonas aeruginosa gadījumā).
IEKĀRTAS UN MATERIĀLI
Visas iekārtas un materiāli tiek izmantoti un uzturēti atbilstoši to paredzētajam lietojumam un tiem jāmazina jebkāds risks pacientiem un personālam. Visas kritiskās iekārtas un tehniskās ierīces tiek identificētas un kvalificētas, regulāri pārbaudītas un profilaktiski uzturētas saskaņā ar ražotāja norādījumiem. Ja iekārtas vai materiāli ietekmē kritiskos apstrādes vai uzglabāšanas parametrus (piemēram, temperatūru, spiedienu, daļiņu skaitu un mikrobioloģiskā piesārņojuma līmeni), tie ir identificējami un pakļaujami atbilstošai uzraudzībai, signalizācijai, trauksmēm un koriģējošām darbībām, lai savlaicīgi atklātu darbības traucējumus vai defektus un nodrošinātu, ka kritiskie parametri vienmēr tiek uzturēti pieļaujamās robežās. Visas iekārtas ar kritisku mērīšanas funkciju tiek kalibrētas, ja iespējams, pret izsekojamu standartu. Kritisko iekārtu apkope, apkalpošana, tīrīšana, dezinfekcija un sanitārā uzkopšana tiek veikta regulāri un pienācīgi dokumentēta.
SOP dokumentos tiek noteiktas specifikācijas visiem kritiskajiem materiāliem un reaģentiem. Īpaši tiek noteiktas kultivēšanas barotņu, piedevu (piemēram, šķīdumu) un iepakojuma materiālu specifikācijas. Ja piemērojams, reaģenti un materiāli atbilst farmakopejas prasībām un/vai dokumentētām specifikācijām, kā arī Eiropas Parlamenta un Padomes 2017. gada 5. aprīļa Regulas (ES) 2017/745 par medicīniskajām ierīcēm un Regulas (ES) 2017/746 par in vitro diagnostikas medicīniskajām ierīcēm prasībām. Vēlams izmantot dzīvnieku izcelsmes komponentus nesaturošas kultivēšanas barotnes un piedevas. Ja tiek izmantoti cilvēka vai dzīvnieku izcelsmes materiāli, jāīsteno pasākumi endogēno un nejauši pievienoto aģentu, tostarp transmisīvo spongiformo encefalopātiju (TSE) ierosinātāju, kontrolei. Materiāli no dzīvniekiem, kuri ir TSE riska grupā, ir jāpakļauj riska novērtējumam, lai pierādītu, ka TSE riska faktori ir ņemti vērā un risks ir samazināts, piemērojot principus, kas aprakstīti vispārīgajā tekstā Ph. Eur. 5.2.8 un vadlīnijās Note for Guidance on Minimizing the Risk of Transmitting Animal Spongiform Encephalopathy Agents via Human and Veterinary Medicinal Products (EMEA/410/01). Atbilstību šīm prasībām var pierādīt, iesniedzot EDQM izsniegtu TSE atbilstības sertifikātu (Certificate of Suitability).
Ražošanas procesā izmantotajām saimniekbaktērijām jābūt pēc iespējas drošākām (vai vismazāk patogēnām). Ja iespējams, tiek izmantoti lizogēnos fāgus nesaturoši baktēriju celmi.
TESTI
Var tikt veikti dažādi testi, taču obligāti jāveic validēti testi, kas nosaka fāgu idnetifikāciju un daudzumu, mikrobioloģiskā piesārņojuma līmeni, baktēriju endotoksīnu daudzumu, pH, kā arī, ja tas ir attiecināms, ūdens saturu un atlikušā hloroforma daudzumu fāgu AFV. Šie testi jāveic Beļģijā akreditētā laboratorijā.
SAIMNIEKBAKTĒRIJAS
Identifikācija. Mūsdienu klīniskās mikrobioloģijas metodes.
FĀGU SĒKLU PARTIJAS
Fāgu identifikācija. Mūsdienu DNS vai RNS sekvencēšanas un genoma analīzes metodes. Ja uzticama in silico morfoloģijas prognoze nav iespējama, fāgu morfoloģija jānosaka, izmantojot elektronu mikroskopiju.
Fāgu kvantificēšana. Fāgu sēklu partijas kvantitatīvais saturs jānosaka, izmantojot piemērotu metodi (piemēram, pfu noteikšana, qPCR).
Fāgu tīrība. Adventīvo aģentu (piemēram, citu fāgu, baktēriju, vīrusu) neesamība jāapliecina, izmantojot piemērotu metodi, ja vien nav citādi pamatots (piemēram, vīrusu testēšanu var izlaist, ja netiek izmantoti vai tiek izmantoti tikai autoklāvā sterilizēti cilvēka vai dzīvnieku izcelsmes materiāli).
Toksicitāti, virulenci, lizogēniju un antibiotiku rezistenci nosakošo ģenētisko materiālu noteikšana. Mūsdienu DNS vai RNS sekvencēšanas un genoma analīzes metodes. Neapstrādātie sekvencēšanas dati jāiesniedz plaši pieņemtā formātā (piemēram, FASTQ) Beļģijā akreditētai laboratorijai pārskatīšanai un apstiprināšanai.
FĀGU AFV
Visi testi tiek veikti atbilstoši piemērotiem kvalitātes standartiem (piemēram, ISO 17025).
Fāgu identifikācija. Fāgu AFV celms tiek noteikts, izmantojot validētu vai kvalificētu fāgu identifikācijas testu (piemēram, specifisks PCR, qPCR).
Fāgu kvantitatīvs novērtējums. Fāgu AFV aktivitāte tiek noteikta, izmantojot validētu vai kvalificētu testu (piemēram, fāgam specifisku qPCR).
Kvantitatīva mikrobioloģiskā piesārņojuma noteikšana (EP 2.6.12). Kopējais aerobo mikroorganismu skaits tiek noteikts, izmantojot oficiālo Eiropas farmakopejas metodi vai, ja tas ir pamatots un apstiprināts, izmantojot validētu alternatīvu metodi. Fāgu AFV pieļaujamais līmenis ir ≤ 10 KVV/100 ml vai g.
Baktēriju endotoksīni (EP 2.6.14). Tests baktēriju endotoksīnu noteikšanai tiek izmantots, lai konstatētu un kvantitatīvi noteiktu gramnegatīvas izcelsmes baktēriju endotoksīnus, izmantojot pakavkrabja (Limulus polyphemus vai Tachypleus tridentatus) amebocītu lizātu. Fāgu AFV endotoksīna koncentrācijai jābūt zemākai par endotoksīna slieksni, kas noteikts attiecīgajā individuālajā monogrāfijā. Endotoksīna pieļaujamais daudzums ir atkarīgs no galaprodukta (magistrālās zāļu formas) un tā ievadīšanas ceļa, un tas tiek noteikts individuālajā monogrāfijā saskaņā ar farmakopejas prasībām. Maksimālā deva, kas tiek ievadīta paredzētajā ievades ceļā stundā, nedrīkst saturēt tādu endotoksīnu daudzumu, kas var izraisīt toksisku reakciju.. Piemēram, kā noteikts EP 5.1.10, maksimālā deva intravenozas ievades gadījumā ir 5 endotoksīna vienības (EU)/kg/stundā.
Potenciometriska pH noteikšana (EP 2.2.3). pH jāatbilst specifikācijām, kas noteiktas individuālajā monogrāfijā, parasti robežās no 6,0 līdz 8,0.
Ūdens saturs (EP 2.5.12 vai 2.5.32). Žāvētu fāgu AFV testē, lai noteiktu ūdens saturu. Maksimālais pieļaujamais ūdens saturs ir 3,0 % m/m, ja vien konkrētajā monogrāfijā nav noteikts citādi (piemēram, AFV, kas paredzēti lietošanai perorālās liofilizātās formās).
Piemaisījumi. Ar procesu saistītie piemaisījumi ir jākvantificē un jākvalificē. Jo īpaši, ja fāgu AFV ražošanā tiek izmantots hloroforms vai kāds cits specifisks reaģents, piemaisījumu atlikumu kvantitatīvai noteikšanai jāizmanto atbilstoša validēta metode. Jānosaka atbilstoši pieņemšanas kritēriji, lai nodrošinātu, ka hloroforma vai citu reaģentu daudzums vienmēr ir zem līmeņa, kas pierādīts kā drošs.
UZGLABĀŠANA
Fāgu AFV jāuzglabā apstākļos, kas noteikti konkrētajā individuālajā monogrāfijā.
DERĪGUMA TERMIŅŠ
Regulāri tiek noteikts fāgu daudzums, izmantojot stabilitāti raksturojošu metodi, mikrobioloģiskā piesārņojuma līmenis, pH un, ja tas ir attiecināms, ūdens saturs. Derīguma termiņš ir periods, kura laikā fāgu daudzums, mikrobioloģiskā piesārņojuma līmenis, pH un, ja tas ir attiecināms, AFV ūdens saturs saglabājas noteikto robežvērtību robežās, kā paredzēts individuālajā monogrāfijā.
MARĶĒJUMS
Uz marķējuma jānorāda:
— fāgu identifikācija un daudzums AFV sastāvā;
— saimniekbaktēriju suga un celms, kas izmantots kā substrāts fāgu AFV ražošanai;
— baktēriju sugas un celmi, kurus fāgi spēj lizēt;
— uzglabāšanas apstākļi;
— izgatavošanas datums;
— derīguma termiņš;
— žāvētu preparātu gadījumā:
 — pievienojamā šķīdinātāja nosaukums, sastāvs un tilpums;
 — periods, kurā preparāts pēc atjaunošanas ir izmantojams;
— norādījumi par nopietnu blakusparādību un/vai notikumu ziņošanu;
— norādījumi par nelietoto (beidzies derīguma termiņš) bakteriofāgu produktu iznīcināšanu.

UZRAUDZĪBA
Fāgu AFV saturošu magistrālo zāļu formu klīniskā lietošana ir jāuzrauga un jāziņo, tostarp par iespējamiem ar to lietošanu saistītiem nelabvēlīgiem notikumiem un reakcijām. Nepieciešama centralizēta ziņošanas sistēma un terapeitisko fāgu pielietojumu reģistrs.
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