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1.GiRiS

Veteriner ilaglan; hayvanlari hastaliklardan korumak, tedavi etmek ve
biyolojik fonksiyonlari istenen yénde degistirmek, bir hastaligi teshis etmek
amacilyla hayvana uygulanan etkin kimyasal ve biyolojik kdkenli maddelerdir
(Veteriner ispenciyari ve Tibbi Miistahzarlar Ruhsat Yénetmeligi, 2002).

Bir grup ilag, hastaliklari tedavi etmek amaci ile kullanilirken,
verimliligi artirmak amaci ile koruyucu ve gelistirici dnlemler kapsaminda da
ilag uygulamalari bulunmaktadir. Veteriner vitamin ilaglarinin, yukarida
tanimlanan her iki endikasyonda da kullanimi mevcuttur.

GUndmUzde yuksek verimlilige ulasmak amaciyla; kalitsal yénden
daha Ustin tdr ve irklarin yetistiriimesi gerekmektedir. Daha iyi bakim ve
hijyen kosullarinin saglanmasi, parazitlere ve salgin hastaliklara karsi
koruyucu ve sagaltici hekimlik hizmetlerinin yayginlagtirimasi ve evcil
hayvanlarda bireysel verimliligin  arttirnlmasina  yodnelik  ¢alismalar
yaplimaktadir. BlyUmeyi hizlandirici, esemsel etkinlikleri dizenleyici ve
arttirici, st ve yumurta verimini ¢ogaltici her g¢esit yasamsal etkinlikleri en
uygun kosullarda duzenleyici cesitli kimyasal maddelerin geligtiriimesi,
uretiimesi ve hayvancilik sektérinde yaygin bir bigcimde kullaniimasi
seceneklerine bagvurulmaktadir (Ertark, 2006).

Canli organizmanin saglikh bir yasami devam ettirebilmesi igin
karbonhidrat, lipit, protein ve inorganik maddelerden baska, cok az miktarda
diger bazi organik besin maddelerine de ihtiyaci vardir. Bu maddeler
vitaminler olarak bilinmektedir. Vitaminler, viicutta metabolik olaylarin normal
bir sekilde meydana gelebilmesi, saglkl durumun sdrdUrdlebilmesi ve
yapisal Unitelerin metabolizma regulasyonlari i¢in gerekli olan, vicutta
sentez edilemeyen veya yetersiz derecede sentez edilen, besinler icinde
cevreden ufak miktarlarda alinmasi zorunlu maddelerdir (Akkan ve
Eskazan,1999; Lehninger, 1988).

Hayvan turlerinde gunlik vitamin ihtiyacini arttiran faktorlerin streklilik

kazanmasiyla, gunlik rasyonla alinan normal diizeylerdeki vitamin gesitleri,



hayvanin ihtiyacini kargilayamaz hale gelebilir. Boyle durumlarda, uzun sire
normal rasyonla beslenen hayvanlarda c¢ok yoénll vitamin eksikligi
sendromlari bas géstermektedir.

Vitamin eksikliginin en blyltk nedenlerinden biri, ginlik rasyonun
hayvan tOrindn ihtiyacina yetecek kadar vitamin veya vitaminleri
icermemesidir. Sindirim kanalinda sekillenen bozukluklara bagli olarak bazi
vitaminlerden yeterince yararlanilmamasi ya da besinlerin sindirim ve
emilmesinin bozulmasi diger 6nemli bir etkeni olusturur. Hayvan tirleri ve
irklari arasindaki genetik faktorler, hastallk ve stres halleri de vitamin
ihtiyaglari Gzerinde etkili olabilir. Bir tir igerisinde yas farkliliklari ve fizyolojik
durum, vitaminlere karsi olan nicel gereksinimi 6nemli derecede
degistirebilir. istek digi yollarla kirletici olarak hayvan yemlerine karigan ya
da ortamda bulunmasi sonucu besinlere yansiyan bazi maddeler de
hayvanlarin vitamin ihtiyaclarini arttirirlar (Ertdrk, 2006). Bu nedenle vicutta
vitamin eksikligine bagh olarak birgok hastalik olugabilir.

Vitaminlerin  vicutta birgcok fizyolojik slrecte gb6rev aldiklan
bilinmektedir. Bu baglamda, vicutta sOt UGretim slOrecinde 6nemli roller
aldiklarindan, rasyonlarda bulunmasi zorunlu maddelerdir. Sat yaginin
sentezi i¢in biyotine (H Vitamini) duyulan gereksinimin yani sira, biyotin
eksikliginde hayvanlarda biyime ve gelisimin durdugu da tespit edilmigtir
(Kalkan, 2006). A vitamini vlcutta depo edilebildiginden sutteki dizeyini
devam ettirebilir, fakat gebelik doneminde ve laktasyonun ilk aylarinda
hayvan A vitamini yoninden takviye edilmelidir. A vitamini eksikliginde,
sigirlarda kseroftalmi hastaliginin ve damizliklarda fertilitede azalma, yavru
atma, 6l yavru dogumlari gibi olaylarin olustugu bilinmektedir (Yazginoglu,
2002). D vitamini eksikliginde ise, Rikets (rasitzm) in yani sira bazi
hayvanlarda yumurta veriminin dastigu gdézlenmistir. Karaciger disinda
hayvan vlicudunda depo edilemeyen ve 6nemli bir vitamin ¢esidi olarak
kabul edilen K vitamini eksikliginde ise, kanin pihtilasma suresinin uzadigi
ve buna bagh olarak da deri altinda intramuskuller hemorajilerin sekillendigi
gézlenmistir (Kalkan, 2006). Beriberi hastaliginin sebepleri arasinda Bi
vitamini eksikligi gosterilebilir. B2 vitaminin eksikliginde, yumurtaci irklarda

yumurta verimi dugerek civciv ¢ikma oraninda azalma go6zlenirken, Bs



eksikliginde, metabolizma bozukluklari ve anemilerin olustugu bildirilmistir.
B12 ise hayvanlar igin yagsamsal dnemi olan bir vitamin olarak bilinmektedir.
Eksikliginde, blylmenin durdugu, 6lim oraninin arttigi g6ézlenmistir (Erata
ve Glcli 2003).

Mastitis, sUt inekgiliginde ekonomik acgidan 6nemli bir hastaliktir.
Ulkemiz st sigircihgr da tim diinyada oldugu gibi mastitisten olumsuz
olarak etkilenmektedir. Batra ve ark. (1991) mastitisli ineklerde E vitamininin
plazma ve sit dizeyine etkisini énemli bulmuslar, ayrica saglikli ve mastitisli
gruplarda E vitamini dizeyi farkinin énemli oldugunu tespit etmiglerdir. E
vitamininin, antioksidan sisteme olumlu etkide bulunmasina bagl olarak,
sigir yetistiriciliginde gerek rasyona ilave ve gerekse parenteral yolla E
vitamininin verilmesi ile lipit peroksidasyon ve serbest radikallerin zararli
etkilerinin 6nlenmesinde olumlu bir rol oynayacagini gérmuslerdir. Bu
durum, ayni zamanda mastitis enfeksiyonlarinin énlenmesinde 6nemli bir
etki meydana getirecegi anlami tasimaktadir. Bundan dolayr sut
sigirciiginda mastitisin  6nlenmesinde E vitamini kullaniimasinin faydal
olabilecedi kanaatine variimigtir (Simsek ve Aksakal, 2005).

Cummins ve Brunner (1990) yeni dogan buzagdilarla yaptiklari bir
calismada kolostrum almanin ve giinde 1,75 g askorbik asit verilmesinin I1gG
ve IgM dlizeyleri Uzerine etkisini incelemislerdir. Vitamin C’ nin 56 gln
uygulanmasiyla her iki parametre Gzerinde de etkili oldugunu ve kolostrum
almamanin  sebep oldugu yetersiz bagisikigi ortadan kaldirdigini
gézlemislerdir. Yapilan bir diger calismada ise; E ve C vitaminlerinin
yetersizliginde, blylmede gerileme ve bagisiklik sisteminde degismeler
oldugu gbézlenirken, 6zellikle stres sartlari altinda C vitaminine olan ihtiyacin
6nemli 6lclde arttig1 tespit edilmistir. Koksidiyoz hastaligina yakalanan
hayvanlarda C vitamininin bu enfeksiyona karsi direnci artirdigi ve
mortaliteyi &nemli derecede diistirdiigii goralmustiir (imik ve ark., 2000).

Kaliteli ve etkin yem karisimlariyla uygun kombinasyonlar halinde bir
araya getirilerek kullanilan vitaminlerin, yUksek verimliligin saglanmasinda
6nemli bir paya sahip oldugu bilinmektedir. Gunlik hayvan ihtiyacini
kargilayan birkac miligram hatta mikrogram miktarindaki vitaminlerin varhgi

glnlUk besinlerin optimum dizeyde degerlendiriimesine ve dizenlenmesine



olanak saglamaktadir. Yeterli Olcllerde vitamin desteginin saglanmasi
halinde, bUyime dlzensizliklerinin, gelisme hatalarinin, esemsel
yetersizliklerin, verim azliginin ve hastalik olasiliklarinin en az dizeye
ulastigi goértlmustir. Diger bir anlatimla, vitaminlerin modern yetigtiriciligin
baslica garanti segenegini olusturduklari séylenebilir (Ertlrk, 2006).

Veteriner vitamin preparatlari, gerek verimliligi artirma anlaminda,
gerekse patolojik durumlarin tedavisinde dnemli gbrevler Ustlenmektedir.
Ote yandan bu ilaglarin uluslararasi standartlara uygun hazirlanmalari da
kuskusuz &nem tasimaktadir. Uretim standartlarindaki hatalardan
kaynaklanan ve belirtlen standartlara uygun yapilmayan dretimler
sonrasinda ortaya cikabilecek sorunlar, yarardan ¢ok zarar olusturma
potansiyeli tasimaktadir. Bu nedenle, hammadde eldesinde, isleme
strecinde ve Uretim sonrasindaki kalite kontrollerinin validasyonu Uzerinde
6nemle durulmasi gerekmektedir.

Veteriner vitamin preparatlarinin, hayvan saghg: igin énemli bir yer
teskil ettigi gz 6nlne alindiginda, Uretim asamalarinin ve mikrobiyolojik
acidan incelenmelerinin beseri preparatlarla ayni kosullarda yuratilmesi ve
dizenli bir gekilde yapilmasi gerektigi acgiktir. Bu amaca yoOnelik yapilan
calismamiz veteriner ilag sekt6ri ve hayvancilik sektdrld icin dnem

tasimaktadir.

1.1. Veteriner ilaglarinin Uretimi

GUndmizde veteriner ilaclarn ilag fabrikalarinda Gretilmektedir. Ancak bu
dretim icin bazi kosullarin gerceklesmesi gerekmektedir. Veteriner
ispenciyari ve Tibbi Mistahzarlar Yénetmeliginde (2002); higbir veteriner
mustahzarin, Tarim  Bakanliginca izin  veriimeden  hayvanlara
uygulanamayacagi, her veteriner mistahzarin Tarim Bakanlidindan ruhsat
almis yerlerde Uretilebilecegi bildiriimektedir.

1 Kasim 1984 tarihinde yayinlanan ispengiyari ve Tibbi Miistahzar
imalathaneleri  Yénetmeligi hiikiimlerine gore; farmasétik mistahzar

dreticilerinin, Grettikleri Grindn istenen etki, emniyet ve kalitede olmasini



garanti etmeleri gerekmektedir. Uretimde uyulmasi gereken kurallar, o
ginin sartlanr ve Dinya Saglhk Orgiti'niin  (DSO) tavsiyeleri bu
yonetmelikte kisa, 6z ancak kesin bir ifade ile yer almaktadir. Trkiye, gegen
zaman icinde teknolojik gelismeler ve vyenilikler ile farmasoétik
muUstahzarlarda gortlen cgesitliligi de dikkate alarak GMP (Good
Manufacturing Practise) olarak tanimlanan bu kurallari yasal bir yOkimltlak
olarak uygulamaya koyan ilk Glkeler arasindadir (Saglik Bakanligi, 1994).

Standartlara uygun Kkaliteli bir Grin elde etmek igin, GMP, Kalite
Kontrol, Kalite Yonetimi ve Kalite Glvence unsurlarinin bir batin olarak
degerlendirmeye alinmasi ve uyum icinde uygulamaya gecirilmesi
gerekmektedir.

1.1.1. Farmasétik Uriinler icin Kalite Giivencesi ve Kalite Yénetimi

Bir OrOndn, tek tek veya toplu olarak kalitesini etkileyen tim unsurlan
kapsayan, genis cerceveli bir kavram olan “Kalite Glvencesi”, farmasétik
drOnlerin amaglanan kullanimlari icin gereken kalitede olduklarini guvence
altina almak hedefi ile yapilan organize dizenlemelerin bitini olarak
tanimlanmigtir. Kalite Yénetimi ise; tOm bunlarin yani sira, farmasétik
drbnlerin, kalite ve etkinlikteki bir yetersizlikten kaynaklanabilecek problemler
sonucunda hastay riske sokacak durumlarin ortadan kaldirilarak Gretilmesi
gerektigini ifade etmektedir (FDA, 2004; CBER, 2004). Kalite Y6netiminde
belirtilen hususlarin eksiksiz bir sekilde uygulamaya ge¢mesi ¢ok 6nemlidir.

Bu kalite hedefine erigmek icin, GMP ve GLP (Good Laboratory
Practice)’ yi 6zimsemis ve kalite kontroliini de kapsayan, genis ¢ercevede
tasarimlanmis ve dogru olarak uygulanan bir Kalite Givence sisteminin
olusturulmasinin gerekli oldugu bilinmektedir (Saglik Bakanhgi, 1994; GLP,
1999).



1.1.2. Farmasétik Uriinler icin lyi imalat Uygulamalari (GMP) ve Kalite
Kontrol

Kalite glivencesinin bir pargasi olarak bilinen iyi imalat uygulamalari (GMP);
farmasétik drtnlerin amagclanan kullanim gsekline ve kalite standartlarina
gbre, Urln spesifikasyonunun gerekli goérdigu sekilde Uretilmesini ve kontrol
edilmesini glvence altina almaktadir (ENTR, 2001; FDA, 2004; CBER,
2004).

Kalite Kontrol ise; GMP’ nin bir parcasi olup, gerekli ve ilgili testlerin
yapllmasi, son Urin kontrolleri, Gretim kosullari, Gretim sirecindeki
kontroller, Uretim ddkimanlarinin degerlendiriimesi ve ambalaj da dahil
drindn spesifikasyonlarina uygunlugu gibi énemli bilgileri kapsamaktadir.
llag fabrikalarindaki Kalite Kontrol Bélimii, Griinlerin satis veya dagitimdan
Once Kkalitelerinin yeterli olduguna karar verilmesini saglayan ve Urinu
serbest birakma prosedurlerini de dikkate alarak ¢aligmalarini strdiren bir
birimdir (Saglik Bakanligi,1994; icin, 2006).

GMP’ nin ve modern kalite sisteminin birlikte savundugu kurallar, kalite
glvencesinin ve kalite standartlarinin, Griinin imalat asamasindan itibaren
dikkat edilmesi gereken unsurlar oldugu ydéniindedir (FDA,2004; CBER,
2004)

Farmasoétik Grlnlerin Gretilmesinde dikkate alinmasi gereken GMP ve
Kalite Kontrol kurallarinda;

Farmaso6tik Urlnlerin, GMP ve GLP dikkate alinarak tasarimlanmasi
ve geligtirilmesi,

Uretim ve kontrol iglemlerinin acikca spesifiye edilmesi ve GMP’ ye
adapte edilmesi,

Farmasotik Urlnlerin, her bir Uretim serisinin, ruhsatina esas bilgilere,
dretim, kontrol ve farmasoétik Grindn serbest birakihigina iliskin yasa ve
kurallara uygun olarak tretildiginin ve kontrol edildiginin gésterilmesi,

Farmasotik Urlnlerin, Kalite Glvence onay vermedikge, yani seriyi
serbest birakmadikgca, satilamayacaginin ve temin edilemeyeceginin
bilinmesi,



> Tam Uretim proseslerinin agik¢ca belirlenmesi, deneyimlerin 1s131
altinda sistematik olarak yeniden gbzden gegirilerek, bu prosesler ile
farmasotik Orlnlerin istenen kalitede ve spesifikasyonlarina uygun olarak
uretilebildiklerinin - gdsterilmesi  gereKlilikleri  bulunmaktadir  (Saghk
Bakanligi,1994; ENTR, 2001).
GMP icin ayrica;

Uygun, kalifiye ve egitimli personelin;

Uygun tesisler ve alanin;

Uygun ekipman ve hizmetlerin;

Dogru materyal, kaplar ve etiketlerin;

Onaylanmis prosedurler ve talimatlarin;

Uygun depolama ve tasimanin saglanmasi gerekmektedir
(Saglik Bakanhgi,1994).

Veteriner ilaglarin ¢esitli uygulama yolu farkhliklari vardir. Bu uygulama
yollari arasinda birtakim farmakodinamik farklihklar oldugu gibi ilaglarin
preparasyonunda da farkhliklar bulunmaktadir. Kaba bir tanimlama ile, oral
preparatlarda steril kosullarin gerekliligi bulunmazken, paranteral ilaglarda

sterilite kosulu olmazsa olmaz kurallardandir.

1.1.3. Parenteral Preparatlarin Mikrobiyolojik Standartlari

Steril preparatlarin imalatinda mikrobiyolojik, partikiler ve pirojenik bulasma
risklerini en aza indirebilmeyi amaclayan &6zel gereklilikler mevcuttur. Bu
gerekliliklerin ¢ogu, konuyla ilgili personelin yeteneklerine, egitimine ve
davraniglarina baglidir. Gapraz kontaminasyon ve karigikliklari édnlemek igin
gerekli teknik ve organizasyon tedbirlerinin alinmasi gerekmektedir
(icin,2006). Steril imalat islemleri “kalite glivencesi” dikkate alinarak,
6nceden olusturulmus proseddr ve talimatlarla GMP prensiplerine gore
gerceklestiriimelidir. Bu imalat seklinin dikkatle hazirlanmis ve valide edilmig

dretim metotlarina ve prosedirlere gére yuritiimek zorunda oldugu



bildiriimistir (CVM, 1993; CDER, 1993; WHO, 2006). Uretim asamasinda
6nemli olan unsurlardan biri; Gretimin yapildidi ortamdan kaynaklanabilecek
kirlenmelerdir. Personelin ¢alistigi temiz odalarda dretilen Grdnler, Gretimin
yapildigi ortamdan dolayr mikrobiyal kirlenmeye maruz kalabilmektedir.
Kirlenmenin, Uretimden, materyallerden, ekipmandan, operatérlerden ya da
dretim ortamindan kaynaklanabilecedi dusUnulebilir. Bununla beraber,
sterilite testine alinmis bir Urinde ortaya ¢ikacak kirliligin Grinden gelen
veya sterilite testi sirasinda, ortamdan, ekipmandan ve testi yapan kisiden
kaynaklanan bir Kkirlilik olup olmadiginin anlasilabilmesi zordur. Ancak
sterilite test kosullarinin gavenilir oldugu durumlarda Grinde tespit edilmig
olan kirlenmenin, dGretim alanindan kaynaklandigi varsayilabilir.

Aseptik uygulama ortamindaki kirlenmenin kaynagini saptamak igin ise,
hicbir direkt metot bulunmamaktadir (Agalloco, 2005). Uretimden
kaynaklanabilecek baslica kontaminasyon kaynaklari tablo 1 de
gOsterilmistir.

Her Gretim islemine baslamadan 6énce islemde kullanilacak bitin alet
ve techizatin temizlenmis ve sterilize edilmis olmasi gerekmektedir
(ispenciyari ve Tibbi Miistahzarlar imalathanaleri Yénetmeligi, 1984).

FDA (Food and Drug Administration), insan ve hayvan ilaglari igin
yapilacak olan ilag bagvurularindaki sterilizasyon sureglerinin ayni olmasi
gerektigini ve sterillik garantisini dogrulamak icin olan bilgi ve verilerin
hayvansal ila¢ basvurularinda da gerekli oldugunu bildirmistir (AVMA, 2006;
Marnane, 2007).

Spesifik ilag Urinleri igin uygulanan sterilizasyon yéntemlerinin etkinligi
belirli protokoller temelinde ve bilimsel deneylere dayanarak gelistiriimigtir
(Burgess ve ark., 2002).



Tablo 1: Baslica Kontaminasyon Kaynaklari

Hammadde

Maddeye sentez asamasinda yan maddeler karisabilir veya
kristalizasyon asamasinda kirlilik bulastigi i¢in saf olmayabilir.

Atmosfer

Havanin kendi florasi yoktur, ancak havadaki partikiller
mikroorganizma tasir. Yakit yanmasindan dogan artiklar, egzoz
artiklari, tasit lastik sdrtinmesinden dogan artiklar, toprak
parcaciklari bulunur. Ayrica 6ksirme, hapsirma yolu ile yayilan
damlaciklardaki su buharlasir ve damlacik g¢ekirdedi denen
protein parcaciklari halinde havada asili kalrlar ve Kkiginin
saglik durumuna gb6re degisik bakteriler tasirlar. Havada
serbest mikroorganizmalara rastlanmaz, ancak maya ve Kuf
sporlari bol miktarda bulunur.

Nefes

Normal nefes alma sirasinda atmosfere az miktarda
mikroorganizma geger, ancak 6ksurme, hapsirma, tikirme ile
mikroorganizma tasiyan damlaciklar yayilir.

Eller

Normal deride en az 10000/ cm® mikroorganizma oldugu
tahmin edilmektedir. Deride yasayabilen ve cogalabilen ve
patojen olmayan normal floranin yani sira gevreden veya
viicudun bagka yerlerinden bulasan gegici bir flora bulunur.

Giyim

Partikdl ve mikroorganizmalar giysinin iplikleri arasina girer ve
vlcut hareketi ile agiga cikarak ortamin kontaminasyonunu
artirabilir.

Sac¢

Sagc aralarina giren partikiil ve mikroorganizmalar bu alana iner.

Aletler

Aletler kirli olabilir. Ayrica daha 6nce hazirlanan ilacin artiklari
iyi temizlenmeden alet bir baska ilag icin kullanilirsa, bir ilacin
digerine bulagsmasi tehlikesi dogar.

Calisma
Suresi

Sdre énemlidir, érnegin cerrahi ¢alisma dncesi alinan dustan 1
saat sonra saptanan mikroorganizma sayisi, baslangigtakinin 5
katidir.

Cozicu

Temiz olmayan su ve diger c¢b6ziculerin kullaniimasi ilaci
kontamine eder.

Ambalaj

Ambalajlar kullaniimadan &énce temizlenmelidir. Ayrica bazi
plastik ambalajlardaki boya, yumusatici gibi yardimci maddeler
zamanla igindeki ¢dzeltiye gegebilir.
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Bir maddenin Uzerinde veya iginde bulunan tim mikroorganizmalardan
arindirilma iglemine sterilizasyon denir. Sonrasinda hastalik yapan ve
yapmayan tim mikroorganizmalar Oldarilmekte, inaktive edilmekte veya
ortamdan uzaklastiriimaktadir. Bu islemi, hafif, orta, ileri derecede
sterilizasyon gibi ayirma imkani yoktur. Sonugta amag, sporlu ve sporsuz
bakteriler, viruslar ve mantarlar gibi tim mikroorganizmalari ortadan
kaldirmaktir (Téreci, 1990). Herhangi bir sterilizasyon prosesi uygulanmadan
Once, Urln icin uygunlugu ve tim noktalarda istenen sterilizasyon sartlarina
ulasabilme etkinligi tespit edilmelidir. Sterilizasyon éncesi safhalar da dahil
olmak Uzere, tim islem basamaklarinda bulagsmayr en aza indirecek
6nlemler alinmalidir (Yenipazar, 2007).

Parenteral preparatlarin imalat islemleri iki kategoriye ayrilir. Birincisi
son kabinda sterilize edilen preparatlar, ikincisi tim Gretim safhalarinin
aseptik olarak ydritilmek zorunda oldugu GrUnlerdir. Steril olmasi gereken,
ancak nihai ambalaj icinde sterilizasyonlari mimkin olmayan ilaglarin imali
gibi 6zel maksatlar icin amaca uygun olarak diizenlenmis ayri kapali alanlar
bulundurulmalidir. Ambalaji i¢cinde sterilize edilebilen ilaglarin imali igin steril
hava ikmal sistemi hari¢ diger hususlar aynen aranir (Yenipazar, 2007).

Son kabinda sterilize edilemeyen parenteral sollsyonlarin
hazirlanmasinda, filtrasyon metodunun kullaniimasinin Grin kalitesi icin
daha uygun olabilecegine karar verilmistir. Ozellikle biyik hacimli inflizyon
sivilari basta olmak Uzere tim c¢ozeltiler, mimkinse dolumun hemen
Oncesinde bir mikroorganizma tutucu filtreden stzulmelidir. Eger Grin son
kabinda sterilize edilemiyorsa, ¢6zeltiler ve sivilar, 6nceden sterilize edilmis
bir kaba, nominal por buaydkligd 0.22 mikron olan bir steril filtreden
stzulebilir. Membran filtre se¢imi yapilirken, Grinin vizkozitesini dikkate
almanin yani sira por ¢api, urinle uygunlugu, sivi miktarini alma kapasitesi,
partiktl miktari ve filtre tutucularinin se¢imi de énemlidir (Mckinnon ve Auvis,
1993; Bhatti ve ark., 2006).

Son kabinda sterilize edilen Urlnler; filtrasyon ve sterilizasyon igin
uygun solldsyonlarin hazirlanmasi ve distk mikrobiyal ve partikiler sayim
degerlerine sahip c¢o6zelti elde etmek amaciyla, C kalitesindeki ortamlarda

yapilmalidir. Kapali kaplarin kullaniimasi gibi bulagsmayi en aza indirmeyi
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amagclayan ek onlemlerin alinmasi halinde, D sinifindaki ortamlarda da
¢Ozelti hazirlanmasina izin verilebilir (Akers ve ark., 1992; TGA, 2006).

Steril preparatlarin Uretimi, aseptik sartlarda yapilmalidir. Aseptik
uretim; ilag Uretiminde en c¢ok dikkat edilmesi gereken ve yapilmasi en zor
islem olarak bilinmektedir. Bu islem, personel ve materyallerin hava kilitleri
icinden gecerek girebildigi 6zel alanlarda ydrattlmelidir. Temiz alanlar,
uygun temizlik standartlarinda muhafaza edilmeli ve uygun etkinlikle filtreden
geciriimis hava ile beslenmelidir. Komponentlerin hazirlanmasina iligkin
cesitli islemler, Grindn hazirlanmasi, dolum ve sterilizasyonu, temiz alan
icerisinde yer alan ve birbirinden ayrilmig alanlarda ydratilmelidir. Temiz
alanlarda, gereken en az sayida personel bulunmalidir. Kiyafetler, proses ve
calisma alanlarina uygun olmal ve Urin0 bulagsmadan koruyacak sekilde
kullanilmahdir.  Temiz  alanlarda  tim  ylzeyler, partikil veya
mikroorganizmalarin birikmesini ve c¢evreye saciimasini en az dizeye
indirecek 6zellikte olmalidir (Galson, 2003; Lambert, 2003; USP 27, 2004a).

Su isleme Uniteleri, uygun kalitede suyun guvenilir bir bigimde
Uretilebilmesini saglayacak sekilde tasarlanmali, inga edilmeli ve bakimi
yaplimalidir. Su, mikroorganizmalarin Uremesine engel olacak sekilde
dretilmeli, saklanmal ve dagitiimahdir (Yenipazar, 2007; Cooney, 2007).

isleme tabi tutulan Griin ve materyallerin partikiller ve mikrobiyal
bulagma riskini en disik dizeyde tutmak amacina yénelik olarak, her imalat
islemi uygun bir hava temizlik dizeyini gerektirir (Demirel,1999).

Steril Gr0nlerin Gretilmesi i¢in kullanilan temiz ve steril Gretim alanlari,
6ngorilen hava 6zelliklerine gére A, B, C ve D kalitesinde olmak Uzere 4

sinifa ayrilmigtir (tablo 2).
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Tablo 2: Steril Urlinlerin imalati igin Hava Siniflandirma Sistemi

1 m® havada izin verilen max. partikiil | 1 m® havada izin verilen
Kalite Sinifi sayisl max. canli organizma
sayisl
05pu=z Suz

A 3500 Yok 1* den az

B 3500 Yok 5*

C 350.000 2000 100

D 3.500.000 20.000 500

-(*) isaretli dustk degerler, ancak fazla sayida hava érnegi alinmasi halinde
gavenilir olur.

Klas A: Sterilitenin en yiksek derecede olmasini gerektiren bdlgeler ile agik
olarak dolum yapilan aseptik bdélgelerdir. Bu alanlarda, laminer hava akimi
sistemlerinde dikey akimda 0.30 m/sn ve yatay akimda 0.45 m/sn'lik
homojen bir hava akis hizi saglanmalidir.

Klas B: Klas A bélgesini ¢cevreleyen steril alanlar

Klas C ve D: Daha az kritik olan temiz alanlar, érnegin ekipman yikama,
solisyon hazirlama alanlandir (Kenter, 2003).

B,C ve D kalitesindeki ortam sartlarina ulagilabilmesi igin, uygun HEPA
filtreler ve iyi bir hava akig modeli olan bir odada hava degisim sayisi genel
olarak 20 degisim/saat'ten fazla olmalidir.

Urtintin Gretildigi kritik alan klas- 100 (A ve B sinifi) hava sartlari
gerektirmektedir. Bu da genellikle konvansiyonel olarak havalandirilan bir
oda iginde tek yonlu bir akis sisteminin (unidirectional flow) saglanmasi ile
bagarilir. ilag hammaddesi, yardimci madde ve mataryellerle ambalaj
malzemeleri gibi ila¢ Uretiminde kullanilacak tim maddelerin bu alana,
gerekli  kontrollerinin  yapilip  Uretimde kullanilmaya uygun oldugu
belirlendikten sonra girmesi gerekir. Digaridan temiz odalara girebilecek
kirliligin azaltilmas! icin hammadde ve kaplarin, ilgili giris hava Kkilitlerinden

girmeleri gerekmektedir. Kaplar “temiz doldurma” odasindaki tek yon akisli
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temiz alanlarda doldurulmali ve agizlar kapatilarak gerekli kontroller
amaciyla ilgili bélumlere sevk edilmelidir (Demirel, 1999).

informasyon bolimu, steril Grlnlerin  paketlenmesinden, Grindn
kullanim anina kadar gegcen zamanda mikrobiyolojik butinligin
korunmasiyla iliskilidir. Uriin kaplari, uygun sekilde valide edilmis metotlar ile
kapatilmaldir. Uygun prosedlrlere gore alinan numunelerde kapama
isleminin dogrulugu (integrity) kontrol edilmelidir. Vakum altinda kapatilan
kaplardan 6rnek alinmali ve bu 6rneklerin, énceden belirlenmis uygun bir
stre sonunda vakumu koruyup korumadiklari kontrol edilmelidir. Steril Grin
batinlGgundn tertibati icin Grlne ait iki ok énemli durumun korunmasina
ihtiyag vardir. Bunlar; etikette iddia edilen &zelliklerin Grindn igindeki
niteliklere uygun olmasi ve kullanimindan 6nce Urine uygulanacak sterilite
testi sonucunda Urinun steril oldugunun garanti edilmesidir (USP 27,
2004b).

Mutlak bariyer teknolojisinin ve otomasyon sistemlerinin, CUretim
sahalarina insan muidahalesini en aza indirmek amaciyla kullaniimasi,
dretilen GrUnlerin sterilite glivencesi agisindan belirgin avantajlar saglayabilir
(TGA, 2006).

Uretilen her yeni ilag igin mikrobiyolojik kontroller yapilmalidir. Sterilite
testi yapilan bir ilagta mikrobiyolojik kontaminasyon goérilmedigi takdirde
alternatif bir metoda basvurulmasina gerek yoktur. Metotlarin ve kalite
kontrollerin farmakopeler baz alinarak yapilmasi uygun bulunmaktadir
(McGuire ve Kupiec, 2007, USP 27, 2004; BP, 2004).

Steril veteriner ilaclarin pirojen dizeyleri belirlenmis limitleri
asmamaldir. CUnk(; patojenler dahil birgok canli organizma ve cansiz
maddeler uygun ortami buldugunda probleme neden olabilir. Bu ilaglarin
steril Uretiminin ekonomik olarak kullanilan teknolojiye uygunluk gdstermesi
gerekmektedir. CVM (Center for Veterinary Medicines) parenteral veteriner
ilaglarin non- steril olarak etiketlenmemis olmasi gerektigini bildirmistir.
Kalite kontrolleri yapilan Grinin steril oldugu, endotoksin icermedigi, tim
mikroorganizmalardan uzaklastirilmis oldugu garanti edilmelidir (Kupiec,

2005). Bakterilerin buyimesini destekleyen ve mikrobiyal kontaminasyona
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ugramis parenteral sivilarin  kullanimi  engellenmeli  ve kesinlikle

saklanmamalidir (Berry ve ark. ,1993).

1.1.4. Endotoksin ve Pirojenite Testi

Pirojenler, mikroorganizmalarin metabolizmasiyla ortaya cikan vya
polisakkaritler ya da proteinlerdir. 0,05- 1 ym buyukliginde, suda ¢6zinen
ve Islya dayanikli molekdllerdir. Pirojenlerin insana ve hayvana enjekte
edildikleri zaman vicut sicakliginda artisa neden olduklar bilinmektedir.
Lipopolisakkaritler; gram (-) bakterilerin hiicre duvarinin (endotoksin) biyuk
bir kKismini olusturmaktadirlar ve bunlar genelde en ¢ok rastlanan pirojenler
olarak bilinirler. Ama ates ylkselmesine sebep olan baska maddeler de bu
siniftan sayilabilir. Bakteri hlcreleri 610 veya parcalanmig olduklari zaman
da pirojenik etkili olabilirler (Akgiin ve ark., 2000; USP 27, 2004c).

Pirojenite, mikrobiyolojinin pargasi sayllmayan ancak pirojenler,
mikrobiyal buydmenin sonucu olarak ilaglarin mikrobiyal kirliligine neden
olan maddeler olarak bilinmektedir. Pirojenik kontaminasyondan kaginmak
icin ¢ok saf kimyasallar ve sterii malzemeler kullanmak gerekmektedir
(Akgln ve ark., 2000; Guidevet, 2005).

Pirojenleri tespit etmek icin 2 metot bulunmaktadir. Bunlar; Pirojenite
kontrol testi ve LAL (Limulus Amebocyte Lysate) testi olarak bilinmektedir.
Geleneksel yontem; laboratuvardaki tavsanlara uygulanir ve her saat basi
viucut sicakliklari kontrol edilir. Alternatif ydontem ise halen kullaniimakta olan
ve LAL testi olarak bilinen ydontemdir. Uygulamasinda; at nali yengecinin
kanindan elde edilen LAL c¢dzeltisi pirojen ve endotoksinlerle kati bir jel
olusturmaktadir. Bu jellesme pirojenite varligini ispat eder (Akglin ve ark.,
2000; Aulton, 2002; USP 27,2004c).
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1.1.5. Sterilite Testi

Parenteral ilaclar icin uygulanan ve ilaglardaki partikil ve mikroorganizma
icerigini 6lgcmek igin yapilan bir testtir (FDA, 1987; BP,2004, USP 27,
2004d). Parenteral preparatlar; aseptik kosullarda Gretilmig, kalite kontrolleri
yapilmig, mikroorganizmalardan arindirilmig, sterilite testleri tamamlanmig
drinlerdir (WAC, 1992; NMAC, 2005). Mide-barsak kanalindan absorbe
olmayan veya orada parcalanan, bu nedenle damar ya da doku igine steril
enjektdér ve igne ile verilen c¢ozelti, sidspansiyon, emulsiyon formlara
parenteral preparat denmektedir. Parenteral preparatlarin, deri, mukoza
veya seromembran tabakalari arasina veya altina enjeksiyon yolu ile
uygulamasina parenteral yol denir (Cingi ve ark., 1996). Parenteral
preparatlarin, steril, vicut pH 1na esit (7,4) veya buna yakin, tercihen
izotonik ve mutlaka apirojen olmalari gerekmektedir (Stzer, 2006). Steril
drOnlerin steril olduguna dair kalite kontrolU igin prensip, tabii ki Grinlin
kendisine yapilacak sterilite testidir (Aulton, 2002). Sterilite testi aseptik
kosullar altinda, temiz odalarda, temiz hava sartlarinda ve temiz bir ekipman
ile yapiimalidir (Kastango ve Douglass, 2001; Venti, 2006). Veteriner
parenteral preparatlarin da beklenen bir kalitesinin olmasi gerekmekte ve
kesinlikle steril olma kosulu aranmaktadir (CVM, 2000; APVMA, 2006; USP
27, 2004d).

Sterilite testi icin alinan numunelerin bitmis Grindn cesitli serilerinden
alinarak, bitin seriyi temsil etmesine dikkat etmek gerekmektedir. Son
kaplarinda 1si ile sterilize edilen Grlnler igin, yikin en soguk olmasi
beklenen boliminden numune alinmasina dikkat edilmelidir. Aseptik olarak
dolumu yapilan Urlnlerde, dolumun baslangicinda, sonunda ve dolum
isleminin belirgin olarak kesintiye ugramasindan sonra numune alinmalidir.
Ayrica bazi 6zel durumlarda serinin kontaminasyon riskinin en fazla oldugu
distndlen béliminden alinmasi da uygun bulunmaktadir (PDA, 2000; USP
27, 2004d). Ancak test edilecek materyallerin test esnasinda, testi yapan kisi
veya cevresel faktdrlerden etkilenmemesinin garanti olmadidi bilinmektedir.

Bu nedenle sterilite testlerinin, yeterli laboratuvar tegkilati olan yerlerde ve
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yeterli deneyimi olan kigilerce yapilmasinin uygun oldugu bildirilmigtir (Fry,
1996; Motise, 1999).

Sterilite testi sonucunda; mikroorganizma bulunmasi &énemli bir
durumdur ve sonraki kisim hem Uretim bdlimlerini hem de laboratuvar
bdlimuna ilgilendirmektedir. Eger steril bir Griinde herhangi mikrobik bir
blylme gbzlenirse, sterilite testini gecememis kabul edilmektedir (Motise,
1999; Zolner, 2006).

Yanlis kaydedilmis bir sterilite testi, cok kétl sonuclar dogurabilir. Eger
gercekte steril olan bir materyal ¢alisma sartlari, ¢alisma ortami ve calisan
personelden kaynakli non-steril ¢ikmis ise yeniden sterilize edilmesi
gerekmektedir veya ¢ok blyuk mali kayip géze alinarak Grindn imhasi s6z
konusu olabilir. Bunun aksine kirlenmis bir seri sterilite testini gecerek
piyasaya sunulmus ise, kullanilan her ilag igin ciddi saglik problemleri s6z
konusu olabilir. Bu nedenle sterilite test prosedurleri son yillarda énemli
derecede gelistirilmis olup, basarisizliklar ruhsatlandirma otoriteleri
tarafindan ortaya cikarilmaktadir. Eger bir Grlin testte basarisiz ¢ikarsa,
imalat prosedurlerinin ciddi sekilde yetersiz oldugu veya Urlndn gercekte
steril oldugu ancak test yonteminin hatali oldugu séylenebilir (Aulton, 2002).

Uretimi tamamlanmis bir veteriner parenteral preparat igin, sterilite
testi yapilmig ilag serileri arasindan ancak test uygunlugu onaylanan bitmis
arin serilerine ait GOrdnlerin piyasaya sOrdlmesi uygun bulunmaktadir
(EMEA, 2006).

Sterilite testinde kullanilacak besiyerlerinin seciminde, olabildigince ¢ok
mikroorganizmanin (Candida albicans, Aspergillus niger, Clostridium
sporogenes ) uUremesini desteklemesi icin seciciligi mimkin oldugunca az
olan besiyerlerinin secilmesine ve Ureme olusmasi durumunda, olusan
bulanikligin daha kolay g6zlenebilmesi igin berrak olmasina dikkat
edilmektedir (CFR, 1998; Sen, 2002). Sterilite testi sonucunda
besiyerlerinde olugsmus bir bulaniklik mikrobiyal kontaminasyon belirtisi
olarak kabul edilmektedir. Bdyle bir durum ile karsilasildiginda test tekrar
edilmelidir (Hoffman ve ark., 1982). inokiilasyondan sonra bakteri varligi s6z
konusu ise 7 gun iginde hatta daha az strede bulanikligin olusumu
gbzlenebildigi icin Fluid Thioglycollate Medium (FTM) ve Triptic Soy Borth
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(TSB) besiyerlerinin kullanimi sterilite testi icin uygun goértlmastir (USP 27
2004d; CFR, 2006). FTM 30- 35°C’ de, TSB ise 20- 25°C ‘de inkibe edildigi
takdirde ¢ok yavas buylyen mikroorganizmalar ile ¢ok kicUk sayilardaki
mikroorganizmalarin bile blyUmesi igin uygun bir ortam saglamaktadir
(Olson ve Groves, 1990; Christianson ve Levings, 1999; Bugno ve Pinto,
2002a; Smith, 2005).

USP 27 (2004d)’ ye gbre, 14 glnlik bir inklibasyon periyodu icerisinde
farmasotik Urlnlerde olusabilecek tim mikrobiyolojik kontaminasyonlarin
ortaya ¢ikabilecedi bildirilmigtir (Bugno ve Pinto, 2002b-c). Sterilite testi ile
ilgili kontroller 6zellikle énemlidir. CUnk( tamamlanmamis bir kontrolln
yanlis neticeler verebildigi gd6zlenmistir. Yapilan c¢alismalarda, yanhs
noétralize edilmis bir koruyucunun, serilerin sterilitelerinin sonradan teshis
edilemeyecek sekilde c¢ikmasina ve dolayisiyla da kullanilan vicutta
enfeksiyon olusumuna neden olabildigi gérilmastir (Wilson ve ark, 1995;
Aulton, 2002).

Sterilite testi icin 6nerilen 2 metot bulunmaktadir. Bunlar; membran
filtrasyon metodu ve direkt transfer metodu olarak bilinmektedir. Membran
filtrasyon metodu parenteral ilaclarda sterilite testi icin daha tercih edilen bir
metot olarak belirlenmigtir. Bu sistem, kapali bir sistem oldugu igin,
kontaminasyon riski ve hata yaparak pozitif sonu¢ alma oraninin daha digutk
oldugu tespit edilmistir (Akers ve ark.,1991; Gardner ve ark., 2003; USP 27,
2004d).

Sterilite testinde; ilacin icindeki antimikrobik maddeleri de inaktive
etmek gerekmektedir. Bunlar, antibiyotikler, g6z damlalarn igindeki
koruyucular olabilir. Likit test ortamina o antimikrobik maddeleri nétralize
etmek icin uygun maddelerin ilave edilmesi gerekmektedir. Ama 6zellikle
bazi grup ilaglar icin bu sekilde 6zel inaktivatérlerin kullanimi mimkin
degildir. Bu problemin; membran filtrasyon teknigi ile ¢6zimlenmesi
mUmkindur. Bu alternatif metot; filtrasyon yapilacak membranlarin por
geniglikleri bakterileri tutacak kadar kigUk olacak sekilde secilerek (0,2 u
veya 0,45 p) sulu veya yagli solisyonlarda uygulanmasidir. Membran
Uzerinde tutulan bakterilerin izotonik tuz sollGsyonu ile (peptonlu su)
ylkanmasinin uygun oldugu bildirilmigtir (BP, 2004). Bu sollsyonun,
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antimikrobik maddeleri ve bunlarin en ufak izlerini bile bu ortamdan
temizleyecek nitelikte olmasi gerekmektedir. Bu iglemler bittikten sonra
bakterilerin tutunacadi membranlarin uygun kaltGr ortamlari ile birlesmesini
saglamak gerekmektedir. 14 gunlik inkUbasyon periyodundan sonra
degerlendirmeler yapilmaktadir. Bu metot, antimikrobik maddeleri nétralize
etmekte daha ylksek sansa sahip oldugu icin direkt inokllasyona gére daha
tercih edilir bir yontem olarak kabul edilmektedir (Aulton, 2002; USP 27,
2004d).

Galismamizda kullanilan “Vacuum filter Holders Sterility Testing
System” bu sistemin daha gelismisi ve tam kapali bir sistem olarak dizayn
edilmis olan membran filtrasyon sistemidir. Kontaminasyon riskini en az
dizeye indirdigi ve sterilite testinde daha saglikh sonuglar verdigi icin en

gelismis ve kullanimi en uygun sistem olarak belirlenmistir.

. Direkt inokiilasyon Yéntemi (Direkt Metot)

Bu metot; 6ncelikle kati GrGnler igin kullaniimaktadir. Bu prosedirin tim
basamaklari aseptik olarak “Class 100 Laminair Flow” sisteminin iginde
yerine getirilmektedir. Ornekler aseptik olarak TSB ve FTM besiyerlerini
iceren tlplere ya da siselere dogrudan inokule edilerek 14 gin inklbasyona
tabi tutulmaktadir. 3., 7. ve 14. glinde tGreme olup olmadigi incelenmektedir.
inklibasyonun bitiminde besiyerinde Ureme gdzlenmemesi sterilite testinin
olumlu oldugunu gdéstermektedir (Clongen Laboratories, LLC,2003; USP 27,
2004d). Bu ybéntemde, sterilite testine alinan numuneden alinacak Urln
miktari sinirh olmakla birlikte, dogal bakteriostatik ve fungustatik bilesenler
uzaklastirilamaz ya da yeterli bir sekilde nétralize edilemez.
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Il. Membran Filtrasyon Yontemi

Membran filtrasyon teknigi, test kosullarinda antimikrobiyal bir etkiye sahip
olmayan yagl c¢éziculerle suda ¢dzinebilir ya da karisabilir preparatlar ve
alkollli ya da yagh preparatlar igin kullaniimaktadir (USP 27, 2004d).

Bu metot 6zelliklede sivi ilaglarda kullaniimaktadir. Membran filtrasyon
ile yapilan sterilite testinin tUm adimlari aseptik kosullarda Laminair Flow
kabininde ve klas 5 hava kalitesine sahip ortamlarda gerceklestiriimektedir
(Galson, 2003; USP 27, 2004d).

Testin uygulanacag! ilag 6rnegi 15 dakika boyunca calkalandiktan
sonra calismaya baslanmalidir. Oncelikle ilag filtreden gegirilerek sonrasinda
besiyerleri TSB ve FTM' ye transfer edilerek 14 gin inklbasyona
birakiimaktadir. inklibasyon periyodu siiresince Gremenin gdzlenmemesi
gerekmektedir (MO BIO, 2006; AppTec, 2006). Eger test numunesi
mikroorganizmalarin Uremesini engelleyecek bazi maddeler iceriyorsa
uygun durulama ajani kullanilarak, durulanan membran filtre Gzerinden bu
maddeler uzaklastirilabilir.

Eger inokilasyon sonrasinda acgikga gortlebilir Greme meydana gelmez
ise, Urln test kosullarina uygundur seklinde yorumlanmaktadir (EP, 2000).

Eger test edilecek trlnin varliginda acik¢a gorilebilir Greme meydana
gelir ise, GOrindn test kosullarinda tatmin edici bir bigcimde ortadan
kaldirilmamig kirlenmeye sahip oldugu dasundlmektedir. Kirlenmeyi ortadan
kaldirmak icin kosullarin degistiriimesi ve testin tekrarlanmasi gerekmektedir
(EP, 2000).

Vitamin igceren paranteral preparatlar da diger tim parenteral
preparatlar gibi steril olma kosulu tagimaktadir. insan saghgi igin kullanilan
preparatlarda oldugu gibi veteriner preparatlar icin de mikrobiyolojik
kontroller énemlidir. Saglik Bakanligi tarafindan yayinlanan yénetmeliklerde
de belirtildigi gibi, beseri tibbi Urlnlerin imalat standartlari ile veteriner tibbi
drdnlerin imalat standartlarinin ayni olmasi gerekmektedir (Saghk Bakanligi,
2004).



20

2.GEREC VE YONTEM

2.1. GEREG

Galismamizda Tarkiye’ de veteriner ila¢ Uretimi yapan 14 degisik firmadan,
20 farkh markanin degisik seri numaralarina ait ilaglar alinmigtir. 2006- 2007
tarinleri arasinda Uretilmis ve son kullanma tarihleri 2008- 2009 arasinda
olan 50 adet veteriner parenteral vitamin preparati incelenmigtir.

Ankara’da bulunan c¢esitli ilag depolarindan temin edilmis olan
veteriner preparatlar, mikrobiyolojik kontrolleri yapilincaya kadar orijinal
ambalajlarinda ve oda sicakliginda muhafaza edilmigtir.

Calismamizda firma isimlerinin gizliligine dikkat edilmis ve &rneklerin

ticari isimleri yerine numaralar kullaniimistir.

2.1.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

e “Vacuum filter Holders Sterility Testing System” *Sterilite kontrolQ igin
kullanilacak Kapali Filtrasyon Sistemi ;
e Sartorius GmbH D 3400 Géttingen Fed. Rep. Germany. ( Type = MC
1000, Fnr = 785659, Volt= 220, Watt= 160)
e Sartorius Motor MC 1000 FEC: 1,25 A/ 160 watt
220 V -/ 50 Hz.
MC 2000 FEC : 2,5 A/ 400 watt
220V -/50 Hz
e GAST- Peristaltik Pompa; Little Giant Model : 13154 Pressure/
Vacuum Pump Gelman Instrument Company
e (Cesitli firmalara ait veteriner enjektabl vitamin preparatlar, piyasada
bulunan ilag depolarindan temin edilmistir.
e FEtlv
e Otoklav
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e Buzdolabi

e Cam Pipetler (5,10 ml)

e Petri kutulari ( cam, 100- 120 mm)
e Deney tupleri

e Erlen mayer (500, 1000 ml)

e Mezurler (250,500 ml)

e Lam, pens,spatiil

e Oze

e Mikroskop

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Fluid Thioglycollate Medium (FTM) (Merck)

Fluid Thioglucollate Medium; anaerobik bakteri kulturd icin kullaniimaktadir
(BP, 2004).

Besiyerinin bir litrede yaklasik icerigi:

FL-SISTIN. e 05 ¢
FAQAI. . 0,75 g
*Sodyum Klorlr.......oooooiiiiiin, 25 ¢
*Glikoz Monohidrat...............ccoeevieiene. 55 ¢
*Mayadzitt (suda ¢dzUnebilen)............. 50 ¢
*Pankreatik Kazein Ozi...................... 150 ¢
*Sodyum Tiyoglukolat ........................ 05 ¢

*Resazurin Sodyum Sollsyonu (1/1000)...1.0 ml

Toz halindeki hazir besiyeri karisimindan 30 g tartiip 1000 ml distile
su icinde ¢dzinmesi saglandi ve pH’ si1 7,1’ e = 0.2 ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 37°C
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sicaklikta 24 saat etivde bekletilerek sterilite kontroli yapildi
(Bilgehan,2002).

Triptic Soy (CASO) Broth, (TSB) (Merck)

Besiyerinin bir litrede yaklagik icerigi:

*Kazein Pepton..................... 17,09
*Soy Pepton.......c.ooviin i 3,09
*Dekstroz.......ccoooviiiiiinennn. 2,59
*Sodyum Klordr.........ccvevenenenn. 509
*Potasyum Fosfat, dibazik........ 259

Toz halindeki hazir besiyeri karisimindan 30 g tartihp 1000 ml distile su
icinde ¢6zinmesi saglandi ve pH’ si 7,3" e ayarlanarak otoklavda 121°C’ de
15 dakika steril edildi. Otoklavdan cikan besiyeri 37°C sicaklkta 24 saat
etlivde bekletilerek sterilite kontroll yapildi (Bilgehan,2002; Quelab, 2001).

Triptic Soy Agar (TSA)

Besiyerinin bir litrede yaklagsik icerigi;

*Pankreatik Kazein Ozeti.........ccccoooveveveveeereennn 15,0 g
*Enzimatik Soya Ozeti..............ccececeevceceviennn5,0 g
*Sodyum KIOFUF ... .ooeiiiiiiieece e 509
FAGAN e 15,09

Toz haldeki hazir besiyeri karisimindan 40 g tartilip 1000 ml distile su
icinde ¢bzinmesi saglandi ve pH si 7,3 + 0.2° e ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45- 50
°C’ ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm capindaki petrilere 25- 30 ml
(yaklasik 4 mm kalinhginda) doékuldi. Petrilerdeki TSA donduktan sonra
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37°C sicaklikta 24 saat etlvde bekletilerek sterilite kontroll yapildi
(Bilgehan,2002).

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck)

Besiyerinin bir litrede yaklagik icerigi:

*EtOzeti.cceeeeeieeeeeeeee 209
*Kazein Asit Hidrolizat ................ 1759
*Nisasta.....coovviiiiiiiiin 1,59
FAQAN. . 17 9

Toz haldeki hazir besiyeri karigimindan 38 g tartilip 1000 ml distile su
icinde ¢6zinmesi saglandi ve pH’ si 7,3’ e ayarlandiktan sonra otoklavda
121°C’ de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45- 50 °C’ ye
kadar sogutulduktan sonra, 90 mm capindaki petrilere 25-30 ml (yaklasik 4
mm kalinhdinda) dokdldu. Petrilerdeki MHA donduktan sonra 37°C sicaklikta
24 saat etlivde bekletilerek sterilite kontroll yapildi (Bilgehan,2002; Quelab,
2000).

Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck)

Besiyerinin bir litrede yaklasik icerigi:

“EtOz€ti..o oo 2,09
*Kazein Asit Hidrolizat...... ....... 1759
*Nisasta ..cooovvviiiiiiiii, 1,59

Toz haldeki hazir besiyeri karigimindan 21 g tartilip 1000 ml distile su
icinde ¢dzinmesi saglandi ve pH’ siI 7,3’ e ayarlandiktan sonra otoklavda
121°C’ de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 37°C sicaklikta
24 saat etivde bekletilerek sterilite kontrolU yapildi (Bilgehan,2002).
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% 6.5 NaCl ilaveli Muller Hinton Broth :Toz haldeki hazir besiyeri
karisimindan 21 g tartilp, % 6,5 oraninda (65 g) NaCl ilave edildikten sonra

1000 ml distile su icinde ¢6zinmesi saglandi. Bundan sonraki iglem sirasi

MHB ile ayni sekilde yapildi.

Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid)

Besiyerinin bir litrede yaklagik icerigi:

*Et Ozetiooeii e 109
*Pepton ... 10,09
NaCl oo 75,09
*D-mannitol .........cooooiiiiii 10,0 g
*Fenol Kirmizist .......oooovieiiiiinn.. 25,0 mg
FAQAr e 15,09

Toz haldeki hazir besiyeri karisimindan 111 g tartihp 1000 ml distile
su igcinde c¢6zunmesi saglanmis ve pH si 7,4 e ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 90
mm ¢apindaki petrilere 25- 30 ml (yaklagik 4 mm kalinhdinda) dékalmustar.
Petrilerdeki besiyeri donduktan sonra 37°C sicaklkta 24 saat etlvde

bekletilmig ve sterilite kontroll yapiimistir (Bilgehan, 2002).

Kanli Agar

Besiyerinin bir litrede yaklasik icerigi:
* Kalp Inflizyonu......ccccoeeeevvveeenne, 10,0 ¢
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Toz haldeki hazir Blood-Agar Base (BBL) besiyerinden 4 g tartilip 1000
ml distile su icinde ¢ézinmesi saglandi. pH’ si1 7,3’ e ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan g¢ikan besiyeri 45- 50
°C’ ye kadar sogutulduktan sonra % 5 oraninda kan ilave edilerek karistirildi.
90 mm c¢apindaki petrilere 25- 30 ml (yaklasik 4 mm kalinliginda) dékald.
Petrilerdeki besiyeri donduktan sonra 37°C sicaklikta 24 saat etlvde

bekletilerek sterilite kontroll yapildi (Bilgehan,2002).

Nutrient Agar

Besiyerinin bir litrede yaklasik icerigi:

*Et Ozetic.neee oo 30¢g
*Pepton......ooooiiiiinn 509
FAQAr . 15,09

Toz haldeki hazir besiyeri karisimindan 23 g tartildi ve 1000 ml distile

su icinde ¢6zinmesi saglandi.

Nisasta ilaveli Nutrient Agar : Ay bir yerde 10 g Nisasta 50 ml distile su

icinde krem kivamina gelinceye kadar karigtirilarak ¢6zinmesi saglandi.
Hazirlanan nisasta karisimi Nutrient Agar besiyerine eklendi ve otoklavda
121°C’ de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri, 90 mm
capindaki petrilere 25- 30 ml (yaklasik 4 mm kalinliginda) doékaldo.
Petrilerdeki besiyeri donduktan sonra 37°C sicaklikta 24 saat etlvde
bekletilerek sterilite kontroll yapildi.
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Nutrient Broth

Besiyerinin bir litrede yaklagik icerigi:
*Et Ozeti...... ceveeeeeeeene, 309

Toz haldeki hazir besiyeri karisimindan 8 g tartildi ve 1000 ml distile

su icinde ¢6zinmesi saglandi.

Jelatinli Nutrient Broth :12 g jelatin hazirlanmig nutrient broth besiyerine

karistirilarak ¢bézinmesi saglandi. TUplere 5 er ml paylastirilarak otoklavda
121°C’ de 15 dakika steril edildi.

Clark-Lubs Besiyeri (MR/VP)

Besiyerinin 1 litrede yaklasik icerigi;

*Polipepton ..., 709
*GIHKOZ o 5049
*Dipotasyum hidrojen fosfat................. 509

Maddeler hafif¢e isitilarak suda eritildi ve stizge¢ kagidindan stzulda.
Soguduktan sonra pH’ siI 7,5’ e ayarlandi ve 1000 mI’ ye tamamlandi. 5 g
glikoz ilave edildi. Tuplere 5 er ml taksim edilerek 121% C’ de 15 dakika

otoklavlandi.

Triple Sugar Iron Agar (TSI agar)

Besiyerinin 1 litrede yaklasik icerigi
*Polipepton... ....coooiiiiiiiiinnn. 20,0 g



*LaKIOZ.. ceei 10,0 g
*SUKIOZ oo 10,09
*GlKOZ. e 1,0 g
*Sodyum Klordr........c.coveieennnn. 50 g
*Ferrik Ammonyum Silfat............ 0,29
*Sodyum Tiyosdllfat .................. 0,29
FAQAr 13,09
*Fenol Kirmizisi............oooeeen. 0,025 g
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Maddeler karistirildi, sicak su banyosunda eritildi, 121 C' de 15

dakika steril edildi, pH 7,3’ e ayarlanarak deney tlplerine 8-9’ar ml dagitildi,

tiplerde dipte 2.5 -3 cm’ lik bir dik kisim ve Ustte bir yatik kisim kalacak

sekilde tutularak sogutuldu.

Tripton Besiyeri

indol testinde kullanilan bu besiyerinin bilesimi;

*Triptofan (L-triptofan)...... ............ 0,19
*NaCl oo 0,59
* Buyyon (Triptic Soy Broth).......... 0,89

Maddeler isitilarak eritildi, pH 7,2" ye ayarlandi ve tiplere 3-5’er ml

dagitihp otoklavda 121 °C 'da 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanmig

besiyerinin berrak ve sarimsi olmasina dikkat edildi.

Simmon Sitrat Agar

*Magnezyum silfat.... ...
*Ammonyum Dihidrojen Fosfat...... .................

* Sodyum Ammonyum Fosfat ....................e.
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* Sodyum Sitrat, tribazik...................ool 209
*Sodyum KIOFUr.....eeeii e 509
* Bromtimol Mavisi..........ccooiiiiiii .0,08¢
FAQAr 15,049

Besiyeri karisimindan 23 g tartihp 1000 ml distile suda isitilarak
erimesi saglanir ve pH 7,0’a ayarlandiktan sonra tiplere 3-5 ml taksim
edilerek 121 °C’ de otoklavda 15 dk. steril edilir.

2.1.3. Kullanilan Ayiraclar ve Boyalar

Kovaks Ayiraci :

*p- Dimetilaminobenzaldehit.......................... 509
*izo veya normal amil alkol........................... 10,09
*HCIkonsantre .......oovviiiiiie 50,0 ml

Metil Red Ayiraci :

*Metilred ..o 0,04 ¢
*Etanol ..o 40,0 ml
*Distile SU oovvviiiiii 100,0 ml

Metil red etanolde ¢6zuldi ve 100 ml’ ye tamamlandi.

Voges-Proskauer Ayiraclari :

T.a—naftol..........c.oooeieeni, 509
Absoli etil alkol .................. 100,0 ml
Ayirag . a— naftol* Gin alkolde ¢c6ztinmesiyle hazirlandi.
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2. Potasyum hidroksit ............... 10,0 g
Distile SU c..covvviiiiiiiies e 100,0 ml

Potasyum hidroksit distile suda ¢6zuldG.

Hidrojen Peroksit (% 3’ lik) Eriyigi :

1 ml, stok % 30’ luk hidrojen peroksit (H20) tzerine 9 ml distile su ilave

edilerek hazirlanmistir (Randolp, 1997).

2.1.4. Numunelerin Hazirlanmasi

incelemeye alinacak her bir numunenin ambalaj kontrolii yapildi.
Numunelerin kapaklari steril eldiven giyilerek bek alevi yaninda acildi ve
%70’ lik alkol igine daldiriimak suretiyle sterilite testine hazir hale getirildi.

2.1.5. Aletlerin Hazirlanisi ve Sterilizasyonu

Kullanilacak filtrasyon sisteminin tim parcalari, sicak musluk suyu ve
deterjanl su ile firgalanarak yikandi. Birka¢ defa distile sudan gecirilerek
iyice durulandi. 60° C' lik etlvde kurumasi saglandi ve sarilarak otoklavda
121°C' de 15 dakika steril edildi (Bilgehan, 2004). Bu islem her ¢alisma igin
ayni sekilde tekrarlandi.

Petriler yikanip distile sudan gegcirildikten sonra pastér firininda
kurumasi saglandi. Paketlenerek otoklavda steril edildi.

Sivi Besiyerleri TSB ve FTM hazirlandi, 200 ml’ lik siselere 100 ml
olacak sekilde paylastiriidi. Otoklavda 121° C' de 15 dakika steril edilerek
oda sicakliginda muhafaza edildi (Bilgehan, 2004).

Besiyerleri uygun kosullarda hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C ‘ de
15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon islemi besiyerlerinin kalitesi igin

6nemli bir rol oynamaktadir. Besiyerleri, baloncuk, partikil icermemelidir.
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Kristalize olmamali ve soguk ortamlarda muhafaza edilmelidir. Sterilizasyon
isleminden sonra hazirlanmig her bir besiyerinden 2° ser adet alinarak
kontrol amaciyla etlvde 37° ‘ de 2 gin veya oda sicakliginda en az 3 gln
kontaminasyondan kaynakli bir blylme olup olmadidini gdzlemek igin
bekletildi (Basu ve ark., 2005 ).

Kati besiyerleri hazirlandi. Otoklavda 121° C' de 15 dakika steril
edildikten sonra aseptik sartlarda petrilere bélinda ve bir gin sireyle etlve

kaldirildi. Daha sonra buzdolabinda muhafaza edildi.

2.2. YONTEM

Denemeye alinan numunelerin mikrobiyolojik kalite kontrolleri yapildi. Bu
amagla, parenteral preparatlarin timdntn steril olma kosulu g6z 6ninde
bulundurularak sterilite test kontrolleri yapildi. Bunun yani sira Greme
gbzlenen bazi numuneler igin identifikasyon testleri yapilarak kontaminasyon
kaynagi tespit edildi.

2.2.1. Sterilite Testi

Sterilite testinin dnerilen metodu uygun drlnler igcin membran filtrasyon
yontemidir. Eder Grin bu ydnteme uygun degil ise direkt inokllasyon
metodu kullanilir (USP 27, 2004d).

Bizim calismamizda, parenteral vitamin preparatlar incelemeye
alindidi igin, bu Urlnlerin membran filtrasyon ydntemine uygun olmasi
sebebiyle sterilite testinde membran filtrasyon yontemi kullanildi.

Sterilite testi aseptik sartlar altinda yapildi. Bu amagla &ncelikle
anaerobik bakterilerin Gremesine uygun FTM ve aerob bakteri ve
mantarlarin gelisimine uygun TSB besiyeri kullanildi. Her iki besiyeri de
200 ml’ lik giselere 100 ml denk gelecek sekilde paylastinlip sterilize
edilerek hazirlandi. TSB 22.5+ 2.5° C ve FTM 32.5+ 2.5° C inklibasyona
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birakildi. Caligilan numuneler 14 gin slresince etlvde bekletildi (EP,
2000; Wilson ve Varney, 1995; USP 27, 2004d).

2.2.1.1. Membran Filtrasyon Metodu

Calismamizda filtrasyon metodunu uygulayabilecegimiz sterilite kontroll
icin Kapali Filtrasyon Sistemi (Vacuum Filter Holders Sterility Testing
System) kullanildi. Vacuum Filter Holders Sterility Testing System;
peristaltik bir pompa, bir T- distribitéra ile 0,45 um zar ihtiva eden cam ve
polipropilen filtre tutucu, doldurma kapagr ve T-dagitim konektérine
iligtirilen silikon boru yoluyla baglanmis doldurma kapagindan ibaret olan
bir sistemdir.

Sekli 1: Kapali Filtrasyon Sistemi

Mikrobiyolojik analiz sirasinda denemeye alinan numunenin disardan
kontaminasyonu 6nlendi ve bu amaca y6nelik uygun ortamda denemeler
gerceklestirildi. Calisma ortamindaki U.V. lambalar ortam sterilizasyonu
amaci ile calismaya baslamadan 6nce 45 dakika boyunca calistirildi.
(FDA, 2004).
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Hazirlanan tutucular, polipropilen figler ve metal kapaklar sarildiktan sonra
121° C de 15 dakika slresince otoklavda sterilize edildi. Ultraviyole is1d1
altinda muhafaza edildi. Vakumlu dagitim borusu ile peristaltik pompa ayni
tezgah Uzerinde monte edildi. Dagitim borusu musluklari ve pompalar bir
pedal aracihgi ile calistirildi. Steril filtre tutuculari alt vidalar cikarlarak
monifolt Gzerine yerlestirildi. Steril silikon hortum peristaltik pompanin
doéner bagligina takilarak tekli ucuna steril emici igne takildi. Hortumun ciftli
ucu filtre tutucularina takildi. Testin uygulanacagi ila¢ 6rnegdi 15 dakika
boyunca calkalandiktan sonra galismaya baslandi. Oncelikle ilag filtreden
gecirilirken peristaltik pompa yardimiyla emdirilerek filtreden vakum
yaptiriimak sureti ile alindi. Ayni hortum kullanilarak filtre tutucularinin
birisine FTM dolduruldu ve 32.5 + 2.5 ° C’ de bakterileri tespit etmek icin
etlve kaldinldi. Diger filtre tutucusuna da TSB dolduruldu 22.5 + 2.5 ° C’
de kuf ve mayalarin tespiti icin etive kaldirildi. Her iki filtre tutucusu da 14
gln inklibasyona tabi tutuldu (Bugno ve Pinto, 2002a; BP, 2004; USP 27,
2004d).

inkiibasyon periyodu siiresince tiremenin var olup olmadigi gézlendi
(MO BIO, 2006).

14 gUnlik inkibasyon periyodu boyunca besiyerleri kontrol edildi. Her

besiyeri icin asagida belirtilen iglemler gerceklestirildi.

2.2.1.2. Degerlendirme

inkiilbasyon dénemi boyunca aralarda ve sonunda, mikrobiyal bilyiimenin
makroskopik kaniti icin ortam incelendi. Test edilen materyalde,
inklbasyon periyodu bagladiktan sonra, 14 gin boyunca gobrsel
incelemeyle mikrobiyal blyimenin varligi ya da yoklugu tespit edilebildi.
Ancak mikrobiyal Gremenin daha saglikli anlagilabilmesi igin, Greme olan
kaplardan, ayni igerikli yeni besiyerlerine aktarma yapildi. Orijinal ve
transfer edilmis kaplarin inkilbasyonuna asilamadan itibaren 14 gun
siUresince devam edildi (BP, 2004; USP 27, 2004d).
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Sterilite testi ile uyumlu gértilmeyen 6rnekler yukaridaki islemlerle es
zamanli olarak kanli agara pasajlandi ve Gram boyamasi yapildi. Burada
incelenen sonuglara gére yorumlar yapildi.

Kanli agarda olusan Kkoloniler, Mueller Hinton Agar a yeniden
pasajlandi. 24 saat etivde bekletildikten sonra koloniler incelendi ve

identifikasyon testlerine gegildi.

2.2.2. Biyokimyasal Testler

Bakterilerin teshisinde yararlanilan biyokimyasal testlere ait reaktifler ve
testlerin yapiligi agagida belirtilmigstir.

1. indol Deneyi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasid olan triptofani ayristirarak indol
meydana getirebilme yetenegdini belirlemek icin kullanilir. Mikroorganizmalar
tripton besiyerine ekildikten sonra 37° C de 1-5 giin inkibasyona birakildi.
Kaltdrlerin Gzerine kovacs ayiracindan 0,5 ml ilave edilerek iyice
karistirlldi. TUplerin Ust kisminda bir iki dakika iginde kirmizi bir halkanin
olusmasi pozitif reaksiyonu (indol formasyonunu) ifade eder. Sarimsi halka

indolun olugmadigini gbsterir (negatif indol testi).

2. MR Deneyi

MR deneyi, bakterilerin karbonhidratlari (glikozu) fermente etmeleri
esnasinda olusan laktik, asetik ve formik asit gibi Grtnlerin, besiyerinin pH’
sini metil kirmizisi ile saptanabilecek derecede dugUrmeleri temeline
dayanir. Bu amagcla tamponlanmig glikoz besiyeri (Clark-Lubs) ve metil
kirmizisi ayiraci kullanihr (Bilgehan, 2002).



34

Metil kirmizisi alkolde ¢6zuldUkten sonra distile su ile 50 ml’ ye tamamlandi.
Saf kiltirden ekim yapilan Clark-Lubs besiyerinde 48 saat Uretilen bakteri
kaltarh Gzerine 5-6 damla ayirag ilave edildi. Turuncu ve sari renkler negatif,
kirmizi renk olugsumu pozitif kabul edildi.

3. Voges —Proskauer (VP) Deneyi

Glikozun fermentatif parcalanmasi esnasinda olusan pirtvik asit, bir kisim
bakterilerde bulunan enzimatik sistemlerle daha ileriye dogru pargalanarak
son Urun olarak asetoin’ i meydana getirme yetenegini tayinde kullanilir.
Ozel ayiraclarla ortaya cikarilan bu Griini olusturan bakteriler VP olumlu
kabul edilir. (Bilgehan, 2002).

Metil kirmizisi deneyi igin, Clark-Lubs besiyerinde Uretilen bakteri
kaltdrinden 24 saat sonunda steril bir tipe 1 ml aktarildi ve Gzerine énce 0,6
ml o — naftol ayiraci ve hemen sonra 0,2 ml KOH ayiraci damlatild.
Besiyerinin hava ile temas etmesi igin ¢alkalandi ve dik olarak 10- 15 dakika
bekletildi. Bu slre sonunda kirmizi rengin olusumu, bakterilerin asetoin
olusturduklarinin bir gdstergesi olarak kabul edildi ve VP olumlu olarak

yorumlandi.

Sekil 2: Pozitif ve negatif Voges-
proskauer
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4. Sitrat Deneyi

Bu test, mikroorganizmalarin, besiyerlerine katilan sitrati karbon kaynagu,
amonyum tuzlarini da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini
saptamada, bakteri cins ve turlerini identifikasyonda kullanilir. Bakteriler
tarafindan sitratin ayrismasi (sitrat metabolizmasi) enzim sistemi tarafindan
gerceklestirilir. Bu enzime citritase (citrate oxalacetate-lyase) veya citrate
demolase adi verilir.

Muayeneleri yapilacak saf kaltUrler steril fizyolojik su veya buffer ile
biraz sulandirildiktan sonra Simmon Sitrat besiyerine ekimler yapildi ve
tipler 2- 7 gin 37° C inkubasyonda tutuldu. Orijinal rengi yesil olan ve
indikatér olarak %0,2 Bromtimol mavisi kullanilan besiyerinde, besiyeri
renginin maviye dénismesi ve ekim hatti boyunca Ureme gbézlenmesi pozitif
sonug olarak degerlendirildi. Besiyeri renginin degismedidi durumlarda
sonug negatif olarak yorumlandi.

5. Glikoz, Sukroz ve Laktozun Kullanimi, H,S Olusturma (TSI)

TSI besiyerinde glikozun 10 kati kadar laktoz ve sukroz bulunmaktadir.
Glikozu fermente eden bakteriler olusturduklari asit ile fenol kirmizisi
ayiracini etkileyerek sari renk yaparlar. Bakteriler, dipteki zayif oksijenlenen
bblgede glikozu fermentasyonla pargaladiklarindan respiratif yoldan
parcaladiklari besiyeri ylizeyine gére dipte daha fazla asit olustururlar. Diger
yandan bakteriler besiyerindeki peptonun oksidatif dekarboksilasyonundan
alkali Grdnler olustururlar. Bu alkali Grinler besiyeri ylzeyindeki glikozdan
olugsan asitleri notralize ederler. Bu nedenle; glikozu fermente edip laktoz ve
sukrozu parcalamayan bakteriler dipte sari yatikta kirmizi renk olustururlar.
Laktoz ya da sukroz veya her ikisini de fermente eden bakteriler bol
miktarda asit olusturduklarindan olusan alkali Grinler ne dipteki ne de yatik
bdlgedeki asidi nétralize etmeye yetmezler. Bu nedenle laktozu, sukrozu ya
da her ikisini fermente edebilen bakteriler hem dipte hem de yatikta sari renk
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olustururlar. Besiyerinde hava kabarciklarinin olugsmasi, gaz olusturan
bakterilerin etkisiyle tiyosulfatin, ferrik amonyum sulfata etki ederek siyah
renkli ferrdz sulfit yaptidi seklinde yorumlanmaktadir.

Ug sekerli demirli besiyeri TSI agar kullanilarak bakterilerin glikoz,
laktoz, sukroz (zerindeki etkileri ve H.S olusturup olusturmadiklari
g6zlemlendi.

Saf kiltirlerden dnce dip kisma batirilarak sonra egik kismin ylzeyine ekim
yapilarak 37° C’ de 24 saat inklbe edildi.

6. Nisasta hidrolizi

Bu test, bir homopolisakkarid olan nisastanin, bazi mikroorganizmalarca
sentezlenen ekstrasellller amilaz enzimi tarafindan hidrolizasyonunu ortaya
koymak amaci ile yapilir. Petri kutularinda hazirlanmis nigastali agar
besiyerleri, denenecek mikroorganizmalarin saf ve taze kdltdrleri, Lugol
solisyonu veya % 95 etanol kullanildi.

Nisasta hidrolizasyon aktivitesi &lcilecek mikroorganizmadan
nisastall agar Uzerine ¢izgi tarzinda ekimler yapildi ve 37° C de 2-5 gun
inkube edildi.

inkiibasyon siiresinin sonunda taze hazirlanmis Lugol soliisyonu agar
ylzeyini kaplayacak sekilde dokaldi. 5 dakika icinde koloniler etrafinda
berrak veya renksiz bir bélge olusumu olumlu, mavi renk olugsumu ise

olumsuz olarak degerlendirildi.

P

A\

Sekil 3: Pozitif ve negatif nisasta
hidrolizi
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7. Mannitol Salt Agar Deneyi

Besiyeri yuksek tuz konsantrasyonuyla stafilokoklar disindaki diger
bakterilerin Gremesini inhibe eder. Ayrica besiyerindeki mannitolin
fermentasyonu sonucunda besiyerinin pH’ 1 degisir ve fenol kirmizisi
ayiracinin rengi kirmizidan sariya doner. incelenecek bakteriler MSA
besiyerine 2- 2,5 cm’ lik ¢izgi ekim seklinde ekildi ve 37° C’ de, 24-48 saat

inklbasyona birakildi. Rengi sari olanlar pozitif olarak degerlendirildi.

- Sekil 4: Mannitol salt agar besiyeri.
" S.aureus suslarl, mannitolli fermente
" ederek fenol kirmizisinin  rengini

. kirmizidan sartya geviriyor.

8. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinaz enzimini sentez
yetenegini 6lgmede kullanilir. Jelatin protein karakterinde bir madde olup
kollagenin hidrolizasyonundan elde edilir.

Mikroorganizma kdltdrlerine deddirilmis olan igne, dik olarak jelatinli
besi yerlerine daldirildi (yeterince ekim yapilmalidir). Tlpler 37° C de 15 glin
kadar inkibe edildi. Bu slre sonunda kontrollerle birlikte buzdolabi
sicakliginda 1- 2 saat birakildi. Erimenin olup olmadidina dikkat edildi.
Jelatinin hidrolize edildigi durumlarda, buzdolabindan c¢ikarilinca, jelatinli
ortamin sivi halinde ve katilasmadigi gérallr (pozitif jelatin hidrolizasyonu).

Negatif durumlarda tlpteki sivi jelatinli besi yeri katilasir.



38

9. % 6,5 NaCl Besiyerinde Ureme

MHB besiyerine ilave edilen NaCl ile birlikte ortamda % 6,5 oraninda NaCl
olmasi ve supheli kolonilerin bu ortamda tGreme &6zelliklerinin tespit edilmesi
amaclandi.

incelenen bakteri kolonilerinden NaCl ilave edilmis ve ilave ediimemis
MHB tlplerine ekim yapilarak 35° C' de 48 saat inkibasyon sonrasinda
ureme durumlari gézlendi (Bilgehan, 2002).

\’i
1
@ 0 Sekil 5: % 6,5 NaCl Besiyeri
k- i
(]
Naz! 0
L J |
W ) s

10. Katalaz Deneyi

Katalaz enzimi yapan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirirlar.
Bu nedenle bu enzimin varligi hidrojen peroksit ile arastirilir ve serbest
oksijenin ¢ikisi gaz kabarciklari halinde gdzlenir (Bilgehan, 2002).

Serumsuz ve kansiz besiyerinde 37°C’ de 24 saatlik inklbasyona birakilan
mikroorganizmalardan, temiz bir lam Uzerine 6ze yardimiyla bir miktar alindi.
Uzerine taze hazirlanmis % 3’ lik hidrojen peroksit soliisyonu ilave edilerek
gaz kabarciklarinin ¢ikisi gézlendi.
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11. Oksidaz Deneyi

Solunumla oksidatif fosforilasyon yapan bakterilerin bu reaksiyonlarda
kullandiklari enzim sitokrom oksidazdir. Oksidaz deneyi bu enzimatik
etkinligin saptanmasi icin yapilir (Bilgehan,2002).

Kovaks ayiraci 2-3 damla Whatman No: 1 filtre kagidina emdirildi. ince
ucu kapall bir pastér pipeti ile besiyerine temas etmeden alinan koloniden
filtre kagidina sOraldd. 10-15 saniye sonra koyu mor rengin olusup

olusmadigina bakilarak degerlendirme yapildi.

12. Koagiilaz Deneyi

Bu test, Ozelilkle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasini pihtilagtiran
koagulaz enzimini ortaya koyma, patojenik olanlarla nonpatojenik olanlari
ayirmak amaci ile yapilir. Patojenik olan S. aureus pozitif reaksiyon
vermesine karsin S. epidermidis ve S. saprophyticus negatif reaksiyon
gOsterir.

S.aureus’ un serbest, ekstrasellller koagulaz ve hlcre ylzeyine bagl
(kimelestirici faktér) olmak UGzere iki tip koagllazi vardir. Deney; insan

plazmasi kullanilarak kiimelestirici faktor yontemiyle yapiimistir.

Lamda Koaglilaz ( Kiimelestirme Faktori) Deneyi

Temiz bir lamin iki ucuna birer damla steril serum fizyolojik damlatildi.
Bakterinin TSA’ daki taze kiltiriinden 2-3 koloni alinarak, lamin her iki
ucundaki damla ile homojen hale getirildi. Lamin bir ucundaki karigimin
Uzerine bir damla insan plazmasi damlatildi. 30 saniye icinde olusan
kimelesme pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 2002).
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3. BULGULAR

3.1. Mikrobiyolojik Kalite Kontrolleri

Bu arastirmada, Turkiye’de degisik firmalar tarafindan veteriner hekimlikte
kullanilmak Gzere Uretilen ve degisik bdlgelerdeki ecza depolarindan temin
edilen 27’ si suda eriyen, 23’ U yagda eriyen toplam 50 adet parenteral
vitamin preparati, mikrobiyolojik kalite kontroll acgisindan incelenmigtir.

Mikrobiyolojik analizler sonucu elde edilen veriler tablo 3’ de
goriilmektedir. incelenen 50 numunenin 5 ‘inde (ireme gdzlenmistir (sekil 6).
Pasajlarinda saf kdltir olarak dreyen kontamine preparatlardaki
mikroorganizmalar, 1 nolu numunede Bacillus polymyxa, 2 ve 6 nolu
numunelerde Bacillus brevis; 23 ve 24 nolu numunelerde Staphylococcus
aureus, olarak tiplendirilmistir (sekil 7).

pozitif drnek negatif érnek

Sekil 6: Sterilite testinde Gremenin pozitif ve negatif oldugu érnekler.
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04.18.2007 15:08

Bacillus polymyxa (1 nolu preparat)

Bacillus brevis (2 nolu preparat)

04182007 15:02

Staphylococcus aureus (23 nolu preparat)

Sekil 7: Bakterilerin mikroskobik géruntisu



42

Tablo 3: Mikrobiyolojik analizler sonucu elde edilen veriler

Numune Sterilite testi TSB (tlp) | Kanl agar | Gram MHA
No boyama
1 + + + * +
+ + + * +
+ + + * +
23 + + + & +
24 + + + & +

*: Gram (+) Basil

&: Gram (+) Kok.

izole edilen mikroorganizmalarin identifikasyonu icin yararlanilan

biyokimyasal reaksiyonlar tablo 4’ de gdsterilmigtir.
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Tablo 4: izole edilen Mikroorganizmalarin tiplendirme igin yararlanilan biyokimyasal

reaksiyonlarin sonuglari

Tablo 4-a: Gram (+) basiller i¢in uygulanan testler

Numune no 1 2 6 23 24
Bacillus Bacillus | Bacillus | Staphylococcus | Staphylococcus
polymyxa | brevis brevis aureus aureus

indol - - - - -

Metil-Red - - - - -

Voges- + - - + +

Proskauer

Sitrat - d d - -

Nisasta Hidrolizi | + - - - -

Jelatin Hidrolizi + - - + +

Laktoz - - - + +

Glikoz + d d + +

Tablo 4-b: Gram (+) koklar i¢in uygulanan ayirici testler

% 6,5 NaCl + - - + +

Mannitol Salt + +

Agar

Katalaz + +

Oksidaz - -

Koagulaz + +

Yapilan deneyler sonucunda; igerikleri ayni olan ancak farkli firmalara

ait 2 ve 6 nolu numunelerde goérilen mikroorganizmalar Bacillus brevis

olarak tiplendirilmistir. Bacillus brevis’in Gremis oldugu numunelerin vitamin

E ve sodyum selenit iceren yagl preparatlar oldugu goérilmustdr.

Ayni

ardndn  farkl

seri

numaralarina ait olan 23 ve 24 nolu

numunelerde yapilan kontroller sonucunda ise; Staphylococcus aureus

tespit edilmistir. Staphylococcus aureus’ un Uremis oldugu 23 ve 24 nolu

preparatlarin vitamin A, vitamin D3 ve vitamin E icerdikleri gérGimustar.
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Bacillus polymyxa nin Uredigi 1 nolu numunenin ise B kompleks
vitaminlerinden olustugu saptanmistir.

Mikroorganizmalarin Gremis oldugu Urlnlerin ayni seri numaralarina
ait acilmamis o6rnekleri Gzerinde tekrarlanan testlerle sterilite testi kontrol
edilmigtir. Bunun sonucunda, tiplendirmeler yeniden yapilmig ve ayni
mikroorganizmalar tespit edilmistir.

Bu sonuglara gb6re, kontaminasyonun (retim asamasindan

kaynaklandigi dastnulmektedir.
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4. TARTISMA

Tam farmasotik preparatlarda gerekli ve dnemli olan mikrobiyolojik kalite
icin, oncelikli olarak parenteral ilag Uretimleri sirasinda olusabilecek
mikrobiyolojik kontaminasyon etkenlerinin tespit edilmesi ve bu konuyla ilgili
gerekli &nlemlerin alinmasi gerekmektedir. Ozellikle steril (ir(in imalatinda
cevre, personel, hava ve kullanilan ekipmanlardan kaynakli kontaminasyon
buyluk énem tasimaktadir (Seyfarth, 1985).

llag Gretimi ve ilag yan sanayinde, Uriinii mikroorganizmalardan ve
partikillerden korumak ve insan saghgini temel alan riskleri en az seviyeye
indirebilmek icin belirli sartlarin yerine getirilmesi gerekmektedir. Bu sartlar
drinin  iyi  taninmasina, dretim  alaninin  yapilandiriimasi  ve
iklimlendirilmesine, bu alanlarda c¢alisacak olan personelin egitim ve
disiplinine baglidir (Kenter, 2003).

Parenteral preparatlarin  dretiminde uyulmasi gereken bazi
gerekliliklerin mevcut oldugu bilinmektedir. FDA, kullanima hazir hale gelmis
parenteral preparatlar icin degerlendirme yaparken, gelismis kalite kontrol
sistemlerini ve GMP kurallarini dikkate almaktadir. Uretim sirasinda
kullanilacak malzemelerden baglayarak, Uretimin yapildigi alan, hava
kalitesi, dolum yapilan siseler ve personel temizliginin ¢cok énemli oldugu
yapilan arastirma sonuglarinda alinan degerlerle agiga ¢ikmistir (Boylan,
1983).

Mikrobiyal kontaminasyona ugramis parenteral ilaglarin kullaniimasi
ciddi problemlere neden olabilir. Hastaya verilecek bir ilagtan formdile
uygunluk, stabilite gibi 6zellikler kadar kontamine olmamasi da istenmektedir
(USP 27, 2004a; Dortung ve Gursoy, 2004; ASHP, 2005). Piyasaya
sUrulecek drUnlerin kalitesinin arttiriimasi, sterilite garantilerinin verilmesi
hastalar icin ¢ok blylk bir 5Snem tagimaktadir (Verjans, 2006).

iki tip kontaminasyon s6z konusudur.
1.Partiktl kontaminasyonu

2.Mikroorganizma kontaminasyonu
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Partiktl kontaminasyonu, Uretim agamasinda engellenirken, mikroorganizma
kontaminasyonunu engellemek icin sterilizasyon teknikleri veya aseptik
dretim tekniklerinin kullaniimasi gerekmektedir.

llacin her iki sekilde de kontaminasyonunun 6nemli tehlikeleri vardir.
Partikll kontaminasyonunda; yabanci madde, baska bir ilag veya metal
partikiller, asbest, cam, kauguk, kagit, kil vb. herhangi bir partikil etken
olabilir. Partikil kontaminasyonu; enjeksiyonluk preparatlar ve g6z
preparatlari i¢cin 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bu preparatlarda partikdl
kontaminasyonu siniri getirilmigtir (BP, 2004).

Mikroorganizma tasiyan farmasoétik preparatlar ise, hastaliklara neden
olduklari gibi, mikroorganizmalar ve metabolizma drlnleri preparatlarin
fiziksel, kimyasal ve estetik agidan bozulmasina da neden olabilirler. Glnku
uygun kosullar olustugunda mikroorganizmalar bulunduklari preparatta
cogalabilirler (Dortung ve Gursoy, 2004).

Emdllsiyon preparatlarda Uretim sirasinda filtrasyon tekniginin
kullaniimasi, mikrobiyolojik kontaminasyonu engelleyen faktérlerden biri
olarak bilinmektedir. Yakin zamanlara kadar, emulsiyonlarin mikrobiyolojik
filtreden gegcmesi mumkin degildi. Yeni filtre teknolojisinde, ylksek etkili
filtreler emdlsiyon preparatlarda kullanilabilmektedir. Emdlsiyonlarin
filtrasyonunda kullanilan Pall Lipipor membran filtrelerinin, klinik éneme
sahip kontaminantlarin tutunmasinda, stabilitelerinde ve ilacin vicuda
dagiimasinda etkili oldugu gértlmustir. Filtrasyona tabi tutulmus emdlsiyon
preparatlar hastalar icin ilave bir glvenlik saglamaktadir. Propofol ‘den ya
da emdlsiyon preparatlarindan Pall Lipipor membran sistem tarafindan
uzaklastinlan mikroorganizma sayilar tablo 5’ de g0sterildigi gibidir. Bu
filtrasyon yo6ntemi ilact partikller kontaminasyondan da korumaktadir
(Hunter,1996).
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Tablo 5: Pall Lipipor membran sistemi tarafindan uzaklastirilan mikroorganizmalar.

Mikroorganizma Total mikroorganizma Uzaklastirma
sayisl etkisi
Candida albicans 2.5x 10* tamamen stzulmas
Klebsiella pneumoniae 1.7 x 10* tamamen stzUlmus
Moraxella osloensis 1.7 x 10* tamamen siziImis
Staphylococcus aureus 4.5 x 10* >99.8 %

Japonya’da bulunan 10 hastanede yapilan bir calismada; toplam 199
standart parenteral nutrisyon sollisyonu Uretimlerinden sonra partikiler ve
mikrobiyal kontaminasyon agisindan degerlendiriimeye alinmigtir. Mikrobiyal
kontaminasyon orani % 8,2 olarak bulunan bu ¢alismanin sonuglari CDC
tarafindan ana noktalarda degerlendiriimis ve desteklenmigtir. Olusan
kontaminasyonlarin  sebepleri arastirildiginda ise, Urlnlerin  Uretim
asamasinda filtrasyon tekniginin kullaniimadigi ortaya c¢ikmigtir. Japonya
gibi Asya Ulkelerinde parenteral co6zeltilerdeki partikiler ve mikrobiyal
kontaminasyona gerekli énem verilmemektedir. Partikller ve mikrobiyal
kontaminasyonun Onlenebilmesi icin yapilmasi gereken en 6nemli islem
olan filtrasyon sistemi ile stizme igleminin gerektigi sekilde yapiimadigina
dikkat cekilmigtir. Bu konuda vyeterli hassasiyetin gdsteriimemesi ve
gerekenlerin yapilmamasinin sebeplerinden biri de konu hakkinda ¢ok az
sayida calismanin olmasindan kaynaklanan vyetersiz bilgi olabilecegi
distndlmektedir (Oie ve Kamayi, 2005).

ilag dretimi sirasinda  meydana  gelebilecek  mikrobiyal
kontaminasyonun kaynaklarini arastirmak Uzere 2001 yilinda yapilan bir
calismada, Ulkemizdeki bir ila¢g fabrikasinin Uretimde calisan personeli,
soyunma odalari, Gretim alanlari, makine ve ekipmanlari, suyu, mikrobiyoloji
laboratuvari ve bitmis Urlnlerinden, agik petri, swab ve membran filtrasyon
yontemleri ile érnekler alinmistir. Alinan 112 érnekten 255 adet bakteri susu
izole edilmistir. izole edilen suslarin morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine

g6re tanilar yapiimis ve bu bakterilerden 154" nlin koagulaz negatif
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Staphylococcus, 40" nin  Micrococcus, 44'Unin Bacillus, ikisinin
Corynebacterium cinsindeki tlUrlere ait saprofit bakteriler oldugu
saptanmistir. Uretim sahasinin havasindan, su érneklerinden, kullanilan
ekipmandan, Uretim alanlarindan ve mikrobiyoloji laboratuvarindan izole

edilen bakterilerin bir kismi tablo 6’ da gosterilmistir (Ugarlar ve ark., 2001).

Tablo 6: Uretimden, Uretim operatérlerinden, (iretim alanlarindan ve mikrobiyoloji
laboratuvarlarindan izole edilen bazi bakteriler.

Kontaminasyon kaynaklari Bakteri tiri

Eller Staphylococcus simulans

Micrococcus roseus

Bacillus pumilus

Hava Staphylococcus aureus

Bacillus pumilus

Bacillus polymyxa

Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa

Su Bacillus subtilis

Bacillus pumilus

Xanthomonas maltophilia

Pseudomonas chlororaphis

Aeromonas sabria

Agrobacter radiobacter

Yer Micrococcus varians
Bacillus subtilis
Bacillus pumilus

Galisma alani Bacillus polymyxa
Bacillus pumilus

Bacillus brevis

Staphylococcus gallinarum

Makine alanlari Staphylococcus intermedius

Bacillus polymyxa

Bacillus brevis

Bacillus firmus

Mikrobiyoloji lab. ¢alisma alani Staphylococcus intermedius
Micrococcus varians
Bacillus polymyxa

Laminair flow Staphylococcus intermedius

Staphylococcus caseolyticus

1998 yilinda yapilan bir ¢alismada ise; uretimde kullanilacak suyun
belirli kriterlerde olmasi gerektigine dikkat ¢ekilmistir. Bu suyun, Grtnlerde

bir kontaminasyon kaynagi olusturmamasi icin saflastirma sistemlerinin




49

kullanim  gerekliligi  vurgulanmaktadir.  Uretimde  kullanilan  suyun
mikrobiyolojik kalite kontroli, membran filtrasyon teknigi kullanilarak
yapiimis olup tespit edilen bakteriler tiplendirilmistir. Bu kosullarda izole
edilen bakterilerin % 76,9’ unu Gram (-) bakteriler, % 14,6’ sini Gram (+)
koklar, % 8,5’ ini Gram (+) basiller olusturmaktadir (tablo 7) ( Martino ve ark.,
1998).

Tablo 7: Uretimde kullanilan sudan izole edilen bazi bakteriler.

Kontaminasyon kaynaklari Bakteri turi

Su Pseudomonas putida

Xanthomonas maltophilia

Bacillus subtilis

Bacillus pumilus

Aeromonas salmonicida

Agrobacter radiobacter

Calismamizda incelenen drlnlerde tespit ettigimiz Bacillus brevis,
Bacillus polymyxa ve Staphylococcus aureus bakterileri 2001 yilinda yapilan
calismanin sonugclarn ile karsilastirilacak olursa, UrGnlerimizde g6rilen
kontaminasyon kaynaginin, Uretim sirasinda kullanilan makine, ekipman,
dretim alani ve hava olabilecegi diisiniimektedir.

Parenteral preparatlarin mikrobiyolojik kalite kontroll icin sterilite
testinin yapiimasi gerekmektedir (USP 27, 2004d; BP, 2004).

Sterilite testi, 2 metot kullanilarak yapilmaktadir. Bunlar direkt
inokdlasyon ve membran filtrasyon metodudur. Ancak mikrobiyal
kontaminasyon kontroll icin en uygun test ydntemi membran filtrasyon
yontemi olarak belirlenmistir (BP, 2004; USP 27, 2004d). Membran filtrasyon
yontemi; mikrobiyal kontaminantlari tutarak filtreden yalnizca inhibitérlerin ve
test numunelerinin gecmesine izin verecek sekilde tasarlanmis bir
yontemdir. Membran filtreler kontroli yapilan numunede mikroorganizma
varsa onu tutmayi saglamaktadir. Filtre Uniteleri steril bir sekilde inokulle
edilerek 14 gin sureyle inkibe edilmektedir (USP 27, 2004d; BP, 2004).
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10 yilhik bir periyotta yapilan analizlere bakildiginda, kontrollerin uygun
sterilite ybntemiyle yapilamasinin yani sira, inkibasyon sdrelerinin de
sterilite test sonuclarini etkileyen ciddi bir faktér olduguna karar verilmistir.
Sonugcta, g6zlenebilir kontaminasyon buylmesi icin membran filtrasyon ve
direkt inokllasyon metodu arasinda inkUbasyon sdresi olarak bir farkin
olmadigi goruimustur (Bathgate ve ark., 1993). Eger Urin koruyucu veya
antimikrobiyal maddeler icermiyorsa blylime erken zamanda olusur ve
gbzlenebilir. Membran filtrasyon metodu ile yapilan analizler sonucunda 7
gunlik bir inkibasyon slresinin yeterli olup olmadiginin arastinldigr bir
¢alismada bu slrenin kontaminasyonun tam olarak saptanmasi icin yeterli
olmadigr sonucuna varilmistir (Moldenhauer, 2004).

Bastan beri yapilan sterilite test metotlarinda 6nemli gelismeler
olmusgtur. Inokiilasyon metotlarinin  kullaniminda ve mikroorganizma
tiplerinin belirlenmesinde 3 ve 7 gun gibi farkli inkibasyon periyotlarinin
kullanimi benimsenmistir. Ancak Amerikan farmakopesi yayinladigr son
baskisinda inkiibasyon periyodunu 14 gin olarak belirlemistir (USP 27,
2004d). 14 gunlik inkibasyon periyodunun sterilite testi yapiimis farmasaétik
drinlerdeki mikrobiyal kontaminasyonun tespiti icin yeterli bir stre oldugu
baska yayinlarda da bildirilmistir (Bugno ve Pinto, 2002b-c; BP, 2004).

Bizim calismamizda, dremeyi takip etmek ve saglikh gbzlem
yapabilmek acisindan en uygun dénem olarak kabul edilen 14 gunlik
inkibasyon periyodunun sonunda degerlendirmeler yapilmigtir.

Membran filtrasyon ydntemi buyldk hacimli érneklerin ¢ahlgilmasina
olanak saglamaktadir. Eger test numunesi mikroorganizmalarin tGremesini
engelleyecek bazi maddeler igeriyorsa uygun durulama ajani kullanilarak
membran filtreden bu maddeler uzaklastirilabilmektedir (BioReliance, 2006).

Posey ve ark. (1981) tarafindan yapilan c¢alismada, intraventz
soliisyonlarda mikrobiyolojik kalite kontrolinde vyararlanilan niteliksel
membran filtrasyon ydnteminin dider metotlara gbére ¢ok daha givenli
oldugu tespit edilmistir. Membran filtrasyon teknigi ile ortamda mevcut tim
mikroorganizmalarin izole edilmesinin mimkudn oldugu bildirilmigtir.

Longfield ve ark., (1982) nin yaptigi bir calismada, intraven6z

solisyonlardan 96 numuneye  S.aureus, E.coli P.aeruginosa,
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K.pneumoniae, E.agglomerans veya C.albicans belli konsantrasyonlarda
inokdle edilmigtir. Pasajdan sonra o&rneklerin, hem sivi  besiyeri
kaltarlerlerine direkt transfer metodu kullanilarak, hem de 0,45 pm por
genisligine sahip membran filtreden geciriimek suretiyle sterilite kontrolleri
yapiimistir. 24 saatlik inklbasyondan sonra, sivi besiyeri kaltarlerinin, filtre
kdltdrlerinin % 68’ i kadar Ureme go6sterdigi goézlenmistir. En dlisik
konsantrasyonlardaki sivi kultirlerde ise (1 organizma / ml) membran
filtrasyon teknigi sonrasinda 24 saatlik bUyuimenin % 45 oraninda
hassasiyet gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar géz 6ntne alindiginda,
membran filtrasyon tekniginin ¢ok dislUk konsantrasyonlarda dahi,
mikrobiyal kontaminasyonun teshisinde ¢ok hizli ve givenilir bir metot
oldugu gorulmustdr. Filtrasyon metodunun uygulanmasindaki kolaylik ve
dogrulugun, Klinisyenlere intravendz sivilarla ilgili sepsis seviyelerinde
olusan stpheyi tespit etmekte ¢ok yardimci oldugu bilinmektedir.

Bizim calismamizda “Vacuum filter Holders Sterility Testing System”
adli kapali membran filtrasyon sistemi kullanilarak parenteral ilaglarda
mikrobiyal kontaminasyon varhiginin tespit edilmesi amaclanmigstir. Segilen
50 enjektabl numune bu sistem ile, aseptik kosullar altinda sterilite testine
alinmistir. Test tamamlandiktan sonra 14 gunlik bir inklbasyon evresinin
sonunda degerlendirme yapiimis olup, 50 numuneden 5 tanesinde
kontaminasyon tespit edilmistir. Kontaminasyonlarin kaynaginin belirlenmesi
icin identifikasyon testleri yapiimistir.

Parenteral  preparatlarda  goérilen  kontaminasyonlar  Uretim
asamasinda olugabilecegi gibi, normalde kontamine olmayan bir sollsyon,
sterilite testine girdiginde test sirasinda olusabilecek distan gelen bir Kirlilik
sonucunda da kontamine olabilir. Buna neden olabilecek baslica etkenler;
kullanilan besiyerleri, sterilite testinin yapildigi hava ve ortam kosullarinin
yetersiz olmasi, sterilite testini yapan kisinin kiyafeti ve ¢alisma kosullarindan
kaynaklanabilecek kontaminasyonlar olarak gruplandirilabilmektedir (TGA,
2006).

Bernick ve ark, ‘ nin 1979 yilinda yaptiklari bir caligmada hastanelerde
kullanilan ve aseptik teknikle Uretilmis parenteral inflzyon solUsyonlari

sterilite kontroliine alinmistir. Sterilite testine alinan 10 Griinden 1 tanesinde
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dreme gO6zlenirken ayni 10 GrGninin kullaniimamig serileri tekrar sterilite
testine alindiginda yine 1 tane kontaminasyona rastlanmis ancak bu kez
farkli bir Grinde Ureme go6ralmastir. Bu bakterilerin  tiplendirmeleri
yapildiginda farkli mikroorganizmalar oldugu tespit edilmistir. Yapilan
calismalarin sonuglar dikkate alindiginda, hastalara uygulanan parenteral
ilaglarda, sterilite testi uygulanirken yapilan ekim proseddrleri sirasinda
olusan distan gelen kontaminasyonun bu iglemin bir parcasi oldugu ve
muhtemelen dominant faktor oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Sterilite test uygulamalarn ve besiyeri olusturma teknikleri ilag
sanayiinde baglica gereklilikler olarak bilinmektedir. Konuyla ilgili 1988-
1995 yillar arasindaki sekiz yillik sirede Hollanda da bulunan G¢ blyudk ilag
dretim isletmesi, sterilite testlerinin performansini, besiyeri olusturulmasini
ve bunlar arasindaki iligkiyi istatistiksel olarak degerlendirmistir. 1988- 1991
yillari arasinda yapilan ¢alismalarla 1992- 1995 yillar arasinda yapilan
calismalarin sonuglari arasinda farkliliklar ve UstlnlUkler oldugu tespit
edilmigtir. CUnkd 1991 yilindan itibaren yapilan Uretim proseslerinde ve
sterilite testlerinde 6nemli Olcide dedisiklikler oldugu saptanmistir. Bu
sonuglara gore sterilite testlerinin sonuglari incelendiginde yanlis pozitiflik
veren testlerde dnemli bir degisiklik olmadigi gértlmustir. Yanhs pozitiflerin
toplam orani % 0,17 olarak belirtilmigtir. Bu kosullarda sterilite testine alinan
bir Grinin yanhs pozitiflik riski g6z 6nlne alinarak, testlerin, Grlnlerin
acllmamig serileriyle, uygun kosullarda yeniden tekrarlanmasi gerekliligi
gundeme gelmektedir (VanDoorne ve ark., 1998).

Yaptigimiz g¢alisma sonucunda izole edilen bakterilerin, sterilite
testinden kaynaklanabilecek yanlis pozitifik sonuclarina kargi testler,
drinlerin kontrol amagl saklanan agilmamig ayni seriye ait érnekleri ile
tekrarlanmistir. Tekrarlanan sterilite testleri sonucunda kontaminasyona
rastlanan UrUnlerde ayni bulgular elde edilmistir. 4 adet yagli emilsiyondan
izole edilen Bacillus brevis ve Staphylococcus aureus bakterilerinin ve 1
adet yag icermeyen preparattan izole edilen Bacillus polymyxa nin Ugarlar
ve ark.,” nin 2001 yilinda ila¢ Uretim fabrikasinda yapmis olduklari

calismada da belirtildigi gibi, kontaminasyon kaynaklarinin Gretimin yapildigi
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odanin havasindan, ortamdan ve kullanilan ekipmandan kaynaklanabilecegi
sonucuna varilmigtir.

1970’ li yillarda kullanima giren intraven6z infizyon solUsyonlari; sivi,
elektrolit, kan drlnleri, ilag ve beslenme destedini saglamak amaciyla
kullanilmaya baglanmistir. Ancak bu solUsyonlarda steril olma kosulu ile ilgili
yeterli 6zenin gobsterilmedigi yapilan caligsmalar sonucunda ortaya ¢ikmistir.
intravendz soliisyonlar; total parenteral beslenme soliisyonlari, ufak hacimli
parenteral ilaglar, blyUk hacimli parenteral ilaglar, kardiyoplejik sollisyonlar,
tek dozluk enjeksiyonlar ve oftalmik solusyonlar olarak bilinmektedir (Somer,
2007).

intravendz inflizyon solisyonlari, iki kategoride degerlendirmeye
alinmaktadir. ilk kategoride; hastanelerde aseptik kosullarda hazirlanarak
kullanilan intraven6z infizyon solUsyonlari olup, yaklasik 50° ye yakin
maddeden olugabilir ve 10°dan fazla farkl solisyonun karisimini gerektirir.
ikinci kategori ise; kontaminasyona izin vermeyecek sekilde aseptik
kosullarda dretici tarafindan Gretilerek, kapal sistem transfer ile steril olarak
hastaya sunulan drlnlerdir. Bu UrlOnler, tek hasta icin hazirlanmis,
saklanmayacak ilaclar veya birden fazla hasta icin hazirlanmis, koruyucu
madde ve katki maddesi iceren seri Grtnler olarak gruplandirilabilmektedir
(Somer, 2007).

intravendz  inflizyon  sollisyonlar, (retim asamasinda olusan
(intrensek) veya Urinin hazirlanma ve hastaya verilme asamasinda olusan
kontaminasyon (ekstrensek) seklinde 2 cesit kontaminasyona maruz
kalabilmektedir. Hastanede kullanilan i.v. sivilardaki kudltar calismalari,
kontaminasyon oraninin % 1- 2 oldugunu goéstermektedir. Klinikte bildirilen
inflzyona bagh kontaminasyon oranlari G¢l bir arada sollisyonlarda
(karbonhidrat, protein ve yag) % 2- 4 olarak belirlenmistir (Somer, 2007).

Rawal ve Nahata (1985)" nin intravendz sollsyonlarla yaptiklar bir
calismada; solUsyonlarin genellikle patojen Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacteroides fragilis ve Candida
albicans ile kontamine oldugu belirlenmigtir. l.v.  sollisyonlarin
hazirlanmasinda kullanilan, glikoz, aminoasit, vitamin ve lipit gibi bilesenlerin

birbirinden bagimsiz sollsyonlar seklinde hastalara uygulandigi dikkate
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alinarak bu solUsyonlar, membran filtrasyon ydntemiyle mikrobiyal
kontaminasyon acisindan incelemeye alinmistir. S6z0 gegen bakterilerin bu
bilesenlerde blyume goésterdikleri tespit edilmistir. Bunlardan, % 5 dekstroz,
% 0,9 sodyum klorir ve laktat ringer solisyonunda (sodyum, KlorUr,
kalsiyum, potasyum ve laktat) yapilan incelemeler sonucunda, Candida
albicans, S.aureus, Pseudomonas aeruginosa buylimesi gdzlenmis ancak,
aminoasit sollsyonlarinda C.albicans, S.aureus ve E.coli blyime
gosterirken Pseudomonas aeruginosa’ ya rastlanmamistir. Intravendz
soltsyonlari olusturan farkli iceriklerden alinan érneklerde mikrobiyal gelisim
g6zlendigi tespit edilmigtir.

Parenteral inflzyon solUsyonlari, c¢esitli katki maddeleri icerme
6zelliginden dolayi, kontaminasyon sonucu olusmus bakteri ve mantarlarin
gelismeleri igin elverigli bir ortam olusturmaktadirlar. Lipit icerikli solisyonlar,
mikroorganizmalarin Uremesi agisindan en uygun sollsyonlar olarak tespit
edilmistir (Somer, 2007).

D’Arcy ve Woodside, (1973) tarafindan yapilan bir calismada; 61 tanesi
katki maddesi iceren, 101 adet intravendz sivi 0rnegi, incelenmek Uzere
hastaneden alinmigtir. incelemeler sonucunda katki maddesi iceren 61
numuneden 34 tanesinde (%55,7) kontaminasyona rastlanirken, katki
maddesi icermeyen 40 Ornekten 5 tanesinde (%12,5) mikroorganizma
saptanmistir. Sonucta; ilaclar icinde bulunan cesitli katki maddelerinin
kontaminasyon icgin bir risk olusturdugu goértlmektedir. Ancak diger taraftan
katki maddesi icermeyen U0rlnlerde de Ureme gbzlenmesi Uretim
tekniklerinde eksiklikler oldugu konusunu glindeme getirmistir.

Maki ve Martin., (1974) ‘ nin yapmig oldugu bir calismada; 94 inflzyon
¢cOzeltisi mikrobiyolojik acgidan incelemeye alinmis ve bu seriden 10 tanesinin
(%11) mikrobiyal kontaminant tasidigi saptanmistir. Ureme olan 10 érnegin
8’ inden Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus, 2’sinden
Klebsiella pneumoniae izole edilmistir. Klebsiella pneumoniae ile kontamine
olmus inflizyon sivisinin membran filtrasyon sonuglari ise; kontaminasyon
seviyesinin mlI’ de 30 mikroorganizmadan fazla oldugunu géstermistir.

Yapilan deneysel calismalarin  sonucunda, intravendéz yagl

emdilsiyonlarin  mikrobiyal  blyUmeyi destekledigi ve  bakteriyel
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mikroorganizmalarin besleyici lipit ve emudlsiyon igeren tim parenteral
sollisyonlarda buytime gésterdigi saptanmistir (Gilbert ve ark., 1986; Rowe
ve ark., 1987; Arduino ve ark., 1991; Berry ve ark., 1993).

Yodun bakimlarda sedasyon ve anestezi icin siklikla kullanilan
emdilsiyon preparatlarindaki mikrobiyolojik kontaminasyonlarin, lipitlerin
mikroorganizmalar ¢ogaltici etkisi de g6z 6ninde bulunduruldugunda gok
ciddi sonugclar olusturdugu goéralmustir (McLeod ve ark.,1991).

Emdlsiyonlarda mikrobiyal blyimenin daha kolay olabilecedi
yaptigimiz c¢alismada da tespit edilmis olup, kontamine parenteral
preparatlarin kullanimindan dogabilecek sonuglarin hayvan sagligina ve
dolayisiyla da insan sagligina c¢ok buyldk =zararlar getirebilecegi
dastndimUgtar.

Calismamizda da, 23 tanesi yag ve vitamin iceren, 27 tanesi yagsiz ve
suda eriyen vitamin iceren 50 parenteral preparat incelenmistir. Bunlarin
sterilite test sonuglarina bakildiginda kontaminasyon olusmus 5 Grinden 4
tanesinde gérilen kontaminasyonun yagh preparatlarda, 1 tanesinde olusan
kontaminasyonun ise suda eriyen vitamin iceren preparatta olustugu
saptanmistir.

Standart total parenteral nutrisyonlarla yapilan c¢alismalarda, yag
metabolitlerinin mevcut olmadigli formlarda kontaminasyon sonucu olusan
mikroorganizma sayisi az go6zlenirken, yag eklenerek dretilen total
parenteral nutrisyon (TPN) solUsyonlarinda mikrobiyal bulyUmeyi
destekleme oraninin arttigr saptanmigtir. Bu sebepten dolayi, parenteral
nutrisyon sollsyonlari hastalara uygulanirken mikrobiyal blylimenin
g6ralme  olasiliginin  distndlerek hareket edilmesi gerekmektedir
(Scheckelhoff ve ark., 1986; D’Angio ve ark., 1987).

Lawrance ve ark., (1988); 196 TPN preparatini piyasaya verilme
asamasinda mikrobiyolojik agidan degerlendirmeye almislardir. Yapilan
incelemeler sonucunda, 9’ unda mikrobiyal kontaminasyona rastlanmigtir.
Bunlardan 5 tanesinde (%2,6) koagulaz negatif Gram pozitif koklarin
meydana getirdigi kontaminasyon tespit edilirken, diger 4’Gnde, E.coli ve
Candida albicans’ a rastlanmistir. Mikrobiyal blylime géstermis olan tim
drlnlerde 72 saatlik bir inklbasyon periyodundan sonra bu blyime ve
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gelisme gbzlenebilmektedir. Blylmenin en iyi gbzlemlendigi formalasyonlar
ise lipit icerenler olarak tespit edilmistir.

Bizim calismamiz da, Lawrance ve ark.,” nin yapmis oldugu calismaya
paralel olarak, mikrobiyal kontaminasyon olusmus 5 Urlinden yag iceren 4
tanesinde, 72 saatlik bir inklbasyon periyodundan sonra dreme sonucunda
besiyerlerinde olusan bulaniklik gézlenmeye baslanmigti.

1990’ll yillarda Amerika Birlesik Devletlerinde lipit bazli anestezi ajani
olan propofole bagli cok sayida nozokomiyal sepsis vakasinin saptanmasi
Uzerine inflizyona bagh enfeksiyonlar dikkatleri ¢ekmistir. O zamanlar
koruyucu icermeyen bu Urinin hazirlanmasinda aseptik tekniklerdeki
yetersizlikler sonucu mikrobiyal kontaminasyon gelistigi géralmastar. Bu
vakalardan izole edilen patojenler siklkla Candida albicans, Moraxella
osloensis, Enterobacter agglomerans ve Serratia marcescens olarak
bildirilmistir (Somer, 2007).

Tessler ve ark., (1992) nin yaptigi bir calismada; Propofol, 2,6
diizopropilfenil emdlsiyon formulasyonunun, cerrahi mudahale gegirecek
hastalarda kullanilmasi sonucunda, S.aureus, Moraxella osloensis ve
Candida albicans tarafindan olusan enfeksiyonlarin gérildiga bildirilmigtir.
Staphylococcus aureus, Moraxella osloensis ve Escherichia coli ile Candida

albicans ‘ 1n emidlsiyon ilaglar icinde olustugu takdirde oda sicakliginda
gelistigi gbzlenmistir. Sonuc olarak; propofolin adi gegen tim bu
organizmalarin gelisimini destekledigi géralmagtar.

FDA tarafindan yapilan arastirmada, 150 hastanin incelendigi bir
grupta kontamine emulsiyon tipi preparatlarin kullanimina bagh, 38
enfeksiyonun ortaya ¢iktigi ve 4 kiginin 6ldagu bildirilmistir. Buna paralel
yUrQtllen galismalarda, ameliyat sonrasi emulsiyon preparati kullanmis olan
62 hastanin 13 tanesinde enfeksiyon gbzlenmis olup, bu enfeksiyonlara
sebep olan bakteriler, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus,
Moraxella osloensis, Candida albicans ve Enterobacter agglomerans olarak
tespit edilmistir (Bennett ve ark., 1995).

Avrupa da yapilan bir arastirmada, Klebsilla enfeksiyonlarinin blyik
oranda kontamine olmus emulsiyon tipi preparatlardan kaynaklandigi
bildirilmistir. Buna bagh olarak ortaya ¢ikan nozokomiyal enfeksiyonlarinin
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mortaliteyi arttirdigi ve bunun sonucunda da hastane bakim masraflarinin
buyuk oranda arttigi vurgulanmaktadir (Veber ve ark., 1994). Nozokomiyal
enfeksiyonlarin, hastanin hastanede yatma gunine yaklasik olarak 7-21
gln ilave ettigi saptanmistir (Jarvis,1996). Bu nozokomiyal enfeksiyonlar ile
baglantili yogun bakim (YBU) hastalarinda gériilen asiri 8lim oranlarina
bakildiginda, enfeksiyona neden olan organizmalar arasinda koagulaz (-)
Staphylococcus’ un %13,8 ve Candida larin %38 oraninda goérildugi ve
bunlardan kaynakli 6lim oranlarinin %28 civarinda oldugu bildirilmistir
(Harbath ve Pittet,1996).

Hastalik Koruma ve Onleme Merkezi tarafindan izlenmis olan %10 ve
%20’ lik parenteral lipit emulsiyonlardaki mikroorganizmalarin gelismeleri
incelenmis ve degerlendirilmistir. incelemeler sonucunda, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae, Klebsiella
oxytoca, Serratia marcescens, Acinetobacter calcoaceticus,
Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia, Flavobacterium spp., ve Candida albicans, ve 2 tane de
Staphylococcus saprophyticus izole edilmistir. Bunlar, parenteral lipit
emdulsiyonlarin Uretimleri sdresince muhtemel kontaminasyonlara sebep
olan turler olarak bildirilmistir (Didier ve ark., 1998).

Brezilya' nin Pernambuco sehrinde Subat 2002 ile Mart 2002 tarihleri
arasinda 5 hastanede yapilan arastirmada, hastalara uygulanan damar igi
¢Ozeltilerinin igcten ve distan gelen kontaminasyon olasiliklari ve bunlara
karsi olugsan reaksiyonlardan dogan risk faktorleri agiklanmistir. Yapilan bu
calismada gecmiste incelenen co6zeltiierde olusmus reaksiyonlar
tanimlanmig, bakteriler icin kdltdr ortamlan olusturulmus ve endotoksin
konsantrasyonlari 6lciimustir. Calismada, hastanede bulunan cerrahi
mudahale gecirmis ve ayakta tedavi edilen 355 hastaya damar igi ¢cOzeltiler
uygulanmistir. 28 kisinin (%8) kontamine olmus damar ici ¢dzeltilere maruz
kaldiktan sonra 2,5 saat iginde hasta oldugu gdézlenmistir. 5 kisinin ise
(%17,9) hayatini kaybettigi bildirilmistir. Bu 6limler sonucunda yapilan
aragtirmada % 8 oraninda mikrobiyal kontaminasyona rastlanmis ve
endotoksin konsantrasyonunun ortalama 88,3 (endotoksin birimi olarak
EU/mI) ile ¢ok yUksek oldugu goérilmastir. Bu degerin, Brezilyadaki izin
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verilen deger ile karsilastirildiginda (< 0,5 EU/mI) cok ylUksek oldugu
gorilmektedir. Bunun sonucunda cerrahi mudahale gecirmis hastalarda
cesitli kanamalar gdézlenirken, cogu hastalarda kan nakli kontrolli olarak
saglanmasina ragmen beklenen etki goérilememigti. Bu sonuglar
degerlendirildiginde, parenteral solUsyonlarin, intrensek (Uretim kaynakli)
kontaminasyona maruz kaldiklari belirlenmigstir (Daufenbach ve ark., 2006).

FDA tarafindan vyayinlanan bir raporda, yurt capinda sterilite
kontrollerinin yeterince iyi yapiimadigi konusuna dikkat ¢ekilmigtir. Bu rapora
gére, kontamine olmus bazi parenteral ilaglarin hastalar tarafindan
kullaniimasi sonucunda 2002 Kasim ayi icerisinde hastalardan 4’ Gnde
fungal menenijit tespit edilmis ve bunun sonucunda 1 hastanin 6ldigu
bildirilmistir. Yapilan testlerde ilaglar icerisinde tespit edilen fungusun
hastalarda tespit edilen ile ayni oldugu goértimustar (Wachter, 2002).

Aslund ve ark., (1981) tarafindan yapilan bir c¢alismada, hayvan
hastanelerinde kullanilan, g6z damlalari, enjeksiyonluk sollsyonlar ve
infizyon sivilar  sterilite testine alinarak kontaminasyon Kkontrolleri
yapilmistir. incelemeye alinan 100 érnekte % 17,5 oraninda kontaminasyona
rastlanmis olup, bu oranin % 62’ sini kapsayan kisimdaki ilaglarin veteriner
kliniklerinde ayakta tedavi edilen hayvanlara uygulanmis oldugu tespit
edilmigtir. Kontamine olmus ila¢ kullanimindan kaynakl enfeksiyonlarin,
hayvanlar icin bir risk olusturdugu belirtilmistir.

Bir baska calismada ise; buylk hayvan hastanelerinde, kiicik hayvan
kliniklerinde ve veteriner kliniklerinde kullanilan ¢oklu doz veteriner parenteral
preparatlari, kontaminasyon kontrolleri yapilmak Uzere incelenmeye
alinmigtir (Sabino ve Weese, 2006). Sterilite testine alinan 88 6rnekten 16
tanesinde kontaminasyona rastlanmistir. Enjeksiyonluk ¢ozelti ¢esidi olan
¢oklu doz preparatlarin kontaminasyonu potansiyel patojen mikroorganizma
icermektedir. Bu sonuglar ise nozokomiyal enfeksiyonlarin olusmasinda bir
faktor olarak kabul edilmektedir.

Galismamizda kullandigimiz veteriner parenterallerin bazilarinda da
kontaminasyon tespit edilmis olup bunlarin kullanimlari sonucunda ortaya
cikabilecek enfeksiyonlarin hayvan sagligini olumsuz yodnde etkileyecegi
aciktir.
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Tam bu sonuclar degerlendirmeye alindiginda, Turkiye' de Uretilen veteriner
enjektabl vitamin preparatlarinin yeterli kosullarda Gretilmedidi ve gerekili
kontrollerinin yapilmadigi konusu giindeme gelmistir. Uretimde uyulmasi
gereken kurallar zinciri olarak bilinen GMP ve Kalite Kontrolin dogru bir
sekilde 6zUmsenip uygulanmaya konulmasi gerekliligi ortaya cikmigstir.
Yapilan calismalar dogrultusunda elde edilen sonugclarla, kontamine olmus
enjektabl preparat kullaniminin, hayvan saghgi icin ciddi problemlere neden

olabilecegdi dislncesi benimsenmigtir.
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5. SONUC VE ONERILER

Galismamizda, 23 tanesi yagda eriyen vitamin iceren, 27 tanesi suda
eriyen vitamin iceren 50 adet veteriner parenteral vitamin preparati ile
calisiimigtir. Bu preparatlarin membran filtrasyon ydntemi ile sterilite
kontrolleri yapilmis ve toplamda 5 adet preparatta kontaminasyon tespit
edilmistir. Bu kontaminasyonlar olusturan bakterilerden 1 tanesi Bacillus
polymyxa, 2 tanesi Bacillus brevis ve diger 2 tanesi de Staphylococcus
aureus olarak tespit edilmigtir.

Yapilan bu calisma ile veteriner parenteral vitamin preparatlarinda
6nemli sayilacak diizeyde mikrobiyal kontaminasyonun var oldugu membran
filtrasyon yo6ntemiyle tespit edilmigtir. Sterilite kosullarina uymayan ve
mikrobiyal kontaminasyonu olan veteriner ilaglarin uygulanmasi sonrasinda
hayvan kayiplarinin olmasi ihtimal dahilindedir. Ekonomik agidan ciddi
kayiplar olusturmasi, bu konu Gzerinde hassasiyetle durulmasi gerektigini
gindeme getirmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gére alinacak
Onlemler sayesinde, ila¢ uygulamalarina bagl potansiyel risk faktorlerinin
modifikasyonu sz konusu olabilecektir. Bu konuda ilag Uretimi yapan
merkezlere kosullarini ve yéntemlerini valide etme gérevi diserken, konuyla
ilgili devlet kurumlarinin da kontrol ve denetimlerini siklagtirmasi gerekliligi
glundeme gelmektedir.

Bu calismanin sonucunda, enjektabl veteriner ilaclarin Gretim
asamasinda ve Uretimi sonrasinda dikkat edilmesi gereken kurallar zinciri
gbzden gegcirilmistir. Tarihsel bir sirayla ginimizde kullandigimiz
yontemlerin geligimi literatlr érnekleriyle tanimlanmigtir. Mevcut tanimlanmig
kurallara ragmen, mikrobiyolojik kontaminasyonun olusabilecedi, bu nedenle
uretim agsamasinda titiz davranilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Gelecekte yapilacak bilimsel calismalarla sterilizasyon kosullarinin
daha da mikemmele yaklagsmasi ilerleyen suregte giindeme gelebilecektir.
Bu calismalarla elde edilen sonuglar dogrultusunda, hayvan saghgi
acisindan guvenli yéntemlerin tanimlanmasi sz konusu olabilecektir. Ayrica

mikrobiyal kontaminasyonun tanimlanmasi amaciyla daha ileri tekniklerin
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gelismesi, bugln negatif olarak tespit edilen sonuclarin daha sensitif halde

tanimlanmasi olanagini beraberinde getirecektir.
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OZET

Tirkiye’ de Uretilen Veteriner Enjektabl Vitamin Preparatlarinin
Mikrobiyolojik Kalite Kontrolleri

Calismamizda Turkiye’ de Uretilen ve gesitli ecza depolarindan temin edilen
veteriner enjektabl vitamin preparatlarinin, sterilite kontrol yéntemlerinden
biri olan membran filtrasyon teknigi ile mikrobiyolojik kalite kontrol agisindan
incelenmesi amaclanmistir.

Calismamizda 23 tanesi yagda, 27 tanesi suda eriyen 50 adet
veteriner enjektabl vitamin preparati ile calisiimistir. Toplamda calisilan
enjektabl preparatlardan 5 tanesinde tGreme gd6zlenmis olup, treme goérilen
drGnlerdeki mikroorganizmalar Gram boyama ve biyokimyasal testler ile
isimlendirilmigtir.

Bu mikroorganizmalar; Bacillus polymyxa, Bacillus brevis ve
Staphylococcus aureus’ tur. ilaglarda kontaminasyona sebep olan bu
bakterilerin, Uretim sirasinda, havadan, Uretim alanindan, ekipman ve
personelden kaynaklanmis olabilecedi dusunalmustar.

Galismamizda; steril olmasi gereken enjektabl veteriner ilaglarda
olusan Uremeler dikkate alinarak Turkiye’ de Gretilen veteriner enjektabl
vitamin preparatlarinin Gretiminde, gerekli teknik kullanimin yeterli olmadigi

sonucuna varilmigtir.

Anahtar Soézclikler: Sterilite testi, membran filtrasyon ydntemi,

kontaminasyon, parenteral preparat, veteriner ilag.
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SUMMARY

Microbiological Quality Control of the Veterinary Injectable Vitamin
Preparations Manufactured in Turkey

Our study aimed to examining the veterinary injectable vitamin preparations,
which were manufactured in Turkey and procured from various drug depots,
from the point of microbiological quality control via the membrane filtration
technique, which is one of the sterility control methods.

A total of 50 veterinary injectable vitamin preparations, 23 of which
were fat-soluble and 27 of which were water-soluble, were studied.
Reproduction was observed in 5 of the total injectable preparations studied
and the microorganisms in the products, where reproduction was observed,
were named with Gram staining method and biochemical tests.

These microorganisms are Bacillus polymyxa, Bacillus brevis and
Staphylococcus aureus’. It was believed that these bacteria, which caused
contamination in the drugs, might be originated from the air, the
manufacturing area, the equipment and the staff during the manufacturing
processes.

As a result of our study; taking into consideration the reproduction
formed in the veterinary injectable preparations, which should be sterile, it
was concluded that the usage of the required techniques in the
manufacturing of the veterinary injectable vitamin preparations in Turkey is

not adequate.

Key Words: Sterility Test, membrane filtration method, contamination,

parenteral preparation, veterinary medicine.
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