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® Tedavi amaciyla kullamlan ilaglarin mikroorganizma igerecegi ve

infeksiyona yol agabilecegine dair herhangi bir yaymn yok iken..

® 1963 sonrasmda oral olarak alman ya da lokal uygulanan
*kontamine triinlerin bazi infeksiyonlara yol actigy.. llaclarin da

infeksiyon kaynagi olabilecegi anlagildi.

® Oral yolla alinan ilaglar besin tipi inf.-Salmonella, P.aeruginosa igeren

goz merhemleri, goz damlalar yaygin goz inf.

o [laclar mikrobiyolojik olarak steril, patojen icermeyecek!

*Kontaminasyon: Bulagma, yabanci maddelerin karigmasi, kirlenme.
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Eskiden - Eczaa tarafindan hasta regetesine gore

ilag hazirlanip kisa stirede tiiketilirken,

Bugiin - [lac fabrikalarinda hazirlanmakta ve fabrikasyondan

uzun bir slure sonra bﬁyﬁk bir hasta kitlesi tarafindan

@ kullanilmaktadir.
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Iy1 Imalat Uygulamalari-GMP

® Farmasotik trtnlerde mikrobiyal
Uretimdeki her seri tiriiniin kalitesi istenen kontaminasyonun engellenmesi ve
tiim standartlara uygunluguna baghdur. mikrobiyal kalitenin saglanmasi ve ilaca

bagl infeksiyon riskini en aza indirmek

Yani; icin, 1liretimin her aSamasinda

mikrobiyolojik kalite kontroller

® Personelin veterli e@itimi, uyoun bina
Y & » B yapilmalidir.

ve gereglerin saglanmas

* Dogru materyallerin kullanimi * Farmasotik  Grinde meydana gelen

. , mikrobiyal kontaminasyon, trinin ve

® Denenmis iglemlerin uygulanmasi L

hasta saghigmin  bozulmasina neden

* Uygun depolama ve tagima 9 Qe e e . .. :
oldugu gibi tretici firma igin maddi ve

donanimlarimin hazir bulundurulmas: .
manevi kayiplara neden olmaktadur.
* Dogru kayit anlamma gelir -GMP

o Ilacta meydana gelen istatiksel olarak

onemsiz goriinen kiiciik bir hata, iirtni

kullanan hasta icin 6liimciil bir tehlike

yaratabilir.
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¢ [laca bagli infeksiyon riskini en aza indirmek igin, tretimin
her agamasmda mikrobiyolojik kalite kontrol yapilmahdir.

® Farmasotik urunlerin tum ozelliklerinin hatasiz ve istenilen

kalitede olmas1 zorunludur.

* Bu amagla ila¢ tiretimi, kontaminasyon riskinin en az oldugu

kogullarda yapilmahdr.
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ilaglarda kontaminasyon;

lacin yapisindan
-Caligilma ortamindan

-Etken & yardlma maddelerden kaynaklanabilir.

Preformiilasyon, formiilasyon, tiretim, ambalajlama ve

kullanma donemlerinde oluSabilir.
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* Kontaminasyon ilag igindeki etken maddelerin aktivitelerinin

yok olmasina ve ilaglarda birtakim fiziksel degisimlere yol

acabilir.
Tabletlerde SiSme, sulanma,

Suruplarda st kisimlarda tabakalagma, gaz ¢ikis, koti koku

oluSumu vb.
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Hammadde tabiati ve 6zelligi:

[laclarin mikrobiyolojik kontaminasyonunda rol oynayan en onemli

faktorler bitkisel ve hayvansal kokenli hammaddelerdir.

Bunun yaninda bazi organik maddeler, vitaminler, steroidler, talk, laktoz,
magnezyum karbonat, magnezyum hidroksit, aliminyum hidroksit,

alﬁminyum fosfat vb.
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2. Farmasotik sekil :

Bir ilacin mikrobiyolojik kontaminasyonuyla direkt iligkilidir.

Orn; sivi ve yar1 kat1 preparatlar son derece tehlikedir. Bu tiir preparatlara
etanol, $eker gibi antimikrobiyal maddeler ilave edilerek bakterinin

cogalmasi inhibe edilir.

% Pseudomonaslar ve Enterobacterler oluSturduklar1 enzimlerle bu tir

preparatlari bu tiir preparatlarda ¢o@alabilmektedirler.
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3. Imalat asamasi-

Fabrikasyon Hijyeni:

[lacin imalati sirasindaki cevre
kosullar1, kullanilan ara¢ ve
geregler ile personel hijyeni,
optimal kontaminasyon $ansini
arttiran ya da azaltan

etmenlerdir.

[lacin hammadde temininden,
kullanmima hazir forma
getirilinceye kadar gegen biitiin
islemleri mikrobiyolojik agidan

kontrol altina tutulmalidir.

o [malatta rol oynayan faktorler;

- Su

Cevre

- Ambalajlama

. Depolama ve rcgrta bekleme stiresidir.
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® |malat sirasinda kontaminasyona neden olan tum faktorler ortadan

kaldirilmalidir.

- Kullanmilan su mikrobiyolojik standartlara uygun olmahdir. Ozellikle
enjektabl olmayan ilaglarin hazirlanmasinda kullamlan deiyonize su

mikrobiyolojik kontrollerden sonra kullanilmahdir.
- Uretimin yapildig: alana filtre edilmi$ hava sevk edilmelidir.
- Egitimli personel caligtirilmalidir.

- Uygun kogullarda paketleme-ambalajlama yapilmahdur.
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4. Insan Kaynakh Kontaminasyon: / ,

e lacin el ile verilmesi ile gercekle§en kontaminasyonda normal el florasinda
bulunan  Staphylococcus,  Micrococcus  ve  Diphtheroid  basiller ilacin
kontaminasyonuna yol agmakta, kontamine ilaglar araciigiyla organizmaya

ulaSmaktadur.

® Cok dozlu iirtinlerin kullanimi sirasinda kontaminasyon olugabilir.

Capraz Kontaminasyon: Patojen bakterilerin ya da viruslarin kontamine bir
ylizeyden bagka bir ylizeye gecisine denir.

- CaliSan elinden ilaca, \; - L/

- Kullanilan aletten ilaca V)

- Tlactan ilaca, ilactan organizmaya olabilir.

@ / | \} / / 2018
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® Kontaminasyonun yayﬂmam;
Hastanede kullanilan malzeme kaynakh olabilir.

Bu ytizden gerek hastanin kendisine, gerek hastadan hastaya
ila¢ kullaniminda kagiklarin, ignelerin, enjektorlerin ikinci

kez kullanilmamasi ve topik urunlerin kullanimindan sonra

aplikat('jrlerin atﬂmam—aplikatérlerin tek kullanimbik olmasi

gibi yéntemlerle kontaminasyon yaylhml azaltilabilir.
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5.Cevre Kaynakh Kontaminasyon:

S

* Havada bulunan mikroorganizmalar ¢ok az miktarda bile olsa agz

acik bulunan ilaglarin tizerine yerlegebilir.

® Ev ve hastanelerde normalde mevcut olan mikroorganizma sayisi
olduk¢a farkhdir. Ancak hastanelerde kullanmilan ilaglara patojen

mikroorganizmalar bulagma orani ¢ok daha fazladir.
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e Ilaclarin acilip kullanildiktan sonra pek ¢ogunun sabit sayida fakat yiiksek

oranda kontaminant icerdigi tespit edilmistir.

® 1965 yihinda Isvec Ulusal Saglik Heyeti'nce yapilan bir aragtirmada; non
steril olarak tiretilen ilaglarm tiretiminden hemen sonra mikrobiyolojik kalite

kontrolleri yapildiginda, pek ¢ok mikroorganizmanin varh@ tespit

edilmistir.

* Gunlik kullamlan tabletlerin ¢ogunda Bacillus subtilis, bira mayas: ve kiiflere

rastlanmi$tir,
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® Hastanelerde kullanilan non steril urtunlerdeki kontaminasyon oranlarlyla
ilgili 1971 ylhnda The Public Health Laboratory Service tarafindan yapllan
bir ¢alimada numunelerin % 18’inde 10* cfu/0.1ml-g ‘m tzerinde

mikroorganizma varh@: tespit edilmistir.

Bunlarm % 2,7 sinde Pseudomonas aeruginosa saptanmigtir.

* Buna kargilik evde kullanilan ilaglarin kontaminasyon orani az oldugundan

patojen m.o. ve kontaminanta maruz kalma olasiliklar1 dugtktiir.
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[laclarda Mikrobiyolojik Bozulma ve Korunma

Bir farmasotik preparatin;
- Patojen veya potansiyel patojen mikroorganizma igermesi
; Mikroorganizmamn toksik metabolik artiklarini bulundurmasi

- Belirgin ve agik §ekilde fiziksel ve kimyasal degisiklik icermesi
halinde o preparat mikrobiyolojik agidan tamamen bozulmug

olarak kabul edilir.
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Farmasotik Preparatlarda Karsilasilan
Mikroorganizmalar

Kontamine olan bir ilacin igerdigi mikroorganizma tiirleri; hava, su

b

insan, hayvan ve bitkisel floraya bagh olarak degisir.

<* Aerop sporlu basiller, rastlanilan mikroorganizmalarin baginda gelir.
Bacillus anthracis hari¢ ¢ogunlugu saprofit bakterilerdir. Spor $ekilleri

ozellikle 1s1ya ve antimikrobik ajanlara kar$: direnclidir.

» Gram (-) basiller kontamine prep.larda bulunabilecek bir diger bakteri
grubudur. E.coli, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Citrobacter,

Salmonella, Proteus ile Pseudomonas grubu mikroorganizmalar sayilabilir.

@ 18.04.2018




Bu mikroorganizmalarin ¢ogu opurtunisttir (potansiyel patojen).

[nsan ve hayvan normal mikroflorasinda bulunan bu bakteriler,
bulunduklar1 ortam digina ¢ktiklarmda patojenite kazanir. Bu
mikroorganizmalar biyolojik orijinli hammaddelerde ¢ogunlukla
bulunabilir ve bunlar1 igeren kuru preparatlar da intestinal orijinli

kirlilik belirtisi olarak saptanabilirler.




** Gram (+) koklar (Micrococcus,  Staphylococcus, D grubu

Streptococcus)

<* Maya ve Kiifler (Aspergillus,, Penicillium, Saccharomyces)

ilaglarda kargilagilan mikroorganizmalar arasinda yer alir ve

bunlarinda ¢ogu 1s1ya direnglidir.
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o Ilaglarln mikrobiyolojik kontaminasyonlarmin o6nemi anlagildiktan

sonra, ilaglarda bulunabilecek mikroorganizma miktar1 smirlanmak

1stenmistir.

® Bu amagla Uluslararasi Eczaciik Federasyonu (FIP) steril olma
zorunlulugu olmayan farmasétik preparatlarin mikrobiyolojik sathg:

konusundaki genel problemleri igeren bir rapor yaymlamigtir.

@ 18.04.2018 /




Farmasotik Preparasyon Gruplari ve

Mikrobiyolojik Sathk Dereceleri

Kategori

Farmasotik Sekil

Izin verilen mikroorganizma miktari

la

Enjektabl preparatlar

Mutlaka steril ve apirojen

1b

Oftalmik preparatlar

Steril

Yaral1 deriye uygulanan prep
Kulak, burun ve bogaz prep
Jinekolojik prep

Inhalasyon prep

Oral ve diger yolla uygulanan prep

Canli mikroorganizma miktar1 gr ya da ml’ de
102 kob/ml-gr‘yi gecmeyecek.
Enterobacteriaceae familyasina ait m.o’ lar
ile P.aeruginosa ve S.aureus bulunmayacak.

Kozmetik trtinler

Canl1 m.o miktari:
aerob bakteriler i¢in : 102 — 104 kob/ml-gr

Her tiirlii durumda;

Patojen bakteri ve mantar (CERMEYECEK!

1 gr veya ml’ de Salmonella bulunmayacak.

1 gr veya ml’ de P. aeruginosa bulunmayacak.

1 gr veya ml’ de S.aureus bulunmayacak.
18.04.’“1/




* Stiphesiz organizma, salyanin bakterisid etkisi, mide asiditesi ve

enzimleri, pankreas 6z sayu, safra, kil, deri, g6z ya$i, kaln
barsaktaki normal flora ile buraya tesadiifen gelen
mikroor ganizmalar arasindaki rekabet VS. gibi

mikroorganizmalara kar$1 savunma araglariyla donatilmigtir.

Bununla beraber, bazi patolojik hallerde bu savunma
mekanizmasi bozulmakta, ilaclar yoluyla gelen

mikroorganizmalarin viicuda yerlegmesin kolaylagmaktadir.
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Farmasotik Formlarin Mikrobiyolojik Safhgini
Inceleme Yontemleri

[laclarin mikrobiyolojik analizlerinde kullanilan yéntemlerin agagida

belirtilen maddeleri kapsamasi gerekir.

Metotlar:

 Ogzellikle ilaclarin karakteristik 6zelliklerine bagli olarak incelenmesi
saglanmalidir.

% BileSimi oluSturan maddelerden her birinin tabiatina ve Urinin
eriyebilirlilik 6zelligine dayanmalidir.

** Analize alinan numunede antibiyotik varligin1 saptayabilmelidir.
< Ilacta meveut kontaminasyon derecesini belirleyebilmelidir.

«» Mikrobiyolojik analizde kullanilacak olan biitiin reaktifler, besiyeri ve diger
tum malzemeler steril olmalidir.
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Numunelerin AyrllmaSI

<* Numuneler, analize baglamadan once asepsi ve antisepsiye uyarak
ayrilmali  ve  bitin  deneylerin  yapilmasina,  gerekirse
tekrarlanabilmesine yetecek miktarda olmal.

“* Her deneme i¢in 10 gr va da ml numune alinmas: onerilir. Cok

pahali veya gii¢ temin edilebilen numunelerde ise minimum 1 gr va
da ml olmalhidir.

10 gr almabilen numunelerde mumkunse ayn1 seriye ait 3 ayri
ambalajdan toplam 10 gr numune alinmalidir.
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Numunelerin Hazirlanmasi

a)Suda eriyebilen numuneler :

Numunelerin pH’l "7 olan fosfat tamponu ile % 10 luk homojenizat

olacak gekilde stispansiyonu hazirlanir,

b)Suda erimeyen fakat yagh olmayan numuneler :

Incelenecek numuneden 10 gr tartihir ve izerine yaklagik 85 ml
pH 7 olan fosfat tamponu (tween 20 veya 80 gibi bir ylizey aktif
madde igeren) ilave edilerek homojen bir kari$im hazirlanir. Aym
tampondan ilave dilerek 100 ml’ ye tamamlamr. Karigim iyice

homojenize edilir.
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c)Yagli numuneler:

[erisinde cam boncuk ve 10 gr Polysorbate 20 veya 80 bulunan
steril bir erlene incelenecek pomat, krem, losyon vs gibi
numunelerden 10 gr steril kogullarda ahnir. Oncelikle 40°C’ ye
kadar su banyosunda bir pilot tiip yardimiyla 1sitihr. Karigtirihr.
40°C’ ye kadar 1sitilmi§ tampon soliisyondan 80 ml ilave edilir.

Karigtirihir. Hazirlanan homojenizatin pH’ 1 kontrol edilir.
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Mikroorganizma Sayim Yontemleri

1) Agar plaklarinda Saymm
2) Filtrasyon ve membranlar Uizerinde kiltiure ederek sayIm

3) Seri tiiplere ekerek ve statik de@erlendirme ile sayim
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Numunelerde yapilacak mikroorganizma sayimlari igin gegitli

besiyerleri kullanilir.

Total bakteri saylmmda :

Casein-peptone Soya Agar ( CSA ) veya Tryptone Glucose Extract Agar (TGEA )

30-300 koloni saylhr

Maya ve kuf saylmi icin:
Antibiyotikli Sabouraud Dekstroz Agar ( SDA)
10-100 koloni saylhr

Enterobacteriaceae icin:
Mac Conkey Agar ( MCA ) veya Eosine Metilen Blue agar (EMB )
besiyerleri kullanilir.

30-300 koloni sayilir

(-
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® Bu besiyerleri uygun kogullarda hazirlanip steril edildikten sonra
37°C‘de 1 gece bekletilerek sterilizasyon kontrolleri yapilr.
Kullanilacagy zaman 90°C’nin tizerinde su banyosunda eritilir ve

45 - 50°C’ye sogutularak kullanilir.

® Analize almacak farmasotik preparatlardaki m.o tiirlerinin tayini
icin selektif besiyerlerinin [Salmonella-Shigella Agar (SS Agar)]
kullanim gerekir. [zole edilme olasiligi disik olan m.o lar icinse

zenginle§tirme besiyerlerinden (Selenit F)yararlanihir.
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Mikroorganizma Sayim Yontemleri
1) Agar Plaklarinda Sayim

Hazirlanan % 10 luk homojenizat muhtemel bula§ derecesine gore pH:7 fosfat tamponu
ile bir seri diliisyonu hazirlanir. Her diliisyondan 1’er ml alimarak 3 ayr1 petri kutusuna
aktarilir. Uzerlerine daha énceden eritilip 45-50 °C’ ye sogutulmus 15ml besiyeri dokiiliir
numune ve besiyerinin homojen bir §ekilde karigmasi i¢in rotasyon ile calkalanir ve
donmasi beklenir. Donduktan sonra besiyerlerinden 6-7ml daha ilave edilir ve yiizeyde bir
tabaka olacak $ekilde dondurulur. Petriler 30 — 35 °C ‘de inkiibe edilir. 2-5 giin sonra

koloniler sayilir.

Numunenin 1 gr ya da ml” deki aerob bakteri miktar: diliisyon faktorii de hesaba katilarak

saptamr.

Sayimlarda 30- 300 arasinda koloniler sayilir. Koloni sayis1 300° i gegmemelidir. 300" den
fazla ise dilﬁsyon arttirilmalidir. 30’ un altinda ise kontaminasyondan kaynaklanabilecegi

dugtniilerek deney tekrarlanmahdur.
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TGEA ya da CSA SDA
MCA ya da EMB

\T—) % 10'luk
homoijenizat

Fosfat Tamponu
pH:7
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® Maya ve kif saym i¢in kloramfenikol, tetrasiklin, penisilin G gibi
antibiyotiklerden birkag1 ilave edilmi§ Sabouraud Dekstroz Agar

kullanilir.

Maya ve kaf saylmmda plaklar 20-25 °C’ de inkiibe edilir. 2-5 giin

sonra koloniler saylhr.

Numunenin 1gr ya da ml’ deki maya ve kuf miktarn dih'isyon orani
ile garpilarak saptanir. Maya ve kiif igin 10 -100 aras: kuf kolonileri

iceren petriler dikkate alinmalidir.
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2 ) Filtrasyon ve membranlar iizerinde kiiltiire ederek sayim

Bu yontem suda eriyen numuneler igin kullamihir. Numunenin %10 luk
homojenizati hazirlamr. Bundan diliisyonlar hazirlanir. Her bir diliisyon g6zenek
¢ap1 0,45 um olan membran filtreden siiziiliir. Membran filtreler iginde CSA veya
TGEA besiyeri dokiiliip dondurulmu§ petrilerdeki besiyerlerinin yiizeyine

dikkatlice ve steril penslerle tutularak yerlestirilir.

Maya ve kiif saymmi da iginde antibiyotikli SDA besiyeri bulunan petrilerle aym
sekilde yapilir. Petriler uygun inkiibasyon sicakliklarinda belirli siirelerde tutulur.

Bu siirenin sonunda tespit edilen m.o sayis1 sulandirma katsayisi ile garpilarak 1 gr

ya da ml” deki deger belirlenir.
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3) Seri tiiplere ekerek ve statik degerlendirme ile sayim

Gram ya da ml’sinde 100 den az m.o. igeren ve kolaylhkla kontamine olabilen
farmasotik preparatlarda  veya hammaddelerde gergek ya da gergege yakin

sayim yapabilmek i¢in kullamlan bir yontemdir.

Bu yontemde besiyerlerinin sivi §ekilleri kullanilir.

Numunenin % 10 luk homojenizati ve di]ﬁsyonlarl hazirlanir.

Pepton — Kazein Soya Buyyon ( CSB ) ve Saboraud Dekstroz Buyyon (SDB)
besiyerlerine her bir desimal dilﬁsyondan 1’ er ml ekilir. CSB besiyerine ekilen

numuneler 35°C ve SDB besiyerine ekilenler 25 °C de inkﬁbasyona birakilir.

Tipte gorilen bulaniklik iremenin oldugunu gosterir.
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