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Farmasotik mikrobiyoloji

Temel olarak mikroorganizma —ilag etkilesimleri

ve bunlarin konakla olan iligkilerini inceleyen bilim
dahdir.



Mikroorganizmalarin ilaca etkileri:

® llaglarin ve kozmetik Grinlerin mikroorganizmalarla kontaminasyonu,
® Kontaminasyonun ilag / kozmetikler Gzerine olan etkileri,

® llag / kozmetik kontaminasyonunun insan sagligi Gzerine etkileri,

® Kontaminasyon kaynaklari,

® llag [ kozmetiklerdeki kontaminasyonun kontrolg,

® Kontaminasyonun giderilme yontemleri,

Kontaminasyona izin vermeksizin kaliteli ilag / kozmetik Gretimi.



llaclarin mikroorganizmalar Uzerine etkileri:

® Antibiyotikler,
® Tum antimikrobiyal ajanlarin,

® Yeni aday molekuUllerin (antimikrobik peptitler, katyonik steroidal antibiyotikler, cesitli bitki
ekstreleri, kimyasal sentez yoluyla elde edilen maddeler, ............ vb.)

Antimikrobiyal aktivite deneyleri:

Farmakopeye gore potens belirlenmesi,

Minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi,

Minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi,

Minimum biyofilm inhibe / eradike edici konsantrasyonlarin (MBIK, MBEK) belirlenmesi,
Mikroorganizmalarin yizeye yapismasinin ve biyofilm olusumunun engellenmesi,
Fraksiyonel inhibisyon katsayisinin (FIK) checkerboard yontemi ile belirlenmesi,
Antibiyotik sonrasi etkinin (ASE / PAE ) belirlenmesi,

Zamana bagli 6ldirme yontemi (TKK) ile bakterisidal aktivite ve kombinasyonlarin
etkinliklerinin belirlenmesi
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Farmasotik mikrobiyoloji ayrica:

® Probiyotikler; kendileri ilag olarak kullanilan mikroorganizmalar,
® Asllar; enfeksiyonlardan korunmadaki en 6nemli silahlarimiz,

® Antiseptik ve dezenfektan maddeler; vicut yizeyi ve c¢evredeki
mikroorganizma sayisini kontrol altinda tutmamizi saglayan maddeler,

® Immun sistem ve bu sistemi dizenleyici ilaclar,
® Biyoteknolojik asi ve ilaclarin Gretilmeleri,

.. vd.

Alanlarindaki calhismalarla ilgilenmektedir.



Insan yada hayvanlara

Hastaliklari tedavi edici (terapotik),
Hastaliklar onleyici (profilaktik),
Hastanin sikayetlerini giderici (semptomatik),
Hastalik teshisi yapici (diagnostik),

Normal vicut fonksiyonlarini degistirici / dUzenleyici

olarak verilen, etken ve yardimci maddelerden olusan preparatlar
olarak tanimlanabilmektedir



llacta mikrobiyal kontaminasyon

Uretimin havanlardan ¢ikip dinya capinda bir sanayi haline geldigi ilk
donemlerde, ilagta kontaminasyon olabilecegi fikri dUsUnUlmemistir.

Ancak zaman icinde ¢ok sayida kontamine ila¢ ve bunlara bagl olarak
olusan enfeksiyonlar rapor edilmeye baslanmistir.

Bunun Uzerine ¢esitli arastirmacilar piyasada bulunan farkli ilag sekiller:
Uzerinde ¢alismalar yapmis ve ¢ok ¢arpici sonuglar elde etmislerdir.

Bu calismalarla kati, yari kati yada sivi her tirlU preparatta mikrobiyal
kontaminasyonun varligi ve 6nemi anlasilmistir.



Farmasotik urunlerde saptanmis kontaminantlar

YIL |URUN KONTAMINANT

1907 |Veba asisi Clostridium tetani

1943 | GOz damlalari Pseudomonas aeruginosa
1946 | Talk pudrasi Clostridium tetani

1948 |Serum asisi Staphylococcus aureus

1955 |Kloroksenelol dezenfektan | Pseudomonas aeruginosa

1966 |Tiroid tabletleri Salmonella muenchen

1966 |Antibiyotikli goz merhemi | Pseudomonas aeruginosa

1966 |Tuzlu su Serratia marcesscens

1967 |Karmin boyasi Salmonella cubana




Farmasotik urunlerde saptanmis kontaminantlar I

YIL |[URUN KONTAMINANT

1967 | El kremi Klebsiella pneumonia

1969 |Nane aromali su Pseudomonas aeruginosa

1970 | Klorheksidinli-setrimidli Pseudomonas cepacia

antiseptik ¢ozeltisi

1972 |Intrevenoz sivilar Pseudomonas, Erwinia,
Enterobacter tiurleri

1972 | Pankreatin Salmonelle agona

1977 | Kontakt lens ¢ozeltisi Serratia ve Enterobacter tirleri

1981 | Cerrahi elbiseler Clostridium tdrleri

1983 | Sivi sabun Pseudomonas stutzeri




FIP (Uluslararasi Eczacilik Federasyonu)‘e gore
farmasotik urunlerin mikrobiyolojik kaliteleri

Farmasotik preparat Bildirilen kosullar

Enjektabl preparatlar, Steril
g0oz preperatlari

Yarali deriye uygulanan,

kulak-burun-bogaza
uygulanan lokal preparatlar, |102 aerop bakteri/gr yada ml*

jinekolojik,
inhalasyon,
kozmetik preparatlari

Oral ve diger preparatlar 103-104 aerop bakteri/gr yada ml,
102 maya veya kuf/gr yada ml *

* Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri, S. aureus, P. aeruginosa vb patojen bakteri
ve mantarlar bulunmamali




Farmasotik preparatlara uygulanan testler

® llaglarin, FIP'de bldirilen bu sartlari yerine getirip getirmedigini
belirlemek Uzere cesitli testler yapilmaktadir

I- Steril preparatlar igin: II- Non-steril preparatlar icin:
1. Enjektabl (parenteral) Mikrobiyolojik limit testi;
preparatlar igin: 1. Sulu ¢dzeltiler, su/uygun ¢dziiciide
* Sterilite testi ¢ozUnen maddeler igin
* Pirojenite testi - Filtreden stizme
* Toksisite testi 2. Dagitilmis sistemler igin
2. Oftalmik (gb6ze uygulanan) (tablet, surup vb.)

preparatlar igin: - Canli bakteri sayimi

* Sterilite testi 3. Az miktarda mikroorganizma
iceren preparatlar icin

- En olasi sayi tespiti (MPN)



Sterilite testi:

® Mutlaka steril olmasi gereken enjektabl ve oftalmik preparatlara uygulanir.

® Uretimin boyutuna gore yeterli sayida 6rnek alinip aseptik sartlarda
acilarak bakteri ve mantarlarin Uremesi icin 6zel besiyerlerine ekim yapilir.

* Bakteriler icin tiyoglikolath sivi besiyeri (37°C)
* Mantarlar i¢in sivi sabouraud besiyeri (22-25°C)
® Besiyerleri 14 gunun sonunda degerlendirilir
® Her iki besiyerinde de Ureme yoksa Urun steril kabul edilir

® Besiyerlerinden herhangi birinde yada ikisinde Greme gorulUrse UrUn steril
degildir



Pirojenite testi

Pirojen madde (endotoksin), Gram negatif bakterilerin metabolik yan
Urunudur

Enjeksiyonla vicuda girdiginde atesi yukseltir

Lipopolisakkarit yapidadir

< 5o mp'dan kicuk olup filtrelerden gecebilir

Isiya dayaniklidir

Pirojenler Urune sudan yada Uretim yapilan kaplardan bulasabilirler
Pirojenlerin giderilmesi icin sterilizasyon yontemleri yeterli degildir
Pirojenler, cam [ kati maddelerden 250°C'de 30 dakika isitmayla

Sivilardan ise aktif komirden gecirilerek uzaklastirlir




Pirojenite testleri

® |kifarkl yontemle yapilabilmekte

1- in vivo: tavsanlar Gzerinde

* llacin uygun kosullarda bekletilen belirli sayida tavsana enjekte edilmesi ve
tavsanlarin vicut isisinin belirli bir limitten daha fazla yikselmemesi
esasina dayanir

2- In vitro / LAL (Limulus Amebosit Lizat) Testi:

Amebosit lizat + pirojen madde > jel olusumu
(protein) (lipopolisakkarit)
® Yengec¢ benzeri bir sig deniz hayvani olan Lymulus
polyphemus'dan elde edilen protein yapisindaki lizatin
lipopolisakkarit yapisindaki endotoksinle (pirojen)

birleserek ¢cokmesi esasina dayanir



http://av.rds.yahoo.com/_ylt=A0Je5XOTmFBF_gAB.zeHBqMX;_ylu=X3oDMTBwanIybjRqBHBndANhdHdfaW1nX3Jlc3VsdARzZWMDc3I-/SIG=13vibm7qj/EXP=1162996243/**http:/investigacion.izt.uam.mx/ocl/Bentos/Crustaceos/Cr. Limulus polyphemus 3  (G).jpg

Toksisite testi

llacta normalin Uzerinde bir toksik etkinin var olup

olmadigr arastirilir.
Deneyde findik fareleri kullanilir.

llacin uygun sartlardaki 5 fareye enjeksiyonundan sonra 48
saat icinde hi¢bir farenin 6lmemesi gerekir

Eger farelerden Olen olursa test 5 yeni fare ile tekrarlanir
Yine 6lenler olursa Urin toksik kabul edilir

Hicbir fare 6lmezse Urun toksik degildir
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Mikrobiyolojik limit testleri

® Steril olma zorunlulugu bulunmayan ilaglarda hangi mikroorganizmanin
ne kadar sayida bulundugunun tespit edilmesini saglayan deneylerdir

® UrUnUn ozelligine gore asagidaki yontemlerden en uygun olan biri ile
calisilir;

* Besiyerine karistirarak yada besiyerinin yiUzeyine yayarak sayim
* Filtrasyon ile sayim
* En olasi sayinin tespiti

® Sayimlar sonucunda elde edilen sayilar FIP'nin verdigi tablodaki
limitlerle kiyaslanarak Grindn kullanima uygun olup olmadigi tespit edilir



Farmasotik urunler,

® Uygulanan testlerle ancak Uretim vyapildiktan sonra ve alinan
numuneler 6lcisinde kontrol edilebilir

® Hicbir zaman Urindn tUmo kontrol edilemez
Sonug olarak,

® llaca bagh enfeksiyon riskini en aza indirmek icin Uretimin her
asamasindan gelebilecek riskleri bilmek ve bunlara karsi 6nlemler
alarak kontaminasyonu daha meydana gelmeden engellemek
gerekmektedir

® Yaniilag her zaman icin hatasiz ve her acidan kaliteli olarak Uretilmelidir

® Bunun icin de GMP adiyla anilan kurallar gelistirilmis ve ilag Gretiminin
her asamasinda kaliteyi olusturmak Uzere kullanilmaya baslanmistir.



llaclarda kalite;

Satin aldigimiz hemen her UrUnun kalitesi, satin alinmadan 6nce
yada sonra kontrol edilebilir niteliktedir

Orn: elektrikli aletler, giysiler, mobilyalar, oyuncaklar, hatta bircok
yiyecek [ icecek bile kontrol edilebilir ve gerekirse degistirilebilir

Oysa ilaglarin kalitesini, gorUnUmuUnU degistirmedigi sUrece,
kullanmadan dnce kontrol etme sansimiz yoktur

1/20%lik hata payi bile ilag i¢in kabul edilebilir degildir

Yanhs Uretilmis / etiketlenmis bir ilaci kullanmanin sonu 6lume
kadar varabilmektedir

Yani kalitesiz bir ilacin iade yada degisimi yoktur

Bu nedenle kullandigimiz her ilacin dogru ve kaliteli olduguna
guven duymak bir zorunluluktur.



Kalite nedir?

S6zluk anlami: *mUkemmelligin bir derecesi” yada,
"Bir Urunun spesifikasyonlarina uygun olmasi“dir.

GMP'ye gore kalite: "Urunun belirlenmis amacina uygun olmasi”
olarak tanimlanmaktadir

Bu tanima gore kaliteli ilaglar:

* Formulasyonu dogru olmali,

* Kontaminasyona ugramamis olmali,

* Farmasotik sekli hasar gormemis olmali,
* Dogru etiketlenmis olmali

* Tasima, depolama yada kullanma sirasinda zarar gormeyecek
sekilde kapatilarak ambalajlanmis olmalidir.




Standart, kaliteli bir uretim i¢in belirlenmis kurallar = GMP
(Good Manufacturing Practice / lyi Uretim Uygulamalan)

® Uretimde hata riskini en aza indirmeyi ve kullanim amacina uygun,
kaliteli Uretim yapmayi saglayan bir kavram

® |k kez 1963 yilinda Amerika'da Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan ortaya konulmus,

® 1968'de Dinya Saghk Orgitt (WHO) tarafindan kabul edilerek
yayimlanmis,

® 1983'de yeniden gozden gecirilerek dizenlenmis,

1984'de Turkiye'de ilag Uretiminde zorunlu olarak uygulamaya girmistir.
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® Bir UrUnun (ilacin) Uretimi, ambalajlanmasi ve sunulmasi icin kullanilan
yontemlerin, tesislerin ve kontrollerin asgari gerekliliklerini dizenleyen
kurallar dizisidir

® Amaci, ilacin guvenli oldugu ve gereken safligi ve kaliteyi tasidigindan
emin olmaktir

® Surekli gelisen ve degisen bir kavramdir.
® Periyodik olarak gozden gecirilerek gerekli duzeltmeler yapilmaktadir.

® Bu nedenle yUrurlukte olan GMP kurallar gincel / current GMP (cGMP)
adiyla da anilmaktadir




GMP’nin kapsami

® Her turlU insan ve hayvan ilaglari
® Biyolojik ilaglar ve medikal cihazlar

® Klinik malzemeler ve plasebolar



llac ve GMP

Uretimdeki her seri Urinin kalitesi, o UrUnin istenen tUm standartlara
uygunluguna baghdir. Bunun icin pratikte;

Uygun bina ve gereclerin saglanmasi

Personelin yeterli egitimi

Dogru hammadde ve yardimci maddelerin kullanimi
Denenmis [ valide edilmis islemlerin uygulanmasi
Uygun depolama ve tasima sartlarinin saglanmasi
Dogru ve eksiksiz kayit tutulmasi

Her asamada gerekli testlerin uygulanmasi

llactaki mikrobiyal kontaminasyonun énlenmesi gerekmektedir




Farmasotik urunlerdeki mikrobiyal
kontaminasyonun kaynaklari:

® Hammadde ve yardimci maddeler,
® Sy,

® Hava,

® Makina ve ekipman,

®* Ambalaj,

® Personel,

® Depolama ve kullanma sirasinda.




Farmasotik urunlerde mikrobiyal kontaminasyonun
onlenmesi i¢cin yapilmasi gerekenler;

Cevrenin dizenlenmesi (Tesislerin dizayni, havalandirma ve su
sistemlerinin kurulusu)

Uygun hammadde, yardimci maddeler ve ambalaj materyallerinin
temini

Koruyucu uygun giysiler giyilmesi
® Personelin egitimi
Temizlik ve dezenfeksiyon islemleri

DokUmantasyon ve kayitlar



Kalite kontrol ve kalite guvence

® Kalite kontrol bir Uronin hammadde, yari mamul ve mamul
asamalarinda alinan 6rnekler dogrultusunda fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik acilardan incelenmesidir

® Kalite kontrol birimi bu amacla numuneler alir, analizleri yapar ve
sonuglarin spesifikasyonlara uygun olup olmadigini rapor eder

® Kalite glvence terimi ise bir UrGnin amacina uygun olarak
Uretildiginden emin olmak ve buna guvenmek icin uygulanan
sistematik ve organize edilmis islemleri ifade eder

® Uretilen Urinlerin toplam kalitesini = =

saglamak kalite guvencenin gorevidir [ omom \4:7\1 [
S
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Validasyon

Herhangi bir islemin, aletin, yontemin, sistemin yada faaliyetin
dogrulugunun, guvenilirliginin ve tekrarlanabilirliginin ispat
edilmesidir

Diger bir deyisle, sistemin yapmasi gerekeni ve bekleneni
yaptiginin kriterlere gore tespit edilmesi, delillerle ispatlanmasi
ve dokUmanlar ile kanitlanmasidir

llag Uretiminde sifir hata icin Uretimin her asamasi ayri ayri ve
toplu olarak valide edilmis olmahdir

Bu amacgla, binalar, Uniteler, sistemler, makine ve ekipmanlar,
bakim programlari, bilgisayar sistemleri, temizlik islemleri,
dezenfeksiyon, givenlik, Grunler ve yontemler valide edilmelidir



Mikrobiyolojik validasyon

® Hava ve havalandirma sistemi
® Suve susistemi
® Makine, ekipman ve yiUzeyler

® Personel

® Temizlik ve dezenfeksiyon

® Sterilizasyon —— Otoklay, tinel, sivi dolum, toz dolum
validasyonlari yapilir

® Her bir sistem yada islem icin farkl ve 6zellikle kritik noktalardan ¢ok
sayida ornekler alinarak mikrobiyolojik agidan kontrolleri yapilmal

® Ornek alma ve kontrol islemleri en az i¢ kez tekrarlanmall

Sonuclarin en az 3 kez arka arkaya uygun bulundugu kanitlanmalidir




Validasyon ne zaman yapilmali?

® Validasyon yapmak GMP kurallarina gore zorunludur

® Normal kosullarda en az yilda 1-2 kez rutin olarak yapilmahdir

® Rutin disinda validasyon yapilmasini gerektiren durumlar:

* Binalarin ve proseslerin ilk kuruluslarinda

*Yeni bir alet, makine yada ekipman kullanilmaya baslandiginda
*Yontemlerde herhangi bir degisiklik yapildiginda

* Formulasyonda herhangi bir degisiklik yapildiginda

* Makine yada aletlerde meydana gelen arizalar sonrasinda

* Uretime belirli bir sire ara verildiginde



llaclarin mikroorganizmalar Uzerine etkileri:

® Antibiyotikler,
® Tum antimikrobiyal ajanlarin,

® Yeni aday molekuUllerin (antimikrobik peptitler, katyonik steroidal antibiyotikler, cesitli bitki
ekstreleri, kimyasal sentez yoluyla elde edilen maddeler, ............ vb.)

Antimikrobiyal aktivite deneyleri:

Farmakopeye gore potens belirlenmesi,

Minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi,

Minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi,

Minimum biyofilm inhibe / eradike edici konsantrasyonlarin (MBIK, MBEK) belirlenmesi,
Mikroorganizmalarin yizeye yapismasinin ve biyofilm olusumunun engellenmesi,
Fraksiyonel inhibisyon katsayisinin (FIK) checkerboard yontemi ile belirlenmesi,
Antibiyotik sonrasi etkinin (ASE / PAE ) belirlenmesi,

Zamana bagli 6ldirme yontemi (TKK) ile bakterisidal aktivite ve kombinasyonlarin
etkinliklerinin belirlenmesi
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Antibiyotiklerde mikrobiyolojik yontemle potens
belirlenmesi
Potens : Antibiyotigin % aktivitesi / miktari

Tum farmakopelerde (ABD, Avrupa, Japonya ...vs.) antibiyotiklerin aktivite tayini
icin hem kimyasal hem de mikrobiyolojik yontem esas olarak bildirilmekte ve
yapilmasi zorunlu testler arasinda yer almaktadir.

Bu tayinler antibiyotigin ozelliklerine bagh olarak kati besiyerinde difizyon yada
sivi besiyerinde turbidimetrik yontemlerle yapilabilmektedir.

Mikrobiyolojik yontemle antibiyotik aktivite tayininin gerek hammadde,
gerekse yari mamul ve bitmis Urin asamasindaki tim antibiyotik preparatlarina,
tUm kullanim kosullari icin ayri ayri uygulanmasi gerekmektedir.

Her iki yontemde de farmakope tarafindan bildirilen duyarli bir
mikroorganizmaya karsi gerek referans gerekse tayini yapilacak olan antibiyotik
ayni kosullar altinda ve belirli doz araliklarinda etki ettirilerek elde edilen grafik
yardimiyla antibiyotigin aktivitesi belirlenir.



Tesekkurler.....



