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MICROBIOLOGICAL QUALITY CONTROLS OF SOME VETERINARY INJECTABLE
VITAMIN PREPARATIONS MANUFACTURED IN TURKEY
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OZET

Begeri preparatlar gibi veteriner enjektabl preparatlarda da mikrobiyolojik kalite i¢in oncelikle iiretim
swrasinda olusabilecek mikrobiyolojik kontaminasyon risklerinin tespit edilmesi ve konuyla ilgili gerekli
onlemlerin alinmast gerekmektedir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’ de iiretilen ve ¢esitli ecza depolarindan temin
edilen veteriner enjektabl vitamin preparatlarin, membran filtrasyon teknigi ile sterilite ve mikrobiyolojik
kalite kontrollerinin yapilmasi amaglanmustir. Piyasada kullanilan 231 yagda, 27 si suda ¢éziinen vitamin
iceren toplam 50 veteriner enjektabl vitamin preparati ile ¢alisilmistir. Mikrobiyolojik kalite kontrolleri
yapumis enjektabl preparatlardan 5 tanesinde iireme gézlenmis olup, bu mikroorganizmalar; Bacillus
polymyxa, Bacillus brevis ve Staphylococcus aureus olarak tespit edilmistir. Ilaclarda kontaminasyona sebep
olan bu bakterilerin, iiretim sirasinda, havadan, iiretim alanmindan, ekipman ve personelden kaynaklanmuis
olabilecegi diistiniilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler: kontaminasyon; sterilite testi; veteriner ilag

SUMMARY

For veterinary injectable preparations such as human preparations, primarily it is necessary to
determine the risks of microbiological contamination for microbiological quality which may occur during
production and take necessary precautions related to this. In this study it was aimed to examine sterility and
microbiological quality control of veterinary injectable vitamin preparations, which were manufactured in
Turkey and procured from various drug depots, using membrane filtration technique. A total of 50 veterinary
injectable vitamin preparations, 23 of which were fat-soluble and 27 of which were water-soluble, were
studied. Contamination was observed in 5 of the total injectable preparations. Microorganisms isolated from
these samples were identified as 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.
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GIRIS
Veteriner preparatlar;; hayvanlar1 hastaliklardan korumak, tedavi etmek ve biyolojik
fonksiyonlari istenen yonde degistirmek, bir hastalig1 teshis etmek amaciyla hayvana uygulanan etkin

kimyasal ve biyolojik kokenli maddelerdir. Preparatlarin iiretimi ilag iiretim tesislerinde

gergeklestirilerek iyi iretim kosullarina uygun bir sekilde tamamlanmalidir [1,2].

FDA (Food and Drug Administration), insan ve hayvan preparatlari i¢in yapilacak olan ruhsat
basvurularindaki iiretim siireglerinin ayni1 olmasi gerektigini, enjektabl preparatlarda istenen bilgi ve
verilerin hayvansal preparatlar1 da kapsadigin1 ve yapilan basvurularda bu kosullarin dikkate alinmasi
gerektigini bildirmistir [3,4,5,6]. Bu nedenle, hammadde eldesinde, isleme siirecinde ve tiretim
sonrasindaki kalite kontrollerinin validasyonu iizerinde 6nemle durulmasi gerekmektedir. Veteriner
enjektabl vitamin preparatlarinin, hayvan sagligi i¢in 6nemli bir yer teskil ettigi géz oniine alindiginda,
iiretim asamalarinin ve mikrobiyolojik acidan incelenmelerinin beseri preparatlarla ayni kosullarda
yiiriitiilmesi ve diizenli bir sekilde yapilmas1 gerektigi aciktir. Diinya Saglk Orgiitii (WHO) tarafindan
enjektabl preparat imalatinin dikkatle hazirlanmig ve valide edilmis liretim metotlarina ve prosediirlere
gore yiriitiilmek zorunda oldugu bildirilmistir [7,8,9]. Steril imalat islemleri “kalite glivencesi” dikkate

alimarak Good Manufacturing Practise (GMP) prensiplerine gore gerceklestirilmelidir.

Uretim asamasinda énemli unsurlardan biri; {iretimin yapildigi ortamdan kaynaklanabilecek
kirlenmelerdir. Kirlenmenin iiretimden, materyallerden, ekipmandan, operatdrlerden ya da iiretim
ortamindan kaynaklanabilecegi bilinmektedir. Steril preparatlarin imalatinda mikrobiyolojik, partikiiler
ve pirojenik bulasma risklerini en aza indirebilmek, konuyla ilgili personelin yeteneklerine, egitimine

ve uygulamalarina baghdir [5].

Bu ¢alismada; piyasada kullanilan 23’ i yagda, 27’ si suda ¢ozlinen vitamin i¢eren toplam 50 adet
veteriner enjektabl preparatinin sterilite kontroliiniin yapilmasi ve verilere dayanarak mikrobiyolojik

agidan iiretimin irdelenmesi planlanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda, Tirkiye’ de liretilen ve gesitli ecza depolarindan temin edilmis 20 farkli markanin
degisik seri numaralarina sahip 50 adet veteriner parenteral vitamin preparati incelenmistir. Veteriner
preparatlar, mikrobiyolojik kontrolleri yapilincaya kadar orijinal ambalajlarinda ve oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

Parenteral preparatlarin tiimiiniin steril olma kosulu géz 6niinde bulundurularak USP 27’ ye goére
sterilite test kontrolleri yapilmistir [10, 11]. Ureme godzlenen iiriinlerin ayni seri numaralarma ait

agilmamus 6rnekleri lizerinde tekrarlanan testlerle sterilite testinin dogrulugu kontrol edilmistir. Bunun
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yani sira iireme gozlenen numunelerdeki mikroorganizmalar icin identifikasyon testleri yapilarak

kontaminasyon kaynagi hakkinda fikir edinilmesi saglanmustir.

Sterilite Testi

Parenteral vitamin preparatlarin sterilite testi aseptik sartlar altinda Sartorius “Vacuum Filter
Holders Sterility Testing System” kapali membran filtrasyon sistemi kullanilarak yapilmistir [10,11,12].
Bu amagla Fluid Thioglucollat Medium (FTM) ve Triptic Soy Broth (TSB) besiyerleri kullanilmistir.
Membran filtrasyon teknigine gore 0,45 p ‘luk filtreler sisteme ait sigelerin igerisine yerlestirilerek
121°C* de 15 dak. otoklavda steril edilmis ve bu siseler sisteme steril hortumlar vasitasiyla baglanarak
sistem ¢alistirilmustir [13,14]. ilaglar peristaltik pompa yardimiyla vakum yaptirilarak iclerinde filtre
bulunan siselerden gegirilmistir. Daha sonra ayni hortum kullanilarak siselerden birisine FTM, digerine
TSB ilave edilmis, FTM iceren sise bakterileri tespit etmek icin 32,5 £2.5 °C ‘de TSB igeren sise ise
kiif ve mayalar tespit etmek icin 22,5 +2,5 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Her ikisi de 14 giinliik
inkiibasyon periyodu sonuna dek kontrol edilerek degerlendirilmistir. Inkiibasyon dénemi boyunca 3.,

7., 10. ve 14. giinlerde, gorsel incelemeyle mikrobiyal iiremenin varlig1 kontrol edilmistir.

Identifikasyon Testleri

Sterilite testi sonucunda iireme goriilen drnekler kanli agara pasajlanarak olusan kolonilerden
Mueller Hinton Agar (MHA)’a ekim yapilmak suretiyle 37°C de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrast ireme gozlenen kolonilerden hazirlanan preparatlara Gram boyama yapilmustir.
Mikroorganizmalarin konvansiyonel yontemler (IMVIC -Indol, Voges-Proskauer (VP), Sitrat)
kullanilarak tiplendirilmesi yapilmis olup ayrica glikoz, siikroz ve laktozun kullamim testi, H.S
olusturma (TSI), nigasta hidrolizi, Mannitol Salt Agar’a ekim, jelatin hidrolizasyon testi, % 6,5 NaCl

besiyerinde iireme, katalaz, oksidaz ve koagiilaz deneylerinden de faydalanilmigtir [15,16].

SONUC VE TARTISMA

Incelenen 50 adet enjektabl vitamin preparatinin 5’inde iireme gdzlenmistir. Ureyen kolonilerden
elde edilen saf kiiltiirlerin identifikasyonlari yapilmis ve mikroorganizmalarin 1’i Bacillus polymyxa,

2’si Bacillus brevis ve 2’si Stapylococcus aureus olarak tiplendirilmistir.

Igerikleri ayni olan farkli firmalara ait iki numunede Bacillus brevis tespit edilmistir. Bacillus
brevis’ in liremis oldugu numunelerin yagda ¢oziinen preparatlar oldugu goriilmiistiir. Firmalardan bir
tanesinin ayn1 Urliniiniin farkl1 seri numaralarina sahip olan diger iki numunesinde ise Staphylococcus
aureus tespit edilmistir. Diger bir firmaya ait numunede Bacillus polymyxa’'nin iiredigi 6rnegin B

kompleks vitaminlerinden olusan suda ¢6ziinen preparat oldugu saptanmstir.
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Veteriner ilaglarin iiretilmesi sirasinda mikrobiyolojik kalite i¢in oncelikli olarak parenteral
preparat liretimleri sirasinda olusabilecek mikrobiyolojik kontaminasyon risklerinin tespit edilmesi ve
konuyla ilgili gerekli onlemlerin almmasi gerekmektedir. Ozellikle steril iiriin imalatinda gevre,
personel, hava ve kullanilan ekipmanlardan kaynakli kontaminasyon biiyiilk 6nem tagimaktadir. FDA,
kullanima hazir hale gelmis parenteral preparatlar igin degerlendirme yaparken, gelismis kalite kontrol
sistemlerini ve GMP kurallarini dikkate almaktadir [17]. Uretim sirasinda kullanilacak madde ve
malzemelerden baglayarak, iiretimin yapildig1 alan, hava kalitesi, dolum yapilan siseler ve personel

faktoriiniin ¢ok 6nemli oldugu yapilan arastirmalarda gortilmiistiir [18].

Calismamizda iiriinlerin sterilite test sonuclarina bakildiginda tireme gozlenmis 5 iiriinden 4 ‘linde
goriilen kontaminasyonun yagda ¢oziinen preparatlarda, 1’inde olusan kontaminasyonun ise suda
¢Oziinen preparatta olustugu saptanmistir. Bu sonuglar diger arastirmacilarin bulgulariyla benzerlik
gostermektedir. Yapilan deneysel ¢alismalarin sonucunda, intravendz yagli emiilsiyonlarin mikrobiyal
biiylimeyi destekledigi ve bakteriyel mikroorganizmalarin besleyici lipit ve emiilsiyon i¢eren tiim
parenteral soliisyonlarda tireme gosterdigi saptanmustir [3,19,20,21]. Benzer sekilde, McLeod ve ark.
(1991), yaptiklar1 ¢alismada, yogun bakimlarda sedasyon ve anestezi igin siklikla kullanilan emiilsiyon
preparatlarinda goriilen mikrobiyolojik kontaminasyonlarin, lipitlerin mikroorganizmalar1t ¢ogaltic
etkilerinden kaynaklandigini tespit etmislerdir [22]. Yine Somer (2007), parenteral infiizyon
soliisyonlari ile yaptig1 ¢alismada, lipit igerikli solisyonlarin mikroorganizmalarin tiremesi agisindan en

uygun soliisyonlar oldugunu tespit etmistir [23].

Bir bagka ¢aligmada ise; biiyiik hayvan hastanelerinde, kiigiik hayvan kliniklerinde ve veteriner
kliniklerinde kullanilan ¢oklu doz veteriner parenteral ilaglar, kullanilmadan &nce kontaminasyon
kontrolleri yapilmak iizere incelemeye alinmustir [24]. Sterilite testine alinan 88 6rnekten 16’sinda
kontaminasyona rastlanmistir. Bu sonuglar ise nozokomiyal enfeksiyonlarn olusmasinda bir faktor

olarak kabul edilmektedir.

Japonyada bulunan 10 hastanede yapilan bir diger ¢alismada ise, toplam 199 parenteral niitrisyon
soliisyonu mikrobiyal kontaminasyon agisindan degerlendirmeye alinmistir. Kontaminasyon orani %8,2
olarak bulunmustur. Olusan kontaminasyonlarin sebepleri arastirildiginda ise {irlinlerin iiretim

asamasinda filtrasyon tekniginin kullanilmadigi ortaya ¢ikmustir [25].

[lag iiretimi sirasinda meydana gelebilecek mikrobiyal kontaminasyonun kaynaklarini arastirmak
iizere Ucarlar ve ark.,’nin 2001 yilinda yaptig1 bir calismada, fabrikanin degisik tiretim sahalarindan
alinan 112 6rnek bakteriyolojik agidan incelenmis ve 255 bakteri susu izole edilmistir. izole edilen
suslarm tanis1 yapilmis ve 154’ tiniin koagiilaz negatif Stapylococcus, 40’nin Micrococcus, 44’ {iniin
Bacillus cinsindeki tiirlere ait saprofit bakteriler oldugu saptanmistir [26]. Uretim sahasinin havasindan,

su Orneklerinden, kullanilan ekipmandan, tiretim alanlarindan ve mikrobiyoloji laboratuvarindan izole
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edilen bakteriler, calismamizda 5 firiinde tespit ettigimiz Bacillus brevis, Bacillus polymyxa ve
Staphylococcus aureus bakterileri ile benzerlik géstermektedir. Bu nedenle, iirtinlerimizde tespit edilmis
olan mikroorganizmalardan S.aureus,’un insan kaynakli olabilecegi, Bacillus’ larin ise, tiretim sirasinda
kullanilan hammadde, makine, su, ekipman, iiretim alam1 ve havadan kaynaklanabilecegi

diisliniilmiistiir.

Tiim bu sonuglar degerlendirmeye alindiginda, Tiirkiye’de iiretilen bazi veteriner enjektabl
vitamin preparatlarinin uygun kosullarda iiretilmedigi ve gerekli kontrollerinin yapilmadigi sonucuna
varmak miimkiindiir. Yapilan calismalar dogrultusunda elde edilen sonuglarla, kontamine olmus
enjektabl preparat kullaniminin, hayvan sagligint olumsuz yonde etkileyecegi agiktir. Bu nedenle,
iiretimde uyulmasi gereken kurallar zinciri olarak bilinen GMP ve Kalite Kontroliin dogru bir sekilde

Oziimsenip uygulamaya konulmasi gerekliligi biiyiik 6nem tagimaktadir.

KAYNAKLAR

1. AVMA (American Veterinary Medical Association).(2006). Veterinary Compounding. Erisim:
Tarihi: 28.05.2007. Erisim:
http://www.avma.org/issues/drugs/compounding’/veterinary compounding brohure.aspfda.

2. Veteriner Ispenciyari ve T1bbi Miistahzarlar Ruhsat Yénetmeligi Yetki Kanunu. (2002). Veteriner
llaglarmin Kontrolii ve lgili Mevzuat Tasra Teskilat1 icin Hizmet I¢i Egitim Programi 2002-
R.gazete 23.10.2002/ 24915.

3. Berry, CB. Gillespie, T. Hood, JN. Scott, B. (1993). Growth of microorganisms in solutions of
intravenous anaesthetic agents. Anaesthesia. 48(1): 30-32.

4. Boylan, JC. (1983). Essential elements of quality control. Am J Hosp Pharm. 40(11): 1936-1939.

5. Igin, S. (2006). 1Iyi Imalat Uygulamasi. Erisim tarihi: 26 Subat 2017. Erisim:
http://www.bornova.vet.gov.tr/GMP.ppt.

6. Marnane, WG. (2007). Sterility Testing Methods and Release Criteria Medicine Center for
Veterinary. Erisim Tarihi: 5 Subat 2017. Erisim: http://www.fda.gov/cvm/Guidance/cmc2.htm

7. CVM (Center for Veterinary Medicine) (1993). Department of Health and Human Services Food
and Drug Administration Reccomendations for Submitting Documentation for Sterilization
Process Validation and Applications for Human and Veterinary Drug Products. p:8.

8. Ertiirk, N. (2006). Vitaminler ve Kullanimlari. Erisim Tarihi: 18 Subat 2017. Erigim:
http://www.guvercinler.info/icerik/179/Ulkemizde-Guvercinler.html

9. WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION) (2002). Steril Pharmaceutical Products. Basic
Principles of GMP. Annex 6. TRS 902. Revised: 2006

10. USP 27. (2004a). <797> Pharmaceutical Compounding —Sterile Preparations. United States
Pharmacopeia. p:2350-2360.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Boylan+JC%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Hosp%20Pharm.');

46

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Oztiirk ve Yildiz Ankara Ecz. Fak. Derg., 40(3): 41-46, 2016

USP 27. (2004d). <71> Sterility Test / Microbiological Tests. United States Pharmacopeial. p:
2157-2162.

EP. (2000). Biological Tests, Sterility. European Pharmacopoeia Supplement. Chapter:2.6.1.p:46.
Mo Bio, Laboratories Inc. (2006). Test Methods. Erisim Tarihi: 2016. Erigim:
http://www.mobio.com/services-view/php?id=8

Wilson, JD. Varney, M. (1995). Sterility tests incubation issue. PDA J Pharm Sci Technol. 49 (4):
157-159.

Bakteri Identifikasyon Testleri. Erigim Tarihi: 10.04.2017. Erisim:
http://dergi.dirimbilim.net/index.php?option=com_content&view=article&id=84&Itemid=113
Bakteri Identifikasyonu. Erisim Tarihi: 12.04.2017. Erisim: http://www.bakteriler.gen.tr/bakteri-
identifikasyonu.html

FDA (2004). Guidance for Industry Quality Systems Approach to Pharmaceutical Current Good
Manufacturing Practice Regulations. Pharmaceutical cGMPs.

BP. (2004). Test for Sterility. British Pharmacopiea. Vol 1 Appendix XVI A.p: 139.

Arduino MJ, Bland LA, McAllister SK. (1991). Microbial growth an endotoxin production in the
intravenous anesthetic propofol. International Anesthesia Research Society Anesthesia &
Analgesia. 12: 535- 539.

Gilbert, M. Gallagher, SC. Eads, M. ElImore, MF. (1986). Microbial growth patterns in a total
parenteral nutrition formulation containing lipid emulsion. JPEN J Parenter Enteral Nutr.; 10(5):
494-497.

Rowe, CE. Fukuyama, TT. Martinoff, JT. (1987). Growth of microorganisms in total nutrient
admixtures. Drug Intell Clin Pharm. 21(7-8):633-638.

Mcleod, NP. Inglis, MD. (1991). Bacterial growth in propofol. British J Anaesthesia. 67: 665-
666.

Somer, A. (2007). TPN ilag ve diger soliisyonlarm hazirlanmasinda DAS uygulamalari. 5. Ulusal
Sterilizasyon Dezenfeksiyon Kongresi.

Sabino, CV. Weese, JS. (2006). Contamination of multiple-dose vials in a veterinary hospital.
Can. Vet J. 47(8): 779-782.

Oie, S. ve Kamiya, A. (2005). Particulate and Microbial Contamination in Use Admixed
Parenteral Nutrition Solutions. Biol.Pharm.Bull. 28 (12)2268-2270.

Ucarlar, S. Désler, S. Otiik, G. (2001). ilag sanayinde siklikla izole edilen mikroorganizmalarin
tanimi ve bunlarin dezenfektan maddelere karsi duyarliliginin incelenmesi. FABAD Farmasotik

Bilimler Dergisi. 26 (2): 73-80.


http://www.mobio.com/
http://www.bakteriler.gen.tr/bakteri-identifikasyonu.html
http://www.bakteriler.gen.tr/bakteri-identifikasyonu.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Gilbert+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Gallagher+SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Eads+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Elmore+MF%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'JPEN%20J%20Parenter%20Enteral%20Nutr.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rowe+CE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Fukuyama+TT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Martinoff+JT%22%5BAuthor%5D

	TÜRKİYE’DE ÜRETİLEN BAZI VETERİNER ENJEKTABL VİTAMİN PREPARATLARININ MİKROBİYOLOJİK KALİTE KONTROLLERİ
	ÖZET
	SUMMARY
	GİRİŞ
	MATERYAL VE YÖNTEM
	Sterilite Testi
	İdentifikasyon Testleri

	SONUÇ VE TARTIŞMA
	KAYNAKLAR


