PARENTERAL SOLUSYONLARDA PiROJEN MADDE OLUSUMU VE
GELiSiMi UZERINDE ETKiLi FAKTORLERIN INCELENMESI ‘

Uzm. Ecz. Giiveng¢ YALIM (x)

OZET:

Bu ¢alismada, Giilhane Askeri Tip Akademisi, Parenteral Soliisyonlar Labo-
ratuarnda iiretilen Serum Glikoze % 5,500 cc.ler farkh saklama sartlari, 151k,
sicaklik degismeleri gibi faktorlerin, soliisyonlarda pirojen madde olusumu ve geligi-
mi iizerinde etkili olup olmadifimin saptanabilmesi igin teste tabi tutuldular. Elde
edilen sonuglara gére, bu faktorlere ek olarak, iiretim esnasinda bir lak tabakasiyla
kaplanmug lastik mantarlarin kullamlp kullamilmamasin, sise ve lastik kapaklarin
defalarca kullamimasinin soliisyonlarda pirojen madde olusumu iizerinde etkisi olma-
dig1 goriildii. Ayrica, Otoklav Sterilizasyonun pirojen madde tahribinde yetersiz
oldugu saptandi. Soliisyonun pH degeri ile pirojenite gdstermesi arasinda bir iligki
saptanamadi.

GIRIS

Pirojen, kelime anlami olarak ”1s1t meydana getiren”” demektir. (1) Bu mad-
delerin sudan ileri gelen maddeler olarak parenteral soliisyonlarda kontaminasyona
neden olduklar1 ve distilasyonun uygun sartlarda yapilmasi halinde elimine edile-
bilecekleri saptanmigtir. Pirojen maddeler yapi olarak mikrobik yapidadirlar. Etki
giicleri ve diger ozellikleri, bu maddeleri olusturan mikroorganizmalara bagiml-
ik gostermektedir. En giiclii pirojenik maddeleri olusturan mikroorganizmalar
Gram (—) olanlardir (2). Gram (4 ) bakteriler, mayalar, kiifler ve viriisler daha az
pirojenik ozellik gosterirler. Ayrica ¢oziicii, ¢oziinen madde, kullanilan cihaz ve
materyelin sollisyon hazirlanirken mikroorganizmalarla kontaminasyonu da, son
urlinlin pirojenik 6zellik tagimasina neden olur. Her ne kadar bazi saf halde elde
edilen pirojen maddelerin, termolabil 6zellikte olduklar1 goriilmiigse de (3) bir
¢ok pirojen maddenin termostabil olduklar1 sanilmaktadir. Bu nedenle de son iirii
niin 1s1 ile sterilizasyonu, tiim pirojenik kirliligi yok edemez denilmektedir. Pirojen
maddelerin, kuvvetli bazik karakterde anyon degistirici rezin kullanilarak gi-

(x) Giilhane As. Tip Akademisi, Farmakoloji ve Toks. Enst. Basasistani.
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derilebilecegi, fakat kuvvetli asid karakterdeki katyon degistirici rezinin, piro-
jenleri elimine etmekte etkili olmadigi bildirilmistir. (4) Pirojenlerin, yiiksek mo-
lekiil agirhgma sahip, lipopolisakkarit yapida maddeler olup, kanin alyuvarlar
ile etkileserek Lokosit Pirojen” olarak adlandirilan bir maddenin agiga cikmasi-
na neden olduklar (5) ve 10kositler diginda bagka dokulardan da elde edilebile-
cekleri gosterilmistir (6) Bakteri pirojeninin sebeb oldugu atesin dolasim, kalbin
calisma temposu ve verimi (5) renal plazma akigi (7), hepatik ve total dalak kan
akimu iizerinde (8) arttirict etkileri oldugu saptanmig bulunmaktadir. Pirojen mad-
delerin yalniz viicuda injekte edildikleri zaman ates yiikselmesine neden olduk-
lar1 (9) diger steril preparatlar géz damlalari, gz pomatlarmin kan dolagmmima
gecemedikleri igin pirojen reaksiyon vermedikleri bildirilmektedir. Parenteral soliis-
yonlar biiyiik hacimlerde damar igine verildikleri igin pirojen reaksiyon verme ola-
stlig1 en fazla olan preparatlardir. Baglica pirojen kaynaklari: su, kontamine ¢6-
ziinen maddeler ve kablardir. (10) Parenteral soliisyon haziilanmasinda, Injeksi-
yonluk Su (Pirojensiz Su) kullanilmas: uygundur. Ingilteredeki yaklasim, iyon
degistiren ticari karisik yatakli rezin kolonlarindan gegirilen gesme suyunun, filt-
rasyondan sonra Injeksiyonluk Su olarak kullamilabilecegi seklindedir. (9) Soliis-
yonun tasidigi bakteri sayisiyla, pirojenik Ozellik gdstermesi arasinda bir iligki
oldugu ortaya konmus bulunmaktadir (11). Ayrica Bakteriostatik Membran Filt-
relerle gergeklestirilecek filtrasyonun, pirojenite tayini i¢in bir metod olarak kul-
lanifabilecegi de bildirilmektedir. (12)

MATERYAL VE METOD

Bu caligma 29.9.1983 te G.A.T.A. Farmakoloji ve Toksikoloji Enstitiisiinde
Bagasistanlik Tezi olarak sunulmustur.

Kullanilan Gerecgler:

1- Elektrotermometre, Ellab Marka, 12 Kanall,
2- Enjektor, 10-15-20 mllik

3- Enjektor Igneleri, 1-14 No.,

4- Tavsan Test Kafesi, 12 Adet.

Gereclerin Apirojen Hale Getirilmesi :
Test i¢in kullanilacak tiim enjektdr ve enjektor igneleri:

a-) Deterjanli sicak su bulunan (Distile su) bir kiivet igine konularak ii¢
saat siireyle 1slatildilar. Daha sonra igneler enjektorlere takilarak on defa bu suyla
doldurulup bosaltildilar.

b-) Deterjanli sudan ¢ikarilan enjektor ve enjektdr igneleri, distile su bulunan
bagka bir kiivet iginde en az on defa yikandilar.
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c-) Enjektor ve igneler, ayni sekilde deterjanh su ve distile su ile yrkanmis alii-
minyum yapraklara sarilarak, kapakli, paslanmaz gelik bir kiivetin iginde, sicak
hava firnminda, 250/C de bir saat tutularak apirojen hale getirildiler.

d-) Sicak Hava Firinindan ¢ikarilan geregler, aseptik galisma dolabina yerles-
tirildiler.

Pirojenite Kontrolii Yapilacak Soliisyonlarin hazirlams: :

G.A.T.A. Farmakoloji ve Toksikoloji Enstitiisiinde Parenteral Soliisyonlar Labo-
ratuarinda, rutin olarak {iretilen Serum Glikoze % 5,500 cc. ler iizerinde calisildi.
Vakumlu olmayan ve vidali kapaklarla kapatilan, i¢ yiizeyleri silikonla kaph cam
siseler iginde iretilen bu parenteral soliisyonlarin iiretiminde kullanilan siseler ve
lastik mantarlar, ortalama olarak, siseler igin sekiz, lastik mantarlar igin ise ii¢ kez
kullanilabilmektedir. Silikon kapli parenteral soliisyon siselerinin ilk kez veya se-
kizinci kez bu amagla kullanilmakta olugunun, soliisyonun pirojenite gdstermesine
neden olup olmadiginin saptanabilmesi igin, yeni siseler ve sekizinci kez bu amagla
kullanilacak siselerde, soliisyon hazirlanarak teste tabi tutuldular.

Pirojen testinin uygulanisi, Tiirk Farmakopesi 1974 deki metoda gore yapildi.
Tavsanlardan ortalama agirhklari 1500 g. olanlar test i¢in kullanild1. Test isleminde
kullanilmas: diisiiniilen 12 adet tavsan, bir 6n testten - gegirildiler. Bu 6n test sonu-
cunda segilen tavsanlarmn tiimiiniin, esas test uygulanmasi igin gerekli sartlar1 tagi-
diklar1 ve bu islem i¢in kullanilabilecekleri saptandi. On test islemi esnasinda, test
hayvani olarak kullanilan tavsanlarin rektumlarina Elektrotermometre Cihazinin
Elektroprobe’lari, Farmakopenin belirttigi sekilde, 5 cm. den az olmayacak sekil-
de sokuldu. Hayvanlar test kafeslerine yerlestirildikten sonra ilk sicaklik &lgiimii
90 dakika sonra yapildi. Enjeksiyon tavsanlarin kulak marjinal venleri igine uygu-
land1 ve enjeksiyonu takiben, her saat bag1 olmak fiizere, ii¢ saat sonrasina kadar,
hem cihaz tarafindan gizilen grafikten, hem de cihazin géstergesinden takib edile-
rek baslangig ve maksimum sicaklik tesbitleri yapild1. Test islemi sirasinda hay-
vanlarin viicut 1silarinda bir diigiis oldugunda, sonug sifir olarak kabul edildi ve
bu sekilde degerlendirildi.

Sonuglar, T.F. 1974 de mevcut cetvele gére degerlendirmeye alindi. Once iig
adet tavsan lizerinde uygulanan test sonucunda bu tavsanlarin viicut 1silarinda
goriilen toplam degisikligin, bu cetvelde gosterilen degerleri asip asmadigi saptandi.
Eger elde edilen degerler, cetvelde gosterilen degerleri asiyorsa, ii¢ tavsandan olu-
san ikinci bir gruba test uygulandi.

BULGULAR

Calismanin ilk boliimiinde, test igin ayrilan Serum Glikoze 9 5, 500 cc. so-
lisyonlar, {i¢ ayr1 ortamdal2 hafta siireyle saklanarak. peryodik olarak teste tabi
tutuldular.
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Saklama ortamlar1 olarak su ortamlar segildi:

a-) Karanlikta (+5°/C de) Grup I
b-) Karanlkta (+20°/C de) Grup II
c-) Giin 1s1ginda (420°/C de) Grup III

Bu parenteral soliisyonlarin hazirlanisi esnasinda, ilk kez kullanilan yeni siseler ve
1ak tabakasiyla kaplanmig lastik mantarlar kullanildi. Uygulanan pirofen test so-
nuglart TABLO 1 de goriilmektedir.

-TABLO I- Degisik Sartlarda 12 Hft. Siireyle saklanan Serum Glikoze %,5,500
cc. lerin pirojen Test Sonuglari.

Grup I Grup II Grup III

Baslangig 0,2 0,3 0,2
Degeri

2. Hafta 0,5 0,2 0,2
4. Hafta 0,4 0,3 0,4
6. Hafta 0,5 0,5 0,7
8. Hafta 0,6 0,5 0,6
10. Hafta 0,6 0,5 0,7
12. Hafta 0,7 0,8 0,8
Test Sonucu (—) —) (—)

Grup I: Serum Glikoze 9 5,500 cc. Karanlikta (+5°/C de)
Grup II: Serum Glikoze % 5,500 cc. Karanlikta (420°/C de)
Grup III: Serum Glikoze 9 5,500 cc. Giin Isiginda (+20°/C de)

NOT: Tabloda verilen degerler 'ﬁc adet tavsanda goriilen toplam viicut 1sist arti-
' sint1 (°C) olarak gostermektedir.

Ik kez kullanilan Serum Siselerine-ve Sekizinci kez kullamlmakta olan serum
siselerine doldurulan Serum Glikoze 9, 5,500 cc. soliisyonlar: 12 hafta siireyle
karanlikta, 20°/C-de bekletilerek periyodik olarak Pirojen testine tabi tutuldular.
Sonuglar TABLO Ii dedir.

Ince bir Lak tabakast ile kaplanmig olan ve bu lak tabakasmnin bulunmadig
lastik mantarlar kullanilarak kapatilan, Serum siselerine doldurulan Serum Gli-
koze % 5,500 cc. ler; karanlikta, 20°/C de 12 hafta siireyle bekletilerek periyodik
sekilde pirojen testine tabi tutuldular. Elde edilen sonuglar TABLO III de goriil-
mektedir.
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TABLO II- ilk kez kullamlan ve sekiz kez kullanilmis Serum Siselerine doldurulan
Serum Glikoze % 5,500 cc. ler iizerinde yapilan Pirojen Test Sonuglari.

Grup I Grup II

Bagslangig 0,1 0,3
Degeri '
2. Hafta 0,3 0,3
4, Hafta 0,4 0,7
6. Hafta 0,6 0,6
8. Hafta 0,6 0,5
10. Hafta 0,5 0,7

© 12. Hafta 0,6 0,8
Test Sonucu ) ()

Grup I: ilk kez kullanilan Serum Siselerine doldurulan Serum Glikoze % 5.500
cc. (Karanlhkta -+ 20°/C de).

Grup II: Sekiz kez kullanilan Serum Siselerine doldurulan Serun Glikoze %,
5.500 cc. (Karanlkta, +20,/C de).

TABLO III- Lak tabakasi tagiyan ve tagimayan Lastik Mantar kullanilarak hazr-
lanan Serum Glikoze % 5, 500 cc. lere uygulanan Pirojen Test sonuglari.

- Grup 1 Grup 1I

Baslangic 0,2 0,3
Degeri

2. Hafta 0,3 0,5
4. Hafta 0,5 0,5
6. Hafta 0,6 v 0,7
8. Hafta 0,5 0,6
10. Hafta 0,5 0,7
12. Hafta 0,6 0,7
Test Sonucu (—) (—)

Grup I: Ince bir Lak Tabakasi ile kapli lastik mantar tasiyan serum glikoze %
5,500 cc.

Grup II: Lak tabakasi tagimayan Lastik Mantarh Serum Glikoze 9 5,500 cc.

Distile suyun apirojen sartlarda elde edilisini takiben 90°/C de saklanabildigi
ve U.V. lambasi tagiyan Apirojen Distile Su' Saklama Tanklar: iginde bekletilen
distile suile normal distile su saklama tankinda 12 hafta siireyle bekletilmis distile
sudan hazirlanan Isotonik Soliisyonlar, tavsanlara injekte edilerek, pirojenite agi-
sindan incelendi. Sonuglar TABLO IV dedir.
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TABLO IV- Apirojen Distile Su Saklama Tankindan alinan Distile Su ve Normal
Distile Su Saklama Tankindan alinan Distile Su ile hazirlanan Isotonik
Soliisyonlar iizerinde yapilan Pirojen testinin sonuglari.

Grup I Grup II
Bagslangig 0,5 0,8
Degeri _ '
2. Giin 0,5 - 1,95 (4,45)
7. Giin 0,7 —
Test Sonucu - ’ (++)

Grup I: Apirojen Distile Su Saklama Tankindan ki Distile Su ile hazirlanan Iso-
tonik Soliisyonlar.

Grup II: Normal Distile Su Saklama Tankindaki Distile Su ile hazirlanan Isotonik
Soliisyonlar.

Not: Grup IT i¢in parantez i¢inde verilen deger ii¢ Tavsan kullanilarak yapilan ikinci
pirojen test sonucunu gostermektedir. (Alt1 Tavsan igin toplam degeri gds-
termektedir.)

Pirojen reaksiyon gésteren Serum Glikoze %; 5,500 cc. lerle, test sonuglarma géie
apirojen olduklari saptanan Serum Glikoze % 5,500 cc. lerde soliisyonun pH de-
gerlerinde bir degisiklik olup olmadig hususu iizerinde de durularak gerekli 6l-
glimler yapildi. Bu olgiimler sonucunda elde edilen ortalama degerler tablo V de
verilmistir.

TABLO V- Pirojen Test Sonucu Pirojen Madde Igerdikleri Saptanan Serum
Glikoze 9; 5.500 cc. ler ile Apirojen Ozellikte Olduklar1 Saptanmis Se-
rum Glikoze 9 5.500 cc. lerin pH Degerlerinin Kar§1la§t1r1]4nas1.

Grup I Grup II A

"Ort. pH Degeri 3.10 327

Grup I: Pozitif Pirojen Reaksiyon Gosteren Serum Glikoze % 5.500 cc.
Grup II: Negatif Pirojen Reaksiyon Gésteren Serum Glikoze % 5.500 c.c.

Tablodan da goriildiigii gibi, her iki grup parenteral soliisyon arasinda pH de-
gerleri agisindan anlamh bir farklilik saptanamadi.

Pirojen maddelerin tahribinde 1siyla sterilizasyon isleminin yeterli olup olmadi
konusu da incelenerek, pirojen reaksiyon verdigi daha énceden saptanmis Serum
Glikoze 77 5,500 cc. ler otoklavda 120/C de 20 dakika siireyle tutulduktan sonra
pirojen testine tabi tutuldular. Elde edilen sonuglar TABLO VI de verilmistir.
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TABLO VI- Pirojen Testine Pozitif Cevap Vereni Glikoze % 5,500 cc. lerin, Gtok-
lav Sterilizasyonundan Once ve sonraki test sonuglari.

I ' II
Bulunan Degerler ‘ 1,95 (4,45) 1,80 (440)
Test Sonucu , (+) -+

I- Serum Glikoze % 5,500 cc. lerin, Otoklav Sterilizasyonundan Onceki Pirojen
Test Sonuglari.

II- Serum Glikoze % 5,500 cc. lerin, Otoklav Sterilizasyonundan sonraki Pirojen
test sonuglari. :

Not: Parantez iginde verilen degerler, 3 tavsan kullanilarak yapilan 2. test sonu-
cunda, 6 tavsanin toplam viicut 1s1 degisikligini gostermektedir.

TARTISMA VE SONUC

Yaptigimuz ¢alisma ve uyguladigimiz testlerden elde ettigimiz sonuglara gore,
G.A.T.A. Formakoloji ve Toksikoloji Enstitiisiindeki Parenteral Soliisyonlar La-
boratuarinda, vakum tertibat1 kullanilmadan ve vidali kapaklardan yararlanila-
rak hazirlanan Serum Glikoze % 5,500 cc. leide, bu amagla kullanilan i¢ yiizeyleri
silikon kapl Serum Siselerinin 8 kez, lastik mantarlarin 3 kez kullanilmalarina
karsilik, 12 hafta degisik sartlarda saklama sonucunda yapilan periyodik pirojen test
uygulamasinda, pozitif reaksiyon vermedikleri saptandi. Bu parenteral soliisyon
orneklerinin konulduklar: silikon kapli siselerle tiretimlerinde kullanilan lastik
mantarlarin defalarca kullanilmalarina karsin, pirojenite agisindan bir sakinca
tagimadiklari sonucuna varildi. Bu da gosterdiki, cesitli nedenlerle iiretim esnasin-
daki pirojen madde kontaminasyonundan korunabilen parenteral soliisyonlar,
gok olumsuz saklama sartlarinda dahi, 12 hafta gibi bir siire sonunda hastaya uy-
gulanabilme ozelliklerini koruyabilmektedirler.

Pirojen olugsmus veya pirojenle kontamine olmus parenteral soliisyonun, api-
rojen hale getirilmesi igin uygulanan otoklav sterilizasyonu (120°/C de 20 dakika)
igsleminin yarar saglamadig1 ve bu soliisyonlarin verdikleri pozitif pirojen reaksi-
yonda, otoklav sterilizasyonunu takiben de bir azalma olmadif saptandi.

Pirojenite ile soliisyonun pH degeri arasinda bir iliski bulunamadi.

Elde edilen taze distile suyun, parenteral soliisyon hazirlanacaksa Apirojen
Distile Su Saklama Tanklarinda 90°/C civarinda saklanmasinin, suyun uzun bir
siire apirojen oOzelligini siirdiirmesini sagladig: tesbit edildi.
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SUMMARY

FACTORS, WHICH INFLUENCE FORMATION AND INCREASE OF
PYROGENS IN PARENTERAL "SOLUTIONS

In this study, Dextrose Inj. 5 %, , 500 ml. solutions, produced at G.A.T.A. La-
boratory For Parenteral Solutions, were tested and investigated, whether different
storage conditions, light, temperature variations were effective on formation of
pyrogens or not. According to obtained results, it was determined that, besides
these factors, laccover of rubber caps and repeatedly usage of bottles and rubber
caps had no effect on formation of pyrogens too. Unability of autoclave sterilization
on deterioration of pyrogens was. also determined. There was no relation between
pH value of solution and pyrogenic effect.
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