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Birinci kusak sefalosporin olan sefazolin sodyum (CFZ-Na) beta-laktam grubu
antibiyotikler arasinda yer almaktadir. Bakterisidal etkili genis spektrumlu
semi-sentetik bir sefalosporindir. 1948 yilinda Cephalosporium acremonium adli
fungustan sefalosporin C elde edilmistir. Kimyasal modifikasyonlarla sefalospo-
rin C’den su anda yaygin olarak kullanilan yari-sentetik sefalosporinler elde edil-
mektedir. S6z konusu ilaclar, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin hiicre du-
vari sentezini inhibe ederek etki gosterirler (1). Cesitli infeksiyonlar ve cerrahi is-
lem sonrasi profilaktik amacla yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Sefalosporin-
lerden degisik sekillerde veterinerlik alaninda da yararlanmilmaktadir (2).

CFZ-Na'un seruma baglanma orani %74 civarlarinda, viicutta parcalanmaya
kars1 direncli bir antibiyotiktir. Karacigerde hemen hemen hic¢ inaktive edilmez.
Degismeksizin idrarla atilir. Gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara
kars1 genis bir aralikta etkilidir. Staphylococcus aureus, Staphylococcus epider-
midis, A grubu beta-hemolitik streptokoklar, Streptococcus pneumoniae, Esche-
richia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella tiirleri, Enterobacter aerogenes, Haemop-
hilus influenzae etkili oldugu bakteri tlirleri arasinda sayilabilir. CFZ-Na’un kul-
lanmildig: baslica endikasyonlar idrar yolu, deri ve yumusak doku, safra yolu, ke-
mik infeksiyonlar1 ve genital infeksiyonlar, septisemi, endokardit, preoperatif
profilaksi olarak siralanabilir (3).

CFZ-Na, klinikte parenteral kullanimi olan bir antibiyotiktir. Monografinda
da belirtildigi gibi tirtinlerin apirojen ve steril olmasi gerekmektedir (4). Stabili-
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tesi sicaklik ve gilin 15181ndan oldukga etkilenen ve buna bagli olarak farmakolo-
jik aktivitesini yitiren CFZ-Na’un sterilizasyonu oldukca hassas bir konudur. Ila¢
endistrisinde uygulanan sterilizasyon islemleri, uygulama sekillerine gore farkli-
lik gostermektedir. Buna gore uygulanmakta olan sterilizasyon teknikleri soyle s1-
ralanmaktadir (5):

e Buhar sterilizasyonu veya otoklav sterilizasyonu,
e Kuru 1s1 sterilizasyonu,

e Etilen oksit (EO) sterilizasyonu,

e Aseptik filtrasyon,

¢ Radyasyonla sterilizasyon.

Sefalosporin grubu gibi baz1 antibiyotikler icin 6zellikle yiiksek sicakliklarda
hidrolize olmalari nedeniyle kullanilabilecek sterilizasyon yontemleri oldukca ki-
sitlidir. Otoklavla sterilizasyon gibi yliksek sicaklik gerektiren teknikler de bu ne-
denle elimine olmaktadir. Parenteral preparatlarin sterilizasyonunda kullanilan
aseptik teknigin maliyeti oldukea yiliksektir. EO ile sterilizasyon ise kalint1 birak-
makta ve kalintinin uzaklagtirilmas: i¢in gerekli bekletme siiresinin uzun olmasi
da zaman kaybina neden olmaktadir (5).

Radyosterilizasyonda noniyonize ve iyonize radyasyon kullanilmistir. Non-
iyonize radyasyonun IR ve UV olarak iki énemli formu vardir. Ikisi de farkli me-
kanizmalarla etkilidirler. Soyle ki: IR olusturdugu 1s1 ile tahribat gilicline sahiptir.
UV ise hiicre bilesenlerinde cesitli kimyasal reaksiyonlara neden olarak 6liime se-
bep olur. Fakat iki siire¢ de farmasoétiklerde ve cerrahi malzemelerin sterilizasyo-
nunda istenmeyen kimyasal reaksiyonlara sebep olurlar. Bu nedenle tercih edil-
mezler (6).

Iyonize radyasyon 6zelligi tasiyan yiiksek enerjili elektron ve gama radyasyo-
nunun mikroorganizmalar: 6ldirici etkileri vardir. Bununla ilgili iki teori 6ne
stirilmustir: Birincisi direkt olarak DNA hasari, digeri de DNA’da meydana ge-
len ikincil reaksiyonlarla serbest radikal olusumu ve radikallerin inaktivasyona
neden olmasidir (6).

Endotoksin diizeyinin azaltilmasi, sterilizasyon yontemleri arasinda sadece
gama radyasyonuyla sterilizasyon ile basarilmistir. Bu da radyasyonla sterilizas-
yonun en 6nemli avantajlarindan biridir (7).

Radyosterilizasyonun uygulanmasinda iki onemli problem vardir. Birincisi:
Gama radyasyonuyla sterilizasyonun yonteminin diisiik konsantrasyonlarda da
olsa radyolitik urtin vermesidir. Sterilizasyonun giivenligini saglamak i¢in radyo-
litik tirtinlerin olusma mekanizmalarinin aydinlanmas1 gerekmektedir. Tkinci ola-
rak da: Radyosterilizasyon diizenlemesinin farkh tilkelerde farkli yorumlanmasi
olarak belirtilmektedir (8).

Farmasotiklerin sterilizasyonunda iyonize radyasyonun kullaniminin artmasi,
sefalosporin grubu antibiyotikler tizerinde gama radyasyonun etkilerini inceleyen
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calismalarin da hizlanmasina neden olmustur. Giinimiizde endiistriyel alanda
radyasyonun kullanimi giin gectikce artmaktadir. Bu, niikleer reaktorlerle enerji
elde edilmesinden, gama radyasyonunun cesitli tirtinlerin sterilizasyonunda kul-
lanilmasina kadar genis bir yelpazede drneklenebilir. Ozellikle steril {iriiniin séz
konusu oldugu ila¢ endiistrisi acisindan bu yontem olduk¢a 6nemlidir. Gama rad-
yasyonuyla sterilizasyon, islem esnasinda sicaklik artisi gerektirmemekle beraber
urtin Uzerinde ¢ok diisiik sicaklik artigslarina neden olmasi, toz ve likit tirtinlere
uygulanabilirligi, validasyonun kolay olmas1 gibi 6zellikleriyle klasik sterilizas-
yon yontemlerine tstiinliik gostermektedir. Ayrica gama 1sinlarinin penetrasyonu
yiksektir ve paketlenmis tirtinlerin 1s1nlanmasina izin vermektedir. Bu da zaman
ve maliyet bakimindan oldukca avantaj saglamaktadir. Radyasyonla sterilizas-
yonda Kkisitlayic1 tek parametre, lirtin {izerine uygulanacak radyasyon dozunun
secimidir. Gama radyasyonla sterilizasyon yontemi ilk olarak BP 1993 ve USP
XVII'de endiistriyel sterilizasyon yéntemleri arasinda yer almistir. Farmakopeler-
ce kabul edilen sterilizasyon dozu ise tirtintin mikrobiyal ylikiine bagli olarak de-
gismekle beraber 25 kGy olarak belirtilmektedir (9,10).

Baz1 Sefalosporin Grubu Antibiyotiklerin Gama Radyasyonuyla
Sterilizasyonunun Mikrobiyolojik Yonden Degerlendirilmesi

Gama radyasyonunun séz konusu antibiyotikler i¢in oldukc¢a avantajli olmasi
nedeniyle glintimiize kadar bir¢ok sefalosporin tizerinde gama radyasyonla 1sinla-
malar1 aragtirilmis ve sterilizasyonlarinin fizibilitesi yapilmaya caligilmigtir. Bu
amacla etkin maddelerin ve ticari preparatlarinin c¢esitli dozlarla isinlandiktan
sonra radyasyon stabilitelerinin degerlendirilmesi i¢in fizikokimyasal ve mikrobi-
yolojik testler yapilmistir. Yapilan bazi mikrobiyolojik ¢aligmalarin sonuglar: asa-
gida Ozetlenmistir.

Toz haldeki sefaloridin, 10, 25 ve 50 kGy'lerde 1sinlanmis ve antimikrobiyal ak-
tivitesinin etkilenmedigi gézlenmistir. Sefaloridin érneklerine 10® B. pumilus spo-
ru eklenerek yapilan sterilite testi sonuclarinda en diisiik radyasyon dozuna tabi
tutulan 6rnekte dahi tireme gorilmemistir (11-13). Yapilan diger bir calismada, ka-
t1 haldeki sefaloridin 100 kGy’ye kadar 1sinlanmis ve antibiyotik aktivitesi degis-
memistir. Konsantrasyonu bilinmeyen sefaloridinin sulu ¢ézeltisi 25 kGy’lik rad-
yasyon dozu ile 1sinlandiginda antibiyotik aktivitesini kaybetmistir (14).

Kat1 haldeki sefalotin sodyumun 1sinlandig1 bir baska calismada, gama rad-
yasyonunun maddenin potensini azalttig: saptanmistir. Fleuretti, kat1 haldeki se-
falotin sodyumu 100 kGy’ye kadar 1sinlamis ve bilesigin antibiyotik aktivitesinin
25 kGy'de %2 ve 100 kGy’de %13 kadar azaldigini bildirmistir. Konsantrasyonu
bilinmeyen sulu c¢ozeltilerinin antibiyotik aktivitesi 25 kGy’de tamamen kaybol-
mustur (14). Bu madde ile yapilan diger bir calismada ise sefalotin sodyumun ak-
tivitesi 25 kGy’de %2.3, 50 kGy’de %5.7 oraninda azalmistir (15).

Yapilan bagka bir calismada kati haldeki sefradin 5-25 kGy doz araliginda
1isinlanmistir. Sonucta sefradinin bakterisidal aktivitesinin doza bagli olarak
azaldig1 tespit edilmistir (16). Sefradin ile yapilan diger bir calismada da 25 ve 50
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kGy’lik radyasyon dozlar: kullanilmigtir. S. aureus (Teva 29) kullanilarak mikro-
biyolojik 6l¢timler yapilmistir. Bakterinin inhibisyon cap1 ve antibiyotik konsant-
rasyonu arasindaki iligskiden yararlanilarak elde edilen mikrobiyolojik analiz so-
nuclarina gore sefradinin mikrobiyolojik potensi, 25 kGy’'de %89 ve 50 kGy’de
%67 olarak tespit edilmistir (26).

Sefaleksin kuru halde 1sinlanmistir. Mikrobiyal 6l¢timler gostermistir ki; sefa-
leksinin potensi 10 kGy'de %0.1, 25 kGy'de %3 ve 50 kGy’de %7’ye kadar azal-
maktadir (11-13).

B. subtilis’e karst yapilan mikrobiyal aktivite testinde 85 kGy uygulamadan
sonra dahi herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Bulunan sonuclara gore sefu-
roksimin gama radyasyonuyla sterilizasyona uygun oldugu distntlmustir (17).

Sefotaksim ile yapilan bir ¢alismada, soz konusu antibiyotik 5-46 kGy doz
araliginda 1sinlanmistir. E. coli (ATCC 12305) kullanilarak yapilan mikrobiyolo-
jik aktivite calismalari sonucunda 46 kGy’de 1sinlanan sefotaksimin aktivitesinin
degismedigi gozlenmistir (17). Sefotaksim ile yapilan diger bir calismada da 25 ve
50 kGy’lik radyasyon dozlar: kullanilmistir. 108 B. pumilus sporu eklenerek yapi-
lan sterilite glivence diizeyi (SAL) dozu tayini ¢alismalarinda 25 kGy radyasyon
dozunda tireme olmadig tespit edilmistir (26).

Sefoksitin sodyum iizerinde yapilan diger bir calismada, madde *7Cs gama
radyasyonu kaynagi ile 25 ve 50 kGy’lerde 1s1nlanmistir. Isinlanmis ve 1s1nlanma-
mis Orneklerin kimyasal analizleri, mikrobiyolojik 6lctimleri ve sterilite testleri
yapilmis; erime noktasi, TLC ve UV absorbans sonug¢lar: verilmistir. Bunlara gore
50 kGy’ye kadar 1sinlanan sefoksitin sodyumun bozunmadigi tespit edilmistir. Se-
foksitin sodyum oérneklerine 10% B. pumilus sporu eklenerek yapilan sterilite tes-
tinin sonucunda yaygin olarak kullanilan 25 kGy’lik radyasyon dozu uygulanan
orneklerde bakteriyel tireme olmamistir. Sefoksitin sodyum, kimyasal yapis1 iti-
bariyle radyasyona olduk¢a dayanmklidir ve bu 6zelligi radyasyonla sterilizasyo-
nuna izin vermektedir (18).

Gama radyasyonuyla sterilizasyonda en 6nemli kritik nokta 1sinlama dozudur.
Cunkt yaygin olarak kullanilan 25 kGy’lik dozun, 1sinlanan maddenin cinsine go-
re istenmeyen kimyasal ve fiziksel degisikliklere neden olabilecegi bildirilmistir
(19). Bir maddenin, radyasyonla sterilizasyon islemine tabi tutulmadan 6nce, bu is-
leme uygunlugu arastirilmalidir. Ozellikle komplike bilesiklerde, radyolitik bozun-
ma Uriinleri incelenerek, iirtin stabilitesinin korunma derecesi ve sterilizasyonun
kalitesi tayin edilebilir. Radyasyonla sterilizasyonla, farmasotik tirtintin yapisinda
ve aktivitesinde meydana gelen degisikliklerin tespiti, onun bu isleme uygunlugu
hakkinda bilgi verecektir. Bu amacla preparatin isi1nlama éncesi ve sonrasi fiziko-
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri karsilagtirmali olarak degerlendirilmelidir.

Bu amacla calismamiz kapsaminda i1sinlanmayan 6rneklerin kontrol grubu
olarak kullanildig: ve 5, 10, 25 ve 40 kGy’lik radyasyon dozlarinda isinlanan
CFZ-Na toz ornekler ve CFZ-Na iceren ticari liyofilize parenteral preparatlar
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uzerinde fizikokimyasal ve mikrobiyolojik incelemeler yapilmistir (20). Bu calis-
ma ile sahip oldugu avantajlarla konvansiyonel sterilizasyon yontemlerine olduk-
ca dnemli bir alternatif olan gama radyasyonla sterilizasyon teknigi CFZ-Na aci-
sindan irdelenmis ve elde edilen sonuclarin Tirk ila¢ endiistrisine 151k tutacag:
dustnilmustir.

DENEYLER ve BULGULAR

5, 10, 25 ve 40 kGy’lik radyasyon dozlarinda 1sinlanan CFZ-Na toz 6rnegi ve ti-
cari Uirtinleri tizerinde yapilan mikrobiyolojik incelemeler Tablo 1’de gosterilmistir.

A. TOZ CFZ-Na

Uygulanan dort farkh radyasyon dozunun toz maddenin antimikrobiyal akti-
vite diizeyinde olusturabilecegi degismeler incelenmistir. Bu amacla yapilan mik-
robiyal aktivite testi asagida aciklanmisgtir.

Mikrobiyal Aktivite Testi

Test edilecek bilesigin antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesinde “National
Committee for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS)”1n 6nerdigi mikrodiltisyon
yonteminden yararlanilmigtir (21). Buna goére mikroorganizma inokiilumu hazir-
lanarak mikrodiliisyon yontemiyle antibakteriyel aktivite saptanmistir.

Mikroorganizma inokiilumu hazirlanmasi: Bakteriler i¢in Muller-Hinton agar
(MHA) 18-24 saat 37°C’de tiretilmis mikroorganizma referans suglarinin kultiirle-
rinden Muller-Hinton broth (MHB) iceren tliplere ekim yapilmig ve 37°C’de 2-6
saat inklibe edilmistir. Daha sonra tiplerdeki bulaniklik, 0.5 McFarland stispan-
siyonuna (1-2 x 10 cfu/mL™) esdeger bulanmkliga getirilmistir. Distile su veya se-
rum fizyolojik kullanilarak son inokiilum 5 x 10° cfu/mL™! olacak sekilde sulan-
dirilmigtir.

Kullanilan Standart Bakteri Suslari:
S. aureus ATCC 25923
E. coli ATCC 25922

Tablo 1. Toz CFZ-Na ve ticari liyofilize parenteral preparatlar iizerinde yapilan mikrobiyolo-
jik calismalar.

a. Toz CFZ-Na b. Ticari liyofilize parenteral preparatlar: (T1 ve T2)
e Mikrobiyal aktivite e Mikrobiyal aktivite
o Sterilite

e Pirojenite

SAL dozunun tespiti
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Mikrodiliisyon islemi: Antibakteriyel aktivite ¢alismasinda damlatic: ile mik-
rotitrasyon yolaklarinin her bir cukuruna 50’ser pL. MHB besiyeri konmustur. Da-
ha sonra her siranin ilk cukuruna daha 6nce stok ¢ozeltileri ile hazirlanmis olan
antibakteriyel aktiviteleri arastirilan bilesikler ve standart antibiyotiklerin ¢6zel-
tilerinden 50’ser pL: eklenmistir. Cok kanalli pipet yardimi ile biitiin maddelerin
iki kat artan diliisyonlar:1 yapilmistir. Boylece kararlastirilacak bilesikler icin
512-0.5 pg/mL™1, standart antibiyotikler icin ise 64-0.625 pg/mL™! olacak sekilde
diltisyonlar elde edilmistir. Mikrotitrasyon plaklarinin son sirasindaki ¢ukurlari-
nin biri tireme kontroli (besiyeri + mikroorganizma) digeri ise besiyeri (sadece be-
siyeri) kontroli olarak kullanilmigtir. Plaklar hafifce calkalanarak bakteriler icin
35°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda bakteriler i¢in gozle goriiliir bulanikligin olmadi-
81 son cukur, calisilan bilesik ve standart icin (tobramisin) minimum inhibitér kon-
santrasyon [Minimum Inhibitor Concentration (MIK)] degeri olarak belirlenmistir.

Toz CFZ-Na’un 1sinlama 6nce ve sonrasi elde edilen MIK degerleri Tablo 2’de
belirtilmistir. E. coli ve S. aereus suslarina kars1 yapilan antimikrobiyal aktivite
testine gore toz maddenin antimikrobiyal aktivitesinde artan radyasyon dozu ile
degisme gozlenmemistir.

B. TICARI LIYOFILIZE PARENTERAL CFZ-Na PREPARATLARI

Maddenin monografinda steril ve apirojen olmasi gerektigi belirtilen parente-
ral dozaj formlarinin gama radyasyonuyla sterilizasyonu sonucunda bu 6zellikle-
ri tasiyip tasimadigl pirojenite ve sterilite testleri ile irdelenmistir. Ticari tirtinle-
rin, toz maddede oldugu gibi antimikrobiyal aktivitelerinde 1s1nlamayla herhangi
bir degisme olup olmadig1 mikrobiyal aktivite testi ile incelenmistir. Ayrica gama
radyasyonuyla sterilizasyon isleminde sterilizasyonun hangi dozlarda saglandigi-
n1 belirten SAL dozu tespiti ile sterilite ve pirojenite testleri de yapilmistir.

Mikrobiyal Aktivite Testi

CFZ- Na igeren ticari, liyofilize parenteral preparatlar (T1 ve T2) icin yapilan
mikrobiyal aktivite testleri, toz madde de oldugu gibi yapilmistir. Isinlanan ve
1sinlanmayan T1 ve T2 ticari preparatlarinin S. aureus ve E. coli suslarina karsi
antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Isinlanmayan preparatlarla antimikrobiyal
aktivite yoniinden farkli dozlarda isinlanan preparatlar arasinda fark olmadigi
gozlenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 2. Toz CFZ-Na érneklerinin 1s1nlama énce ve sonrasina ait MiK degerleri (ng/mL™Y).

MIK (pg/mL!)

Etkin S. aureus E. coli
madde Istnlanmamis 5 10 25 40 Isinlanmamis 5 10 25 40
CFZ-Na 1 1 1 1 1 4 4 4 4 4
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Tablo 3. Isitnlama once ve sonrasi ticari parenteral preparatlarin antimikrobiyal aktiviteleri.

MIK (pg/mL")

E. coli S. aureus
Preparat Isinlanmamis 5 10 25 40 Istnlanmamis 5 10 25 40
T1 4 4 4 4 4 1 1 1 1 1
T2 4 4 4 4 4 1 1 1 1 1

Sterilite Testi

Ticari preparatlarin sterilite testi, 108 cfu/mL! oraninda B. pumilus sporlari
ilave edilmis ornekler tizerinde “Soybean-Casein Digest Medium (SCDM)” ve
“Fluid Thioglycollate Medium (FTM)” ortamlari kullanilarak yapilmistir. Isinla-
nan numuneler SCDM ve FTM ortamlarina aktarilmadan 6nce membran filtreler-
den, aseptik sartlarda stiziilerek ticari preparatlarin etkin maddesi olan CFZ-Na
ortamdan uzaklastirilarak uygulanan radyasyonun mikroorganizmalar tizerinde-
ki etkisinin belirlenmesi saglanmistir.

FTM testi: Anaerop mikroorganizmalar icin kullanilmistir. 59.6 g FTM 200
mIlik balon-jojede distile su ile stispanse edildikten sonra FTM 100°C’lik su ban-
yosunda 1sitilarak ¢oztilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20 dakika siire ile
otoklavda sterilizasyonun sonunda sogumaya birakilmistir. Son pH'nin 7.1 olup
olmadig1 kontrol edilerek steril cam tiiplere 15’er mL olacak sekilde boluinmiistir.
Orneklerden 1’er mL ekim iglemi bek alevi yaninda gerceklestirilmistir. Ekim ig-
lemi tamamlanan tiipler 35°C’de iki hafta siire ile inkiibasyona birakilmigtir. Tki
haftalik stire boyunca ve sonunda tiiplerde tireme olup olmadig: incelenmistir.

FTM igerigi: 1 L icin;

Maya ekstrati 50¢g
Tripton 15g
Dekstroz 55 g
Sodyum tiyoglikolat 0.5 g
L-sistein 0.5g
Sodyum kloriir 2b5g
Rezasurin 0.001g
Agar No: 1 05¢g

SCDM testi: Aerop mikroorganizma ve mantarlar icin kullanilmigtir. 60 g
SCDM 200 mL1lik balon-jojede distile su kullanilarak ¢éztinmiis ve FTM ortami
gibi otoklavda sterile edilerek hazirlanmistir. Son pH'nin 7.3 olup olmadig1 kont-
rol edilmistir. FTM testinde yapilan islemler aynen tekrarlanmis ve ekim sonrasi
tipler farkli olarak oda 1sisinda 2 hafta stire ile inkiibasyona birakilmigtir.
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SCDM igerigi: 1 L icin;

Kazeinin pankreatik 6ziiti 17g
Soya fasulyesi papaik oziitu 3g
Sodyum klortir 5g
Dipotasyum fosfat 25g
Dekstroz 25g

Isinlanmadan 6nce B. pumilus sporlar: ile sterilitesi bozulan ticari Urtinlerin
1sinlama sonrasinda steril olduklar: gozlenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4’te
gosterilmistir. Her iki ticari preparat i¢cin iki ortamda da tireme olmadig1 belirlen-
migstir.

Pirojenite Testi

Gama radyasyonuyla sterilize edilen ticari preparatlarin apirojenik olup olma-
di1g1 LAL testi ile incelenmistir (22).

Bu test, ticari olarak liyofilize halde bulunan 10 testlik 0.25 TU/mL""lik ticari
LAL Kkitleri kullanilarak ve steril cam deney tiiplerinde yapilmigtir. 5, 10, 25 ve 40
kGy radyasyon dozlarinda 1sinlanan 6rnekler tizerine, 0.1 mL LAL 6rnegi eklene-
rek tlipte karistirilmis ve 1 saat siire ile 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ayri-
ca deneyde kullanilan pirojensiz su icinde kontrol amaci ile ayni islemler tekrar-
lanmistir. Deneyler pirojen icermeyen-steril malzemeler kullanilarak laminar
flow kabinlerde gerceklestirilmistir. Deney stiresi sonunda tiim 6rnekler icin jel
olusumuna bakilmigtir.

Gama radyasyonuyla sterilizasyonu amaclanan ticari irtinlerin 1s1nlama sonu-
cunda yapilan pirojenite testi ile apirojen olduklari tespit edilmis ve elde edilen
sonuglar Tablo 5te verilmistir.

SAL Dozunun Belirlenmesi

Klinik uygulamalarda o6zellikle antibiyotikler icin parenteral kullanim sekli
oldukca yaygindir. Parenteral yolla, ila¢ direkt sistemik dolasima gectigi icin uy-
gun sterilite sartlarini saglamalidir. Bu sartlar, SAL yani gecerli sterilizasyon is-
lemi sonrasinda, tirtinlin beklenen maksimum steril olma olasilig1 seklinde agik-

Tablo 4. Isinlanma sonrasi ticari parenteral preparatlarin sterilite testi sonuclari.

Mikrobiyal iireme

FTM ortam (35°C) SCDM ortam (25°C)

Preparat Isinlanmamis 5 10 25 40 Isinlanmamis 5 10 25 40
T1 ) OO RN OO ) GG 6 6
T2 ) GG 6 6 ) OO ENCORNC)
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Tablo 5. Isinlama sonrasi parenteral preparatlarin pirojenite testi sonuclari.

Mikrobiyal iireme test sonucu**

Preparat Isitnlanmamis 5% 10% 25% 40*

T1 ) ) ) ) )

T2 ) ) ) ) )
* kGy (1sinlama dozu)

** Test stiresi (1 saat, inkiibasyon sicakligi 37°C)
(-) Jellesme gézlenmemistir.

lanabilir. Son iiriin parenteral olarak kullanilacaksa SAL 10-%dir. Bu deger tirii-
niin kullanim sekline gore: Parenteral preparatlar, goz damlalar: ve gz merhem-
leri icin 1075, parenteral dis1 kullanim icin ise SAL 1073 olarak bildirilmistir (23).

Kullanilan ticari preparatlarda (T1 ve T2) SAL 10-%y1 saglayacak radyasyon
dozunun bulunmasi i¢in, radyasyona en az duyarli olan B. pumilus sporlari pre-
paratlara ilave edilmistir. Daha sonra calismanin basinda 5, 10, 25 ve 40 kGy ola-
rak belirlenen radyasyon dozlarinda isinlanmiglardir. Sterilite testinde belirtildi-
gi gibi, membran filtrasyon teknigi kullanilarak filtre tizerinde toplanan mikroor-
ganizmalarin 6lim oranlari logaritmik olarak belirtilmistir.

B. pumilus sporlarimin olusturulmasi: Tek doz B. pumilus bakterisi “nutrient
broth”da 37°C’de 24 saat tiretildikten sonra kiiltiir Soybean agarda 37°C’de 7 giin
inkiibe edilmistir. Elde edilen sporlar steril su ile karigtirilmigtir. Olusan stispan-
siyon 3 kez 15 dakika 3000 rpm’de santrifiij edilerek yikanmistir. Tekrar distile su
ile siispanse edildikten sonra slispansiyon, yasayan vejetatif bakterileri inhibe et-
mek icin 80°C’ye 1sitilmis ve aniden sogutulmustur. Elde edilen slispansiyondaki
spor sayis1 hesaplanmigstir.

Mikroorganizmalarin 6liim oranlariin tespit edilmesi: Ornekler radyasyona
tabi tutulmadan 6nce konsantrasyonu bilinen B. pumilus sporlariyla infekte
edilmigtir. Bakteri sporlar: ilave edilen 6rnekler, belirlenen 5, 10, 25 ve 40 kGy
radyasyon dozlarinda isinlanmigtir. Daha sonra 6rneklerdeki mikroorganizmalar
sayilarak radyasyon dozuna karsi log mikroorganizma 6liim oranlar: grafiklene-
rek her bir preparat icin SAL 10°%y1 saglayacak radyasyon dozu saptanmistir.
Parenteral cozeltiler igin sterilizasyonu saglayan radyasyon dozu, Doz-Log
(6liim) orani grafiklerinden bulunmustur. Her iki ticari tirtin i¢cin elde edilen gra-
fikler Sekil 1 ve 2’de gosterilmistir.

Cizilen grafikler yardimiyla bulunan SAL dozlar1 T1 ve T2 preparatlar: i¢in s1-
rasiyla 7.18 ve 7.45 kGy olarak hesaplanmistir. Ayrica bu iki preparat i¢in ortam-
da bulunan mikroorganizma sayisini 10 faktori ile azaltan dozu ifade eden D,
degerleri de hesaplanmigtir. Buna gore T1 ve T2 preparatlari i¢in D, , degerleri s1-
rasiyla 2.38 ve 2.41 kGy’dir.
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y=0.4185 x -2.9935
R2=0.9963

Log (N/No)
o
|

Radyasyon dozu (kGy)

Sekil 1. T1 ticari preparatina ait doz-log (6liim) orani grafigi.
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Sekil 2. T2 ticari preparatina ait doz-log (6liim) orani grafigi.

TARTISMA

Farmasotik tirtin tizerinde uygulanacak sterilizasyon isleminin secimi oldukga
onemlidir. Sterilizasyonun gerektirdigi ortam sartlari, lirtin veya hammaddenin
fizikokimyasal 6zelliklerini ve farmakolojik aktivitesini degistirmemelidir.

Isinlama yeni toksik radyolitik trtinlerin olusmasina, dolayisiyla 1sinlanmis
yapinin saflik profilinin degismesine neden olabilir (24). Maddede meydana gelen
degisikliklerin aktivitesi tizerinde olusturabilecegi degisiklikler incelenmelidir.
Radyasyonla sterilizasyonun etkin ve giivenli sekilde kullanilmasi i¢in tirtiniin fi-
zikokimyasal, mikrobiyolojik ve biyolojik olarak incelenmesi gerekir. Uriiniin ste-
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rilizasyonunu saglayan radyasyon dozunun belirlenmesi i¢in yapilan fizibilite ca-
lismalarinda yapilmasi gereken testler soyle siralanmaktadir (25).

Fizikokimyasal testler: Etkin madde ve radyoliz lirlinlerinin belirlenmesi, far-
masotik dozaj formuna ait dansite, pH ve partikiiler madde gibi kalite kontrol
testleri ile meydana gelen degisikliklerin incelenmesi.

Mikrobiyolojik testler: Sterilite testleri, SAL dozunun belirlenmesi ve mikro-
biyolojik aktivite testleri.

Biyolojik testler: Toksisite, mutajenite, irritasyon ve antiinflamatuvar etki
testleri olarak 6zetlenmektedir.

Toz CFZ-Na ve ticari liyofilize parenteral preparatlari lizerinde, gama radyas-
yonuyla sterilizasyon islemi (5, 10, 25 ve 40 kGy) ardindan fizikokimyasal (orga-
noleptik degerlendirme, pH 6l¢timt, UV, ITK, NMR, ESR, IR ve HPLC caligmala-
r1) ve mikrobiyolojik incelemeler yapilmistir. Isinlanmayan orneklerin kontrol
grubu olarak kullanildig1 deneysel calismalarla gama radyasyonla sterilizasyo-
nun, toz madde ve ticari lirtinler izerinde meydana getirdigi degisiklikler incelen-
mistir. Boylece gama radyasyonuyla sterilizasyonun CFZ-Na tizerinde uygulana-
bilirligi belirlenmeye calisilmistir. Buna goére; radyasyona tabi tutulan CFZ-Na
etkin maddesinin toz ve ticari liyofilize parenteral preparatlarinin antimikrobiyal
aktivitelerinin artan radyasyon dozundan etkilenmedigi gézlenmistir. Ticari pre-
paratlarinda (T1 ve T2) yapilan sterilizasyon islemi sonunda steril ve apirojen ol-
duklari belirlenmistir. Sterilizasyonu saglayan gama radyasyon dozu (SAL) ise 10
kGy civarindadir. Ayrica, bu iki preparat icin ortamda bulunan mikroorganizma
saywsini 10 faktoru ile azaltan dozu ifade eden D, degerleri de hesaplanmistir.
Buna gore T1 ve T2 preparatlari i¢in D, , degerleri sirasiyla 2.38 ve 2.41 kGy’dir.

T1 ve T2 ticari preparatlarinin SAL dozunun tayininde B. pumilus bakterisi
kullanilmigtir. Bu nedenle devaminda hesaplanan D, dozu da B. pumilus turleri
icin gecerli olan gama radyasyon dozudur. Acik havada bulunan s6z konusu bak-
teri tiirleri i¢in hesaplanan D, ) degeri 1.7 kGy olarak belirtilmistir (27). iki ticari
urtin icin de bulunan degerler 1.7’den ytiksektir.

D, , degeri radyasyon direncini degistiren faktorlerle degismektedir. Bu faktor-
ler arasinda liyofilizasyon islemi de yer almaktadir. Kurutarak dondurma olarak
ifade edilen liyofilizasyon ortamda bulunan nemin uzaklagmasina neden olarak
radyasyon direncinin artmasina yol acar. Liyofilizasyonla hazirlanan T1 ve T2 ti-
cari parenteral preparatlarimin D, , degerlerinin B. pumilus’un a¢ik hava i¢in tes-
pit edilen D, , degerlerinden ytksek olmasi bu sekilde agiklanabilmektedir.

CFZ-Na etkin madde ve ticari liyofilize parenteral preparatlar: tizerinde yapi-
lan calismalar gostermistir ki; bu madde ve trtinlerin farmakopelerce kabul edi-
len sterilizasyon dozu olan 25 kGy’den daha diisiik ve valide edilmis radyasyon
dozlarinda (10 kGy) gama radyasyonuyla sterilizasyon yapilabilmektedir. Elde
edilen sonu¢lar mikrobiyal aktivite, pirojenite ve sterilite testleri ve SAL dozu ta-
yinlerinin yapildigi mikrobiyolojik caligmalarla da desteklenmektedir (20).
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