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 آب های تزریقی در صنایع داروسازی توسط استراتژی های کاربردیارزیابی کيفيت 

 

 *2زاده یعزت  نور ، 1بیگدلی پریسا
   ؛ ایرانری دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیلکارشناسی ارشد فیزیولوژی جانو 1

 شناسی، اردبیل تاستادیار دانشگاه محقق اردبیلی دانشکده علوم گروه زیس 2

  یلارتا سرم اردب یو کارخانه داروساز یلیانجام پروژه :دانشگاه محقق اردب محل*

                                                         یلو کارخانه آرتا سرم اردب یلیکننده طرح: دانشگاه محقق اردب یتحما منبع

 

 چکیده

ترکیبات تزریقی ممکن ،اتفاق بیفتدکن است ممچندین بار در طول زندگی هر انسانی  مصرف داروهای تزریقی:سابقه و هدف

اند و انجام دادهای در سراسر جهان مطالعات گستردهمحققان ند. بگیریا پیشگیری مورد استفاده قرارمنظور درمان ب است

کاربردی های راه حل های تزریقی بیاندیشند و بهداشتند که از زوایای متفاوتی به مسئله حذف مواد پیروژنیک فرآوردهسعی 

آب های تزریقی در صنایع داروسازی توسط استراتژی های کیفیت رو هدف از این تحقیق بررسی از ایندست یابند. تری

 می باشد. کاربردی

 تهیه شد و با استفاده از دستگاه رقت مختلف WFI ،10و آبی اشرشیاکل با استفاده از باکتریدر این مطالعه :مواد و روش ها

(total organic carbon) TOC مقایسه شدنداین دو روش  ودقت ها میزان حساسیتو تزریق به خرگوش. 

تزریق مناسب نتایج حاصل از این پژوهش نشان میدهد تمامی محلول های مورد آزمایش حاوی پیروژن بوده و برای : یافته ها

ن به بدن دچار تب شدند اما به جز یک ا، پس از تزریق به علت ورود پیروژچند تمامی خرگوش ههر نمیباشد علاوه براین

ولی دستگاه معنا داری بین آنها مشاهده نشد.اختلاف  تی گراد بود ودرجه سان 6/0متر از افزایش دمای بدن خرگوش ،کمورد 

TOC یز گزارش میدهدروژن با رسم نمودار مقدار آن را ننمایان کردن وجود پی علاوه برنمونه  10در هر. 

و دارای را در تمامی نمونه ها ندارد  اندوتوکسین خرگوش توانایی نمایان کردن یروژنتست پ دهدنشان مینتایج : نتیجه گیری

تواند جایگزین خوبی برای تست  دهد و می میارائه نتایج قابل قبول تری TOC دستگاهاستفاده از معایب زیادی میباشد اما 

  حیوانی باشد.

،داروهای تزریقیخرگوشروژن تست پی،TOC واژه:دیکل
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  قدمهم

عنوان واسطه دارورسانی مورد استفاده قرار دارویی تزریقی، برای جبران آب و مایعات از دست رفته بدن یا صرفا به هایسرم

گیرند فرآورده های تزریقی به علت تماس مستقیم با خون و بافت های داخلی بدن، می بایست از ویژگی هایی برخوردار می

های تزریقی باشد. اهمیت این موضوع در مورد فرآوردهها میی از پیروژن بودن آنها، عارترین این ویژگیباشند که یکی از مهم

تنها در های تزریقی داخل عضلانی و زیر جلدی است چرا که در مقام مقایسه نهداخل وریدی به مراتب بیشتر از محلول

گردند. با های تزریق، تجویز میسایر روشهای بیشتری نسبت به گیرند، بلکه معمولا با حجممجاورت مستقیم با خون قرار می

باری را بر سلامت فرد تواند عواقب گرانتوجه به اینکه وجود هرگونه آلودگی میکروبی در آب مصرفی در فرآیند تولید دارو می

دم وجود این ها و آزمایش های مربوطه از وجود یا عمصرف کننده و جامعه داشته باشد، از این رو نیاز است تا با انجام پایش

رغم امکان کنترل تظاهرات پیروژنیک به وسیله داروهای ضد تب، توجه به این نکته ضروری است که علی .1ها مطلع شدآلودگی

تواند بر مشکلات فرد تحت درمان بیافزاید. از سوی دیگر بروز ها بوده و تشدید آن میتب یکی از علایم شایع اغلب بیماری

دنبال تزریق یک دارو نشان دهنده کیفیت نامطلوب و تکنیک ضعیف ساخت بوده و لذا کارخانجات  های پیروژنیک بهواکنش

گونه مسائل  های دقیق کیفی همواره در پی جلوگیری از بروز اینوسیله کنترلبه GMP1داروسازی ضمن رعایت کامل اصول 

جستجوی مواد پایروژنیک جهت بررسی و ارزیابی کیفیت آب قابل تزریق زیادی شناخته شده اند. تا کنون روش های  باشند.می

در سال و همکارانش   Janaina Spoladore روش ها از یکدیگر اهمیت می باید. از این رو سرعت و دقت روش جهت تمایز

ی به منظور جایگزین  اندوتوکسین با کتریای مقاله ای با عنوان آزمایش های پیروژنی استاندارد محصولات پزشکی با 2021

شود تداخل ها منتشر کردندکه بیان میکند چون تست خرگوش  در محیط داخل بدن انجام می کردن آزمایش پیروژن خرگوش

محدود کند و همچنین این تست طیف وسیعی از پیروژن های  آن را برای آزمایشات مختلف پزشکی میتواند کاربرد عملی

بهینه سازی انتقال مراقبت و نقش دارو ساز در مقاله ای تحت عنوان  2019در سال   .2 بیولوژیکی را تشخیص نمی دهدرتبط م

و موفقیت ها و  TOCو همکارانش نوشته شد که در این پژوهش به بررسی چندین مدل  Karleen T Melodyجامعه توسط 

همچنین  .3یکی از منابع مورد نیاز برای داروسازی معرفی میکند را بعنوانTOC چالش های آن پرداخته شده است و دستگاه 

با عنوان یافتن جایگزین برای آزمایش پایروژن خرگوش به   Hannah Balfourتوسط   2021در پژوهش دیگری در سال 

ایش پایروژن خرگوش میشود که فارماکوپه آمریکا در پنج سال آینده به آزمی اروپا منتشر شد که در آن بیان  وسیله فارماکوپه

قراچه به ارزیابی کیفیت آب مصرفی در  95در سال  .4خاتمه میدهد و صنعت را به یافتن تست های جایگزین تشویق میکند 

صنایع داروسازی از نظر ضوابط میزان کل مواد آلی پرداخت. وی گزارش نمود که به منظور سنجش سطح کل مواد آلی در 

( به دلیل دقت بالا و سرعت TOCآب مورد استفاده در صنایع دارویی، آزمون کل کربن آلی ) های اندک پیشنهادی برایغلظت

و همکارانش در یک   Richter در مقاله ی مقایسه ای دیگری .5رودها به شمار میو هزینه مناسب یکی از پرکاربردترین گزینه

در  "و تست پیروژن خرگوش  LAL  (Limulus amebocyte lysate)مقایسه تست "مقاله منتشر شده در آلمان باعنوان 

 LALنمونه مورد آزمایش، دو نمونه در هر دو تست مثبت گزارش شده و پنج نمونه فقط در تست  46، از بین 1980سال 

تواند نمی LALاند که تست و همکارانش عنوان کرده Richterدست آمده در این مقاله، مثبت بوده است. براساس نتایج به

عنوان تست جایگزین پیروژن خرگوش در کنترل کیفیت در صنایع پزشکی و داروسازی باشد و این مقاله تنها به حساسیت به

و بررسی دوروش رایج برای مقایسه به در این مطالعه   .6اندبالا و دقت زیاد این تست نسبت به تست پیروژن خرگوش پرداخته

به منظور یافتن جایگزینی مناسب برای تست پیرون خرگوش پرداخته شده سنجش آب های تزریقی در صنایع داروسازی و 

 .است.

  هاروشمواد و 

 و دارای شناسه  اخلاقانجام شده است پژوهشی دانشگاه محقق اردبیلی محترم این مقاله باحمایت مالی  معاونت 
IR.ZNU.REC.1400.002 محیط کشت  در این پژوهش برای تهیه .میباشدEMB  مطابق با دستورالعمل حدودml1000 

                                                           
1 Good Manufacturing Practices 
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و  121 از ماده محیط کشت را داخل یک بالن ریخته و پس از مخلوط کردن در دستگاه اتوکلاو در دمای  gr 36 وWFIآب 

باکتری از .ازمحیط کشت به هر پیلت انتقال داده شد   ml200دقیقه قرار داده شد. پس از پایان اتوکلاو، حدود  15زمان 

با  بدین صورت که  ،استفاده شد با استفاده از روش کشت خطی برای به دست آوردن تک کلنی  5DHی کلای سویهاشریشا 

با حرکت لوپ به صورت زیگزاک  وقل شده منت EMBبه پیلت حاوی محیط کشت  استفاده از لوپ استریل مقداری از باکتری 

شد. سپس لوپ را مجدداً استریل کرده و با چرخاندن پیلت به ل پیلت اشغا %30محیط کشت، حدوداً جلو و عقب بر روی سطح 

، دبار با بخش قبلی خورد داشته باش 3تا  2ای که به گونه داده شده بود حرکت زیگزاگیدرجه، از بخشی که کشت  90اندازه

 ( نشان داده شده است.1در شکل ) E.Coliکشت باکتری  های منفرد جداسازی شدند.کلنی  این تکنیکبا کمک . انجام شد 

 
 E.Coliکشت باکتری  -1شکل

باشد به همین دلیل به خاطر اطمینان از خالص بودن باکتری از دو روش می E.Coliاساس پژوهش انجام شده بر روی باکتری 

اول از محیط آمیزی گرم استفاده شد. در روش و  رنگ EMBجلای سبز فلزی حاصل از رشد باکتری بر روی محیط کشت 

. با تکرار ندرشد داده شد EMBها را توسط سوآپ در شرایط استریل شکار کرده و مجدداً در محیط تک کلنی ،کشت باکتری

جلای سبز فلزی ایجاد شده بر روی محیط کشت، وجود  باکتری اطمینان حاصل شد و  ماهیت چندین باره این کار از صحت

روش دوم ابتدا یک قطره آب مقطر روی لام ریخته و در شرایط استریل یک لوپ از باکتری  کند. دررا تائید می E.Coliباکتری 

دقیقه کریستال ویوله به آن اضافه و سپس با آب  1را با آن مخلوط کرده و پس از فیکس شدن نمونه در مجاورت هوا، به مدت 

و پس از شستشو در معرض هوا خشک شد. در  هدقیقه محلول لوگول به آن اضافه شد 1شستشو داده شد. پس از آن به مدت 

ثانیه  10دقیقه به آن اضافه و مجدداً با آب شستشو داده شد. در انتها رنگ سافرانین را به مدت  20مرحله بعد الکل به مدت 

رنگ ها به ریمشاهده شد کل باکت 7 60روی لام ریخته و بعد از شستشو با آب با استفاده از میکروسکوپ مجهز به عدسی 

در محیط کشت است. اگر باکتری گرم مثبت در محیط کشت  E.Coliی خالص بودن باکتری که نشان دهنده صورتی هستند

 شد.بود، به رنگ آبی مشاهده می

در میکروبیولوژی معمولاً از استاندارد نیم مک فارلند به عنوان مرجعی برای مطابقت دادن کدورت ناشی از سوسپانسیون 

اما در این مطالعه مقدارکدورت سوسپانسیون ایجاد شده کمتر از نیم مک فارلند در نظر گرفته شد تا  8شوده میباکتری استفاد

های مورد بررسی با دقت بالاتری مقایسه شوند. برای تهیه سوسپانسیون میکروبی از کشت تازه مقدار باکتری کمتر باشد و روش

ی حاوی سرم فیزیولوژیک استریل منتقل و لوله WFIی حاوی آب کلنی به لولهو جوان باکتری به وسیله سوآپ استریل چند 

وورتکس کدورت حاصله در مقابل چراغ مقایسه شد به طوری که کدورت دستگاه شد و پس از مخلوط شدن سوسپانسون در 

عدد لوله آزمایش در  10پس از استریل کردن و نامگذاری  کمتر از کدورت نیم مک فارلند باشد.یکی شود و  محلول  هر دو

مایع برداشته و به  ml1عدد لوله حاوی سرم فیزیولوژیک، با استفاده از سمپلر، از نمونه اولیه  10و  WFIآب  ml9بسته حاوی 

دقیقه در وورتکس قرار داده شد تا محتوای لوله به خوبی مخلوط شوند به  1حدود  1ی شماره منتقل شد. لوله 1لوله شماره 

ی قبل به ترتیب ی بعدی انتقال داده شد. مرحلهاز آن در شرایط استریل به لوله ml1کاملاً یکنواخت شد سپس  طوریکه تا

رقت متفاوت  10همین مراحل با سرم فیزیولوژیک نیز تکرار شد تا  آید.بدست  10- 10رقتهای بعدی نیز تکرار شد تا برای لوله

ها روی محیط ها کشت دادن حجم خاصی از سوسپانسیون آنروش شمارش باکتریترین ابتداییبدست آید. E.Coliاز باکتری 

در شرایط استریل بر روی محیط  لوپ از سوسپانسیون حاوی سرم فیزیولوژیک باکتری 3باشد. در این مطالعه حدود کشت می
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پیلت شمارش  10ر های موجود دها، با استفاده از دستگاه کلنی کانتر، کلنیبعد از رشد باکتریکشت داده شدند. EMBکشت 

 شدند.

قطره از باکتری باشد پس تعداد  قطره از باکتری بدانیم و هر لوپ برابر 20را معادل  ml1در شمارش کلنی باکتری ها اگر هر 

 از سوسپانسیون باکتری استفاده شده قابل محاسبه می شود. ml1های موجود در باکتری

(1) 

 
استفاده شد. در  LPSدر این پژوهش از دو روش بن ماری و استفاده از دستگاه مافوق صوت برای از بین بردن باکتری و تهیه 

تا بر اثر  قرار داده شد  80( در حمام آب با درجه WFIهای آزمایش حاوی سوسپانسیون )باکتری و آب روش بن ماری لوله

های آزمایش حاوی آب . در روش استفاده از دستگاه مافوق صوت لوله9باقی بماند LPSمانی باکتری از بین برود و گرما زنده

WFI  های گراد در حمام آب دستگاه اولتراسونیک در نقاطی که حفرهدرجه سانتی 80دقیقه در دمای  10به مدت و باکتری را

 لوله  تکرار شد. 10جدا شود. این کار  برای هر از باکتری کشته شده در اثر گرما  LPSآب ایجاد شده بود نگه داشته شدند تا 

 ml شد. بر اساس کاتالوگ بار انجام  5/2بار و فشار خروجی  130تحت شرایط فشار داخل در حدود  ، TOCدستگاه آزمایش 

به بالن  10- 1از نمونه موجود در لوله  ml 1 و سرسمپلر استریل داخل بالن ریخته سپس با استفاده از سمپلر   را WFIآب  99

های دستگاه را اسید نیز به آن اضافه شد و پس از ترکیب انها با استفاده از محلول آب و اسید تیغه ml 1ژوژه اضافه شد. سپس 

ها از طریق کپسول اکسیژن با شستشو داده و پس از خشک کردن داخل محلول قرار داده شد. اکسیژن از طریق یکی از تیغه

های که به دستگاه متصل است وارد محلول شده و پس ترکیب با اسید داخل محلول کربن z.Air 99.9922 molمشخصات 

بار میزان  3سوزانده شد. دستگاه  800 های ریز و درشت ایجاد شده داخل دستگاه در کوره و در دمای فرار که از مولکول

این مقدار  WFIکند. در آب تزریقی یانگین تعیین میکند و یک مقدار مگیری کرده و نمودار مربوطه را رسم میکربن را اندازه

 برای انجام  به عنوان شاهد تکرار شد. WFIرقت و یک بار نیز با آب  10باشد. این کار برای هر  g pet litr µ500باید کمتر از 

ها  خرگوشگرم  استفاده شد  2000-1500ودی های سالم بالغ و نر از یک نژاد با وزن حداز خرگوش پایروژن حیوانی آزمایش

یک هفته در این  ی مشخصی حفظ شود حدوددر قفسه های جداگانه قرار داده شدند، سعی شد دمای اتاق در یک محدوده

عنوان شاهد انتخاب شد و هیچ تزریقی به تا خود را با شرایط تغییر یافته تطبیق دهند یک خرگوش به شرایط قرار داده شدند

گیری شد ها اندازهروز دمای آن 4نشانه گذاری شدند سپس به مدت  10تا  1های ها با شمارهصورت نگرفت، سایر خرگوشآن 

گیری سعی شد که سکوت رعایت در تمام مدت اندازه دادیم تا دما ثابت شود.ها قرار میطوری که دماسنج را در رکتوم آن به

.  جم کار تزریق جانور را آغاز شدشود اجتناب گردد در روز  پنطراب جانور میکردد و هرگونه عملی که موجب تحریک و اض

ایط از محلول را در شر میلی لیتر 1به ازای هر کیلوگرم از وزن خرگوشبا پنبه استریل پس از پاک کردن گوش خرگوش 

 3از پایان آزمایش به مدت  و بعد از یک ساعت ورید ماژینال گوش خرگوش تزریق شد داخلبه   استریل با سرنگ انسولین

 .8-01گیری میشدهر ساعت دمای خرگوش را اندازهدر ساعت، 

      هایافته

در طول موج های  های مورد آزمایشهای هر یک از سوسپانسیونبه وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر از غلظتبا تکرار آزمایش 

ارائه شده  (1)شکل در  باشد که نتایج آزمایشمی nm480طول موج بیشترین مقدار جذب در شد که  مشخص مختلف 

 رقت سازی سریالی از نمونه ها به درستی انجام شده است و بیشترین مقداربا توجه به این نمودار میتوان نتیجه گرفت است.

 10آن در نمونه بوده و به تدریج سیر نزولی داشته تا به کمترین مقدار  جذب در نمونه اول باکتری و در نتیجه بیشترین مقدار

 .میرسد
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 باکتری مختلف های غلظت برابر در اسپکتروفتومتر دستگاه پاسخ نمودار -1شکل 

 

 

 

 

های از رقت ml1ها در های مختلف باکتری و تعداد باکتریتهای رشد کرده در رقتعداد کلنی( به ترتیب 3( و شکل )2شکل )

ه تعداد  در نتیج میتوان استنباط کردکه چون در نمونه اول، میزان غلظت سوسپانسیون بیشتر است. را نمایش میدهدمختلف 

ق سازی رقی رکلنی میرسد به خاط 4000بیشتر است و به حدود  EMBکلنی های رشد کرده حاصل  از آن در محیط کشت 

کلنی در نمونه آخر  8کند تا به مقدار نا چیز سریالی تعداد کلنی های حاصل از رشد سایر نمونه ها به تدریج کاهش پیدا می

 . ه صفر نرسیده استبکاهش یافته اما  10( میتوان بیان کرد که تعدا  باکتری ها در نمونه 3میرسد  اما با توجه به شکل )

 
 ی رشد کرده در نمونه های مختلفهاباکتری کلنی تعداد -2شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 از اسپانسیون ml1ها در تعداد باکتری -3شکل

( نشان داده 41( الی )4به ترتیب در اشکال ) 10- 10 الی  10- 1منحنی مقدار کربن آلی در نمونه شاهد و نمونه های با رقت 

از سوسپانسیون در  01/0برای اطمینان بیشتر دو بار تکرار شدند. به دلیل آنکه مقدار  TOCشده اند. تمامی آزمایشات 
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باشد که مقدار واقعی در جدول مقدار واقعی می 01/0شد، بنابراین مقدار کربن آلی به دست آمده نیز استفاده  TOCآزمایش 

( ارائه شده 14در شکل ) مختلف از باکتری رقت هاینمودار مقایسه مقدار کربن آلی موجود در همچنین  ( ارائه شده است.1)

باشد، اما از نمودار  500 باشد باید مقدار کربن آلی در آن حداکثراست. برای اینکه آبی برای استفاده در داروسازی مناسب 

باشد و پس قابل استفاده نمیاست،  72022شود در کمترین رقت مورد استفاده شده تعداد کربن در هر لیترمشاهده می

 ارد.گیری کمترین مقدار باکتری موجود در محلول مورد آزمایش را ددستگاه توانایی اندازه

  
 10-1منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -4شکل )شاهد(WFIمنحنی مقدار کربن آلی در آب  -4شکل 

  
10-منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -6شکل 

2 

10-منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -7شکل 

3 
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 10-5منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -9شکل 10-4منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -8شکل 

  
 10-7منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -11شکل 10-6منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -10شکل

  
10-منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -12شکل 

8

 

 10-9منحنی مقدار کربن آلی در نمونه رقت -31شکل 

 کربن آلی در نمونه رقتمنحنی مقدار   -14شکل

 

 های مختلف باکتریمقدار کربن آلی موجود در رقت -1ل جدو

10-10 
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های رقت شماره

مختلف 

 باکتری

مقدار کربن 

آلی اندازه 

گیری شده 

توسط دستگاه 

() 

1      1-10 70320 

2      2-10 39300 

3      3-10 28080 

4      4-10 26270 

5      5-10 25840 

6      6-10 25430 

7      7-10 24990 

8      8-10 24240 

9      9-10 23580 

10 10-10   22720 
 

 

 

 

 

نمودار مقایسه مقدار کربن آلی موجود در  -15شکل 

 های مختلف از باکتریرقابت

 

 نتایج حاصل از تزریق آندوتوکسین به خرگوش -2جدول                             

 شماره

 خرگوش

 پیش وزن

 تزریق از

(g) 

 مقدار

 محلول

 شده تزریق

 (میلی لیتر)

 میانگین

 حرارت درجه

 از قبل

 ()تزریق

 میانگین

حرارت  درجه

بعد از 

 (تزریق)

 درجه اختلاف

 از پس و پیش

 (تزریق)

1 1800 18 9/37 7/38 8/0 

2 1700 17 5/37 38 5/0 

3 1500 15 7/37 8/37 1/0 

4 1850 5/18 9/37 4/38 5/0 

5 1600 16 2/38 5/38 3/0 

6 1500 15 8/37 38 2/0 

7 1700 17 38 4/38 4/0 

8 2000 20 5/37 1/38 6/0 

9 1500 15 5/37 9/37 4/0 

10 1900 19 9/37 1/38 5/0 

قبل و بعد از مقدار محلول تزریق شده به هر خرگوش بر حسب وزن خرگوش و میانگین دماهای اندازه گیری شده  2جدول 

 تزریق را نشان میدهد.



 فناوری و مهندسی علوم، در پژوهش فصلنامه

 11-1، صفحات 1401 بهار، 1، شماره 8دوره 

9 

 

 از اختلاف دمای قبل و بعد از تزریقخرگوش بتواند به وجود پیروژن پاسخ دهد باید اگر  uspطبق دستور العمل مندرج در 

هر چند  است داده پاسخ مثبت پیروژن تست به  1شماره  خرگوشفقط  2با توجه به جدول  گراد بیشتر باشدسانتی درجه 6/0

 سایر خرگوش ها نیز افزایش دما داشته اند اما این مقدار کمتر از استاندارد میباشد.

 بحث و نتیجه گیری

محلول ها  دستگاه اسپکتروفتومتر و میزان رشد باکتری در محیط کشت  این اطمینان حاصل شدکه تمامحاصله از  یجنتااز 

پس از تزریق بدن خرگوش به وجود آندوتوکسین واکنش نشان دهد هرچند آلوده به پیروژن هستند پس این انتظار میرفت که 

خرگوش اما فقط در یک مورد ) تمامی خرگوش ها پس از تزریق دچار افزایش دما شدند  خرگوش انجام شده هایتستدر که 

 6/0ه بود ( میزان تفاوت افزایش دمای قبل و بعد تزریق بیشتر از شد یقبه آن تزر  10-1 رقت محلولاز آندوتوکسین  اول که

ین دمای بدن بی اختلاف معناداردرجه سانتی گراد بود در سایر خرگوش ها افزایش دمای قابل توجهی مشاهده نشد.  در واقع 

تست خرگوش  یناشد بنابرابیها مخرگوش یراختلاف معنا دار با سا یدارا 1شماره  و تنها خرگوش نبوده یهاخرگوشسایر 

 WFIدر آب آندوتوکسین مقدار  سنجش یتست برا ینمورد را نشان داده و ا یکدر  ین فقطنشان دادن آندوتوکس ییتوانا

هر چند که تست حیوانی هزینه زیادی برای محققان ندارد اما از لحاظ اخلاقی نیز مورد آزار جانور میشود و  .باشدیمناسب نم

همینطور چون آزمایش در شرایط داخلی بدن انجام میشود ،واکنش های تداخلی روی آن تاثیر میگذارند و احتمال ایجاد پاسخ 

 یجبر نتا یشگاهیآزما یطشرا ییرها و تغبدن خرگوش یفیزیولوژی یطشرا راتییتغ ازی اعممشکلات ینبر ا علاوهکاذب بالا است .

 دهد یم یشاحتمال خطا را افزا گذارد،یش تاثیر میآزما

را در تمامی نمونه ها  دوتوکسینآن بیان کرد که این روش توانست وجودمیتوان  TOC دستگاهتوجه به نتایج دریافتی از با 

 رسمروش  ینا یایاز مزانشان دهد علاوه بر این حتی مقدار آندوتوکسین را نیز در محلول های مورد آزمایش بیان میکند .

بالا وجود  در سطح هایشتکرار آزما یتقابل شرو ینا ، درکه احتمال خطا را کاهش میکندباشد نمودار توسط خود سیستم می

تاثیر از  یزپره توجه کرد که هزینه انجام این آزمایش نسبت به تست حیوانی بسیار زیاد میباشد .علاوه بر این برایباید اما  .دارد

و ظروف استفاده شده در نتایج آزمایش محیط آزمایشگاه همینطور آلودگی های موجود در و موجود در هوا  یکربن یهایآلودگ

  شود.م در شرایط استریل انجااین تست حتما باید ، 

اعلام کرد تصمیم به حذف کامل تست پایروزن و استفاده از جایگزین های  2021کمیسیون فارماکوپه آمریکا در در اواخر ژوئن 

منتشر شد که شامل اندازه گیری تغییرات در دمای بدن  1986مناسب گرفته است.اولین آزمایش پایروژن خرگوش درسال 

ر چه اکثر پایرون ها اندوتوکسین های باکتریایی هستند اما این تست قادر به تشخیص خرگوش ها پس از تزریق وریدی بود.اگ

برخی از پایروژن های غیراندوتوکسینی نیست در  نتیجه توصیه میشود از تستی استفاده شود که تایید وجود یا عدم وجود  

ژن خرگوش را حذف کرد که بتوان روشی پیدا همه ی انواع پایروژن ها را پوشش دهد.اما  تنها در صورتی میتوان تست پایرو

 4 باشد. in vitro کرد که بتواند جایگزین مناسبی برای 

و همکارانش   Carolin Vipondتوسط  2016در سال  این زمینه انجام شده است برای مثال  رتحقیقات مشابه متعددی د

انجام شد که محدودیت های آزمایش پایروژن خرگوش را برای ارزیابی مواد دارویی از جمله واکسن ها مورد پژوهش قرار داده 

اند و بیان میکنند که این تست اگر چه یک روش دارویی فعلی برای ارزیابی محتوای برخی واکسن ها وسرم ها است اما دارای 

اندازه گیری میزان پیروژیک بودن محلولها میباشدو حتی استفاده از آن بعنوان یک ازمون  محدودیت ها مشکلات برای

سازگاری نیز مبهم است زیرا این آزمون به جای پاسخ کمی پاسخ کیفی میدهد و مدلهای خرگوش نیز بسیار متنوع است علاوه 

سه ساعت حداکثر واکنش تب را نشان نمیدهد در  به این شواهدی وجود دارد که اندازه گیری افزایش دمای حیوانات در طول

 11نهایت مقاله استفاده از روش های جایگزین و اعتبار مدلهای حیوانی را پیشنهاد میکند. 

و  LALدر دانشگاه تهران به منظور  بررسی حساسیت  1362در پژوهش مشابه دیگری که توسط آقای جمشیدی در سال 

-مشابه آنچه ما انجام دادیم می روش انجام روش تست خرگوش در این پژوهش ،  دانجام ش USP آزمایش پیروژن خرگوش

 Threshold Pyrogenicیا پیروژنیک تظاهرات بروز آستانه که نمود انجام شده مشخص یباشد، بدین صورت که ازمایش ها
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Dose) ) TPD 25/2خرگوش ) بدن وزن از کیلوگرم هر ازای به آندوتوکسین واحد 25/11 معادلمحلولهای تزریقی  درمورد 

 در ناگهانی جهش ایجاد و TPDمرز  از گذاشتن با گردد.می حاصل حرارت درجه در ناگهانی جهش یک با که بود نانوگرم(

 افزایش حتی که طوریبه شد.نمی مشاهده حرارت درجه در ایملاحظه قابل افزایش گونه هیچ دیگر ها،خرگوش بدن دمای

 بنابراین بود  TPD حد همان در نیز خرگوش وزن کیلوگرم هر ازای به واحد 50آندوتوکسی  غلظت حضور در هاخرگوش دمای

 افزایش در اثری گونههیچ تزریقی محلول در آندوتوکسین غلظت ، افزایشTPDحد  به رسیدن از پس که گرفت نتیجه توانمی

آندوتوکسینی  هایغلظت حضور در آزمایش، مورد های نمونه کلیه مورد در تست جواب داشت. ها نخواهد خرگوش بدن دمای

 ازای به واحد 50آندوتوکسین  غلظت حضور در و منفی خرگوش وزن کیلوگرم هر ازای به واحد 5، 5/0، 05/0، 005/0

  گرفت.می صورت TPDحد  در دما افزایش و بوده مثبت کیلوگرم

های جایگزین  تست بهتر است است. تست خرگوش نسبت به اندوتوکسین اندک  حساسیتکه پس میتوان نتیجه گرفت 

 .8 هستند استفاده شود برخوردار خرگوش تست به نسبت بیشتری عمل دقت و سرعت حساسیت از کهدیگری 

آشنایی با دستگاه اندازه گیری کربن آلی توسط سیدمهری هشترودی و علی مهدی نیا در دانشگاه در پژوهش دیگری با عنوان 

که اندازه گیری دستگاهی کربن آلی ، روشی سریع برای بیان تهران انجام شد که نتایج حاصله از این پژوهش نشان میدهد 

د کربن میباشد . این روش ، یک روش غیر اختصاصی میزان کربن آلی موجود در نمونه  به صورت اندازه گیری غلظت دی اکسی

است، چرا که قادر به تشخیص بین گونه ها ی آلی مختلف در نمونه ها نمی باشد وصرفا نمایشگر کل ترکیبات کربنی حاضر در 

تاه انجام دهد ، به کارگیری دستگاهی که این اندازه گیری را با دقت بالا ، در زمان کو  TOCنمونه میباشد . به دلیل اهمیت 

بسیار مهم است . کربن آلی توسط دو پارامتر توسط دستگاه مورد سنجش قرار میگیرد که به طور معمول دو روش 

مورد استفاده قرار میگیرد و از مزایای این دستگاه مناسب،راحتی کار با دستگاه ، دقت بالای  اکسیداسیون حرارتی و نوری 

 .12میباشد و نیز هزینه مناسباندازه گیری ، محدودهوسیع غلظت های مورد اندازه گیری زمان کوتاه آنالیز 

-های دیگر همز پژوهش ما با سایر پژوهشتوان نتیجه گرفت که نتیجه حاصل شده اهای مختلف میبا توجه به مقایسه پژوهش

 باشد. WFIسنجش آب  اسبی برای تست پایروژن خرگوش برایمیتواند جایگزین من TOC تستدرنتیجه  .خوانی دارد

 نتیجه گیری

معرفی تست  معرفی استراتژی های کاربردی تر برای سنجش  کیفیت آب های تزریقی تزریقی و همچنین  با هدفاین مطالعه  

TOC  برای ارزیابی کیفیت آب بعنوان جایگزینی مناسب برای تست حیوانی پیروژنWFI پرداخته شد .  در صنایع داروسازی

 نیز یک تست غیر اختصاصی  TOCنشان داد که هر چند دستگاه صورت گرفته  هاییسهمقاو  هایلتحلو  یقتحق هاییافته

دقیق تر میباشد و میتواندجایگزین مناسبی بسیار نسبت به روش دیگر  اما  است  برای سنجش پیروژن موجود در مواد تزریقی

 برای آن باشد.

 تشکر و قدردانی

 از مسئولین آزمایشگاه ینکه در تامین مالی این تحقیق کمک کردند همچن یلیاز معاونت محترم پژوهشی دانشگاه محقق اردب

 لازم را با ما داشتند کمال تشکر را دارم. همکاری که آرتاسرم کارخانه و  علوم دانشکده شناسی زیست گروه های
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