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. WSTEP

Pomimo szerokiego zastosowania cefuroksymu sodowego w lecznictwie, aktualnie
brakuje na rynku farmaceutycznym postaci handlowej z tym antybiotykiem,
przeznaczonej do leczenia miejscowych infekcji oczu. Cefuroksym sodowy, z uwagi na
swojg malg toksyczno$¢ i szerokie spektrum dziatania, wykorzystywany jest
w okulistyce w formie iniekcji dokomorowych w operacyjnym leczeniu zaémy, czy tez
w formie ,,wzmocnionych kropli”, ktére stanowig roztwory wodne antybiotyku,
podawane do worka spojowkowego w infekcji rogéwki. Leczenie bakteryjnych standw
zapalnych oka ograniczone jest tylko do oddzialéw szpitalnych, gdzie roztwory wodne
cefuroksymu przygotowywane sg ex tempore. Z uwagi na ich ograniczong trwatos¢
mikrobiologiczng 1 wlasciwosci fizykochemiczne, celowe staje si¢ opracowanie kropli
do oczu, o trwatosci minimum kilkunastodniowej, ktora bedzie spetniata wymogi
farmakopealne przewidziane dla tej postaci leku, a ponadto bedzie umozliwiata
kontynuacj¢ leczenia poza szpitalem. Kluczowe jest wiec zaprojektowanie kilku
formulacji, o réznym sktadzie substancji pomocniczych i stgzeniu antybiotyku, co
umozliwi dobor odpowiednich kropli, w zaleznosci od: stanu zakazenia oka i jego
intensywnosci oraz obszaru objetego zakazeniem.

Punktem odniesienia w obecnych badaniach, bylo opracowanie w Katedrze
Technologii Postaci Leku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu metodyki
sporzadzania 1 % kropli recepturowych z cefuroksymem sodowym, ktéra obejmowata :
sposob ich wykonania, dobdr substancji pomocniczych oraz ocen¢ fizykochemiczna
1 mikrobiologiczng. Badania nad zastosowaniem antybiotykow cefalosporynowych
w 1 % recepturowych kroplach do oczu byly tematem rozprawy dr farm. Tomasza
Zawiszy pt. ,Technologia kropli do oczu =z cefazoling, cefuroksymem
1 ceftazydymem”.

W niniejszej] pracy rozszerzono technologi¢ postaci recepturowych
z cefuroksymem o krople 5 %. Ponadto wprowadzono w ramach oceny jakos$ciowe;,
metody badania trwatoSci chemicznej antybiotyku za pomocg HPLC i odniesiono je do
wczesniejszych badan mikrobiologicznych. Opracowano rowniez technologie
sporzadzania rozpuszczalnikow do wersji ,,przemystowych” kropli, wraz z ich ocena
jakosciowa oraz metodyke sporzadzania kropli 1 % i 5% w wersjach ,,przemystowych”,
wraz z ich oceng fizykochemiczng po sporzadzeniu, jak i w trakcie miesigcznego

przechowywania w temperaturze 4 °C.



Il. CZESC TEORETYCZNA

1. Cefalosporyny

1.1. Budowa chemiczna cefalosporyn.

Cefalosporyny stanowig duzg grupe antybiotykow B — laktamowych, ktora wywodzi si¢
od cefalosporyny C, wyizolowanej z produktow fermentacji grzyba Cephalosporinum
acremonium. Odkrycia tego dokonat profesor Brotzu z Uniwersytetu z Cagliari na
Sardynii, ktory wyniku swoich obserwacji stwierdzit, ze przy ujsciu rur kanalizacyjnych
do morza muszg zy¢ drobnoustroje, ktére wytwarzaja substancje aktywne wobec
paleczek jelitowych. Cefalosporyny tak jak penicyliny posiadaja 4 — czlonowy pierscien
B- laktamowy, jednak zamiast 5 — cztlonowego pierScienia tiazylidonowego, wystepuje
tutaj 6 — czlonowy pierScien dihyrotiazynowy. Wprowadzenie do czasteczki, uktadu
dihydrotiazynowgo wywiera stabilizujacy wptyw na wigzanie B — laktamowe, poniewaz
hybrydyzacja azotu laktamowego, zblizona do hybrydyzacji sp® zmniejsza reaktywnosé
pierscienia B — laktamowego. Ponadto cefalosporyny nie maja charakterystycznej dla
penicylin grupy metylowej w pozycji C2, natomiast wigzanie mi¢dzy weglami C3 i C4
jest nienasycone. Obecnie wszystkie cefalosporyny sa pochodnymi kwasu
7 — aminocefalosporynowego (7 — AC), ktory pozyskiwany jest na drodze syntezy
chemicznej z cefalosporyny C. Z wuwagi na fakt, ze czasteczke kwasu
7 — aminocefalosporynowego mozna modyfikowa¢, zwlaszcza poprzez zmiang
podstawnikow: Rj przy weglu C3 i R, przy weglu C7, daje to ogromne mozliwosci

stworzenia duzej liczby polsyntetycznych pochodnych .

o)
| s
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Rycina 1. Kwas 7 — aminocefalosporynowy (R1, Rz, R3=H).



Zmiana podstawnika R, przy weglu C3 wplywa na farmakokinetyke i trwatosc
metaboliczng antybiotyku, natomiast modyfikacja podstawnika R; przy weglu C7
wplywa na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i opornos¢ wobec B — laktamaz. Estryfikacja
grupy karboksylowej przy weglu C4, za pomoca alkoholi, zwigksza lipofilnos¢
cefalosporyny, co powoduje wzrost dostepnosci biologicznej antybiotyku [1,2,3,4].

1.2. Mechanizm dzialania cefalosporyn.

Cefalosporyny stanowig grupe antybiotykow dziatajacych bakteriobdjczo poprzez
hamowanie syntezy Sciany komoérkowej bakterii, ktorg stanowi muramina. Jest ona
peptydoglikanem, ktérego synteza przebiega przy  udziale kwasu
N - acetylomuraminowego i N — acetylomuraminy, natomiast koncowy fragment
tancucha peptydowego stanowi D — alanylo — D — alanina. W wyniku dziatania enzymu
bakteryjnego — transpeptydazy, nastepuje potaczenie muraminy przez koncowe
fragmenty D — alanylo — D — alaninowe, z wydzieleniem czasteczki D — alaniny. Inny
enzym — karbopeptydaza pelni rol¢ regulacyjng w procesie taczenia muraminy.
Antybiotyki cefalosporynowe wigzg si¢ kowalencyjnie z miejscem aktywnym
transpeptydazy, w wyniku czego funkcja enzymu zostaje zahamowana. Powinowactwo
cefalosporyn do enzymow bakteryjnych zlokalizowanych w btonie cytoplazmatycznej
wynika z podobienstwa grupy amidowej w pierscieniu f - laktamowym do
pentapeptydu  peptydoglikanu. Ponadto w wyniku dzialania antybiotykow
B — laktamowych dochodzi takze do zmiany aktywnosci karboksypeptydazy
1 endopeptydazy, czego skutkiem jest nagromadzenie wewnatrz komorki bakteryjnej
urydyno-5-pirofosforanu i N-acetylowanych pochodnych muraminy. Trwale taczenie
si¢ cefalosporyn z enzymami katalizujgcymi proces tworzenia muraminy (zwanymi
biatkami wigzacymi penicyliny — PBP) nie jest jedynym mechanizmem prowadzacym
do rozpadu komorki bakteryjnej, poniewaz antybiotyki p — laktamowe unieczynniaja
réwniez inhibitory hydrolaz muraminy, co powoduje nasilenie procesu autolizy

i ostabienie inwazyjnosci bakterii [5].



1.3. Klasyfikacja cefalosporyn.

Obecnie istnieje kilka podziatéw antybiotykow cefalosporynowych. Najbardziej
popularna klasyfikacja wyr6éznia wsrdd nich: I generacje, II generacje, III generacje
oraz IV generacje 1 w gldéwnej mierze oparta jest na czasie wprowadzenia antybiotyku
do lecznictwa oraz podatno$ci na dziatanie P-laktamaz. Bardziej praktyczny podziat,
stworzony przez Williamsa w 1987 r., dzieli cefalosporyny na cztery grupy i opiera si¢
gléwnie na zakresie dziatania antybiotyku. Ujednolicajac te dwie klasyfikacje wsrod

cefalosporyn mozna wyr6znic: [2,6,]:

» Grupa 0 wg Williamsa, do ktorej nalezg cefalosporyny I i II generacji.
Sa to cefalosporyny podawane doustnie o biodostepnosci ok. 90 %. Pokarm nie
wplywa na ich wchianianie lub wptywa w niewielkim stopniu. Nie przenikaja do
ptynu mézgowo-rdzeniowego, natomiast st¢zenie w wydzielinie gruczotéw drzewa
oskrzelowego 1 plynie ucha $rodkowego wynosi 10 — 20 % ste¢zenia osiaganego
w surowicy. Wysokie stezenia tych cefalosporyn osiggane sa w moczu, migdatkach
podniebiennych oraz btonie $luzowej oskrzeli. Cefalosporyny I generacji silnie
dziatajg bakteriobojczo na bakterie Gramm-dodatnie, w szczegdlno$ci Streptococcus
sp. i Staphylococcus sp. Praktycznie nie dziatajg na ziarenkowce Gram-dodatnie
z rodziny Enterococcus oraz Gram-ujemne pateczki z rodzinny Enterobacteriaceae.
Cefalosporyny Il generacji w poréwnaniu do I generacji sg bardziej oporne na
B-laktamzay 1 stabiej dziatajg na bakterie Gram-dodatnie, natomiast posiadaja duza
aktywnos$¢ wobec bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae). Cefalosporyny grupy 0 wg
Williamsa sg stosowane w lekkich i $rednio - cigzkich niepowiktanych zakazeniach
drég oddechowych, drog moczowych oraz tkanek miekkich. Do antybiotykéw tej
grupy naleza:
e | generacja: cefaleksyna, cefadroksyl, cefradyna

e |l generacja: cefaklor, cefprozil



» Grupa 1 wg Williamsa, do ktorej naleza cefalosporyny I generacji

Do tej grupy naleza tylko cefalosporyny I generacji podawane dozylnie.
Charakteryzuja si¢ one znaczng aktywnos$cig wobec bakterii Gram-dodatnich i sa
catkowicie oporne na penicylinaz¢ gronkowcowg. Z uwagi na to, ze nie s3 wskazane
w zakazeniach o ciezkim przebiegu, obecnie podstawowym ich zastosowaniem jest
profilaktyka przed ,,czystymi” zabiegami operacyjnymi. Charakteryzuja si¢ one
dobrg dystrybucja, jednak w bardzo matym stopniu przenikajg do ptynu moézgowo-
rdzeniowego, a ich stezenie w wydzielinie gruczotow drzewa oskrzelowego sigega
okoto 25 % stezenia wystepujacego W surowicy. Do tej grupy cefalosporyn nalezy:
cefazolina, cefalotyna, cefapiryna, ceftezol oraz cefatryzyna.

» Grupa 2 wg Williamsa, do ktorej nalezg cefalosporyny II i III generacji.
W tej grupie wystepujg preparaty podawane zarowno doustnie, jak i pozajelitowo.
Grupa ta charakteryzuje si¢ zwigkszong opornoscig na f-laktamazy, dzigki obecnosci
grup: 7-iminometoksy- lub metylotiotetrazolowej (MTT). Do Il generacji
cefalosporyn tej grupy naleza : cefuroksym, cefamanadol, cefonicid, ceforanid
i cefotiam. Do 11l generacji natomiast zalicza si¢: cefetamet, cefiksym, cefotaksym,
cefpodoksym, ceftizoksym i ceftriakson. Cefalosporyny Il generacji, 0 zastosowaniu
doustnym wskazane s3 w przypadku, kiedy brak poprawy po cefalosporynach
grupy 0. Z uwagi na wigksza opornos¢ na B-laktamazy, w takim wypadku celowe jest
stosowanie estru acetoksyetylowego cefuroksymu. Wskazaniem dla preparatow
pozajelitowych sg zakazenia drog oddechowych, z uwagi na wysokie stezenie
antybiotykow W wydzielinie drzewa oskrzelowego, po podaniu dozylnym lub
domig$niowym. Ponadto stosuje si¢ je w zakazenia drég moczowych,
W posocznicach, zakazeniach kosci i stawow, a w przypadku cefuroksymu
sodowego, w zakazenia osrodkowego ukladu nerwowego. Cefalosporyny III
generacji, podawane pozajelitowo, powinny by¢ stosowane w ci¢zkich lub
zagrazajacych zyciu zakazeniach i podobnie jak preparaty doustne nie powinny by¢
lekami pierwszego rzutu, z uwagi na to, ze niesie to za sobg ryzyko Szerzenia
opornosci. Tak jak cefalosporyny II generacji, w ramach tej grupy, charakteryzuja si¢
duzg aktywno$cig wobec bakterii Gramm-dodatnich oraz Gramm-ujemnych,
z wyjatkiem enterokokow, metycylinoopornych szczepéw gronkowca zlocistego

I rodzaju Pseudomonas sp. Ponadto III generacja charakteryzuje si¢ zmniejszong



podatnoscig na B-laktamazy, z wyjatkiem enzymdéw o poszerzonym spektrum
dziatania ESBL i AmpC.
Grupa 3 wg Williamsa, do ktorej nalezg cefalosporyny IIl i IV generacji.
Do tej grupy nalezg antybiotyki cefalosporynowe wykazujace aktywnos$¢ wobec
Pseudomonas aeruginosa, co kwalifikuje je do terapii celowanej, ktorej wdrozenie
powinno by¢ poprzedzone wykonaniem antybiogramu. Wskazaniem do stosowania
IIT 1 IV generacji sg ciezkie 1 zagrazajagce zyciu zakazenia wywotywane przez
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae sp., Haemophilus influenzae oraz
Neisseria sp., a takze bakteriami Gramm-dodatnimi, w tym paciorkowcami
i gronkowcami. Antybiotyki nalezace do IV generacji charakteryzuja si¢ najwyzsza
skuteczno$cig z uwagi na opornos¢ na B-laktamazy, rdbwniez na te o rozszerzonym
spektrum dzialania. Ponadto budowa chemiczna tej grupy antybiotykdw,
uwarunkowana obecnos$cig azotu czwartorzedowego w tancuchu bocznym oraz
grupy karboksylowej, powoduje ze zwigzek ma charakter jonu obojnaczego. Taka
budowa czasteczki umozliwia tatwiejsza penetracje antybiotyku przez pory w blonie
komorkowej bakterii oraz wigksze powinowactwo do bialek PBP. Do antybiotykow
tej grupy naleza:

o cefalosporyny Il generacji podawane pozajelitowo: cefoperazon

I ceftazydym

o cefalosporyny IV generacji podawane pozajelitowo: cefpirom i cefepim

Grupa 4 wg Williamsa, do ktorej naleza cefalosporyny II generacji.

Do tej grupy antybiotykow naleza: cefmetazol, cefotetan i cefoksytyna. Cechg
charakterystyczng tej grypy, zwanej cefamycynami, jest wysoka opornos¢ na
B-laktamazy, zwlaszcza te o rozszerzonym spektrum dziatania. Z uwagi na silne
wlasciwosci indukujace te enzymy, grupa ta wykazuje wysoka aktywnos$¢ wobec

szczepow Bacteroides fragilis.



1.4. Dzialania niepozadane cefalosporyn.

Glownym dzialaniem niepozadanym pojawiajacym si¢ podczas stosowanie
antybiotykow cefalosporynowych sg reakcje alergiczne, ktore objawiajg si¢ reakcjami
skornymi, gorgczka, chorobg posurowicza, eozynofilia oraz czasami wstrzagsem
anafilaktycznym [1,6]. Zaobserwowano, ze cefalosporyny wykazuja reakcj¢ krzyzowsa
z przeciwcialami przeciw penicylinom. Stwierdzono, ze immunogenno$¢ cefalosporyn
IIT generacji jest mniejsza niz cefalosporyn I 1 II generacji, co moze wynikaé z wiekszej
masy tancuchow bocznych w ich strukturze. [7]. Ponadto sugeruje si¢, ze duzy wpltyw
na wystepowanie zalezno$ci krzyzowej migdzy cefalosporynami [ generacji
a penicylinami miat fakt, ze w przesztosci te preparaty byty zanieczyszczone §ladowymi
iloSciami penicyliny [8,9]. Zauwazono, ze reakcje krzyzowe miedzy penicylinami
a cefalosporynami sg rzadkie, zwlaszcza wsrod 111 generacji i najprawdopodobniej nie
wicksze niz pomigdzy penicylinami a antybiotykami strukturalnie niepowigzanymi.
Powazne reakcje alergiczne moga wystapi¢ u 0,02 % pacjentéw przyjmujacych
cefalosporyny [9,10]. U pacjentéw uczulonych na penicyling zaobserwowano Wzrost
reakcji alergicznych po podaniu : cefaleksyny, cefalotyny, cefalorydyny, cefazoliny
i cefamandolu, natomiast taki efekt nie nastapit po podaniu cefprozilu, cefuroksymu,
ceftriaksonu i ceftazydymu. Okazato si¢, ze w przewidywaniu reakcji krzyzowych
pomiedzy cefalosporynami i penicylinami kluczowa role moze mie¢ podobienstwo
w strukturze tancucha bocznego antybiotykéw. Wczesniejsze badania $wiadczace
o tym, ze ryzyko takiej reakcji wynosi 10 % jest nieuzasadnione [10,11].

Dziatania niepozadane ze strony przewodu pokarmowego po podaniu antybiotykow
cefalosporynowych objawiaja si¢ zaburzeniami flory bakteryjnej, ktorej nastgpstwem
moga by¢ : biegunki, kandydozy lub rzadziej rzekomobtoniaste zapalenie jelit. Objawy
takie wystepuja przede wszystkim po antybiotykach podawanych doustnie, ale rowniez
po cefalosporynach podawanych pozajelitowo, ktore sa wydzielane z zolcig, na
przyktad po cefoperazonie 1 ceftriaksonie. Niektore cefalosporyny mogg réwniez
wywotywac reakcje disulfiramopodobne, jak na przyktad cefamandol i cefoperazon.
W zawigzku z tym, przy stosowaniu tych antybiotykéw powinien obowigzywaé zakaz
spozywania alkoholu. Potencjalne dziatanie neufrotoksyczne moze wystapi¢ przy
stosowaniu duzych dawek cefalosporyn oraz przy jednoczesnym stosowaniu
furosemidu, czy tez aminoglikozydow. Przy dtugotrwatym podawaniu cefalosporyn
wskazane jest uzupelnianie witaminy K, co zmniejszy ryzyko rozwoju

hipoprotrombinemii. W przypadku podawania antybiotykow dozylnie moze dojs¢ do



stanu zapalnego zyty i tworzenia zakrzepu, natomiast po podaniu domi¢§niowym moze

wystapi¢ bolesnos¢ i stwardnienie w miejscu iniekcji [2,6,12].

2. Mechanizmy obronne bakterii.

Oporno$¢ bakterii na antybiotyki f — laktamowe moze by¢ zwigzana z kilkoma
mechanizmami, ktére mogg wystgpowaé w dowolnych kombinacjach [13] :

» wytwarzaniem enzymow 3 — laktamaz, ktére powodujg inaktywacj¢ antybiotyku

» zmianami w biatkach wigzacych penicyliny (PBP)

» zmiang przepuszczalnos$ci oston komoérkowych poprzez wytwarzanie zmniejszonej

liczby biatek porynowch (OMP)

Najwazniejszym mechanizmem opornosci jest wytwarzanie [-laktamaz, ktore
wg klasyfikacji Amblera dzielg si¢ na cztery klasy, od A do D. Podzial ten oparty jest
na sekwencjach aminokwaséw hydrolizujacych B-laktamy. Mechanizm dzialania
B-laktamaz oparty jest na hydrolizie wigzania C - N w pier§cieniu B-laktamowym.
Do klasy A B-laktamaz zalicza si¢ enzymy o szerokim spektrum dziatania np. TEM-1,
TEM-2 oraz SHV-1, wystepujace powszechnie u rodziny Enterobacteriaceae
i z ktorych najczesciej na drodze mutacji powstaja B-laktamazy o rozszerzonym
spektrum dziatania (ESBL), ktore warunkuja duzy stopien opornosci na penicyliny,
ceftazydym i aztreonam. Enzymy te czesto produkowane sg przez Klebsiella sp. oraz
Escherichia coli, ale moga by¢ rowniez wytwarzane przez inne bakterie Gramm-ujemne
jak: Enterobacter sp., Salmonella sp., Proteus sp. i Citrobacter sp. [14,15,16,17].
Pierwsze B-laktamazy 0 rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL) zostaty odkryte
w 1980 roku u Klebsiella pneumoniae i Serratia marcescens., kiedy to do lecznictwa
wprowadzono cefotaksym. Enzymy powodujace hydroliz¢ cefotaximu oznaczono jako
SHV-2 oraz TEM-3, z uwagi na to, ze powstaly w wyniku mutacji polegajacej na
zamianie aminokwasow odpowiednio w [B-laktamazach SHV-1 oraz TEM-2 [18,19].
Oprocz ESBL typu TEM 1 SHV wykryto rowniez enzym PER-1, ktory zidentyfikowano
na terenie Turcji u Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii oraz Salmonella
typhimurium. Szczepy bakterii produkujace ten typ B-laktamazy charakteryzuja si¢
wysoka oporno$cig na ceftazydym i1 gentamycyng, posrednig opornoscia na amikacyng
oraz wrazliwoscig lub umiarkowang wrazliwoscig na imipenem oraz meropenem [20].
Do klasy A B-laktamaz nalezy réwniez enzym VEB-1, zwany réwniez CEF-1, ktory

zidentyfikowano u Eschericha coli, Klebsiella pneumoaniae i Enetrobacter sp. w 1999



roku w Tajlandii, gdzie u 37 hospitalizowanych pacjentow stwierdzono oporno$¢ na
ceftazydym. Zarowno PER-1, jak i VEB-1 moga by¢ kodowane przez bakterie

chromosomalnie, jak i plazmidowo [21].

Do klasy B pB-laktamaz nalezg enzymy, ktore w miejscu aktywnym zawieraja
dwuwarto$ciowy jon cynku, w odréznieniu od klasy A, C i D, ktore naleza do
B-laktamaz serynowych. Enzymy te nazwano metalo-p-latamazami i zostaly wykryte
w latach dziewiecdziesigtych w Japonii. Wyizolowano je ze szczepu Serratia
marcescens i nazwano IMP-1. Do tej pory z powodzeniem stosowany w lecznictwie
imipenem, w walce z bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae, byl nieskuteczny
w przypadku infekcji szczepem Serratia marcescens, natomiast oporny na rozktad
wobec IMP-1 okazat si¢ aztreonam. Enzym IMP-1 powodowal rowniez szybka
hydroliz¢ penicyliny i cefalosporyn. Stwierdzono, ze skoro jest to metalo-p-laktamaza
kodowana chromosomalnie, to droga koniugacji lub transdukcji z czasem
rozpowszechni si¢ rowniez u innych bakterii z tej samej rodziny. [22]. Takze w Japonii
wyizolowano metalo-B-latamaz¢ ze szczepu Pseudomonas aeruginosa, ktora byta
kodowana plazmidowo i oznaczono ja jako pMs350. Enzym ten hydrolizowat
imipenem, oksyiminocefalosporyny, 7-metoksycefalosporyny i penicyliny, natomiast
nie hydrolizowal aztreonamu [23]. Zarowno aktywno$¢ IMP-1, jak i pMs350
byta hamowana poprzez dodanie do enzymoéw EDTA 1 przywrdocona po dodaniu ZnCl,
[22,23].

Do klasy C B-laktamaz, zwanych cefalosporynazami, nalezg enzymy kodowane
chromosomalnie. Podobnie jak klasa A, hydrolizuja penicyliny i cefalosporyny. Nie
rozkladajg cefepimu, aztreonamu i karbapenemow oraz nie sa hamowane przez kwas
klawulanowy. Powszechnie wystepuja u bakterii Gram-ujemnych i ich znaczenie
wzrosto rownolegle z czgstoscig pojawiania si¢ w mikroorganizmach powszechnie
wystepujacych w otoczeniu, jak i w szpitalach np. u Escherichia coli, czy tez Klebsiella
pneumoniae [24]. Oprocz rodziny Enterobacteriaceae ten typ -laktamaz powszechnie
wystepuje u pateczek Acinetobacter sp. Przyktadem moze by¢ pateczka Acinetobacter
baumannii odpowiedzialna za grozne infekcje drég moczowych, ptuc, serca i opon
moézgowych, u ktorej oprocz plazmidowo kodowanych B-laktamaz typu A i D,
wyizolowano enzym AmpC kodowany chromosomalnie [25]. Ostatnie doniesienia
sugeruja, ze geny kodujace enzymy AmpC znajduja si¢ rowniez W plazmidach, czego

konsekwencja moze by¢ pojawianie si¢ tych enzymdw u bakterii, u ktorych do tej pory



byt brak lub staba ekspresja genow chromosomalnych bla (AmpC) np. u Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae i Proteus mirabilis [26].

Klasa D B-laktamaz, zwana inaczej enzymami hydrolizujgcymi oksacyling (typ OXA)
zostala wykryta w latach osiemdziesigtych. Ten typ enzymow hydrolizuje oksacyling
1 kloksacyling szybciej niz benzylpenicyling i nie sg tak dobrze hamowane prze kwas
klawulonowy jak p-laktamazy klasy A. OXA [-laktamazy wystepuja gléwnie
u Pseudomonas aeruginosa, ale zostaty rowniez wykryte u innych bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae np. OXA-1, OXA-4 i OXA-7 u Escherichia coli, OXA-2 i OXA-3
u Salmonella typhimurium, czy tez OXA-9 u Klebsiella pneumoniae [27].

Drugi mechanizm opornosci bakterii polega na modyfikacji struktury biatka wigzacego
penicyling (PBP). Zostal on dobrze poznany na przyktadzie biatka PBP2a, kodowanego
przez gen mecA, ktore jest produkowane przez metycylinooporne szczepy
Staphylococcus aureus (MRSA) i odznacza si¢ malym powinowactwem do wszystkich
antybiotykow B-laktamowych [3]. Podobnie u szczepow Escherichia coli, opornos¢ na
karbapenemy jest zwigzana z syntezg zmodyfikowanych biatek PBP2 i PBP3 [28].

U bakterii Gram-ujemnych warstwa mureiny otoczona jest btong zewnetrzng w sktad
ktorej wchodza: bialka, fosfolipidy oraz lipopolisacharydy. Antybiotyki droga dyfuzji sa
transportowane do miejsca swojego dziatania przez kanaty porynowe btony, ktore sg
utworzone z biatek (OMP). Stwierdzono, Ze z jeden z mechanizmdéw opornosci bakterii
na antybiotyki polega na redukcji liczby biatek porynowych lub tworzeniu kanatow
0 mniejszej Srednicy, co czyni je nieprzepuszczalnymi dla zwigzkow
wielkoczasteczkowych. Udowodniono migdzy innymi, Ze oporno$¢ szczepow
Acinetobacter baumannii na amikacyng, tobramycyne, cyprofloksacyng, ceftazydym
oraz imipenem byla $cisle zwigzana ze zmniejszong produkcja przez bakterie biatek
porynowych o masie 33 — 36 kDa. [29]. Podobnie zmniejszenie produkcji biatka OprD
przez szczepy Pseudomonas aeruginosa powodowalo wzrost opornosci bakterii na
imipenem [30]. Opornos¢ szczepéw Escherichia coli na tetracykliny byta réwniez
zwigzana z regulacja syntezy trzech biatek porynowych, gdzie w wyniku zwigkszonej
syntezy biatkka OmpC oraz zmniejszonej syntezy biatka LampB zaobserwowano
zmniejszong przepuszczalnos¢ membrany bakterii. Ponadto zwigkszenie syntezy biatka
TolC dodatkowo podnosito efektywnos¢ ,,pompy wyplywu” do transportu antybiotyku
z wnetrza komorki bakteryjnej [31].



3. Bakteryjne zakazenia narzadu wzroku.

Najczestsza przyczyng bakteryjnych infekcji oczu sg drobnoustroje z rodzajow
Staphylococcus sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp., Corynebacterium sp.,
Pseudomonas sp., Escherichia sp. oraz Haemophilus sp. i mogg by¢ one zlokalizowane
w obrebie oczodotu, powiek, gruczotu tzowego i drogi lzowej, spojowek, rogowki,

siatkowki, btony naczyniowej oraz wnetrza gatki ocznej [2].

3.1. Sposoby podawania antybiotykéw w infekcji narzadu wzroku.
Aby uzyska¢ wymagane, efektywne stezenie antybiotyku stosuje si¢ drogi podania
miejscowe oraz ogdlne, co uzaleznione jest od miejsca infekeji [2]. Do miejscowo
podawanych preparatow zalicza si¢ [32,33] :
e postacie ptynne : krople do oczu, ptyny do oczu, wstrzyknigcia do oczu
e postacie poétstate : masci do oczu
e postacie stale : inserty, systemy terapeutyczne, proszki do sporzadzania kropli
1 ptynéw do oczu
Z wymienionych postaci leku najczgéciej stosowane sg postacie ptynne (75 %),
a nastgpnie postacie potstale (23 %) 1 state postacie leku (2%). Krople do oczu
w postaci wodnych roztworow wymagaja kilkukrotnej aplikacji w ciggu dnia.
Wprowadzenie do worka spojowkowego 1 kropli o objetosci 50 uL powoduje szybkie
wyptukanie leku z powierzchni oka, czego przyczyna jest ograniczona pojemno$¢
samego worka spojowkowego, ktora wynosi 30 pL. Z uwagi na ciagle odtwarzanie
pltynu 1zowego z szybkoscig 1 pL/min przyjmuje si¢, ze czas dzialania kropli moze
maksymalnie wynosi¢ 10 min. Zastosowanie kropli wodnych o zwigkszonej lepkosci
wydtuza czas kontaktu leku z okiem, na skutek bioadhezji i zmniejszonego tzawienia.
Przy czym przyjmuje si¢, ze maksymalna lepko$¢ takich kropli nie moze by¢ wigksza
niz 20 mPaes. Efekt przedluzonego dziatania kropli mozna uzyskaé¢ réwniez przy
zastosowaniu kropli olejowych. Jednak w tym przypadku, podobnie jak ma to miejsce
w masciach, nastgpuje zaburzenie widzenia. Stad czgste zalecenia lekarskie, aby te
preparaty byty stosowane na noc. W przypadku kropli w postaci roztworéw wodnych
o zwickszonej lepkosci oraz kropli olejowych, czas kontaktu leku z powierzchnig
rogowki wydtuza si¢ do 30 minut, podczas gdy po zastosowaniu masci do 2 godzin
[32].
W celu uzyskania wigkszego stezenia antybiotyku w cieczy wodnistej oka stosuje si¢

iniekcje podspojowkowo o objetosci 0,25 mL — 1,0 mL. Wada tego typu podania leku



jest bolesne wklucie, mozliwo$¢ tworzenia blizn oraz krotkotrwate wysokie st¢zenie
antybiotyku na skutek wchtaniania leku do krazenia naczynidwkowego
1 siatkowkowego oraz jego czeSciowe cofanie przez kanat wklucia. Dlatego przy
zapaleniach bakteryjnych rogowki zalecane jest podawanie miejscowe, do worka
spojowkowego, wzmocnionych preparatow antybiotykowych w postaci kropli.
Preparaty te sg otrzymywane przez rozpuszczenie handlowej postaci leku do stosowania
pozajelitowego w jalowej wodzie lub w roztworach sztucznych tez. W leczeniu
szpitalnym stosuje si¢ czgsto roztwory wodne stanowigce potgczenie aminoglikozydow
i cefalosporyn np. krople zawierajace w swoim skladzie tobramycyne w stezeniu
14 mg/mL i cefazoling w stgzeniu 50 mg/mL lub krople zawierajace amikacyne
w stezeniu 25 mg/mL i ceftazydym w stezeniu 25 mg/mL. W pierwszym etapie leczenia
w ciggu 24 h, Swiezo sporzadzone roztwory antybiotykéw w jatowej wodzie podawane
sg pacjentom co 1 h[1,2,34].

Iniekcje do komory przedniej oka oraz do ciata szklistego stosowane sg w zapaleniach
wewnatrzgatkowych. Podanie antybiotykéw do komory przedniej oka ma ograniczone
zastosowanie z uwagi na ciagle krazenie cieczy wodnistej, co powoduje szybki spadek
stezenia leku. Iniekcje do ciala szklistego podawane sg w niewielkiej objgtosci do
0,2 mL 1 w celu uniknigcia nadmiernego podwyzszenia ci$nienia wewnatrz gatkowego,
takg sama objetos¢ ptynu ciata szklistego usuwa si¢ przed wstrzyknigciem. Antybiotyk
podany do ciala szklistego moze utrzymywaé swoje st¢zenie terapeutyczne do 96 h
I jest usuwany przez komorg¢ przednig i tylng gatki ocznej [1] .

Ogo6lnoustrojowe podawanie antybiotykOw ma ograniczone zastosowanie, z uwagi na
to, ze uzyskiwane st¢zenie antybiotyku w tkance oka jez mniejsze niz przy podaniu
miejscowym 1 stosuje si¢ te droge najczesciej w sytuacji, kiedy stanowi zapalnemu np.
rogdwki towarzysza infekcje innych tkanek w organizmie. Bariery: krew — siatkowka,
krew — ciecz wodnista stanowig istotng przeszkode dla przenikania leku. Substancje
o wyzsze] rozpuszczalnosci w lipidach 1 niezjonizowane charakteryzujg si¢ lepsza
przenikalnos$cig przez btony komodrkowe niz zwigzki o mniejszej rozpuszczalnosci
w lipidach i zjonizowane. Przykladem sg cefalosporyny np. cefazolina sodowa, ktoéra
w pH fizjologicznym jest zjonizowana i po podaniu dozylnym, pomimo powtoérzenia
dawki, nie przenika do tkanek oka. Dopiero stan zapalny tkanki oka powoduje
zwigkszong penetracj¢ cefazoliny, do uzyskania $rednio stezenia 10,9 mcg/mL. Takie
stezenie antybiotyku jest uzyskiwane dopiero po siedmiu iniekcjach dozylnych,

wykonywanych co 8h. Wada tego sposobu podawania leku jest fakt, ze stopien



penetracji leku jest $ci$le uzalezniony od stanu zapalnego, co powoduje, Zze najwyzsze
stezenie antybiotyku w tkankach oka jest uzyskiwane w ostrym, poczatkowym stanie
zapalnym 1 nie jest mozliwe jego utrzymanie w trakcie kuracji, kiedy nastepuje
ztagodzenie objawoéw. Ponadto iniekcja dozylna cefazoliny sodowej pozwolita
na uzyskania minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) dla Staphylococcus epidermidis,
podczas gdy dla Staphylococcus aureus nie uzyskano efektywnego stezenia antybiotyku
w tkance oka, natomiast dla cefamandolu, po podaniu dozylnym w ogéle nie uzyskano

terapeutycznego stezenia W tkance oka wobec Gram-ujemnych bakterii [1,35].

3.2. Obszary oka objete zakazeniem bakteryjnym.

3.2.1. Bakteryjne zapalenie spojowek.

Bakteryjne zapalenie spojowek moze mie¢ przebieg: nadostry, ostry i przewlekly.
Zapalenie nadostre wywolywane jest przez Neisseria gonorrhoeae i najczgsciej
wystepuje u noworodkéw, na 2 — 4 dzien po urodzeniu oraz obserwuje si¢ je tez
czasami u dorostych. Objawia si¢ silnym obrzgkiem powiek, spojéwek oraz obecnoscia
obfitej ropnej wydzieliny. Ponadto dochodzi do powigkszenia weztow chtonnych, gdzie
w cigzkich przypadkach moze doj$¢ do ich ropnego zapalenia. Obecnie infekcje
spojowek dwoinka rzezaczki rzadko wystepuja u noworodkdéw, poniewaz bezposrednio
po urodzeniu profilaktycznie stosowany jest zabieg Crédego, ktory polega na podaniu
1 % roztworu azotanu srebra do worka spojéwkowego. W leczeniu nadostrego
zapalenia spojowek stosowane sg antybiotyki podawane miejscowo, w postaci kropli
1 masci do oczu, ktore zawieraja: gentamycyne, erytromycyne lub bacytracyne.
Poczatkowo krople sa podawane co godzing przez dobe, a nast¢pnie po ustgpieniu
wydzielania ropy, do worka spojowkowego aplikowane sg masci. Ogolnie podawane sa
antybiotyki cefalosporynowe |1l generacji, jak cefotaksym i ceftriakson. W zapaleniach
nie obejmujacych rogoéwke podawane sg one domig$niowo, zaréwno dzieciom, jak
1 dorostym. W sytuacji, gdy dochodzi do owrzodzenia rogdwki stosuje si¢ te same
antybiotyki podawane we wlewie dozylnym. [36,37,38,39,40].

Ostre zapalenie spojowek, ktore nazywane jest prostym bakteryjnym zapaleniem
spojowek, wystepuje najczesciej u dzieci. Wywoluja je patogeny przenoszone przez
brudne rece lub czasami jest ono zwigzane z przejsciem zakazenia z nosa lub zatok
przynosowych. Ten stan zapalny wywotluja: Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae, Haemophilus influenzae oraz Moraxella catarrhalis. Objawia si¢ ono



zaczerwieniem spojowki, uczuciem piasku pod powiekami oraz ropna wydzieling.
W leczeniu ostrego zapalenia bakteryjnego spojowek stosuje si¢ przez 5 — 7 dni
antybiotyki w postaci kropli lub masci, takie jak: gentamycyng, tobramycyne,
neomycyne oraz fluorochinolony: ciprofloksacyng i ofloksacyne. Zarowno w ostrym jak
i nadostrym zapaleniu spojowek wazne s3a zabiegi pielggnacyjne polegajace na
rozwieraniu powiek oraz dokladnym wyplukiwaniu ropnej wydzieliny za pomoca
jatowego 0,9 % roztworu chlorku sodu [36,37,38,39,40].

Wsrod bakteryjnych infekcji spojowek mozna wyszczegdlni¢é rowniez zapalenie
przewlekle, czyli trwajace dtuzej niz 4 tygodnie. Jest ono wywotywane przez bakterie
Staphylococcus sp., Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Escherichia coli.
Przewlekle pecherzykowate zapalenie spojowek zachodzace réwniez na rogowke, moga
wywotywaé bakterie z rodzaju Moraxella sp. Czesto przyczyna pojawienia si¢ stanu
zapalnego jest zapalenie brzegéw powiek oraz zespot suchego oka. Objawia si¢ ono
przekrwieniem oraz pogrubieniem spojowki i niewielka iloscia wydzieliny $luzowo-
ropnej. W stanie przewleklego zapalenia spojowek zaleca si¢ codzienng pielggnacje
powiek np. rozcienczonym szamponem dla dzieci oraz stosowanie miejscowe, dwa razy
dziennie przez 3-4 tygodnie na powieki i rzesy, masci zawierajgcych erytromycyne lub
bacytracyne. Pomocne moze by¢ roéwniez stosowanie miejscowe sterydow np.
deksametazonu, zwlaszcza gdy stan zapalny objal réwniez rogowke. W przypadku
pacjentOw nie reagujacych na preparaty stosowane miejscowo, dodatkowo do terapii

wlgcza sie antybiotyki podawane ogolnie i najczesciej sg to tetracykliny [37,38,40].

3.2.2. Bakteryjne zapalenie rogowki.

Bakteryjne zapalenie rogowki jest ostrym lub przewleklym zakazeniem rogowki, ktore

moze by¢ przemijajace lub nawrotowe. Zlokalizowane ono jest w rdznych cze$ciach

rogowki, takich jak jej obwod lub centrum [40]. Do czynnikow odpowiedzialnych za
pojawienie si¢ bakteryjnego zakazenia rogdwki naleza:

» Noszenie soczewek kontaktowych. W tym wypadku szczegdlnie narazone sa
osoby stosujace mickkie soczewki kontaktowe. Stwierdzono, ze czgstosé
wystepowania wrzodziejacego zapalenia rogdwki u o0so6b noszacych soczewki
kontaktowe w systemie dziennym wynosi 1:2500 w skali roku, podczas gdy u os6b
noszacych soczewki w systemie przedtuzonym czestotliwos¢ infekcji jest

pieciokrotnie wyzsza. W 60 % przypadkéw patogenem odpowiedzialnym za rozwdj



stanu zapalnego jest pateczka ropy biekitnej. Zakazenie glownie wystepuje przy
nieprzestrzeganiu zasad higieny, ale moze si¢ rowniez pojawi¢ przy prawidlowej
pielegnacji soczewek kontaktowych. Powodem tego jest namnazanie bakterii
w pojemniczkach do przechowywania soczewek kontaktowych, gdzie biofilm
bakteryjny chroni je przed dezynfekcja. Dodatkowym czynnikiem sprzyjajacym
infekcji moze by¢ fakt, ze samo natozenie soczewki wywotuje niedotlenienie
rogowki oraz wzrost jej temperatury i spowolnienie przeptywu filmu tzowego, co
powoduje, ze u 0sob $pigcych w soczewkach ryzyko zakazenia rogowki jest 9 — 15
razy wigksze niz u 0sob noszacych tylko soczewki w dzien. [37,39,40].

» Urazy. Tutaj przede wszystkim zalicza si¢ zbiegi chirurgiczne na rogdwce,
oparzenia chemiczne, czy tez urazy powodujace przerwanie ciagto$ci rogéwki na
skutek : zadrapania lub erozji rogowki np. paznokciem, pegknigcia pecherza
nablonkowego, obecnoscig ciata obcego w rogdéwce, martwicag spowodowang
wrzodem niezytowym oraz stosowaniem dlugotrwatym lekéw sterydowych
w kroplach [37,39,40].

» Choroby powierzchni oka. Infekcja rogowki moze by¢ skutkiem takich schorzen
jak: zespdt suchego oka, przewlekle zapalenie brzegéw powiek, zwyrodnienie
pecherzowe rogowki, przewlekle zapalenie brzegdw powiek, nieprawidlowy wzrost
rzes i choroby alergiczne [37,39,40].

» Inne czynniki. Bakteryjne zapalenie rogowki moze by¢ nastgpstwem cukrzycy,
odry, rézyczki, niedoborem witaminy A, a takze podawaniem miejscowych lub

ogolnych lekdw immunosupresyjnych.

Glownymi patogenami odpowiedzialnymi za rozwdj bakteryjnego zapalenia rogowki

sq:

e Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus aureus — obydwie bakterie prowadza
do powstania trudno gojacych si¢ owrzodzen, ktoére moze doprowadzi¢ do perforacji
rogowki.

e Streptococcus pneumoniae, Streptococcus viridans, Streptococcus pyogenes.

e Pseudomonas aeruginosa. Jest to jeden z najgrozniejszych patogenow wywotujacych
zapalenie rogéwki, z uwagi na zdolno$¢ wytwarzania enzymoOw niszczacych
rogowke (elastaza, proteaza, proteoglikonaza i fosfolipaza) oraz trzech egzotoksyn
(A, BiC).

e Serratia marcescens — patogen czgsto izolowany z soczewek kontaktowych



e Bacillus cereus — wywotuje grozne zapalenie rogdéwki, ktore zaczyna si¢ od
naciekéw, a moze doprowadzi¢ do przebicia rogowki.

e Moraxella lacunata — wywoluje infekcje rogowki u chorych zaniedbanych,
cukrzykow, przewlekle niedozywionych oraz alkoholikow.

e Listeria monocytogenes — glownie wywoluje wrzodziejace zapalenie rogowki
u hodowcow zwierzat.

e Mycobacterium fortuitum — przyczyng infekcji ta bakterig jest uraz rogowki
przedmiotem zanieczyszczonym ziemia

e Clostridium sp. np. Clostridium diphtheriae

e Haemophilus influenzae.

e Proteus sp.

e Klebsiella pneumoniae

¢ Neisseria gonorrhoeae

Gléwnym objawem infekcji rogowki jest owrzodzenie, ktore najczgséciej stanowi
szarobiate lub szarozotte zaglebienie, ktore otoczone jest naciekiem. Postepujace
owrzodzenie moze doprowadzi¢ do perforacji rogéwki, ktorej konsekwencjg jest stan
zapalny wnetrza gatki ocznej. Skutkiem tych powiktan moze by¢ utrata oka. Zmianom
W rogowce towarzyszy pojawienie si¢ wydzieliny ropnej, obrzek i przekrwienie
spojowki, obrzek powiek oraz zwezenie szpary powiekowej. Stan zapalny rogoéwki
objawia si¢ bolem, §wiattowstre¢tem i zmazanym widzeniem [36,37,39]. Z uwagi na
szybko postepujaca infekcje, ktora moze doprowadzi¢ do perforacji rogéwki i nastepnie
utrat¢ widzenia, leczenie powinno by¢ wprowadzone natychmiast. W poczatkowym
etapie terapii stosowne sg antybiotyki o szerokim spektrum, ktore dziataja na bakterie
Gramm-dodatnie i Gramm-ujemne. W celu uzyskania wysokiego stezenia leku w tkance
antybiotyki podawane s3g miejscowo. Najczesciej stosuje si¢ ,terapi¢ podwojng”, ktora
polega na polaczeniu dwoch wzmocnionych antybiotykow np. cefalosporyn
1 aminoglikozydéw lub cefalsoporyn 1 antybiotykow glikopeptydowych. Roztwory
wodne wzmocnionych antybiotykow nie sa dostepne jako preparaty handlowe
1 przygotowuje si¢ je ex tempore w warunkach szpitalnych. Zalecanymi antybiotykami

w ,.terapii podwojnej” sa:



e tobramycyna i gentamycyna — roztwory wzmocnione tych antybiotykéw otrzymuje
si¢ poprzez polaczenie 5 mL handlowych kropli do oczu o st¢zeniu 0,3 % z 2 mL
preparatu do iniekcji o stezeniu 40 mg/mL

o cefazolina, cefuroksym i ceftazydym — roztwory o st¢zeniu okoto 50 mg/mL
przygotowuje si¢ poprzez rozpuszczenie 500 mg liofilizowanego antybiotyku
przeznaczonego do sporzadzania roztwordw lub zawiesin do podawania
pozajelitowego w 2,5 mL jalowej wody, a nast¢epnie dodaje si¢ 7,5 mL
niekonserwowanych jatowych sztucznych tez.

e wankomycyna — roztwory o stezeniu 50 mg/mL otrzymuje si¢ przez rozpuszczenie
liofilizowanej postaci antybiotyku w 0,9 % roztworze chlorku sodu lub

niekonserwowanym jatowym roztworze sztucznych lez.

Poczatkowo roztwory wzmocnione antybiotykéw podawane sa co Y/, — 1 godzine,
w dzief i w nocy przez 24 — 48 godziny. Po tym czasie, krople podaje si¢ co 2 h przez
nastepne 48 godzin, a nastepnie 4 razy na dob¢ przez 1 tydzien. Stwierdzono, zZe
pomimo skuteczno$ci ,terapii podwdjnej” jest ona obarczona dziataniami
niepozadanymi, zwigzanymi z zastosowaniem wzmocnionych aminoglikozydow, ktore
mogg powodowa¢ martwice spojowki lub osadzanie si¢ biatych precypitatéw na
rogdwce, co moze opoznia¢ leczenie. Po zlagodzeniu objawow mozliwe jest
wprowadzenie monoterapii, ktora polega na aplikowaniu do worka spojowkowego
handlowych kropli z fluorochinolonami. Stosowane sa wtedy 0,3 % roztwor
ciprofloksacyny lub 0,3 % roztwor ofloksacyny. Pewnym ograniczeniem w stosowaniu
fluorchinolonow moze by¢ fakt, Ze wykazuja one stabg aktywno$¢ przeciw

gronkowcom.

W leczeniu infekcji rogowki mate znaczenie ma ogoélne podawanie antybiotykow.
Jedynie w sytuacji kiedy owrzodzenie przechodzi na twardowke do terapii wigcza si¢
ciprofloksacyng, ktora podawana jest doustnie w dawce 750 mg 2 razy dziennie przez
7-10dni.

W podawaniu miejscowym praktykuje si¢ iniekcje podspojowkowe, gdzie podaje si¢
jednorazowo 0,5 mL roztworu antybiotykow, tych samych ktore sa stosowane
w terapii podwoéjnej”’, z ta roznica, ze przygotowuje si¢ je W rozcienczeniu
czterokrotnie wyzszym. Ta droga podawania zarezerwowana jest przede wszystkim dla
sytuacji, kiedy pacjent nie przestrzega schematu dawkowania kropli wzmocnionych,

podawanych do worka spojéwkowego.



Oprocz lekéw wykazujacych aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, w leczeniu infekcji
rogdwki pomocniczo stosowane sg mydriatyki np. 1 % roztwor atropiny lub 1 %
roztwor tropikamidu, w celu zapobiegania zrostom tylnym 1 redukcji bolu
spowodowanego skurczem ciata rzgskowego. Ponadto w leczeniu wykorzystuje si¢
rowniez krople z steroidami, ktérych korzy$ci podawania w infekcji bakteryjnej
rogéwki nie zostaly udowodnione. Steroidy nie powinny by¢ podawane do momentu,
kiedy nie zostata stwierdzona wrazliwo$¢ na antybiotyk i wykluczona zostata infekcja
rogowki grzybami lub wirusami. W przeciwnym wypadku podawanie lekow
sterydowych spowoduje nasilenie objawoéw infekcji. Zaleca si¢ aby krople ze steroidami
byly podawane w koncowym etapie leczenia bakteryjnej infekcji rogowki, co zniweluje
efekt destrukeji tkanki powodowany glownie przez neutrofile, ktére sag odpowiedzialne

za uwalnianie wolnych rodnikow oraz enzymow proteolitycznych [36,37,38,39,40].

3.2.3. Bakteryjne zakazenie w obrebie oczodolu.

Ropowica oczodotu jest ostrym zapaleniem, ktorej przyczyna sa infekcje bakteryjne
obejmujace: przednig cze$¢ potozong przed przegroda oczodotu lub wiasciwg jame
oczodotu. Za rozwdj stanu zapalnego s3 odpowiedzialne takie patogeny jak:
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes oraz pateczki z rodziny Bacillus i Clostridium. Przyczyna
zapalenia przedprzegrodowego gatki ocznej jest: uraz bezposredni, rozszerzenie si¢
zakazen skory powiek, czyraki twarzy i ropnie okoto zgbowe u dzieci. Ten typ stanu
zapalnego objawia si¢: bolem gltowy i oczodotu, obrzekiem 1 zaczerwienieniem powiek,
przekrwieniem spojowek, opadnigciem powiek oraz ograniczeniem ruchomosci gatki
ocznej. W objawach wystepuje rowniez goraczka, leukocytoza i wzrost OB. Zapalenie
jamy oczodotu moze rozwing¢ si¢ po usunigciu ciata obcego z oczodotu oraz moze
towarzyszy¢ infekcjom zebow, gruczolu izowego lub zatok. Moze by¢ takze
nastepstwem rozszerzenia stanu zapalnego z przedniej czesci oczodotu. Glownymi
objawami postepujacej infekcji sa: obrzek 1 zaczerwienienie powiek, wytrzeszcz gatki
ocznej, zaburzenia widzenia, podwyzszona temperatura ciata oraz niekiedy wymioty.
W leczeniu stanu zapalnego oczodotu stosuje si¢ kloksacyling 1 ampicyling, ktore
podawane sg dozylnie. Z uwagi na pojawianie si¢ szczepdw opornych zaleca si¢

wdrozenie: cefotaksymu, wankomycyny, klindamycyny lub chloramfenikolu [2,36].



3.2.4. Bakteryjne zapalenie powiek.

Przewlekle zapalenie brzegow powiek jest najczesciej spowodowane zaburzeniami

wydzielania gruczotéw tojowych i/lub zakazeniem Staphylococcus aureus. Dzieli si¢ je

na przednie zapalenie oraz tylne zapalenie brzegéw powiek. Oba typy stanu zapalnego
prowadza do: zapalenia spojowek, zapalenia rogowki, nasilenia objawow alergii oczne;j

1 zespotu suchego oka. W przypadku przedniego i tylnego stanu zapalnego brzegéw

powiek chory ma identyczne objawy, a mianowicie: swedzenie, Izawienie

I zaczerwienieniem brzegow powiek oraz $rednio nasilony S$wiatlowstret. Przednie

tojotokowe zapalenie brzegéw powiek charakteryzuje si¢ wystepowaniem drobnych,

z6ttych 1 thustych tusek, ktére sg zlokalizowane na granicy powiek i rzgs. Usunigcie ich
nie powoduje owrzodzenia. W gronkowcowym przednim zapaleniu brzegéw powiek
wystepuja twarde tluski wokot nasady rzes, ktorych usunigecie moze prowadzi¢ do
pojawienia si¢ owrzodzen. Skutkiem tego moze by¢ bliznowacenie brzegu powiek

i nieprawidlowy wzrost rzes lub ich utrata. Tylne zapalenie brzegéw powiek jest

spowodowane zaburzeniem funkcjonowania gruczoldéw Meiboma, ktore sa

powickszonymi gruczotami lojowymi, produkujagcymi wydzieling tluszczowa.

Wydzielina ta zapobiega wysychaniu filmu tzowego. Ten typ zapalenia moze mieé

charakter tojotokowy, gdzie stwierdza si¢ wydzieling pienista na brzegach powiek lub

posta¢ zastoinowa, ktdra objawia si¢ zaczopowaniem ujscia gruczotow. Leczenie
przewleklego zapalenia brzegdéw polega na wprowadzeniu zabiegéw higienicznych oraz
antybiotykoterapii [36,39,40]. Zabiegi higieniczne obejmuja:

e oczyszczanie podstawy rz¢s np. rozcienczonym szamponem dzieciegcym w stosunku
1:4, co ulatwia wyeliminowanie bakterii 1 ich toksyn, ktore moga prowadzi¢ do
owrzodzenia rogowki

e W zapaleniu tylnym stosuje si¢ ciepte kompresy i masaz powiek, co utatwia pozbycie

si¢ zalegajace] wydzieliny
W leczeniu farmakologicznym zastosowanie majg:

¢ masci antybiotykowe z chloramfenikolem, bacytracyna lub erytromycyna

e krople do oczu zawierajace fusydek sodu, bacytracyne lub chloramfenikol

e azytromycyna podawana doustnie w dawce 500 mg przez 3 dni

e w przypadku tylnego zapalenia brzegdéw powiek stosowana jest dlugotrwata

antybiotykoterapia : oksytetracykling, doksycykling lub erytromycyna



3.2.5. Zapalenie wnetrza galki ocznej wywolane zakazeniem bakteryjnym.

Jest to typ zapalenia, ktore obejmuje catg bton¢ naczyniowa, komor¢ przednig oraz
komorg szklista. Wsrdd typoéw zapalen wnetrza gatki ocznej, ktorych przyczyng sg
infekcje bakteryjne wyrdznia si¢ [36,39]:

e 0stre pooperacyjne bakteryjne zapalenie wewnatrzgatkowe

e pdzne pooperacyjne bakteryjne zapalenie wewnatrzgatkowe

e zapalenie wewnatrzgatkowe zwigzane z zakazeniem poduszki filtracyjnej

e pourazowe bakteryjne zapalenie wewnatrzgatkowe

e endogenne bakteryjne zapalenie wewnatrzgatkowe

Pooperacyjne zapalenie wnetrza gatki ocznej jest to cigzkie powiktanie, ktore
spowodowane jest przenikaniem patogenu z powiek, z worka spojowkowego lub uktadu
lzowego do wnetrza oka. Zrodlem zakazenia sa: instrumenty chirurgiczne,
zainfekowane krople lub ptyny do przeptukiwania oka, powietrze na sali operacyjnej,

chirurg, czy tez wszczepiana soczewka w operacji zaémy.

Ostre pooperacyjne zapalenie wewnatrzgaltkowe rozwija si¢ pomiedzy 1 a 14 dniem
po operacji. Infekcje ta wywotuja: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., Pseudomonas sp. i Proteus sp. Stan zapalny objawia si¢ silnym
bolem oka, spadkiem ostros$ci widzenia, pojawieniem si¢ wysigku w ciele szklistym
1 ropy w komorze przedniej oka oraz przymgleniem rogowki.

Pozne pooperacyjne bakteryjne zapalenie wewnatrzgalkowe rozwija si¢ w okresie
od 4 tygodni do kilku lat po operacji zaémy. Objawia si¢ ono pogorszeniem widzenia,
pojawieniem si¢ osadow w rogowce 1 metnym wysigkiem w ciele szklistym. Zakazenie
najczesciej] wywotywane jest przez Staphylococcus epidermidis, Actinomyces israelii,
Corynebacterium sp., Propionibacterium acnes.

Zapalenie wewnatrzgalkowe zwigzane z zakazeniem poduszki filtracyjnej sa
spowodowane zakazeniami wystgpujacymi po przeciwjaskrowym zabiegu filtracyjnym.
Wisrdd patogenow wywotujacych ten typ zakazenia najczesciej stwierdza si¢ obecno$¢
Haemophilus influenzae, Streptococcus sp. i Staphylococcus sp.. Infekcja moze
ograniczy¢ si¢ tylko do poduszki filtracyjnej lub rozprzestrzeni¢ si¢ wewnatrz gatki
ocznej. Zapalenie poduszki filtracyjnej powoduje uczucie niewielkiego dyskomfortu
1 zaczerwienienie oka. Nie stwierdza si¢ tutaj zapalenia przedniego odcinka btony

naczyniowej. W infekcji, ktora obejmuje oprocz poduszki filtracyjnej rowniez wnetrze



gatki ocznej, obserwuje si¢ pogorszenie widzenia, bol i zaczerwienie oka. Stanem
zapalnym w tym wypadku obje¢te sg blona naczyniowa oraz ciato szkliste.

Pourazowe wewnatrzgalkowe bakteryjne zapalenie wewnatrzgalkowe powodowane
jest obecnoscig ciata obcego, ktore powoduje uraz gatki ocznej. Charakteryzuje si¢
takimi samymi objawami jak ostre pooperacyjne zapalenie wewnatrzgatkowe.
Glownymi patogenami wywolujagcymi ten stan zapalny sa Staphylococcus sp.
i Bacillus sp.

Endogenne bakteryjne zapalenie wewngtrzgalkowe rozwija si¢ w sytuacji, kiedy
bakterie przenikaja z tkanek poprzez barier¢ krew — oko do tkanki oka. Ten typ
zapalenia moze wystapi¢ u oséb chorych na : cukrzyce, choroby serca, nowotwory,
zapalenie ptuc, ropnie watroby, zapalenie drog moczowych oraz stany zapalne skory
1 tkanki podskérnej. Do gtéwnych objawoéw endogennej infekcji bakteryjnej wngtrza
galki ocznej naleza: bol oka i glowy, $wiatlowstret, obecno$¢ metdéw, obrzek powiek
1 rogdwki, wytrzeszcz oka, zapalenie btony naczyniowej z wysickiem widknikowym
i poziomem ropy. Moze pojawi¢ si¢ rowniez goraczka oraz dreszcze. Zrodtem
zakazenia sg: Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Neisseria meningitidis, Bacillus cereus i Haemophilus influenzae.

W leczeniu zapalenia wnetrza galki ocznej stosowane sa preparaty podawane
miejscowo oraz antybiotykoterapia ogolna. W przypadku miejscowej drogi aplikacji
zastosowanie maja:

» podanie antybiotyku do ciata szklistego — jest to gldéwna metoda leczenia
1 zastosowanie tutaj maja iniekcje amikacyny, wankomycyny lub ceftazydymu.

» okotogatkowe podanie antybiotyku — wykonuje si¢ w formie iniekcji
podspojowkowej ceftazydymu w polaczeniu z wankomycyng lub cefuroksymu
w polaczeniu z gentamycyna. Okologatkowo podawane sa rowniez steroidy:
deksametazon i triamcynolon.

» krople do oczu — majg zastosowanie w sytuacji gdy zakazeniem objeta jest rogowka.
Miejscowo podawane s3 wzmocnione krople z wankomycyng, ceftazydymem,
cefuroksymem 1 ofloksacyng. Pomocniczo stosowane sg 0,1 % krople
z deksametazonem.

W antybiotykoterapii ogélnej preparatami podawanymi doustnie sg : fluorochinolony,

klarytromycyna, amoksycylina w potaczeniu kwasem klawulonowym, natomiast

w formie iniekcji dozylnych stosowane sg amikacyna i cefalosporyny.



3.2.6. Bakteryjne zapalenie gruczolu lzowego.

Przyczyna zapalenia gruczotu 1zowego jest infekcja wywotana gldwnie przez
Staphylococcus sp. oraz przez Streptococcus pneumoniae. Stan zapalny objawia si¢
obrzgkiem 1 zaczerwienieniem powieki gornej, bolem oraz podwojnym widzeniem.
W leczeniu wykorzystuje si¢ antybiotyki podawane zaréwno ogoélnie, jak i miejscowo,

ktore dobiera si¢ w zaleznosci od wynikow antybiogramu [2].

3.2.7. Zapalenie woreczka lzowego.

Zapalenie woreczka 1zowego moze wystepowac¢ u noworodkow oraz u dorostych, po
35 roku zycia. Stan ten jest wywotywany zwezeniem lub niedrozno$cia drog 1zowych,
ktore powodujg zaleganie tez bedacych pozywka dla Staphylococcus sp. i Streptococcus
sp. lub Pseudomonas aeruginosa. U noworodkéw objawy zapalne mogg pojawic si¢ po
2 — 4 tygodniach po narodzinach i leczy si¢ je poprzez masaze woreczka tzowego,
ptukanie drég Izowych oraz podawanie do worka spojéwkowego kropli z erytromycyna.
U dorostych podaje si¢ ogélnie cefalosporyny, natomiast miejscowo krople

z aminoglikozydem [2].



4. Cefuroksym sodowy.

4.1. Whasciwosci fizykochemiczne [41,42,43].
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Rycina 2. Wzor strukturalny cefuroksymu sodowego.

Nazwa chemiczna:

Sodu(6R,7R)-3-[(karbamoiloksy)metylo]-7-[[(Z)-2-(furan-2-ylo)(metoksyimino)
acetylolamino]-8-okso-5-tia-1-azabicyklo[4.2.0]okt-2-eno-2-karboksylan

Wzor sumarycezny : CigH1sN4NaOgS

Masa czasteczkowa : 446,4

Zawartos¢: od 96,0 % do 102,0 % (w przeliczeniu na bezwodng substancj¢)
Wyglad : bialy lub prawie bialy proszek, stabo higroskopijny

Rozpuszczalno$¢ : bardzo tatwo rozpuszczalny w wodzie i roztworach buforowanych,

rozpuszczalny w metanolu, bardzo trudno rozpuszczalny w etanolu,

nierozpuszczalny w acetonie, chloroformie i toluenie.

pH roztworu substancji o stezeniu 0,1 g/mL: od 5,5 do 8,5



4.2. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa i zastosowanie w lecznictwie.

Cefuroksym sodowy posiada szeroki zakres aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej
wobec bakterii Gram- dodatnich oraz Gram-ujemnych, w tym wytwarzajacych
B-laktamazy. Jest skuteczny wobec: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus
influenzae, Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Moraxella
catarrhalis, Klebsiella sp., Proteus mirabilis, Shigella sp., Yersinia sp. i Salmonella sp.
Opornymi na cefuroksym sg : Acinetobacter sp., Pseudomonas aeruginosa oraz wiele

szczepdw Serratia sp. [44,45,46].
Cefuroksym sodowy podawany pozajelitowo ma zastosowanie w [45] :

» ostrym zapaleniu ucha

» infekcji kos$ci 1 stawow

» zapaleniu opon mézgowych
» zapaleniu gardta i migdatkow
» infekcjach drég oddechowych
» posocznicy

» infekcji skory

» infekcji drog moczowych

Oprocz iniekcji dozylnych, domigsniowych oraz wlewdéw dozylnych duze znaczenie ma
miejscowe podawanie cefuroksymu sodowego w infekcji struktur oka, w postaci
roztwor6w wzmocnionych oraz iniekcji podspojowkowych i dokomorowych. Ponadto
wspomniane miejscowe wstrzykniecia profilaktycznie sg wykonywane w trakcie
leczenia operacyjnego zaémy. Przed zabiegiem podawany jest roztwor cefuroksymu
sodowego w formie wstrzyknigcia podspojowkowego (50 mg w 0,5 mL 0,9 % roztworu
chlorku sodu) oraz w formie wstrzyknigcia do komory oka (1 mg w 0,1 mL 0,9 %
roztworu chlorku sodu). Udowodniono, ze podanie dokomorowe jest bezpieczne
1 prowadzi do zmniejszonej czgstotliwo$ci wystgpowania pooperacyjnego zapalenia
wnetrza galki oka, w porownaniu do podania podspojowkowego cefuroksymu
sodowego [47,48]. Nie wykazano réwniez aby dokomorowe podawanie cefuroksymu

prowadzito do pooperacyjnego pogrubienia plamki zottej [49].



Przeprowadzono badania poréwnawcze antybiotykéw: wankomycyny, teikoplaniny
i cefuroksymu pod katem hamowania adhezji bakterii na powierzchni¢ syntetycznych
soczewek stosowanych, w chirurgicznym zabiegu leczenia za¢my. Stwierdzono, ze
efekt cefuroksymu na proces hamowania adhezji bakterii byl znaczaco lepszy
w pordéwnaniu z teikoplaning i wankomycyng. Bakteryjna adhezja jest istotnym
czynnikiem w zjadliwosci bakterii. Badanie byto przeprowadzone na szczepach bakterii
Staphylococcus epidermidis, ktore sa najczestszg przyczyng pooperacyjnych zapalen
oczu [50]. Analiza statystyczna przeprowadzona przez Europejskie Towarzystwo
Chirurgéw Zaémy i1 Chirurgii Refrakcyjnej wykazata, ze 55 % lekarzy chirurgéw
podawato prewencyjnie w postaci wstrzyknie¢ dokomorowych cefuroksym sodowy,
37 % respondentow nie stosowato zadnych antybiotykéw, a pozostate 8 %
wykorzystywato do wstrzyknig¢ dokomorowych: gentamycyne, wankomycyng
I ceftazydym. Jako gtdéwny powdd niestosowania iniekcji dokomorowych cefuroksymu
wymieniano: ryzyko zwigzane z nieodpowiednim przygotowaniem rozcienczenia
antybiotyku podczas przygotowania leku do wstrzyknig¢ oraz brak handlowej postaci
antybiotyku przeznaczonej do tego celu. Z posrdd lekarzy chirurgéw stosujacych
profilaktycznie przed zabiegiem chirurgicznym dokomorowe podawanie cefuroksymu,
tylko 33 % wybierato inny antybiotyk w sytuacji, kiedy pacjent miat udokumentowang
alergi¢ na penicyliny [51].

4.3. Farmakokinetyka cefuroksymu sodowego.

Cefuroksym sodowy stabo jest wchtaniany w przewodzie pokarmowym, z uwagi na
fakt, ze w fizjologicznym pH jest w znacznym stopniu zdysocjowany i stabo
rozpuszczalny w lipidach. Po podaniu dousthym w moczu pojawia Si¢ okoto 1 %
przyjetej dawki [52]. Objetos¢ dystrybucji cefuroksymu sodowego wynosi od 12 do 18
litrow. Wiaze si¢ on z biatkami surowicy w 33 %. Po podaniu dozylnym cefuroksymu
sodowego w dawce 500 mg, stezenie w surowicy powyzej 8 pg/mL wystepowato przez
100,3 min (= 18,3 min), natomiast po podaniu dawki 750 mg takie stezenie
utrzymywato si¢ przez 144,5 min (£ 19,8 min). Takie wartosci uzyskano przy klirensie
kreatyniny wynoszacym 150 mL/min/1,73 m? Okres poltrwania cefuroksymu
sodowego wynosit 65,7 min. W ciggu 24 h w moczu wykryto 95,1 % podanej dawki.
[52]. Biologiczny okres poltrwania, a tym samym stezenie cefuroksymu sodowego
W 0S0Czu, sg $cisle zalezne od funkcjonowania nerek. Zaobserwowano, ze po podaniu

pojedynczej dawki 750 mg dozylnie, stezenie leku w osoczu powyzej] 8 pg/mL



utrzymywato si¢ przezz 3 h u os6b z klirensem kreatyniny miedzy 60
a 120 mL/min/1,73 m?, 6 h w grupie 0sob z klirensem kreatyniny wynoszacym od 20 do
59 mL/min/1,73 m? i 30 h u 0s6b z klirensem kreatyniny ponizej 20 mL/min/1,73 m®.
Biologiczny okres poéitrwania wynosit odpowiednio w poszczegdlnych grupach
probantow odpowiednio: 1,7 h, 2,4 h i 17,6 h. Stwierdzono, ze dawki u o0séb
z klirensem kreatyniny wynoszacym mniej niz 20 mL/min/1,73 m? powinny by¢
zmniejszone [53].

Cecha charakterystyczng cefuroksymu sodowego jest zdolno$¢ do przenikania przez
barier¢ krew-mozg, co umozliwia zastosowanie tej cefalosporyny w zapaleniu opon
mézgowych wywolywanych przez: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis oraz Staphylococcus aureus [45]. Stezenie
cefuroksymu w plynie moézgowo-rdzeniowym jest S$cisle uzaleznione od stopnia
nasilenia stanu zapalnego. Po podaniu jednorazowo dozylnie 1,5 g cefuroksymu
sodowego w ciezkim stanie zapalnym opon médzgowych, stezenie w ptynie moézgowo-
rdzeniowym wynosito 1,5 — 3,7 mg/L, w zapaleniu o nasileniu lekkim
do umiarkowanego stezenie wynosito 0,1 — 2 mg/L. Bez stanu zapalnego u ‘/5 chorych
nie udalo si¢ wykry¢ antybiotyku w plynie moézgowo rdzeniowym, podczas gdy

u pozostatych stezenie wynosito 0,2 — 1 mg/L [1].

4.4. Preparaty handlowe cefuroksymu sodowego.

Do preparatow handlowych cefuroksymu sodowego do podawania pozajelitowego,

ktore sg zarejestrowane w Polsce naleza [54]:

» BIOFUROKSYM (Bioton, PL) proszek do przygotowywania zawiesiny do
wstrzyknig¢ domig$niowych 1 roztworu do wstrzyknie¢ dozylnych - 250 mg,
500 mg, 750 mg/fiol. oraz proszek do przygotowywania roztworu do wstrzyknigé
dozylnych — 1,5 g/fiol.

» PLIXYM (Pliva Krakéw, PL) proszek do przygotowania zawiesiny do wstrzyknieé¢
domigéniowych 1 roztworu do wstrzyknie¢ dozylnych - 250 mg, 500 mg,
750 mg/fiol. oraz proszek do przygotowywania roztworu do wstrzyknie¢ i wlewow
dozylnych — 1,5 g/fiol.

» TARSIME (Polfa Tarchomin, PL) proszek do przygotowania zawiesiny do
wstrzyknig¢ domigsniowych i roztworu do wstrzykni¢¢ dozylnych - 750 mg/fiol.
oraz proszek do przygotowywania roztworu do wstrzyknig¢ i wlewoéw dozylnych

~ 1,5 gffiol.



» ZINACEF (GlaxoWellcome, GB) proszek do przygotowania zawiesiny do
wstrzyknie¢ domig$niowych i roztworu do wstrzyknie¢ dozylnych — 250 mg/fiol.
Proszek do przygotowania zawiesiny do wstrzykni¢¢ domig$niowych, roztworu
do wstrzyknie¢ i wlewow dozylnych - 750 mg/fiol. oraz proszek do

przygotowywania roztworu do wstrzyknie¢ i wlewow dozylnych - 1,5 g/fiol.

Wszystkie preparaty cefuroksymu sodowego dostepne sa w formie jatowego
liofilizowanego proszku w fiolkach, ktory w zaleznosci od drogi podania przygotowuje

si¢ w nast¢pujgcy sposob [55]:

» podanie domigéniowe — zawarto$¢ fiolki nalezy uzupetni¢ jatowa woda do
wstrzykiwan, w takiej ilosci aby uzyskaé posta¢ zawiesiny o ste¢zeniu okoto 220 mg
cefuroksymu sodowego na 1 mL.

» podanie dozylne — zawarto$¢ fiolki nalezy uzupelni¢ woda w celu uzyskania
roztworu cefuroksymu sodowego o stezeniu okoto 90 mg/mL. Wstrzyknigcie
dozylne wykonuje si¢ od 3 do 5 minut.

» wlew dozylny — stezenie cefuroksymu sodowego podawanego we wlewach wynosi
okoto 7,5 mg/mL lub 15 mg/mL. Antybiotyk (750mg lub 1,5 g) rozpuszcza si¢
w 100 mL 5 % roztworu dekstrozy lub 0,9 % roztworu chlorku sodu. Wlew dozylny
wykonuje si¢ od 15 do 60 minut.

4.5. Trwalo$¢ cefuroksym sodowego w roztworach wodnych.

Badania trwatosci cefuroksymu sodowego prowadzono gltownie w wlewach dozylnych,
gdzie antybiotyk rozpuszczano w 0,9 % roztworze chlorku sodu, 5 % roztworze
dekstrozy lub 5 % roztworze glukozy. Celem analizy bylo okreSlenie wplywu:
temperatury przechowywania, zastosowanych rozpuszczalnikéw, stezenia antybiotyku
oraz rodzaju opakowania na stabilno$¢ antybiotyku w sporzadzonych roztworach.
Optymalne pH dla trwalo$ci cefuroksymu sodowego w roztworach wodnych wynosito
od 4 do 7 [56]. Gupta i wspotpr. okreslili optymalne pH dla stabilnosci antybiotyku
miedzy 4,5 a 7,3 [57]. Przy nizszych wartosciach pH, wynoszacych 3,5 lub mniej
dochodzi do hydrolizy pierscienia B-laktamowego, natomiast w roztworach o wyzszym
pH nastepuje hydroliza tancucha bocznego antybiotyku w pozycji 3, z utworzeniem

descarbomylocefuroksymu, ktory ma zachowany pierscien p-laktamowy [58,59].



Miiller i wspotpr. badali wptyw temperatury przechowywania oraz nowego opakowania
wykonanego z poliolefin (Biofine ®) na trwato$é¢ cefuroksymu sodowego o stezeniu
7,5 mg/mL w 0,9 % roztworze chlorku sodu. Stabilno$¢ cefuroksymu sodowego byta
identyczna w opakowaniu ze szkta, jak 1 z poliolefin. Kluczowg role odegrata
temperatura przechowywania sporzadzonych roztworéw. W temperaturze pokojowe;j
ponad 10 % spadek zawartosci antybiotyku nastgpit w ciggu 24 h, natomiast trwato$¢
cefuroksymu sodowego w roztworach przechowywanych w temperaturze 2 — 8 °C
wyznaczono na 7 dni [60]. Badano rowniez wptyw zastosowanego rozpuszczalnika oraz
stezenia antybiotyku na trwato§¢ sporzadzonych roztworéw. Wykonano roztwory
cefuroksymu sodowego o stgzeniu 10 mg/mL i 5 mg/mL w 0,9 % chlorku sodu oraz
5 % roztworze dekstrozy. Stwierdzono, ze trwalos¢ cefuroksymu sodowego nie zalezata
od stezenia antybiotyku w roztworze, czy tez rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika,
ale tylko wytacznie od temperatury przechowywania. Trwato§¢ okreslono metoda
HPLC i zdefiniowano jako czas w ktorym ponad 10 % antybiotyku ulegto rozktadowi.
Dla roztwordow przechowywanych w temperaturze 25 °C + 1 °C wynosita ona 24h,
natomiast trwatos$¢ roztwordw przechowywanych w temperaturze 5 °C = 1 °C wynosita
przynajmniej 30 dni [57]. Metoda HPLC okreSlono rowniez trwato$¢ roztworow
cefuroksymu sodowego o st¢zeniu 15 mg/mL w 5% roztworze dekstrozy, ktore byty
przechowywane w workach z polichlorku winylu w temperaturze 4°C przez okres
jednego miesigca. Trwatos$¢ tych roztworéw wynosita 13 dni [61]. Roztwory o takim
samym stezeniu antybiotyku, otrzymane poprzez rozpuszczenie cefuroksymu sodowego
w 5 % roztworze dekstrozy i przechowywane w workach poliolefinowych
w temperaturze 4°C miaty trwato$¢ 31 dni [62]. Faouzi i wspotpr. badali réwniez
trwato$¢ cefuroksymu sodowego w 5% roztworze glukozy i 0,9 % roztworze chlorku
sodu, przechowywanych w workach z polichlorku winylu. Wykazano, ze roztwory
antybiotyku  zachowaly trwato§¢ podczas 24-godzinnego przechowywania
w temperaturze pokojowej i podczas 7-dniowego przechowywania w temperaturze 4°C.
Ponadto wykazano brak wplywu uzytego rozpuszczalnika na trwato$¢ cefuroksymu
sodowego w sporzadzonych roztworach [63].

Badano réwniez wplyw zamrazania roztworéw do wlewoéw z cefuroksymem,
a nastepnie odmrazania za pomocg mikrofal na stabilnos$¢ antybiotyku w sporzadzonych
roztworach. Roztwory cefuroksymu sodowego o st¢zeniu 1,5 % w 5 % roztworze
dekstrozy umieszczono w workach poliolefinowych, zamrozono i przechowywano

w temperaturze — 20 °C przez 98 dni, a nastgpnie rozmrozono za pomocg mikrofal przy



cyklu lekkim - 270 W oraz przy cyklu mocnym - 800 W. Po rozmrozeniu roztwory
przechowywano w temperaturze 4 °C i badano zmiany zawarto$ci antybiotyku.
Trwato$¢ okreslona ponad 10 % spadkiem zawartosci cefuroksymu wynosita 23 dni dla
cyklu lekkiego rozmrazania oraz 21 dni dla cyklu mocnego rozmrazania. Warto$ci
te uzyskano dla pojedynczo zamrozonych workéw, natomiast w probie gdzie worki
byly mrozone w zbiorczym opakowaniu trwato$¢ antybiotyku wynosita odpowiednio do
cyklu rozmrazania: 21 dni i 18 dni [64]. Podobnie, poddano analizie 1,5 % roztwory
cefuroksymu sodowego wykonane na 5 % roztworze glukozy, dla ktorych
opakowaniem byly worki z polichlorku winylu. Sporzadzone ptyny do wlewow
zamrozono i przechowywano przez 3 miesigce w temperaturze - 30 °C. Po tym czasie
proby rozmrozono w mikrofali o mocy wyjsciowej 270 W i poddano przechowywaniu
w temperaturze 4 °C przez 30 dni, podczas ktérego dokonano analizy zmiany
zawarto$ci antybiotyku. Trwalo$¢ cefuroksymu sodowego w sporzadzonych ptynach do
wlewow w tym przypadku wynosita 15 dni [65].

Z uwagi na zastosowanie cefuroksymu sodowego w miejscowym leczeniu infekcji oczu
pojawily si¢ prace zwigzane z trwaloscig antybiotyku w roztworach wodnych
przeznaczonych do tego celu. Oldham i wspolpr. badali trwato$¢ za pomoca metody
HPLC w 5 % roztworach wodnych cefuroksymu sodowego sporzadzonych z preparatu
Zinacef, suchej liofilizowanej postaci przeznaczonej do iniekcji dozylnych
1 domigsniowych oraz do wlewow dozylnych. Stwierdzono, ze krople z cefuroksymem
sodowym zachowuja trwato$¢ przez 24 h podczas przechowywania w temperaturze
pokojowej oraz 21 dni w trakcie przechowywania w temperaturze 2 °C podczas
symulowanej aplikacji przez pacjenta. Ponadto $wiezo sporzadzone roztwory
zamrozono 1 przechowywano w temperaturze — 30 °C przez 12 miesigcy, nastgpnie po
tym okresie czasu dokonano rozmrozenia i zbadano stabilno$¢ antybiotyku w trakcie
przechowywania w temperaturze 2 °C oraz 8 °C. Wykazano, ze 5 % roztwory
z cefuroksymem sodowym przechowywane w temperaturze 2 °C byly trwale przez
21 dni, podczas gdy roztwory przechowywane w temperaturze 8 °C byly trwate 14 dni
[66]. Hebron i wspotpracownicy badali trwato$¢ za pomocg metody HPLC 5 %
roztwordw cefuroksymu sodowego w preparatach handlowych sztucznych lez oraz
wodzie do iniekcji. Okazato sie, ze tylko roztwory antybiotyku w preparacie Sno Tears
oraz w wodzie do iniekcji zachowuja trwatos¢ 28 dni podczas przechowywania
w temperaturze 4 °C [67]. Kodym i wspotpracownicy zbadali aktywnos$c

przeciwdrobnoustrojowg cefuroksymu w 1 % kroplach sporzadzonych w buforze



cytrynianowym pH 6,15 - 6,20, w formulacjach ze zwigkszona lepkoscia
poliwinyloalkoholem i konserwowanych tiomersalem w stezeniu 0,002 % lub boranem
fenylortgciowym w stezeniu 0,001 % w skojarzeniu z alkoholem B- fenyloetylowym
w stezeniu 0,4 %. Po 30 dniach przechowywania kropli w temperaturze 4 °C
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa cefuroksymu wyznaczona metoda cylinderkowo-
ptytkowa wedlug Farmakopei Polskiej VI, z zastosowaniem szczepu wzorcowego
Staphylococcus aureus ATCC 6538P utrzymywata si¢ na 99,63 % poziomie
w odniesieniu do dnia wykonania kropli [68].

Trwalo$¢ cefuroksymu sodowego badano rowniez w zelu do wstrzyknied
dokomorowych umieszczonym w amputkostrzykawce, ktory stanowit 0,2 % roztwor
hialuronianu sodu w 0,9 % roztworze chlorku sodu. Zawartos¢ antybiotyku
W opracowane;j postaci leku wynosita 10 mg/mL. Zel do wstrzykiwan przeznaczony byl
do profilaktycznego podawania w trakcie zabiegu operacyjnego leczenia za¢my. Jako
probe odniesienia w badaniach trwatosci, zastosowano roztwor cefuroksymu sodowego
o tym samym stezeniu w 0,9 % roztworze chlorku sodu, ktory zostal umieszczony
w ampulkostrzykawce. W tracie przechowywania w temperaturze 4 °C, ponad 90 %
zawarto$¢ antybiotyku w zelu do wstrzyknig¢ oraz w roztworze odniesienia
utrzymywata si¢ przez 21 dni, podczas gdy w temperaturze 25 °C ponad 10 % spadek
zawarto$ci cefuroksymu sodowego w badanych probach nastgpit w ciagu 2 dni [69].
Podkreslono tutaj, ze uzyskane wyniki trwatosci cefuroksymu w 0,9 % roztworze
chlorku sodu nie sg zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami, gdzie Gupta i wspotpr.
wykazali, ze trwalo$¢ roztworow, o takim samym skladzie, przechowywanych

w temperaturze 5 °C + 1 °C wynosita przynajmniej 30 dni [57,69].

4.6. Technologiczne aspekty sporzadzania kropli do oczu z cefuroksymem
sodowym.
Dos¢ szeroko stosowane w lecznictwie zamknigtym, zwlaszcza w bakteryjnej infekcji
rogowki, wzmocnione krople do oczu z cefuroksymem sodowym o stezeniu 5 %
stanowig roztwory antybiotyku: w wodzie do iniekcji, czasami z dodatkiem
niekonserwowanych jatowych sztucznych tez, w 0,9 % roztworze chlorku sodu oraz
w 5 % roztworze glukozy [34,36]. Tak przygotowane krople majg ograniczone
zastosowanie, z uwagi na brak srodkow konserwujacych w ich sktadzie, co powoduje ze
po pierwszym uzyciu przez pacjenta waznos¢ takiego preparatu wynosi 24 h. Biorac

pod uwage schemat dawkowania, ktory w ostrej infekcji rogowki przewiduje podawanie



kropli wzmocnionych co %2 - 1 h przez 24 — 48 h, nastgpnie co 2 h przez 48 h, a po
opanowaniu ostrej fazy infekcji 4 razy dziennie przez 1 tydzien, niemozliwe jest
przeprowadzenie pelnej terapii przy uzyciu jednego opakowania niekonserwowanych
kropli. Celowe wigc stalo si¢ opracowanie kropli zawierajgcych $rodki konserwujace
ktérych obecno$¢ zapobiegataby wtéornemu zanieczyszczeniu mikrobiologicznemu
kropli, co tym samym wydtuzatyby ich dat¢ wazno$ci po pierwszym otwarciu
opakowania.

Badania zgodno$ci srodkéw konserwujacych z antybiotykiem wykazaty, ze cefuroksym
w roztworach wodnych byl niezgodny z chlorkiem benzalkoniowym w stezeniu
powyzej 0,002 % w kroplach 5 % i w stezeniu 0,005 % w kroplach 1 % [67,68],
z tiomersalem w stgzeniu powyzej 0,003 % w kroplach 1 % [68], z octanem
fenylortegciowym w stezeniu 0,002 % w kroplach 5 % [70] oraz z octanem
chloroheksydyny, ktorej niezgodno$¢ z cefuroksymem wystgpowata w stezeniach
0.02 % w kroplach 5 % [71] oraz w stgzeniu 0.01 % w kroplach 1 % [68]. Interakcje te
uwidocznialy si¢ wystgpieniem opalizacji lub stratem po polaczeniu Srodkow
konserwujacych z antybiotykiem. Wyjatkiem byt tutaj octan fenylortgciowy, ktdry po
potaczeniu z cefuroksymem tworzyt klarowne roztwory, w ktorych jednak nastgpowat
szybki rozktad s$rodka konserwujacego, powodujacy spadek jego stezenia ponizej
efektywnego dziatania przeciwbakteryjnego [70,71].

Kodym i wspolpr uzasadnili zastosowanie w 1 % kroplach z cefuroksymem: boranu
fenylorteciowego w stezeniu 0,001 % oraz alkoholu B-fenyloetylowego w stezeniu
0,4 %, ktore nie dawaly interakcji fizycznej z antybiotykiem i wykazywaty skuteczno$¢
przeciwdrobnoustrojowa,  ktora  zostala  potwierdzona  testem  konserwacji
przeprowadzonym wedtug Farmakopei Polskiej VI, przy zastosowaniu szczepow
bakterii i grzybow testowych: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231 i Aspergillus niger ATCC
16404 . Potaczenie tiomersalu w stgzeniu 0,002 % z alkoholem B-fenyloetylowym
w stezeniu 0,4 % zapewniato fizyczng zgodno$¢ z 1 % roztworem cefuroksymu
sodowego, jednak nie spetlnito wymogoéw odnosnie testow konserwacji zawartych
w Farmakopei Polskiej V1 [68,72,73].

Jak wspomniano wczesniej, zastosowanie roztworé6w wodnych o zwigkszonej lepkosci
wydtuza czas kontaktu leku z powierzchnig rogowki do 30 minut [32]. Po opanowaniu
ostrej fazy infekcji rogowki, zastosowanie roztworéw o zmodyfikowanej lepkosci przy

dawkowaniu kropli 4 razy dziennie przez tydzien, uczyniloby terapi¢ bardziej



efektywna. Z posréod handlowych preparatow tzw., sztucznych tez”, w ktoérych
rozpuszczano cefuroksym sodowy w celu uzyskania kropli o zmodyfikowanej lepkos$ci
o stezeniu 5 %, wytypowano dwa: Sno Tears oraz Hypromellose PF [67]. Preparat Sno
Tears jest roztworem wodnym alkoholu poliwinylowego i hydroksyetylocelulozy, ktory
jako $rodek konserwujacy zawiera chlorek benzalkoniowy o stezeniu 0,004 %. Z uwagi
na wysokie st¢zenie chlorku benzalkoniowego, ktére moze by¢ przyczyng interakcji
fizycznej z antybiotykiem, nie ma zgodno$ci wérdd autoréw co do wykorzystania tego
preparatu handlowego jako vehiculum do sporzadzania 5 % kropli z cefuroksymem
sodowym [66,67,71]. Krople wykonane na handlowym niekonserwowanym roztworze
hydroksypropylometylocelulozy (Hypromellose PF), przechowywane w temperaturze
4 °C, pomimo zachowanej trwato$ci fizykochemicznej przez 14 dni, miaty ograniczone
zastosowanie z uwagi na brak srodkow konserwujacych .

W badaniach nad technologia sporzadzania 1 % kropli do oczu z cefuroksymem
sodowym w wersjach recepturowych wykazano, ze: hydroksyetyloceluloza
metyloceluloza, polialkohol winylowy oraz poliwinylopyrolidon moga by¢ brane pod
uwage jako srodki zwiekszajace lepkos¢, poniewaz wykazuja zgodno$¢ farmaceutyczng
z antybiotykiem, w stezeniach pozwalajacych na uzyskanie kropli o zwigkszonej
lepkosci. Ponadto poddano analizie wptyw wyjalawiania termicznego w autoklawie na
lepko$¢ roztworéw wyzej wymienionych polimeréw. Udowodniono, Ze najbardziej
stabilnym termicznie polimerem byt polialkohol winylowy [68,72].

Bioragc pod uwage fakt, ze najbardziej optymalne pH dla trwatosci cefuroksymu
sodowego miescito si¢ w granicach miedzy 4 a 7 [56] lub jak inni autorzy podaja
miedzy 4,5 a 7,3 [57], kluczowe byto wiaczenie do sktadu 1 % kropli recepturowych
z cefuroksymem sodowym buforu cytrynianowego o pH 6,15 — 6,20 , ktory wykazat
zgodno$¢ farmaceutyczng z antybiotykiem. Zrezygnowano natomiast z buforu
fosforanowego, mimo braku interakcji farmaceutycznej z cefuroksymem sodowym,

poniewaz bufor nie byt klarowny po wyjatowieniu termicznym w autoklawie [68,72].



I1l. CEL PRACY

. Opracowanie technologii sporzadzania 1 % i 5 % (w/w) kropli do oczu
z cefuroksymem sodowym w czterech wersjach recepturowych, o trwatosci nie
krotszej niz 14 dni, tj. o trwalo$ci okreslonej czasem, w ktdrym st¢zenie
cefuroksymu w kroplach przechowywanych w temperaturze 4 °C i chronionych
przed $wiatlem bedzie utrzymywalo si¢ na poziomie nie nizszym jak 90 %
poczatkowego stezenia.

. Opracowanie 1 zwalidowanie metody iloSciowego oznaczania cefuroksymu
sodowego w zaprojektowanych wersjach kropli metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC).

. Zbadanie wptywu niezbednych w sktadzie kropli wybranych substancji
pomocniczych (rozpuszczalnikéw, substancji buforujacych, substancji zwigkszajacej
lepko$¢ oraz substancji konserwujacych), temperatury przechowywania oraz st¢zenia
cefuroksymu na wlasciwosci fizyczne oraz trwatos¢ 1 % i 5 % kropli recepturowych
z cefuroksymem sodowym.

. Opracowanie sktadu i sposobu sporzadzania rozpuszczalnikéw, przeznaczonych do
1% i5% ,przemystowych” kropli z cefuroksymem sodowym z okresleniem ich
trwaloSci, testem przySpieszonym i testem dlugoterminowym  zgodnie
z wytycznymi ICH oraz analizg skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej, w przypadku
wersji konserwowanych.

. Okreslenie trwatos$ci cefuroksymu sodowego w 1 % 1 5 % ,,przemystowych”
kroplach z cefuroksymem sodowym, sporzadzonych przy zastosowaniu
rozpuszczalnikow §wiezo sporzadzonych oraz poddanych badaniom trwalosci testem
przyspieszonego starzenia wg ICH (czas przechowywania 6 miesigcy, temperatura
40 °C + 2 °C, wilgotnos¢ wzgledna 75 %).



IV. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Material do badan.

» Roztwory substancji pomocniczych przeznaczonych do sporzadzania 1 % i 5 %
(w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych
i ,,przemystowych”. W tym :
= bufory cytrynianowe pH 6,05 - 6,28

* roztwor alkoholu poliwinylowego (PVA) o lepkosci 42,31 mPa - s

* roztwory konserwantow: 0,04 % (w/w) roztwor boranu fenylortgciowego

i alkohol B-fenyloetylowy

» Rozpuszczalniki przeznaczone do przemystowej produkeji 1 % i 5 % (w/w) kropli do
oczu z cefuroksymem sodowym, zarébwno $wiezo sporzadzone, jak
I poddane testowi przyspieszonego starzenia przez okres 6-ciu miesiecy
w temperaturze 40 °C/75 RH + 5 RH oraz poddane dhugotrwatemu testowi
stabilno$ci przez okres 12-stu miesiecy W temperaturze 25 °C/60 RH + 5 RH.

» Krople do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych o stg¢zeniu
1% i 5% (w/w) oraz krople do oczu z cefuroksymem sodowym o tym samym
stezeniu W wersjach ,,przemystowych”, sporzadzone na S$wiezo wykonanych
rozpuszczalnikach oraz na rozpuszczalnikach poddanych wczesniej przyspieszonemu

starzeniu przez okres 6-ciu miesiecy w temperaturze 40 °C/75 RH £ 5 RH.



2. Odczynniki uzyte do badan.

e BIOFUROKSYM® ( Cefuroximum) 1,5 ¢
numer serii; 2010907A, 2060208A, 2010409A
pozwolenie na dopuszczenie do obrotu: R/0595

producent: BIOTON Sp. z 0.0. Warszawa

e Alkohol poliwinylowy m. cz. 72.000

numer serii: 101910810
numer kat.: 73489242
producent: POCH S.A. Gliwice

e Boran fenylorteciowy (Phenylmercuric borate)

numer Kkat.: 836613
producent: The Sigma — Aldrich Library of Rare Chemicals

¢ Alkohol B-fenyloetylowy (2-Phenyloethanol)
numer serii: 114K0078
producent: Sigma-Aldrich Chemie GmbH

e Kwas cytrynowy jednowodny cz.d.a (Citric acid monohydrate pure p.a.)
numer serii: 0296/10/05
numer kat.: 53821018
producent: POCH S.A. Gliwice

e Sodu cytrynian dwuwodny (Natrii citras, tri- Sodium citrate dihydrate) FPVI
numer serii: 0713/07/05
numer kat.: 795780112
producent: POCH S.A. Gliwice



Octan sodu tréjwodny cz.d.a (Sodium acetale trihydrate)
M = 136.08 g/mol

numer serii: 70850

Sigma — Aldrich

Alkohol metylowy (czystos$¢ do HPLC)
HPLC Isocratic Grade

M = 41,05 g/mol

numer serii: 0708822008

producent: J. T. BAKER

Kwas octowy (99-100 %) (czystos¢ do HPLC)
numer serii: 0705205009
producent: J. T. BAKER

Acetonitryl (czystos¢ do HPLC)
HPLC Gradient Grade

numer serii: 0722808003
producent: J. T. BAKER

Uracyl p.p.a.
numer serii: 2006219

producent: Fluka

Cefuroksym sodowy CRS (wzorzec wg Ph Eur)
producent: LGC Promochem (UK)



3. Aparatura i sprzet.

» Zestaw HPLC Shimadzu, Kioto — Japan, skladajgcy si¢ z nastepujacych
modulow:
. Pompa dwuttokowa: LC-20AD do gradientu wysoko i niskoci$nieniowego
. Degazer: 5 kanalowy DGU-20A5
. Automatyczny podajnik probek z chtodzeniem: SIL-20AC
. Detektor diodowy: SPD-M20A
. Piec do kolumn z chtodzeniem: CTO-20AC
" Komputer HP i oprogramowanie LC Solution

» Kolumna chromatograficzna:
GraceSmart C-18 (5 um, 150 mm X 4,6 mm)
LOT No: 39/115/5
Hardwarde type: Female (B)
PN 5138812
producent: Alltech (Belgia)

» Prekolumna chromatograficzna:
Alltima™HP C-18 (5 pm, 7,5 x 4,6 mm)
producent: Alltech (Belgia)

» Loza do pracy aseptycznej

Typ KL-21
producent: POLON Poznan S.A.

» Spektrofotometr Jasco V — 530
pracujacy w z zakresie UV-Vis

producent: Jasco Corporation Japan



Aparat destylacyjny DE 8/70

producent: Telmed® Warszawa

Lodowki farmaceutyczne
Typ MED.-28

producent: Kirsch (Niemcy)

Sterylizator parowy (autoklaw)

Typ AS 446, wersja WPA

producent: Spotdzielnia mechanikoéw SMS Warszawa

Sterylizator na suche gorace powietrze SP-65

producent: WAMED Warszawa

Suszarka laboratoryjna SUP 100M

producent: WAMEWD Warszawa

Osmometr Krioskop 800 cl (OSK 497)
producent: TRIDENT MED s.c. Warszawa

pH-metr CP-502
producent: ELMERTOR Sp.j. Zabrze-Grzybowice

pH-metr; Model 1Q 150

producent: 1Q Scientific Instruments

Waga analityczna Sartorius
LE 225 D, max 220 g, d=0,01 mg

producent: Sartorius (Niemcy)



Waga elektroniczna
WPS 100/C/2, max 110 g, min 20 mg, d =1 mg
producent: RadWAG Radom

Waga elektroniczna
WPS 720/C/2,max 720g, min 40 mg, d =2 mg
producent: RadWAG Radom

Waga elektroniczna
WPT 3C, max 3kg,d=0.1¢
producent: RadWAG Radom

System oczyszczania wody Synergy

producent: Millipore SAS (Francja)

Wiskozymetr Hopplera KF10
producent: Rheo Tec MeBtechnik GmbH (Niemcy)

Zestaw do saczenia mikrobiologicznego Sartorius
Typ 16692, P max 2,5 Bar
producent: Sartorius A.G. (Niemcy)

Gestosciomierz Densito 30 PX

producent: Mettler Toledo GmbH (Szwajcaria)

Mieszadto mechaniczne

producent: IKA — WERKE GmbH & Co KG (Niemcy)



Pipeta potautomatyczna (Mikropipeta), LM 1000/100-1000 pL
Doktadnosé: + 0,6 % LabMate
producent: PZ HTL S.A. Warszawa

Pipeta potautomatyczna (Mikropipeta),LM 100/10-100 pL
Doktadnosé: + 0,8 % LabMate
producent: PZ HTL S.A. Warszawa

Saczki do fazy ruchomej Millipore 0,45 pm
producent: Millipore Copr. (USA)

Saczki strzykawkowe Chromafil Pet-45/15
producent: Macherey-Nagel

Laboratoryjny sprzet szklany:

= Kkolby miarowe 25 mL, doktadnos¢ + 0,08 mL

= kolby miarowe 100 mL, doktadno$¢ = 0,10 mL

= pipeta wielomiarowa 10 mL, doktadno$¢ + 0,1 mL

producent: Simax (Czechy)



4. Sklad, sposob wykonania i wlasciwosci fizykochemiczne roztworow substancji
pomocniczych przeznaczonych do kropli z cefuroksymem sodowym
w wersjach recepturowych.

4.1. Bufory cytrynianowe.

Tabela 1. Sktad buforow cytrynianowych.

Numer buforu cytrynianowego

Sklad
I 1 111
Sodu cytrynian dwuwodny 51,005 mM 102,01 mM 204,02 mM
Kwas cytrynowy jednowodny 3,57 mM 7,14 mM 14,28 mM
Woda oczyszczona do 1000,0 g do 1000,0 ¢ do 1000,0 ¢

Tok sporzadzania:

W zlewce z potowa przepisanej ilosci wody rozpuszczono sodu cytrynian
dwuwodny. W drugiej zlewce z pozostata iloscig wody rozpuszczono kwas cytrynowy
jednowodny. Przygotowane roztwory nastepnie polaczono i1 przesaczono przez sgczek
ze szkla spiekanego typu Schott G-3. Po okoto godzinie zmierzono pH i ci$nienie
osmotyczne sporzadzonych buforéw. Roztwory rozlano do butelek infuzyjnych
o pojemnosci 250 mL, zamknigto gumowymi korkami i metalowymi kapslami,
a nastepnie wyjatowiono w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 20 minut przy
nadcis$nieniu 101,1 kPa. Po wyjalowieniu ponownie przeprowadzono pomiary pH
i ci$nienia osmotycznego. Wyniki oceny fizycznej przed jak i po wyjatowieniu

przedstawiono w tabeli 2.



Tabela 2. Ocena fizyczna sporzadzonych buforow cytrynianowych.

Przed wyjalowieniem Po wyjalowieniu

Numer

ciSnienie ciSnienie

buforu osmotyczne  wyglad osmotyczne  wyglad

Rl (mOsm/L)  roztworu o (mOsm/1)  roztworu

| bezbarwny bezbarwny
6,32 0,03 161 +3 Klarowny 6,28+ 0.01 159+1 Klarowny

1] bezbarwny bezbarwny
6,24 = 0.03 3010 Klarowny 6,25+0,03 303+3 Klarowny

11 bezbarwny bezbarwny
6,01 +0,00 576 £2 Klarowny 6,05+ 0,02 581+5 Klarowny

4.2. Roztwér alkoholu poliwinylowego.

Tabela 3. Sktad roztworu alkoholu poliwinylowego (PVA).

Skiad (g)

Alkohol poliwinylowy 6,0

Woda oczyszczona 94,0

Tok sporzadzania:

Do wytarowanej zlewki odwazono przepisang ilo§¢ wody o temperaturze pokojowe;j.
Nastgpnie uruchomiono mieszadto mechaniczne (okoto 300 obr/min) i wsypywano
powoli odwazony wczesniej alkohol poliwinylowy (PVA). Po wsypaniu calej iloéci
substancji, zlewke ogrzewano na tazni wodnej w temperaturze 90 °C przez 90 minut,
mieszajac jej zawarto$¢. Po uplywie tego czasu zlewke zdjeto z tazni i roztwor
ochtodzono do temperatury 20 °C. Wyparowang wode uzupetniono do wymaganej
masy i roztwor przesaczono przez saczek typu Shott G-1. Roztwor alkoholu
poliwinylowego przelano do butelek infuzyjnych o pojemnosci 250 mL. Butelki
zamknigto korkami gumowymi i metalowymi kapslami, a nastgpnie wyjalowiono

w autoklawie w temperaturze 121 C, przy nadcisnieniu 101,1 kPa przez 20 min. Przed



jak i po wyjatowieniu roztworu alkoholu poliwinylowego, przeprowadzono pomiary:

pH, ci$nienia 0Smotycznego oraz lepkosci, ktorych wyniki przytoczono w tabeli 4.

Tabela 4. Ocena fizyczna roztworu alkoholu poliwinylowego (PVA) przeznaczonego do

wykonania kropli recepturowych.

Roztwor alkoholu poliwinylowego (PVA)

Przed wyjalowieniem

Po wyjalowieniu

ebilaie lepkosé wyglad ehilaile lepkosé wyglad
pH  osmotyczne ) pH osmotyczne )
(MOsm/L) (mPa-s) roztworu (MOsm/L) (mPa-s) roztworu
5,53 28 44,23 4,48 26 42,31
N n i blflzbarwny 4 N n blflzbarwny
0,03 2 0,06 WY 0,03 1 0,08 arowny

4.3. Roztwory Srodkéw konserwujacych.

4.3.1. Roztwor boranu fenylorteciowego.

Tabela 5. Sktad 0,04 % (w/w) roztworu boranu fenylorteciowego.

Skiad (g)

Boran fenylorteciowy

0,04

Woda oczyszczona

99,96




Tok sporzadzenia:

Odwazono 0,04 g boranu fenylorteciowego z doktadnoscig do 0,001 g. Substancje
rozpuszczono w wodze destylowanej, ktorg wczesniej podgrzano do temperatury 95 °C.
Roztwor przesaczono przez sgczek ze szkta spiekanego Shott G-3, a nastepnie przelano

do butelki infuzyjnej o pojemnosci 100 mL, zamkni¢to gumowym korkiem
oraz metalowym kapslem i wyjatowiono w autoklawie w temperaturze 121 °C przez
20 minut, przy nadci$nieniu 101,1 kPa. W warunkach aseptycznych roztwor rozlano do

butelek z ciemnego szkta o pojemnosci 10 mL i zakrecono nakretkami z zakraplaczami.

4.3.2. Alkohol B-fenyloetylowy.

Tok sporzadzania:

W warunkach aseptycznych alkohol B-fenyloetylowy przelano do jalowej butelki

z ciemnego szkla, nast¢gpnie zamknig¢to jatowym zakraplaczem i oznaczono sygnaturg.



5. Badanie zgodnosci farmaceutycznej 5 % (w/w) roztworow wodnych
cefuroksymu sodowego z substancjami pomocniczymi wlaczonymi do skladu

kropli.

Analogicznie jak w wczesniejszych badaniach nad technologia sporzadzania
1 % recepturowych kropli do oczu z cefuroksymem, prowadzonych w Katedrze
i Zaktadzie Technologii Postaci Leku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu [68,72],
przeprowadzono test zgodnos$ci farmaceutycznej 5 % wodnych roztworow cefuroksymu
sodowego z substancjami pomocniczymi, ktore w zatozeniu pracy miaty by¢ wiaczone
do sktadu zaproponowanych kropli do oczu w wersjach recepturowych i w wersjach

»przemystowych”. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Badanie zgodnosci farmaceutycznej cefuroksymu sodowego w 5 %
roztworach wodnych z substancjami pomocniczymi wigczonymi do sktadu

kropli.
o 7
5 % roztwor wodny cefuroksymu Barwa, klarownosé
sodowego
.. W czasie przechowywania Interakcja
. : Stezenie Po ;
Substancja pomocnicza (%) sporzadzeniu przez 14 dni
porza w temp. 20 °C | w temp. 4°C
Bufor cytrynianowy |
Sktad buforu: stomkowa jasnozoita cytrynowa )
cytrynian sodu «<2H,0 1,5 klarowny klarowny klarowny
kwas cytrynowy *H,0O 0,075
Bufor cytrynianowy |1
Skfad l_)uforu: stomkowa jasnozoita cytrynowa )
cytrynian sodu «2H,0 3,0 klarowny klarowny klarowny
kwas cytrynowy<H,0 0.15
, a0 stomkowa jasnozotta cytrynowa )
Roztwor PVA 3% klarowny klarowny klarowny
. stomkowa jasnozobita cytrynowa )
Boran fenylorteciowy 0,001 klarowny klarowny klarowny
stomkowa jasnozotta cytrynowa
Alkohol B-fenyloetylowy 0,400 Klarowny klarowny klar{)wny -




6. Sklad, sposob wykonania, wlasciwosci fizykochemiczne oraz ocena skutecznosci
przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikow przeznaczonych do  wersji
»przemystowych” 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym.

6.1. Sklad rozpuszczalnikow przeznaczonych do wersji ,,przemystowych” 1 %
15 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym.
Na podstawie wynikow trwatosci chemicznej cefuroksymu sodowego w wersjach
recepturowych kropli do oczu, badanej metoda HPLC, ustalono sktad
rozpuszczalnikow przeznaczonych do ,,przemystowych” dwuzbiornikowych wersji
1% i5 % (ww) kropli z cefuroksymem sodowym. Sktad rozpuszczalnikow

przedstawiono w tabeli 7.



Tabela 7. Sktad rozpuszczalnikow przeznaczonych do wersji ,,przemystowych” 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym.

Numer rozpuszczalnika

Sklad rozpuszczalnikéw do ,,przemystowych”

wersji kropli z cefuroksymem sodowym

na 100,0 g Rozpuszczalniki przeznaczone do 1 % kropli Rozpuszczalniki przeznaczone do 5 % kropli
1 2 3 4 I 1 i v
kwas cytrynowy ¢ H,O 3,0 2,912 3,0 2,912 1,5 1,454 1,5 1,454
cytrynian sodu ¢ 2H,0 0,15 0,146 0,15 0,146 0,075 0,073 0,075 0,073
roztwor alkollolu poliwinylowego (PVA) ) ) 50,0 48,535 ) i 50,0 48,474
n = 44,21 mPa's
0,04 % roztwoér boranu fenylorteciowego - 2,525 - 2,525 - 2,632 - 2,632
alkohol p-fenyloetylowy - 0,404 - 0,404 - 0,421 - 0,421
woda oczyszczona do 100,0 do 100,0 do 100,0  do 100,0 | do 100,0 do 100,0 do 100,0 do 100,0




6.2. Sposéb wykonania rozpuszczalnikow przeznaczonych do  wersji
»przemystowych” kropli.

W  pierwszym etapie sporzadzono roztwory substancji pomocniczych: bufory

cytrynianowe, roztwor alkoholu poliwinylowego i roztwory konserwantéw wedlug

procedury przedstawionej w punktach: 4.1., 4.2.14.3.

* Rozpuszczalnik ,,przemystowy” nr 1 oraz nr I.

Sporzadzony bufor cytrynianowy przesaczono przez saczek ze szkla spiekanego Shott
G-3. Nastepnie przelano do butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 mL, zamknigto
gumowy korkiem i metalowym kapslem. Rozpuszczalnik wyjatowiano w autoklawie

w temperaturze 121 °C przez 20 minut, przy nadcis$nieniu 101,1 kPa .

* Rozpuszczalnik ,,przemystowy” nr 2 oraz nr 11.

Sporzadzony bufor cytrynianowy zakonserwowano roztworem pomochiczym boranu
fenylortgciowego 1 alkoholem B-fenyloetylowym. Nastgpnie przesaczono przez saczek
ze szkta spiekanego Shott G-3 i przelano do butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 mL,
zamknigto gumowym Korkiem i metalowym kapslem. Rozpuszczalnik wyjatowiano

w autoklawie w temperaturze 121°C przez 20 minut, przy nadcisnieniu 101,1 kPa.

» Rozpuszczalnik ,,przemystowy” nr 3 oraz nr 111,

Do roztworu wodnego alkoholu poliwinylowego dodawano stopniowo, caly czas
mieszajac, roztwor buforu cytrynianowego. Sporzadzony rozpuszczalnik przesaczono
przez saczek ze szkla spiekanego Shott G-1 i przelano do butelek infuzyjnych
o pojemnosci 100 mL, zamknigto gumowym korkiem 1 metalowym kapslem.
Rozpuszczalnik wyjalawiano w autoklawie w temperaturze 121°C przez 20 minut, przy

nadcis$nieniu 101,1 kPa.



* Rozpuszczalnik ,,przemystowy” nr 4 oraz nr IV.

Do roztworu wodnego alkoholu poliwinylowego dodawano stopniowo, caly czas
mieszajac, zakonserwowany roztwor buforu cytrynianowego.  Sporzadzony
rozpuszczalnik przesaczono przez saczek ze szkla spiekanego Shott G-1 i przelano
do butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 mL, zamknigto gumowym korkiem
I metalowym kapslem. Rozpuszczalnik wyjatawiano w autoklawie w temperaturze

121 °C przez 20 minut, przy nadcisnieniu 101,1 kPa.

6.3. Ocena fizyczna rozpuszczalnikéw przeznaczonych do kropli ,,przemystowych”

w trakcie przechowywania.

Sporzadzone i wyjatowione rozpuszczalniki poddano ocenie jakosciowej, a nastgpnie
umieszczono W komorach klimatycznych Farmaceutycznej Spotdzielni Pracy
,Filofarm” w Bydgoszczy, w celu przeprowadzenia testu stabilnosci zgodnie
z wytycznymi ICH Q1A(R2) [74]. Rozpuszczalniki przechowywano przez okres
6-ciu miesigcy W temperaturze 40 °C £ 2 °C, przy wilgotnosci 75 % RH =+ 5% RH oraz
przez okres 12-stu miesigcy w temperaturze 25 °C + 2 °C, przy wilgotnosci 60 % RH
+ 5% RH. W odstgpach trzymiesigcznych prowadzono ocen¢ fizyczng
rozpuszczalnikow pod katem zmian: pH, ciSnienia osmotycznego, lepkosci
w przypadku wersji zawierajacych w swoim sktadzie alkohol poliwinylowy | wygladu.
Wyniki badan $wiezo wykonanych rozpuszczalnikow oraz w trakcie ich

przechowywania przedstawiono w tabeli 8, tabeli 9 oraz tabeli 10.



Tabela 8. Ocena fizyczna rozpuszczalnikow przeznaczonych do 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych” po
31 6 miesigcach przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C, przy wilgotno$ci 60 % RH + 5% RH.

Rozpuszczalnik swiezo sporzadzony po

Rozpuszczalnik po 3 miesigcach

Rozpuszczalnik po 6 miesigcach

(]
4
- % wyjalowieniu przechowywania w temperaturze 25 °C przechowywania w temperaturze 25 °C
= 60 % RH£5 % 60 % RH£5 %
el Cisnienie Cisnienie Cisnienie —
2 H osmotyczne  Gestos¢é Lepkosé H osmotyczne  Gestosé Lepkosé H osmotyczne Gestos¢é (;I;a(?:)c
S P (mOsm/L)  (g/mL) (mPa-s) P (mOsm/L) (¢/mL)  (mPa-s) P (mOsm/L)  (g/mL)
1 6,21 + 0,01 300 + 4 - - 6,25+ 0,01 306 + 1 - - 6,12 + 0,02 303 +2 - -
2 6,26 + 0,02 337+4 - - 6,24 + 0,02 339+2 - - 6,12 + 0,02 334+1 - -
1,0232 1,0248 1,0253
3 6,13 + 0,01 343 +4 £0,0001 7,88+ 0,00 | 6,24+ 0,02 339+2 £0,0001 8,32+ 0,01 | 6,12+0,02 334+1 £0,0001 8,69 + 0,01
1,0223 1,0240+ 1,0247
4 6,17 + 0,00 367 £2 £0,0000 7,47+ 0,00 | 6,09+ 0,01 380+ 4 0.0002 8,15+ 0,00 | 6,03 +0,01 379+2 £0,0001 8,52+ 0,01
I 6,38 + 0,00 159+ 1 - - 6,34 + 0,02 163+0 - 6,26 £ 0,01 162 + 1
] 6,40 + 0,02 195+2 - - 6,32 + 0,02 198 £2 - 6,29 + 0,02 194 +£2
1,0185 1,0150 1,0152
I 6,08 + 0,01 192+4 £0,0001 8,24+ 0,00 | 6,02+0,01 197 £ 1 £0,0001 8,34+ 0,00 | 5,96+ 0,02 200 +2 £0.0002 8,43+ 0,01
1,0145 1,0151 1,0153
\V 6,12+ 0,01 224 +3 £0,0001 8,03+ 0,00 | 6,03+0,01 233 +3 20,0000 8,51+ 0,01 | 6,00+0,03 232+2 £0,0001 8,51+0,01

Wyglad: wszystkie wersje rozpuszczalnikow po okresie 3 i 6 miesiecy przechowywania pozostaty bezbarwne i klarowne




Tabela 9. Ocena fizyczna rozpuszczalnikow przeznaczonych do 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych” po
9 i 12 miesigcach przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C, przy wilgotnosci 60 % RH = 5% RH.

Rozpuszczalnik Swiezo sporzadzony po

Rozpuszczalnik po 9 miesigcach

Rozpuszczalnik po 12 miesiacach

<
X
- % wyjalowieniu przechowywania w temperaturze 25 °C przechowywania w temperaturze 25 °C
e 60 % RH £5 % 60 % RH £5 %
2 § CiSnienie Ci$nienie CiSnienie Lenkoéé
Q osmotyczne  Gestosé Lepkosé osmotyczne  Gestosé Lepkos¢ osmotyczne Gestos¢é P
N pH pH pH (mPa-s)
2 (mOsm/L) (g/mL) (mPa-s) (mOsm/ L) (g/mL) (mPa-s) (mOsm/L) (g/mL)
1 6,21 £0,01 300+4 - - 6,11 +£0,01 306+ 1 - - 6,14 £0,02 311+£2 - =
2 6,26 +£0,02 337+4 - - 6,13 +0,01 335+2 - - 6,18 £0,02 339+1 - =
1,0232 1,0242 1,0235
3 6,13+ 0,01 343 +4 +0.0001 7,88+ 0,00 [ 6,08 +0,00 342 £2 £ 0.0001 8,72+ 0,00 | 5,95+ 0,01 353+1 +0,0000 8,79+ 0,02
1,0223 1,0239+ 1,0227+
4 6,17 + 0,00 367 +2 +0,0000 7,47+ 0,00 | 6,05+0,01 378 +2 0.0000 8,50+ 0,01 | 5,99+ 0,01 380+ 1 0.0001 8,53+0,01
I 6,38 £0,00 159+1 - - 6,24 + 0,00 162+ 0 - 6,27 +£0,01 161 +2
1 6,40 £ 0,02 195+2 - - 6,27 £ 0,01 193+ 0 - 6,29 + 0,01 193 +2
1,0185 1,0151 1,0137
11 6,08 + 0,01 192 +4 £0,0001 8,24+ 0,00 [ 5,96 +0,01 196 + 2 +0.0001 8,41 +0,01 | 5,93+ 0,01 197 £2 £ 0.,0001 8,48 + 0,01
1,0145 1,0150 1,0133
v 6,12 + 0,01 224 +3 £0.0001 8,03+ 0,00 | 6,02+0,02 232+ 1 £0.0002 8,50+ 0,02 | 5,91+ 0,02 230+2 £0,0000 8,20+ 0,02

Wyglad: wszystkie wersje rozpuszczalnikow po okresie 9 1 12 miesiecy przechowywania pozostaty bezbarwne i klarowne




Tabela 10 . Ocena fizyczna rozpuszczalnikéw przeznaczonych do 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych” po
31 6 miesigcach przechowywania w temperaturze 40 °C + 2 °C, przy wilgotnosci 75 % RH + 5% RH.

Rozpuszczalnik Swiezo sporzadzony po

Rozpuszczalnik po 3 miesiacach

Rozpuszczalnik po 6 miesiacach

(4]
X
= % wyjalowieniu przechowywania w temperaturze 40 °C przechowywania w temperaturze 40 °C
c N 75 % RH£5 % 75 % RH£5 %
2 § CiSnienie CiSnienie Ci$nienie Lenkosé
Q osmotyczne  Gestosé Lepkos¢ osmotyczne  Gestos¢ Lepkos¢ osmotyczne Gestos¢ P
N pH pH pH (mPa-s)
= (mOsm/L) (g/mL) (mPa-s) (mOsm/ L) (9/mL) (mPa-s) (mOsm/L) (9/mL)
1 6,21 £0,01 300+4 - - 6,23 +£0,02 307+0 - - 6,09 + 0,00 306 + 2 - -
2 6,26 £ 0,02 337+4 - - 6,22 +£0,02 339+2 - - 6,12 +0,00 337+2 - -
1,0232 1,0247 1,0238
3 6,13 +£0,01 343 +4 +0.0001 7,88 = 0,00 6,02+ 0,01 356 £4 £ 0.0002 8,15+ 0,00 | 5,87+0,02 363+ 2 £ 0.0001 8,68 0,01
1,0223 1,0241 1,0232
4 6,17 + 0,00 367 +2 Cooo00 | TATE 000 | 6,04+0,01 386 +2 Too001 340002 | 588002 388+ 1 Co0001 A6 0,01
| 6,38 £0,00 159+1 - - 6,30+ 0,01 163 £1 - 6,28 +£0,00 162+ 0
11 6,40 £ 0,02 195+2 - - 6,33 +£0,02 198 £1 - 6,29 + 0,01 199 £ 1
1,0185 1,0151 1,0140
111 6,08 0,01 192 +4 +0.0001 8,24+ 0,00 [ 5,94 +0,01 195+4 +0.0000 8,40+ 0,01 | 5,79+0,01 215+4 £ 0,0000 8,39+ 0,01
1,0145 1,0151 1,0143
v 6,12 + 0,01 224+3 20,0001 8,03+ 0,00 | 6,01+0,01 234+ 2 £ 10,0000 8,51+ 0,00 | 5,75+ 0,01 249 +2 £0.0001 8,50+ 0,00

Wyglad: wszystkie wersje rozpuszczalnikow po okresie 9 i 12 miesiecy przechowywania pozostaty bezbarwne 1 klarowne
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Rycina 3. Zmiany pH w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania 1 % (w/w) kropli
z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, podczas przechowywania
w okresie 12-stu miesiecy w temperaturze 25 °C + 2 °C/60 RH + 5 RH.
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Rycina 4. Zmiany pH w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania 5 % (w/w) kropli
z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, podczas przechowywania
w okresie 12-stu miesiecy w temperaturze 25 °C + 2 °C/60 RH + 5 RH.
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Rycina 5. Zmiany pH w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania 1 % (w/w) kropli

z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, podczas przechowywania
w okresie 6-ciu miesiecy w temperaturze 40 °C + 2 °C/75 RH + 5RH.
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Rycina 6. Zmiany pH w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania 5 % (w/w) kropli
z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, podczas przechowywania
w okresie 6-ciu miesiecy w temperaturze 40 °C + 2 °C/75 RH + 5RH.
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Zmiany ci$nienia osmotycznego w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania
1 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, podczas
przechowywania w okresie 12-stu miesigcy w temperaturze 25 °C + 2 °C/60 RH
+ 5 RH.
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Zmiany ci$nienia osmotycznego w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania
5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,przemystowych”, podczas
przechowywania w okresie 12-stu miesiecy w temperaturze 25 °C + 2 °C/60 RH
+5RH.
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Rycina 9. Zmiany ci$nienia osmotycznego w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania
1 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, podczas
przechowywania w okresie 6-ciu miesiecy w temperaturze 40 °C =2 °C/75 RH + 5RH.

260 -
250 -
240 ~
230
220 -
210 ~
200 - . |
190 lj
180 -
170 -
160 -

150 - T .

0 3
Rozpuszczalnik nr | Miesiac —— Rozpuszczalnik nr 11
=—Rozpuszczalnik nr 111 == Rozpuszczalnik nr IV

Rycina 10. Zmiany ci$nienia osmotycznego w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzgdzania
5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,przemystowych”, podczas
przechowywania w okresie 6-ciu miesi¢gcy w temperaturze 40 °C + 2 °C/75 RH + 5RH.
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Rycina 11. Zmiany lepkosci w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania 1 % i 5 %
(w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,przemystowych”, podczas
przechowywania w okresie 12-stu miesiecy w temperaturze 25 °C + 2 °C/60 RH
+ 5 RH.
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Rycina 12. Zmiany lepkos$ci w rozpuszczalnikach przeznaczonych do sporzadzania 1 % i 5 %
(w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,przemystowych”, podczas
przechowywania w okresie 6-ciu miesigcy w temperaturze 40 °C = 2 °C/75 RH
+5RH.



6.4. Badanie skuteczno$ci ochrony przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikéw
przeznaczonych do wersji ,przemystowych” kropli, po 12 miesiacach

przechowywania zgodnie z wytycznymi ICH.

W celu oceny skutecznosci s$rodkow konserwujacych w  rozpuszczalnikach,
po 12-stu miesigcach przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C przy wilgotnosci
60 % RH = 5% RH, przeprowadzono test konserwacji zgodnie wymogami Farmakopei

Polskiej VI [75] i procedurg opisang we wczesniejszych badaniach [72].

Badania skuteczno$ci ochrony przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikow zostaly
wykonane w Katedrze 1 Zakladzie Bakteriologii Farmaceutycznej Uniwersytetu

Medycznego im. Karola Marcinkiewicza w Poznaniu, przez dr farm. Heleng Kukutg.

Material do badan mikrobiologicznych tj. rozpuszczalniki przemystowe w wersjach
nr 2 i nr 4 oraz wersjach nr Il i nr IV zostaty dostarczone przez Katedre Technologii
Postaci Leku Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, UMK

w Toruniu.

W badaniach zastosowano szczepy drobnoustrojow testowych wymaganych przez
Farmakopeg¢ Polska VII: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus
ATCC 6538P, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404.
Ponadto test konserwacji poszerzono o drobnoustroje nie ujete w monografii 5.1.3.

Farmakopei Polskiej VII : Bacillus cereus oraz Listeria monocytogenes.

W tabeli 11 przedstawiono kryterium akceptacji dla testu skuteczno$ci ochrony
przeciwdrobnoustrojowej wg Farmakopei Polskiej VII, wyrazone jako log redukcji
liczby zdolnych do zycia drobnoustrojow oraz jako stopien redukcji komorek
w procentach, w stosunku do wartoéci uzyskanej dla inokulum. W tabeli 12 i 13
przedstawiono wyniki testu konserwacji dla rozpuszczalnikoéw przeznaczonych dla

wersji ,,przemystowych” 1 % i 5 % kropli do oczu.

Tabela 11. Wymogi testu konserwacji wg FP VI dla preparatow do oczu — kryterium A

Sposéb przedstawienia wyniku 6 h 24 h 7 dni 28 dni
Bakterie Log redukcji (FP VI1) 2 3 - BW ?
Stopien redukcji komorek (%) 99 % 99,90 % = 100 %
Log redukcji (FP VII) - - 2 b
Grzyby  IStopien redukeji komoérek (%) - - 999 | BN

a - BW — brak wzrostu zdolnych do zycia drobnoustrojow
b - BN —liczba drobnoustrojéw nie zwigksza si¢



Tabela 12. Wyniki testu konserwacji dla rozpuszczalnikow nr 2 i nr 4, przeznaczonych do sporzadzania 1 % kropli

w wersjach ,,przemystowych”, po 12 miesigcach przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C/60 % RH + 5% RH.

Rozpuszczalnik nr 2 Rozpuszczalnik nr 4

Szczepy testowe Stopien redukcji komorek (%)
6h 24 h 7 dni 28 dni 6h 24 h 7 dni 28 dni
Pseudomonas aeruginosa | 99,99 % 100 % - 100 % 99,99 % 100 % - 100 %
Staphylococcus aureus 99,95% | 99,99 % - 100 % 99,99 % 100 % - 100 %
Candida albicans - - 100 % 100 % - - 99,99 % 100 %
Aspergillus niger - - 100 % 100% - - 99,99 % 100 %

Bacillus cereus 99,99 % | 99,99 % - 99,85 % 99,90 % -

Listeria monocytogenes 99,97 % 100 % - 100 % 99,99 % 99,99 % - 100 %

Tabela 13. Wyniki testu konserwacji dla rozpuszczalnikow nr 11 i nr IV, przeznaczonych do sporzadzania 5 % kropli
w wersjach ,,przemystowych”, po 12 miesigcach przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C/60 % RH + 5% RH.

Rozpuszczalnik nr 11 Rozpuszczalnik nr 1V

Szczepy testowe Stopien redukcji komorek (%)
6h 24 h 7 dni 28 dni 6h 24 h 7 dni 28 dni
Pseudomonas aeruginosa | 99,99 % 100 % - 100 % 99,99 % 100 % - 100 %
Staphylococcus aureus 99,95% | 99,99 % - 100 % 99,99 % 100 % - 100 %
Candida albicans - - 100 % 100 % - - 99,99 % 100 %
Aspergillus niger - - 100 % 100 % - - 99,99 % 100 %

Bacillus cereus 99,99 % | 99,99 % - 99,89 % 99,90 % -

Listeria monocytogenes 99,95 % 100 % - 100 % 99,99% | 99,99 % - 100 %

[ mieszanina konserwujaca nie spetniata wymogow FP VII



7. CzynnoSci przygotowawcze do pracy w warunkach aseptycznych.

Krople do oczu z cefuroksymem sodowym, jak i rowniez roztwory wodne antybiotyku
zostaly wykonane w warunkach aseptycznych, w lozy z laminarnym nawiewem
jatowego powietrza. Roztwory substancji pomocniczych oraz uzyty sprzet wyjalowiono

przed przystgpieniem do pracy.

7.1. Substancja lecznicza uzyta do sporzadzania kropli do oczu oraz roztworow

wodnych antybiotyku.

W badaniach wykorzystano handlowy liofilizowany preparat cefuroksymu sodowego —
Biofuroksym (fiolki a 1,5 g), w postaci substancji suchej przeznaczonej do iniekcji

domigs$niowych i dozylnych.

7.2. Jalowe roztwory substancji pomocniczych.

Bufory cytrynianowe, roztwor alkoholu poliwinylowego oraz roztwdr boranu
fenylorteciowego sporzadzono, a nastepnie wyjalowiono w sterylizatorze parowym

zgodnie z metodyka przytoczong w punktach: 4.1, 4.2i 4.3.

7.3. Przygotowanie sprzetu.

Przed przystapieniem do procesu wyjatawiania, sprzet szklany, sprzet metalowy oraz
sprzet z tworzywa sztucznego dokltadnie umyto w roztworze detergentu w cieplej
wodzie, nastgpnie wyptukano biezagcg woda do zaniku piany oraz trzykrotnie poptukano
woda destylowang. W zaleznosci od rodzaju sprzetu zastosowano chemiczne badz

fizyczne metody wyjalawiania. Szczegotowe procedury przedstawiono w tabeli 14.



Tabela 14. Procedury wyjalawiania sprzetu wykorzystanego do pracy w warunkach aseptycznych.

Rodzaj sprzetu

Metoda Wyjalawiania

Procedura

Saczki membranowe Sartorius
0,22 pm z oprawkami

Korki gumowe do butelek
infuzyjnych i nakretki do
stoikow

Aparat : Sterylizator parowy

Czynnik wyjalawiajacy: nasycona para wodna
Czas wyjatawiania : 20 minut

Temperatura: 121 °C

Nadcisnienie: 101 kPa

Wewnatrz umytych oprawek umieszczono saczki membranowe Sartorius
0,22 pm 1 zawinigto w pergamin. Zlozone zestawy do sgczenia
wyjatawiajacego przeniesiono w puszce sterylizacyjnej do autoklawu.

Umyte korki i nakretki do stoikow zanurzono w wodzie destylowanej
i umieszczono w sterylizatorze parowym.

Sprzet szklany: zlewki, butelki,
stoiki, bagietki

Sprzgt metalowy: szpatutki
dentystyczne, pesety, kapsle
aluminiowe do butelek
infuzyjnych

Aparat : Sterylizator powietrzny

Czynnik wyjalawiajacy: suche gorace powietrze
Czas wyjatawiania : 30 minut

Temperatura: 180 °C

Po umyciu, sprzet zawinigto w foli¢ aluminiowa i po umieszczeniu
w puszce sterylizacyjnej przeniesiono do sterylizatora powietrznego.

Zakraplacze

Czynnik wyjatawiajacy:
5% wodny roztwor chlorku benzalkoniowego

Czas wyjatawiania: 24 h

Umyte zakraplacze zanurzono w stoiku w 5% wodnym roztworze chlorku
benzalkoniowego. Stoik z zakraplaczami umieszczono w sterylizatorze
powietrznym na 1 godzing i wyjalawiano w temp. 70 °C. Nastepnie stoik
szczelnie zamknieto nakretka i pozostawiono jeszcze przez okres 24 godzin
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, w warunkach aseptycznych
(w lozy) wyptukano zakraplacze w wodzie jalowej i umieszczono w jatowych
stoikach. Stoiki umieszczono w sterylizatorze powietrznym w temp. 70 °C,
a po wysuszeniu zakraplaczy stoiki szczelnie zamknigto.




7.4 Przygotowanie lozy do pracy w warunkach aseptycznych.

Powierzchnie lozy umyto cieptym roztworem detergentu i przetarto 1% roztworem
chlorku benzalkoniowego. W lozy umieszczono wyjalowiony sprzgt i roztwory
substancji pomocniczych oraz fiolki z antybiotykiem. Na 30 minut przed rozpoczeciem
wykonywania kropli, wlgczono laminarny nawiew jatlowego powietrza oraz lampy UV.

W momencie przystapienia do pracy wylaczono lampy UV.

8. Aseptyczne sporzadzanie 1 % i 5 % (w/w) kropli do oczu z cefuroksymem

sodowym w wersjach recepturowych oraz roztworow wodnych antybiotyku.

8.1. Sklad recepturowy kropli i roztworéw wodnych antybiotyku.

W tabeli 15 przedstawiono sktad wykonanych 1% i 5 % (w/w) roztworéw wodnych

cefuroksymu sodowego oraz kropli do oczu w wersjach recepturowych.



Tabela 15. Sktad 1 % i 5 % (w/w) kropli recepturowych z cefuroksymem sodowym oraz roztworow wodnych antybiotyku.

1 % wiw 5 % wiw
Skladniki
na 100g kropli Symbol wersji
Oaos) 1R 2R 3R 4R Osos) IR IR IR IVR
Biofuroksym (Cefuroksym sodowy) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 50 50 50 50 5,0
Roztwor PVA (n=42,31 mPa ¢ s) - - - 495 48,05 - - - 475 46,5
0,04 % roztw.()r boranu ) ) 25 ) 25 ) ) 25 ) 25
fenylorteciowego
Alkohol B-fenyloetylowy - - 0,4 - 0,4 - - 0,4 - 0,4
Woda do injekcji 99,0 - - - - 95,0 - - - -
Bufor cytrynianowy | - - - - - - 95,0 92,1 - -
Bufor cytrynianowy |1 - 99,0 96,1 - - - - - 47,5 46,5
Bufor cytrynianowy 111 - - 49,5 48,05 - - - - -




8.2. Uzasadnienie zaprogramowanego skladu kropli.

Tabela 16. Uzasadnienie zaprogramowanego sktadu recepturowych kropli.

Symbol wersji
recepturowej:

Cel wykonania poszczegolnych wersji recepturowych

O(196) i O(so6)

Zbadanie wtasciwosci fizykochemicznych i trwatosci antybiotyku okreslonej
metodg HPLC w 1 % i 5 % roztworach wodnych cefuroksymu sodowego,
przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni. W oparciu
o otrzymane wyniki cisnienia osmotycznego i pH, dokonano korekty sktadu
buforow cytrynianowych wiaczonych do receptury kropli do oczu, tak aby
spetniaty one wymogi zalozone w celu pracy.

Zbadanie wptywu zastosowanych buforow cytrynianowych na wtasciwosci
fizykochemiczne i trwato$¢ cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % (w/w)
kroplach, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.

Zbadanie wptywu zastosowanych $rodkow konserwujacych: boranu
fenylortgciowego 1 alkoholu  B-fenyloetylowego na  wlasciwosci
fizykochemiczne i trwato$¢ cefuroksymu sodowego W 1 % i 5 % (w/w)
buforowanych kroplach, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C
przez 30 dni.

Zbadanie  wptywu  alkoholu  poliwinylowego na  wlasciwosci
fizykochemiczne i trwatos¢ cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % (w/w)
buforowanych kroplach do oczu, przechowywanych w temperaturze 4 °C
i 20 °C przez 30 dni.

1IRi IR
2RI lIR
3RillIR
4RI IVR

Zbadanie  wptywu  alkoholu  poliwinylowego na  wlasciwosci
fizykochemiczne i trwato$¢ cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % (w/w)
buforowanych i konserwowanych kroplach do oczu, przechowywanych
w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.




8.3. Tok postepowania przy sporzadzaniu kropli do oczu z cefuroksymem
sodowym w wersjach recepturowych oraz roztworéw wodnych antybiotyku

wedlug skladu przedstawionego w tabeli 15.

* 1% i5 % roztwory wodne cefuroksymu — wersje nr Oioe) | NI Osoe).
W  warunkach aseptycznych do wytarowanej jatowej zlewki odwazono
1,0 g lub 5,0 g preparatu Biofuroksym, z doktadnos$cig do 0,001g. Nastepnie dodano
przepisang ilo§¢ wody do injekcji. Po wymieszaniu roztwor przesaczono przez
saczek membranowy o $rednicy poréow 0,22 um £ 0,01 pm do jatlowych butelek
infuzyjnych o pojemnosci 100 mL, ktére zamknigto gumowymi korkami

i metalowymi kapslami.

» 1% i5 % buforowane krople do oczu — wersje recepturowe nr 1R i nr IR.
W  warunkach aseptycznych do wytarowanej jalowej zlewki odwazono
1,0 g lub 5,0 g preparatu Biofuroksym, z doktadnos$cig do 0,001g. Nastepnie dodano
przepisang ilo$¢ buforu cytrynianowego nr Il lub nr I. Po wymieszaniu krople
przesaczono przez saczek membranowy o Srednicy porow 0,22 pm £ 0,01 um do
jatowych butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 mL, ktore zamknigto gumowymi

korkami i metalowymi kapslami.

* 1% i5 % buforowane i konserwowane krople do oczu — wersje recepturowe
nr2Rinr lIR.
W  warunkach aseptycznych do wytarowanej jalowej; zlewki odwazono
1,0 g lub 5,0 g preparatu Biofuroksym, z doktadnos$cig do 0,001g. Nastepnie dodano
przepisang ilo$¢ buforu cytrynianowego nr II lub nr I i zakonserwowano 0,04 %
roztworem pomocniczym boranu fenylorteciowy oraz alkoholem B-fenyloetylowym.
Po wymieszaniu krople przesagczono przez saczek membranowy o Srednicy
porow0,22 um + 0,01 um do jatowych butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 mL,

ktére zamknigto gumowymi korkami i metalowymi kapslami.



"= 1 % i 5 % buforowane krople do oczu o zwi¢kszonej lepkosci — wersje
recepturowe nr 3R i nr I1IR.
W  warunkach aseptycznych do wytarowanej jatowej zlewki odwazono
1,0 g lub 5,0 g preparatu Biofuroksym, z doktadnos$cig do 0,001g. Nastepnie dodano
przepisang ilo§¢ buforu cytrynianowego nr Il lub nr Il. Po wymieszaniu krople
przesaczono przez saczek membranowy o $rednicy porow 0,22 pm + 0,01 pm do
jalowej zlewki i dodano przepisang ilos¢ roztworu PVA o lepkosci ) = 42,31 mPa-s.
Nastepnie krople wymieszano i rozlano do jalowych butelek infuzyjnych

o pojemnos$ci 100 mL, ktére zamknigto gumowymi korkami i metalowymi kapslami.

* 1% i5 % buforowane i konserwowane krople do oczu o zwigkszonej lepkosci —
wersje recepturowe nr 4R i nr IVR.
W warunkach aseptycznych do wytarowanej jatowej zlewki odwazono
0,001q, 1,0 g lub 5,0 g preparatu Biofuroksym, z doktadnos$cig do 0,001g. Nastepnie
dodano przepisang ilo$¢ buforu cytrynianowego nr III lub nr II i zakonserwowano
0,04 % roztworem pomocniczym boranu fenylorteciowego oraz alkoholem
B-fenyloetylowym. Po wymieszaniu krople przesaczono przez saczek membranowy
o $rednicy porow 0,22 pm = 0,01 um do jatowej zlewki 1 dodano przepisang ilo$¢
roztworu PVA o lepkosci n = 42,31 mPa-s. Nastgpnie wymieszano i rozlano krople
do jatowych butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 mL, ktére zamknigto gumowymi

korkami i metalowymi kapslami.

Wszystkie  wersje  recepturowe  kropli  sporzadzono w  dwoch  seriach
I przechowywano w chtodziarkach farmaceutycznych w temperaturze 4 °C i 20 °C
przez 30 dni, chronigc od $wiatta. W tym czasie badano wtasciwosci fizyczne kropli

oraz trwato$¢ cefuroksymu sodowego za pomocg metody HPLC.



9. Aseptyczne sporzadzanie 1 % i 5 % (w/w) kropli do oczu z cefuroksymem sodu

w wersjach ,,przemystowych”.

Krople do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych” sporzadzono
w warunkach aseptycznych, zgodnie z procedurg opisang w punkcie 7. Do wykonania
kropli uzyto rozpuszczalnikéw ,,przemystowych” §wiezo sporzadzonych oraz
rozpuszczalnikow poddanych testowi przyspieszonego starzenia. Analogicznie jak
wersje recepturowe, ,,przemystowe” wersje kropli do oczu z cefuroksymem wykonano
w dwoch seriach. Z uwagi na ograniczong trwato$¢ antybiotyku w roztworach wodnych
i kroplach recepturowych przechowywanych w temperaturze 20 °C oraz fakt, ze
badania w tych warunkach byty prowadzone tylko w celach porownawczych, dalszg
analize nad wlasciwosciami fizykochemicznymi i trwalosécig cefuroksymu sodowego
w kroplach do oczu w wersjach ,,przemystowych” prowadzono tylko w temperaturze

przechowywania 4 °C.
9.1. Sklad ,,przemystowych” wersji kropli do oczu.

W tabeli 17 przedstawiono sktad wykonanych 1 % i1 5 % (w/w) wersji
»przemystowych” kropli do oczu z cefuroksymem sodowym. W celu odrdéznienia kropli
sporzadzonych na $wiezych rozpuszczalnikach od kropli  wykonanych na
rozpuszczalnikach poddanych procesowi przyspieszonego starzenia, przez okres 6-ciu
miesiecy w temperaturze 40 °C + 2°C / 75 % RH + 5% RH, wprowadzono nastepujace

oznaczenia dla poszczego6lnych wersji:

symbol wersii kropli 1 %
krople przemyslowe

rozpuszczalnik po 6-ciu miesiacach przechowywania

cyira arabska lub rzymska P cyfra 0 lub 6 —— ;
* * * w temperatrze 40*C £2°C /75 % RH £ 5% RH

rozpuszezalnik swiezo sporzadzony

symbol wersji kropli 5%



Tabela 17. Sktad 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, sporzadzonych na $wiezo wykonanych
rozpuszczalnikach oraz na rozpuszczalnikach przechowywanych przez 6 miesigcy w warunkach przyspieszonego starzenia
w temperaturze 40 °C +2°C / 75 % RH = 5% RH.

1 % (w/w) 5 % (w/w)
Sklad kropli

Symbol wersji

1P0i1P6 2P0 2P6 3P0i3P6  4P0i 4P6 IPOi IP6 PO 11P6 PO I11P6 IVPO i IVP6

Biofuroksym 1,0 1,0 1,0 1,0 50 50 5,0 50

rozpuszczalnik nr 1 99,0 - - - - - - ;

rozpuszczalnik nr 2 - 99,0 - - - - - -

rozpuszczalnik nr 3 - - 99,0 - - - - -

rozpuszczalnik nr 4 - - - 99,0 - - - -

rozpuszczalnik nr | - - - - 95,0 - - R

rozpuszczalnik nr 11 - - - - - 95,0 - -

rozpuszczalnik nr 11 - - - - - - 95,0 -

rozpuszczalnik nr 1V - - - - - - - 95,0




9.2. Sposob wykonania kropli do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach
»przemystowych”.

W warunkach aseptycznych odwazono, z doktadnoscig do 0,001 g, 1,0 g lub 5,0 g
cefuroksymu sodowego bezposrednio do wyjalowionej zlewki i dodano odpowiednig
ilo$¢ rozpuszczalnikow przeznaczonych do wersji ,,przemystowych” kropli, wedlug
sktadu przedstawionego w tabeli 17. Krople mieszano do rozpuszczenia substancji,
a nastepnie przelano do wyjatowionych butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 mL
i zamknigto gumowym korkiem i metalowym kapslem. W odroznieniu od sposobu
sporzadzania kropli recepturowych, pominigto tutaj etap saczenia mikrobiologicznego
przez saczek 0,22 pum =+ 0,01 pum. Ponadto skrécono czas wykonania kropli,
wykluczajac kilka etapow zwigzanych najpierw z rozpuszczeniem cefalosporyny
w buforach, a nastgpnie konserwowaniem, czy tez zwigkszaniem lepkosci kropli

poprzez wprowadzenie roztworu pomocniczego alkoholu poliwinylowego.

Wszystkie krople do oczu w wersjach przemystowych sporzadzono w dwoch seriach
i przechowywano w chtodziarkach farmaceutycznych w temperaturze 4 °C przez
30 dni, chronigc od $wiatta. W tym czasie badano wilasciwosci fizyczne kropli oraz

trwatos¢ cefuroksymu sodowego za pomocg metody HPLC.



10. Ocena fizyczna 1 % i 5 % (w/w) roztworéw wodnych cefuroksymu sodowego
I kropli do oczu w wersjach recepturowych, przechowywanych
w temperaturze 4 °C i 20 °C oraz kropli do oczu z cefuroksymem sodowym
w wersjach ,,przemyslowych”, przechowywanych w temperaturze 4 °C.

10.1. pH kropli.

pH roztworéw wodnych cefuroksymu sodowego oraz kropli w wersjach recepturowych
i ,,przemystowych” mierzono w 3-dniowych odstepach czasu. Wyniki przedstawiono
jako warto$¢ $rednig z dwoch niezaleznie wykonanych serii kropli. Dla kazdej serii
wykonano po trzy pomiary, a nastepnie wyliczono $rednig i odchylenie standardowe

pojedynczego wyniku dlan = 6.

Wyniki badan pH 1 % 1 5 % (w/w) roztworow wodnych antybiotyku i1 kropli
recepturowych, zarowno §wiezo sporzadzonych jak i  przechowywanych
w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni, przedstawiono w tabelach 18 i 19 oraz na
rycinach 13 — 18.

Zmiany pH w 1 % i 5 % (w/w) kroplach z cefuroksymem sodowym w wersjach
,przemystowych” sporzadzonych na $wiezo wykonanych rozpuszczalnikach, w trakcie
przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni, przedstawiono w tabeli 20 oraz na

rycinach 19 i 20.

Wyniki badan pH 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach
»przemystowych”, sporzadzonych na rozpuszczalnikach poddanych wczesdniej
przy$pieszonemu starzeniu przez okres 6-ciu miesigcy w temperaturze 40 ° = 2 °C/75
RH £+ 5 RH, zar6wno w dniu wykonania kropli jak i w trakcie przechowywania

w temperaturze 4 °C przez 30 dni, przedstawiono w tabeli 21 oraz na rycinach 21 i 22.



10.2. Cisnienie osmotyczne.

Pomiar ci$nienia osmotycznego roztworéw wodnych cefuroksymu sodowego oraz
kropli w wersjach recepturowych i ,,przemystowych” wykonywano na osmometrze
w 3-dniowych odstepach czasu. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ srednig z dwoch
niezaleznie wykonanych serii kropli. Dla kazdej serii wykonano po trzy pomiary,
a nastepniec wyliczono $rednig i odchylenie standardowe pojedynczego wyniku dla
n==6.

Wyniki badan ci$nienia osmotycznego 1 % i 5 % (w/w) roztworow wodnych
antybiotyku i kropli recepturowych, zarowno $§wiezo sporzadzonych jak
i przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni, przedstawiono
w tabelach 22 i 23 oraz na rycinach 23 — 28.

Zmiany ci$nienia osmotycznego w 1 % i 5 % (w/w) kroplach z cefuroksymem
sodowym w wersjach ,,przemystowych”, sporzadzonych na $wiezo wykonanych
rozpuszczalnikach, w trakcie przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni,

przedstawiono w tabeli 24 oraz na rycinach 29 i 30.

Wyniki badan ci$nienia osmotycznego 1 % i 5 % (w/w) kropli z cefuroksymem
sodowym w wersjach ,,przemystowych”, sporzadzonych na rozpuszczalnikach
poddanych wczesniej przyspieszonemu starzeniu przez okres 6-ciu  miesigcy
w temperaturze 40 °C + 2 °C/75 RH + 5 RH, w dniu wykonania kropli jak i w trakcie
przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni, przedstawiono w tabeli 25 oraz na

rycinach 31 i 32.

10.3. Lepkos¢ i gestos¢ kropli.

Pomiar gestosci i lepkosci wykonano we wszystkich wersjach kropli, ktorych lepkos¢
zmodyfikowano poprzez wprowadzenie do ich skladu roztworu alkoholu
poliwinylowego (PVA). Lepko$¢ zmierzono na wiskozymetrze Hépplera w dniu
sporzadzenia kropli oraz w 30 dniu ich przechowywania. Rownocze$nie na
densytometrze wyznaczono gestos¢ kropli. Kazdg probe mierzono trzykrotnie. Wyniki
pomiaru przedstawiono jako warto$¢ srednig (dla n = 3) 1 odchylenie standardowe

pojedynczego wyniku .



Wyniki badan lepkos$ci i gestosci 1% i 5 % (w/w) kropli recepturowych w wersji 3R
I 4R oraz IR i IVR, $wiezo sporzadzonych jak i po 30 dniach przechowywania

w temperaturze 4 °C i 20 °C, przedstawiono w tabeli 26.

Wyniki badan lepkosci i gestosci 1% i 5 % (w/w) kropli ,,przemystowych”
z cefuroksymem sodowym w wersji 3P0 i 4P0 oraz IIIPO i IVPO, sporzadzonych na

$wiezo wykonanych rozpuszczalnikach, przedstawiono w tabeli 27.

Wyniki badan lepkosci i gestosci 1% i1 5 % (w/w) kropli ,,przemystowych”
z cefuroksymem sodowym w wersji 3P6 1 4P6 oraz IIIP6 i IVP6, sporzadzonych na
rozpuszczalnikach poddanych wczes$niej przyspieszonemu starzeniu przez okres 6-Ciu

miesiecy w temperaturze 40 °C = 2 °C/75 RH = 5 RH, przedstawiono w tabeli 28.

10.4. Badania organoleptyczne.

W ramach badan organoleptycznych oceniono barwe, klarowno$¢ 1 zapach roztworow
wodnych antybiotyku, kropli w wersjach recepturowych oraz kroplach w wersjach
»przemystowych”, zarowno $wiezo sporzadzonych, jak i przechowywanych przez 30

dni. Wyniki badan zestawiono w tabelach 29 i 30.



Tabela 18. Zmiana wartosci pH w 1 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych i w wodnych roztworach
antybiotyku, przechowywanych w temperaturze 4 °C oraz 20 °C.

pH
Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 15 Dzien 18 Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
recepturowej
4°C 742+0,01 7,60+0,17 7,60+0,09 7,64+0,05 7,76+0,07 7,.81+0,23 7,76+0,04 7,87+0,10 793+0,06 7,86=+0,01
7,41 +0,03
Ocoe 20°C 7,89+0,13 8,09+0,10 821+0,01 8§,19+0,03 8,22+0,18 833+0,16 8§,16+0,11 8,42+0,13 8,18+0,03 8,22+0,08
4°C 6,15+0,04 6,21+0,02 6,21+0,02 6,23£0,01 6,38+0,01 6,36+0,01 6,27+0,01 6,30+0,01 6,33+0,01 6,25+0,01
6,23 +0,01
IR 20°C 6,23+0,02 6,23+0,01 6,39+0,07 6,54+0,04 6,72+0,01 6,78+0,03 6,72+0,02 6,94+0,05 6,96+0,00 6,94+0,06
4°C 6,18+0,01 6,14+0,01 6,12+0,03 6,11+0,01 6,18+0,01 6,14+£0,01 6,26+0,01 6,24+0,04 6,13£0,02 6,12+0,02
6,27 + 0,00
2R 20°C 6,26 £0,02 6,27+0,01 6,30+0,01 6,38+0,02 6,53+0,01 6,57+0,03 6,75+0,01 6,79+0,01 690+0,00 6,84+0,01
4°C 6,42+ 0,07 6,10+0,00 6,10£0,00 6,30+0,02 6,24+0,02 6,21+£0,01 6,22+0,01 6,30+0,00 6,38+0,02 6,35+0,03
3R 6,24 + 0,07
20°C 6,35+0,02 6,25+0,05 6,20+0,00 6,52+0,01 652+0,01 6,53+0,03 6,57+0,01 6,75+0,06 6,88+0,03 7,07+0,04
4°C 6,30+ 0,01 6,14+0,04 6,00£0,00 6,25+0,00 6,21+0,00 6,19+0,00 6,20+0,01 630+0,00 6,41+0,04 6,40+0,03
4R 6,23 +£ 0,02
20°C 6,36 0,02 6,25+0,05 625+0,05 6,53+0,02 6,53+0,01 6,59+0,03 6,58+0,02 6,75+0,05 6,96=+0,00 7,03+0,08




Tabela 19. Zmiana wartosci pH w 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych i w wodnych roztworach
antybiotyku, przechowywanych w temperaturze 4 °C oraz 20 °C.

pH
Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 15 Dzien 18 Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
recepturowej
4°C 7,97+£0,04 8,00+008 8§8,17£0,02 821+£0,01 835+0,02 8,39+£0,05 829+0,04 829+0,02 8,27+0,02 8,41+0,01
O(s%0) 8,03+ 0,08
20°C 822+0,09 824+0,02 8,47+0,00 857+0,03 8,66+0,03 8,76+0,01 846+0,06 8,55+0,03 854+0,01 §,66+0,01
IR 4°C 6,41+0,09 6,50+0,14 6,56+0,10 6,89+0,02 6,97+0,14 7,20+£0,01 736+0,11 7,49+0,02 7,66+0,05 7,83+0,02
6,26 + 0,01
20°C 748+0,04 798+0,16 8,05+0,04 8,22+0,08 836+0,01 828+0,03 830+0,02 8,34+0,0/7 837+0,08 854+0,03
IR 4°C 6,35+0,02 6,40+0,01 6,63+0,02 7,03+£0,01 7,32+0,05 7,16+0,15 7,26+0,02 7,29+0,00 7,32=+0,01 7,35+0,05
6,15+ 0,00
20°C 749+0,10 7,63+0,07 8,04+0,02 810+0,01 8§8,19+0,01 8,06+0,05 803+0,05 817+0,01 820+0,02 824+0,03
4°C 6,26 £0,01 6,34+0,01 6,45+0,03 6,58+0,07 6,49+0,03 6,67+0,00 6,84+0,00 7,10+0,00 7,34+0,02 7,18+0,02
IR 6,28+ 0,01
20°C 7,55+0,01 8,12+0,01 833+0,01 8,64+0,05 8,62+0,12 884+0,01 890+0,01 8283+0,02 8,77+0,05 8,_83+0,02
4°C 6,31+0,01 6,33+0,01 6,48=+0,02 6,60+£0,05 6,62+0,06 6,70£0,01 6,92+0,01 7,16+0,01 7,35+£0,02 7,23+0,02
IVR 6,24 +£ 0,01
20°C 7,67+0,06 8,10+0,02 830+0,00 856+0,01 8,62+0,06 8,78+0,01 8,65+0,02 8,76+0,04 8,68+0,01 8,78+0,02
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Rycina 13. Zmiana warto$ci pH w 1 % roztworach wodnych cefuroksymu sodowego, podczas
przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.
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Rycina 14. Zmiana warto$ci pH w 1 % kroplach recepturowych z cefuroksymem sodowym
w wersjach 1R i 2R, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.
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Rycina 15. Zmiana wartosci pH w 1 % kroplach recepturowych z cefuroksymem sodowym
w wersjach 3R i 4R, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.
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16. Zmiana warto$ci pH w 5 % roztworach wodnych cefuroksymu sodowego, podczas
przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.
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17. Zmiana wartosci pH w 5 % kroplach recepturowych z cefuroksymem sodowym
w wersjach IR i IR, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.
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Rycina 18. Zmiana warto$ci pH w 5 % kroplach recepturowych z cefuroksymem sodowym w wersjach

IR i IVR, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.



Tabela 20. Zmiana wartosci pH w 1 % i 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, sporzgdzonych na
$wiezo wykonanych rozpuszczalnikach, przechowywanych w temperaturze 4 °C.

pH
Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 15 Dzien 18 Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
przemyslowej
1P0 6,24+0,02 6,23+ 0,01 6,24+0,02 6,21+0,01 6,20+£0,01 6,22+0,01 6,20+£0,02 6,21+0,01 6,22+0,01 6,23+0,01 6,22+0,01
2P0 4°c 629+001 6,28+0,02 6,24+0,01 6,23+0,01 6,23+0,02 6,24+0,00 626+0,01 6,23+0,01 6,22+0,01 6,25+0,01 6,26=+0,01
3P0 6,17+£0,02 6,17+0,01 6,15+0,00 6,16+0,01 6,14+0,01 6,15+0,03 6,16+0,02 6,15+0,01 6,17+0,02 6,18+0,01 6,16=0,02
4P0 6,21 +£0,02 6,21 +0,02 6,22+0,02 6,20+0,01 6,21+0,02 6,21+0,01 6,20+0,01 6,21+0,02 6,23+0,01 623+0,02 6,24+0,02
IPO 6,43+ 0,01 6,46+ 0,03 6,49+0,02 6,53+0,03 6,64+0,03 6,76+0,02 6,84+0,05 6,85+0,01 6,95+0,04 7,09+0,01 7,08+0,02
11PO 4°c 647001  6,51+0,01 6,52+0,02 654+0,01 6,61+0,01 6,69+0,01 6,81+001 6,84+001 6,91+0,05 6,97+0,01 7,01+0,01
11PO 6,16+0,01 6,19+0,01 6,19+ 0,01 6,24+0,02 6,23+0,01 6,22+0,01 626+0,02 6,31+0,01 636+0,03 639+0,01 6,41+0,01
VPO 6,19+ 0,01 6,25+0,01 6,27+0,02 6,27+0,03 6,31+0,01 6,35+0,01 6,33+0,01 6,35+0,01 6,43+£0,01 6,44+0,01 6,46+ 0,01
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19. Zmiana wartosci pH w 1 % kroplach ,,przemystowych” z cefuroksymem sodowym
w wersjach PO, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni.
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20. Zmiana wartosci pH w 5 % kroplach ,przemystowych” z cefuroksymem sodowym
w wersjach PO, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni.



Tabela 21. Zmiana warto$ci pH w 1 % i 5% (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, sporzadzonych na
rozpuszczalnikach poddanych wczesniej testowi przyspieszonego starzenia (6 miesiecy, 40 °C + 2 °C/75 RH = 5 RH), przechowywanych
w temperaturze 4 °C.

pH
Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 15 Dzien 18 Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
przemysltowej
1P6 6,15+ 0,01 6,21+0,01 6,17+0,02 6,11+0,01 6,10£0,01 6,10+0,02 6,16+0,01 6,10+£0,01 622+0,01 6,15+0,01 6,24+0,01
4°C
2P6 6,15+0,01 6,24+0,03 6,17+ 0,03 6,10+0,01 6,11+0,01 6,15+0,02 6,15+0,01 6,10£0,01 6,24+0,01 6,16+0,01 6,17+0,01
3P6 5,92+0,02 5,95+ 0,01 5,88+0,03 587+0,01 597+0,03 588+0,01 589+001 586+0,01 593+0,02 588+0,01 5,92+0,02
4°C
4P6 5,93+0,01 5,96+ 0,01 592+0,02 591+0,01 6,05+0,01 590+0,01 591+0,01 591+0,01 597+0,01 5,93+0,02 5,90=+0,02
1P6 6,32+0,01 6,43+0,01 6,39+0,01 6,41+0,01 6,57+0,01 6,62+0,01 6,74+0,01 6,73+£0,01 6,89+0,02 6,90+0,01 7,07+0,01
4°C
11P6 6,36 0,01 6,43+ 0,01 6,40+0,01 6,37+0,01 6,55+0,01 6,63+0,04 6,76+0,02 6,70+0,01 6,89+0,01 6,91+0,01 7,10+0,01
1H1P6 591+£0,02 594+0,02 586+0,01 5,87+0,01 598+0,02 597+0,01 6,09+0,01 6,02+£0,02 6,13+£0,01 6,20+0,01 6,30+0,02
4°C
1V6 5,89+0,01 5,91+0,01 5,88+0,02 580+0,06 5,98+0,02 591+0,01 6,02+0,02 596+0,02 6,08+0,01 6,13+0,02 6,21+0,01
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Rycina 21. Zmiana wartosci pH w 1 % kroplach ,,przemystowych” z cefuroksymem sodowym
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Rycina 22. Zmiana wartosci pH w 5 % kroplach ,,przemystowych” z cefuroksymem sodowym

w wersjach P6, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni.



Tabela 22. Zmiana wartosci ci$nienia osmotycznego w 1 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych

i w wodnych roztworach antybiotyku, przechowywanych w temperaturze 4 °C oraz 20 °C.

Cisnienie osmotyczne (mOsm/L)

Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 15 Dzien 18  Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
recepturowej
010 4°C 47 £ 1 47+ 1 47+ 1 49+ 2 49+ 3 49+ 2 48 £ 1 49+1 52+1 53+2
(1%) 47+1
20 °C 50+ 1 55+1 56+ 1 60+1 64+ 1 63+2 67 +1 68 £+ 1 71+1 74+ 2
1R 4°C 350 +1 349+ 1 350+ 1 35445 347+ 1 35741 357+2 357+2 353+2 364+ 6
367 +2
20 °C 358 +£2 352+2 359+5 361+1 361+1 363+1 362+2 361+2 360 £4 363 £2
2R 4°C 387 +£5 390+£2 394 £2 407 £ 1 397+5 379+ 1 379+ 1 372+1 372 +£2 386 £2
382+2
20 °C 393+ 3 395+ 4 398+ 4 415+ 6 405 +2 383+4 387+2 376 +2 376+ 1 395+ 3
3R 4°C 386+5 386+2 390+ 4 304+3 3909 +3 400+2 401 +£3 401 +£2 401 £2 404 +£2
384+4
20 °C 399+6 400+ 4 402+ 6 405+ 4 411 +£4 411 +£2 414 £2 415+ 2 417 £ 1 427 +£3
4R 4°C 416 £ 2 419+2 421 +1 423 +2 423 +5 426 +3 424 +3 425+2 429+ 1 432 +3
418+ 2
20 °C 422 +3 429+ 3 431 +3 430 £ 1 437 +2 439+ 2 439+ 2 444 + 3 443 + 1 451 +1




Tabela 23. Zmiana wartos$ci ci$nienia osmotycznego W 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych

i w wodnych roztworach antybiotyku, przechowywanych w temperaturze 4 °C oraz 20 °C.

Cisnienie osmotyczne (mOsm/L)

Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 15 Dzien 18  Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
recepturowej

/=0 4°C 215+£2 215+1 219+2 220+£2 224 £ 1 222 +£2 219+£5 231+£2 233 +4 221 +1
(5%) 221+6

20 °C 231+1 248 £ 2 259+ 2 275+3 283+3 288+ 4 301 +£1 313£2 318+ 1 323+3

IR 4°C 373+£3 381+9 379+9 370+ 4 378+8 392+2 395+7 400+ 1 441 +£3 449+ 3
381+15

20 °C 376 £ 11 400+ 4 419+3 422 +8 431 +2 445+ 9 456 + 16 471+6 481 +£3 494 +£3

IR 4°C 397+5 396+5 394+ 4 401 £2 399+2 402 +2 406+1 407+ 4 409+ 4 409 + 2
396+ 3

20 °C 416 £ 1 413+3 435+ 6 428 +4 446 + 4 465+2 477 +£2 474 + 4 484 + 10 495+ 9

HIR 4°C 397+3 395+3 399+4 397+3 402+7 397+2 397+7 398+4 399+2 399+2
390+2

20 °C 408 £ 3 416 +5 443 +5 452 +£5 465 + 1 469 + 10 472 £1 475+ 2 483 +2 493 +£5

IVR 4°C 439+2 430+2 435+ 4 437+ 7 440 + 10 445+ 3 435+5 430+1 431+ 4 434 + 2
430+1

20 °C 430+ 3 450 + 1 471 +2 486 + 3 493 +5 511+£5 520+£2 519+5 515+2 536+ 4
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Rycina 23. Zmiana warto$ci ci$nienia osmotycznego W 1 % roztworach wodnych cefuroksymu
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Rycina 25. Zmiana wartosci

sodowego, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.
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Rycina 26. Zmiana warto$ci ci$nienia osmotycznego W 5 % roztworach wodnych cefuroksymu
sodowego, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.
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Rycina 27. Zmiana warto$ci ciSnienia osmotycznego w 5 % kroplach recepturowych z cefuroksymem
sodowym w wersjach IR i IIR, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C przez
30 dni.
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Rycina 28. Zmiana wartosci ci$nienia osmotycznego w 5 % kroplach recepturowych z cefuroksymem
sodowym w wersjach IR i IVR, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C i 20 °C
przez 30 dni.



Tabela 24. Zmiana warto$ci ci$nienienia osmotycznego W 1 % 1 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach
»przemystowych”, sporzadzonych na §wiezo wykonanych rozpuszczalnikach, przechowywanych w temperaturze 4 °C.

Cisnienie osmotyczne (mOsm/L)

Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 1S  Dzien 18  Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
przemyslowej
1PO 341 £ 1 341 £3 343+ 1 345 +2 346 +2 343 +2 347+ 1 348 £2 349+ 1 349 +£2 350+1
2P0 377+3 377+3 377+2 379 +2 379 +2 380+ 3 383 £3 383+3 384 +3 384 +3 383+2
4°C
3P0 385+2 3871 3903 +3 394 +3 397+£2 401 £ 1 402 +2 403 £ 1 401+ 1 402 +2 402 £2
4P0 409 +2 411 +2 411 +2 417 £2 421 +2 422 +4 424 + 1 424 +3 427 +£2 431+3 431+3
IPO 352+ 1 349 + 1 348 + 1 350+2 351+1 354 +£2 355+ 6 356+3 358+ 6 355+6 360 £5
11PO 393+2 390+3 392 +1 397 +£2 398+3 403 +4 399+4 402 +3 404+ 5 403 +£2 406 +3
4°C
I1PO 380 +2 388 +£2 391+£2 395+4 305+4 398 +7 404 +9 403+ 8 410+ 6 414+5 416 +4
1VPO 416+ 3 418+ 3 419+3 424 +3 431 +3 431 + 1 436 +£3 439 +3 439+ 6 443 £ 4 441 +3
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Rycina 29. Zmiana wartosci ci$nienia osmotycznego w 1 % kroplach ,,przemystowych” z cefuroksymem
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Rycina 30. Zmiana wartosci ci$nienia osmotycznego w 5 % kroplach ,,przemystowych” z cefuroksymem

sodowym w wersjach PO, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni.



Tabela 25. Zmiana warto$ci cis$nienienia osmotycznego w 1 % i 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach
,,przemystowych”, sporzadzonych na rozpuszczalnikach poddanych wczeéniej testowi przyspieszonego starzenia (6 miesiecy, 40 °C
+ 2 °C/75 RH £5 RH), przechowywanych w temperaturze 4 °C.

Cisnienie osmotyczne (mOsm/L)

Symbol
wersji Temp. Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6 Dzien 9 Dzien 12 Dzien 1S  Dzien 18  Dzien 21 Dzien 24 Dzien 27 Dzien 30
przemysltowej
1P6 347 +2 349+3 348+ 0 353+3 349 +£3 349+ 1 356+2 35442 355+2 347 +2 353+1
2P6 374+3 379 +2 377+ 1 386 +3 379+ 1 378 +£1 393+6 384 +3 385+1 377+2 381+2
4°C
3P6 402 £ 1 405 +4 404 +2 417 +2 414 +2 415+3 4305 429+ 3 416+ 3 407 £5 426 + 6
4P6 427 +2 432 +7 429 + 6 448 £ 5 441 +3 442 +3 458 £ 6 460 + 4 457 + 1 434 +3 451 +6
1P6 362+ 1 364 +2 363+2 371+3 363+2 365+3 373+1 373+£2 376 £1 371+1 374+ 1
11P6 387 +3 390 +2 391+1 401 +3 393 +3 392 +2 409 + 7 407 + 4 404 +2 395+ 1 407 +3
4°C
11P6 402 +£3 408 + 7 417 + 1 435+9 439 +7 425+6 432 +£6 436 +3 434 +5 427+9 442 5
1VP6 435+2 445 +9 444 +3 486 + 7 469 + 6 476 +5 482+ 5 484 + 16 457 +£2 470+ 8 475+ 7
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Rycina 31. Zmiana wartosci ci$nienia osmotycznego w 1 % kroplach ,,przemystowych” z cefuroksymem
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Rycina 32. Zmiana wartosci ci$nienia osmotycznego w 5 % kroplach ,,przemystowych” z cefuroksymem

sodowym w wersjach P6, podczas przechowywania w temperaturze 4 °C przez 30 dni.



Tabela 26. Zmiana lepkosci w 1 % i 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych, przechowywanych
w temperaturze 4 °C 1 20 °C.

. Gestos¢ (g/mL Lepko$¢ (mPa - s
Wersja estos¢ (g/mL) _ epkos¢ (mPa ) i
kropli Dzien 0 Dzieft 30 Dzieri 0 Dzieit 30
4°C 20 °C 4°C 20 °C
3R 1,0279 + 0,0000 1,0276 + 0,0000 1,0276 + 0,0002 8.22+£0.02 8.10£0.02 7.72 +0.02
4R 1,0274 £ 0,0002 1,0275 £ 0,0000 1,0274 £ 0,0002 8.15+0.03 8.02+0.01 7.76 £ 0.02
IR 1,0342 + 0,0000 1,0340 + 0,0002 1,0341 + 0,0000 8.46 £0.01 8.33+£0.01 7.96 +0.01
IVR 1,0328 + 0,0002 1,0326 + 0,0003 1,0326 + 0,0000 8.28 £0.02 8.12+£0.01 7.80+0.02




Tabela 27. Zmiana lepkosci w 1 % i 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach

,»przemystowych”, wykonanych na $wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikach, przechowywanych

w temperaturze 4°C.

: Gestos¢ (g/mL Lepkos¢ (mPa « s
Wersja ¢ (g/mL) — P ( - ),
kropli Dzien 0 iziehto( Dzien 0 zient
4°C 4°C
3P0 1,0278 + 0,0001 1,0276 + 0,0002 8,02 +0,03 8,00+ 0,02
4P0 1,0271 + 0,0003 1,0270 + 0,0002 7,81 £0,01 7,74 £ 0,03
1HIPO 1,0351 £ 0,0001 1,0348 + 0,0002 9,28 + 0,00 9,15+ 0,00
1VPO 1,0330 + 0,0002 1,0330 + 0,0001 8,92+ 0,01 8,90 + 0,00

Tabela 28. Zmiana lepkosci w 1 % i 5 % (w/w) kroplach do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach

»przemystowych”, wykonanych na rozpuszczalnikach poddanych wczes$niej testowi przyspieszonego

starzenia (6 miesiecy, 40 °C + 2 °C/75 RH + 5 RH), przechowywanych w temperaturze 4 °C.

. Gestos¢ (g¢/mL Lepkos¢ (mPa « S
Wersja ¢ (g/mL) . P ( . ),
kropli Dzieii 0 zichE0 Dzieii 0 il i
4°C 4°C
3P6 1,0289 + 0,0002 1,0288 + 0,0002 8,94 + 0,01 8,85+0,01
4P6 1,0282 + 0,0001 1,0283 + 0,0001 8,68 £0,00 8,67 +0,16
1HIP6 1,0362 + 0,0002 1,0364 + 0,0002 9,69 +0,01 9,62 +0,01
1VP6 1,0334 + 0,0002 1,0333 +0,0001 9,52+ 0,00 9,48 +0,01




Tabela 29. Ocena organoleptyczna 1 % i 5 % (w/w) kropli do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych w dniu
sporzadzenia i po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4 °C i 20°C.

Dzien 30
Dzien 0
Symbol wersji 4°C 20°C
recepturowej
klarownos¢ klarownos$¢ klarownos¢
O/10 bezbarwne : stomkowa : jasnozotta .
(1%) Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku
1R bezbarwne . stomkowa . jasnozolta -
Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku
2R bezbarwne zapach alkoholu stomkowa zapach alkoholu jasnozotta zapach alkoholu
klarowne B-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego
3R bezbarwne . stomkowa . jasnozétta .
Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku
4R bezbarwne zapach alkoholu stomkowa zapach alkoholu jasnozolta zapach alkoholu
klarowne B-fenyloetylowego klarowny B-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego
stomkowa . jasnozotta . bursztynowa .
0(5%) Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku
stomkowa . jasnozétta . bursztynowa .
IR Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku
IR stomkowa zapach alkoholu jasnozétta zapach alkoholu bursztynowa zapach alkoholu
klarowne B-fenyloetylowego klarowne pB-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego
stomkowa . jasnozbtta . bursztynowa .
IR Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku
IVR stomkowa zapach alkoholu jasnozétta zapach alkoholu bursztynowa zapach alkoholu
klarowne B-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego




Tabela 30. Ocena organoleptyczna 1 % i 5 % (w/w) kropli do oczu z cefuroksymem sodowym
w wersjach ,,przemystowych”, w dniu sporzadzenia i po 30 dniach przechowywania
w temperaturze 4 °C.

Dzien 30
Dzien 0
Symbol wersji 4°C
rzemyslowej
- . J barwa sapach barwa sapach
klarownos$¢ P klarownos$¢ P
: bezbarwne . stomkowa .
1P0i 1P6 Klarowne antybiotyku Klarowne antybiotyku
2P0 i 2P6 bezbarwne zapach alkoholu stomkowa zapach alkoholu
klarowne B-fenyloetylowego klarowne pB-fenyloetylowego
3P0 i 3P6 bﬁi?gvn\;\rl] r;e antybiotyku Sli?;ci{v?/:vea antybiotyku
4P0i 4P6 bezbarwne zapach alkoholu stomkowa zapach alkoholu
klarowne B-fenyloetylowego klarowny B-fenyloetylowego
IPOi IP6 S&fﬁ\%’: antybiotyku JEIS;%\ZA%? antybiotyku
11POi 1IP6 stomkowa zapach alkoholu jasnozotta zapach alkoholu
klarowne B-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego
PO i I1IP6 sli?;é(x;v: antybiotyku JE?;%%,S;? antybiotyku
. stomkowa zapach alkoholu jasnozétta zapach alkoholu
IVPOT1VPE klarowne B-fenyloetylowego klarowne B-fenyloetylowego




11. Analiza zmiany zawartosci cefuroksymu sodowego w roztworach wodnych
oraz kroplach w wersjach recepturowych, przechowywanych w temperaturze
4 °C i 20 °C oraz w kroplach ,przemystowych”, przechowywanych
w temperaturze 4 °C w ciagu 30 dni.

11.1. Parametry pracy ukladu chromatograficznego.

Badanie zmiany zawartosci cefuroksymu sodowego w roztworach wodnych oraz
kroplach recepturowych i przemystowych prowadzono za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z wykorzystaniem elucji izokratycznej. Warunki

rozdziatu chromatograficznego przedstawiono w tabeli 31.

Tabela 31. Warunki rozdziatu chromatograficznego.

Kolumna C-18; 4,6 mm x 150 mm
Faza ruchoma bufor octanowy pH 3,4: acetonitryl ( 10:1 w/w)
Przeplyw fazy ruchomej 1,0 mL/min
Objetos¢ nastrzyku dla 1 % kropli 10ul
Objetos¢ nastrzyku dla S % kropli Sul
Marker czasu martwego uracyl
Dhugos¢ fali UV detektora 273 nm
Temperatura 25°C

11.2. Sklad i wykonanie fazy ruchome;j.

Faze ruchomg przygotowano w oparciu o przepis z Farmakopei Polskiej VI [73],
znajdujacy si¢ w monografii szczegdtowej cefuroksymu sodowego. Bufor octanowy
pH 3,4 wymieszano w stosunku wagowym 10:1 z acetonitrylem o czystos$ci gradient
grade, a nast¢pnie przesgczono przez sgczek z politetrfafluoroetylenu — Millipore

o $rednicy poréw 0,45 pm.



Tabela 32. Sktad buforu octanowego pH 3,4.

Skladniki: Ilos¢é
Trojwodny octan sodu
M = 136,08 g/mol 0419
Kwas octowy ( 99 — 100 %)
M = 60,05 g/mol 3,80 mL
d = 1,049 g/cm®
Woda do analiz HPLC do 1000,00 g

Wykonanie:

Na wadze elektronicznej odwazono z dokltadno$cig do 0,001 g trojwodny octan sodu,
ktory rozpuszczono w 500,0 g wody ultraczystej do HPLC. Nastepnie dodano
przypisang ilo$¢ kwasu octowego do uzyskania wymaganego pH 3,4 i uzupelniono

woda ultraczysta do 1000,0 g.

Bufor przechowywano w temperaturze 4 °C i mieszano z acetonitrylem bezpo$rednio

przed rozpoczgciem analizy chromatograficzne;.

11.3. Metoda wzorca zewnetrznego.

W analizie zmian zawartosci cefuroksymu sodowego metoda HPLC wykorzystano
metod¢ wzorca zewnetrznego. W tym celu wykreSlono krzywe wzorcowe
przedstawiajace zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia wzorca cefuroksymu
sodowego (CRS) w wodzie ultraczystej. Do wykreslenia krzywej wzorcowej za kazdym
razem sporzadzono 6 roztworow wzorcowych, obejmujacych zakres stezen od okoto
25 pug/mL do okoto 150 pg/mL, ktore nastrzykiwano trzykrotnie na kolumng

chromatograficzng.



11.3.1. Roztwér wzorcowy cefuroksymu sodowego.

Na wadze analitycznej Sartorius odwazono z dokladnoscia do 0,0001 g wzorzec
cefuroksymu sodowego (CRS), ktéry przeniesiono do kolby miarowej o obj. 100 mL.
Nastepnie dodano uracyl (jako marker czasu martwego kolumny) i uzupetniono
objetos¢ kolby woda ultraczysta do HPLC. Po doktadnym wymieszaniu roztwor
wzorcowy przesaczono przez filtr strzykawkowy Chromafil Pet 45/15 o $rednicy porow
0,45 pm bezposrednio do vialki i poddano analizie chromatograficznej wedlug punktu
11.1.

Wyniki analizy chromatograficznej roztworéw wzorcowych cefuroksymu sodowego,
na podstawie ktorych wykreslono 4 krzywe kalibracyjne (A, B, C, D), przedstawiono
w tabelach 33 - 36 i na rycinach 33 -36.

Tabela 33. Zalezno$¢ pola powierzchni od st¢zenia cefuroksymu sodowego dla krzywej
kalibracyjnej A.

Stezenie roztworu wzorcowego

Pole powierzchni piku
cefuroksymu sodowego

Srednie pole

(ng/mL) 1 2 3 powierzchni
257 579242 578601 579214 579019
49,6 1123865 1126110 1123973 1124649
75,0 1690534 1695588 1689593 1691905
98,6 2294515 2295511 2288917 2292981
1249 2841361 2837499 2838611 2839157
1555 3539999 3541779 3538717 3540165
4000000 -
S 3500000 -
=
S 3000000 -
£ 2500000 -
S 2000000 -
k) y = 22861,75x - 5475,10
2 1500000 - R?=0,9998
o 1000000 -
£ 500000 -
O T T T T T T T T T T T T 1
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Rycina 33. Krzywa kalibracyjna A



Tabela 34. Zalezno$¢ pola powierzchni od st¢zenia cefuroksymu sodowego dla krzywej
kalibracyjnej B.

Stezenie roztworu wzorcowego

cefuroksymu sodowego

Pole powierzchni piku

Srednie pole

(ng/mL) 1 2 3 powierzchni
26,0 585294 584920 587103 585772
53,0 1199417 1201112 1201802 1200777
74,7 1688730 1690143 1689456 1689443
98,2 2224666 2225473 2227151 2225763
123,3 2806735 2807756 2808253 2807581
148,1 3327462 3327936 3327559 3327652
4000000 -

E 3500000 -

'S 3000000 -

% 2500000 -

N .

> 2000000 y = 22564,88x + 4797,39

= 1500000 - r =0,9999

o

% 1000000 -

g 500000 -
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Rycina 34. Krzywa kalibracyjna B.

Tabela 35. Zalezno$¢ pola powierzchni od stgzenia cefuroksymu sodowego dla krzywej
kalibracyjnej C.

Stezenie roztworu wzorcowego

Pole powierzchni piku
cefuroksymu sodowego

Srednie pole

(ug/mL) 1 2 3 powierzchni
251 552778 553090 550711 552193
50,8 1162688 1162536 1165428 1163551
75,1 1714387 1717249 1717933 1716523

101,8 2348325 2349565 2349068 2348986
125,0 2837669 2842439 2841541 2840550
150,6 3444327 3447787 3445557 3445890
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Rycina 35. Krzywa kalibracyjna C.

Tabela 36. Zalezno$¢ pola powierzchni od stezenia cefuroksymu sodowego dla krzywej
kalibracyjnej D.

Stezenie roztworu wzorcowego

Pole powierzchni piku
cefuroksymu sodowego

Srednie pole

(ng/mL) 1 2 3 powierzchni
26.0 577615 579018 579949 578861
500 1157585 1157906 1157936 1157809
751 1723431 1722190 1722982 1722868
100,3 2282718 2284605 2283712 2283678
125.,0 2846539 2845434 2843636 2845203
150,1 3424636 3427694 3425754 3426028
4000000 -
3500000 -
£ 3000000 -
S 2500000 -
% 2000000 -
= ) y = 22806,45x + 1141,85
2 1500000 by
< 1000000 -
[a
500000 -
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Rycina 36. Krzywa kalibracyjna D.



11.3.2. Analiza regresji.

W ramach analizy statystycznej danych niezb¢dnych do wykreSlenia krzywych
wzorcowych, dokonano oceng istotno$ci korelacji miedzy zmiennymi i oceng istotnosci

regresji [76]. Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono w tabelach 37 1 38.



Tabela 37. Analiza regresji krzywych wzorcowych A i B.

Parametr oceny

Krzywa wzorcowa A

Krzywa wzorcowa B

Wspolezynnik korelacji r

r=0,9998 >r,;=0,8114 (¢ = 0,051 f=4),
€0 potwierdza istotno$¢ korelacji

r=0,9999 > r,;=0,8114 (¢ = 0,051 f=4),
€0 potwierdza istotnos¢ korelacji

Rozrzut wartosci y (S°y)

%, = 621796750,49

%, = 210571653,34

Sy S, =24935,85 Sy =14511,09
Wspolczynnik regresji a a=22861,75 a = 22564,88
Blad standardowy wspélczynnika regresji a Sa =231,98 Sa = 143,65

Przedzial ufnosci wspolczynnika regresji a
att,eSa(e=0,05if=4)

22861,75 £ 643,98

22564,88 £ 398,77

Istotnos¢ wspélezynnika regresji a
t =a/Sa

t=98,55>1,;,=2,776 ( 0=0,05if=4)
a # 0, co potwierdza istotnosc¢ regresji

t=157,08>1t,,=2,776 ( a=0,05if=4)
a # 0, co potwierdza istotnosc¢ regresji

Wspolczynnik regresji b

b =-5475,10

b =4797,39

Blad standardowy wspoélczynnika regresji b

Sb = 22856,39

Sb =13858,72

Przedzial ufnosci wspolczynnika regresji b
b+t Shb(a=0,05if=4)

- 5475,10 + 63449,34

4797,39 + 38471,81

Istotno$¢ wspélezynnika regresji b
t =b/Sb

t=-0,24<t,,=2,776 ( 0=0,05if=4)
b = 0, co potwierdza nieistotno$¢ wspotczynnika regresji b

t=0,35<t,;=2,776 ( 0=0,051f=4)
b =0, co potwierdza nieistotno$¢ wspotczynnika regresji b

Posta¢ rownania regresji

y = 22861,75x

y = 22564,88x




Tabela 38. Analiza regresji krzywych wzorcowych C i D.

Parametr oceny

Krzywa wzorcowa C

Krzywa wzorcowa D

Wspolczynnik korelacji r

r=0,9999 >r,,=0,8114 (a = 0,051 f=4),
O potwierdza istotno$¢ korelacji

r=0,9999>r,;=0,8114 (¢ = 0,051 f=4),
€0 potwierdza istotnos¢ korelacji

Rozrzut wartosci y (S°Y)

%, = 275735483,25

%, =163167377,72

Sy Sy = 16605,28 Sy, =12773,70
Wspélezynnik regresji a a=22964,79 a = 22806,45
Blad standardowy wspélczynnika regresji a Sa =158,43 Sa=122,74
Przedzial ufnosci wspolczynnika regresji a 2206479 + 439,81 2280645 + 340,73

a+t,eSa(a=005if=4)

Istotnos¢ wspoétczynnika regresji a
t =a/Sa

t=144,95>1t,,=2,776 ( a=0,05if=4)
a # 0, co potwierdza istotnos¢ regresji

t=18581 >1t,,=2,776 ( =0,05if=4)
a # 0, co potwierdza istotnosc¢ regresji

Wspolczynnik regresji b

b= -11150,21

b=1141,85

Blad standardowy wspélczynnika regresji b

Sb = 1551246

Sb =11966,52

Przedzial ufnosci wspoétczynnika regresji b
b+t,¢*Sb(a=0,05if=4)

-11150,21 +43062,58

1141,85 +33219,07

Istotno$¢ wspolczynnika regresji b
t=b/Sb

t= 0,72 <t,=2,776 ( a=0,05if=4)

b =0, co potwierdza nieistotno$¢ wspotczynnika regresji

b

t=0,10 < t,=2,776 ( 0. =0,05if=4)

b =0, co potwierdza nieistotno$¢ wspotczynnika regresji

b

Posta¢ réwnania regresji

y = 22964,79x

y = 22806,45x




11.4. Walidacja metody oznaczania cefuroksymu sodowego.

W ramach walidacji metody iloSciowego oznaczania cefuroksymu sodowego metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) wyznaczono nastepujace parametry:
specyficznos¢, doktadno$é, precyzja, wykrywalno$¢, oznaczalnos¢, liniowos¢

i robustness [76,77].

11.4.1. Specyficznosé.

W celu wykazania, Zze opracowana metoda ilo$ciowego o0znaczania cefuroksymu
sodowego w badanej matrycy jest specyficzna, poddano analizie chromatograficznej

wedtug punktu 11.1. natgpujace roztwory:

= roztwor wodny preparatu Biofuroksym (cefuroksym sodowy)

= wzorzec cefuroksymu sodowego (CRS) wg Farmakopei Europejskiej 6.0

* matryce, ktorg stanowit roztwor wszystkich substancji pomocniczych wiaczonych do
receptury kropli w najwyzszym stezeniu, odpowiadajagcym sktadowi jako§ciowemu

i ilosciowemu wersji nr 4 1 % kropli do oczu.

Wyniki badan przedstawiono w postaci chromatogramow na rycinach 37 - 39.
Dodatkowo na rycinie 40 przedstawiono widmo UV w zakresie od 200 nm do 400 nm
dla cefuroksymu sodowego, natomiast na rycinie 41 widmo UV w zakresie od 200 nm
do 400 nm dla roztworu substancji pomocniczych o sktadzie jakosciowym i ilosciowym

odpowiadajagcym wersji nr 4 1 % kropli.
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Rycina 37. Chromatogram roztworu wodnego preparatu Biofuroksym (cefuroksym
sodowy), A — pik uracylu, B — pik cefuroksymu
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Rycina 38. Chromatogram roztworu wodnego wzorca cefuroksymu sodowego (CRS),
A-pik uracylu, B- pik cefuroksymu
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Rycina 39. Chromatogram roztworu wszystkich substancji pomocniczych wiaczonych
do sktadu kropli, o sktadzie jakosciowym i ilosciowym odpowiadajagcym
wersji nr 4 1 % kropli, A — pik uracylu.
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Rycina 40. Widmo UV cefuroksymu sodowego w zakresie dtugosci fali 200 nm — 400 nm.
Analityczna dtugo$¢ fali A = 273 nm.
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Rycina 41. Widmo UV roztworu wszystkich substancji pomocniczych wlaczonych do sktadu
kropli, o sktadzie jakosciowym i iloSciowym odpowiadajacym wersji nr 4 kropli
1 %.

11.4.2. Dokladnos¢.

Doktadno$¢ metody iloSciowego oznaczania cefuroksymu sodowego w 1 % 1 5 %
kroplach okre$lono na podstawie analizy chromatograficznej mieszanin modelowych
kropli, ktore zawieraly odpowiednio 50 %, 75 %, 100 % 1 125 % cefuroksymu
sodowego w odniesieniu do zawarto$ci antybiotyku w badanych kroplach. Mieszaniny
modelowe dla 1 % kropli (a, b, ¢, d) wykonano na rozpuszczalniku, ktory sktadem
jakosciowym 1 ilo$ciowym substancji pomocniczych odpowiadat wersji kropli nr 4,
natomiast mieszaniny modelowe dla 5 % kropli (e, f, g, h) wykonano na
rozpuszczalniku odpowiadajagcym wersji kropli nr IV. Kazda mieszaning modelowa
sporzadzono w dwoch seriach, nastepnie do kazdej serii przygotowano po 3 probki do
nastrzyku wedlug punktu 11.5.3. Analize chromatograficzng prowadzono zgodnie
z warunkami przedstawionymi w punkcie. 11.1. Za miare doktadno$ci metody przyjeto

procent odzysku cefuroksymu sodowego, ktory obliczono ze wzoru:

stezenie oznaczone

Odzysk (%) = x100%

stezenie obliczone



Stezenie cefuroksymu sodowego okreslone na podstawie pol powierzchni pikow
obliczono wedtug punktu 11.5.5. Do obliczen wykorzystano krzywa kalibracyjng A.
Wyniki doktadnosci przedstawiono w tabelach 39 — 42,



Tabela 39. Wyniki oznaczen cefuroksymu sodowego w mieszaninach modelowych a i b.

Stezenie Gestos¢ Stezenie B
Mieszanina mieszaniny modelowej mieszaniny  cefuroksymu sodowego Pole powierzchni ce e sodOV\_/ego Odzysk
n ’ / - - obliczone na podstawie pola
modelowa cefuroksymu sodowego  modelowej w mieszaninie piku powierzchni piku (%)
(mg/g) (9/mL) modelowej (mg/mL) (mg/mL)

1 1171848 5,126 99,51

2 1,0256 1158377 5,067 98,36

al 3 + 1162613 5,085 98,72
(50 %)  Srednia 5,023 0,0001 5151 1164279 5,039 98,86
SD 6888 0,030 0,58

Wz (%) 0,59 0,59 0,59

1 1165398 5,098 99,39

2 1,0255 1160555 5,076 98,98

a2 3 + 1156959 5,061 98,67
(50 %)  Srednia 2001 0,0001 2129 1160971 5,078 99,02
SD 4235 0,019 0,36

Wz (%) 0,36 0,36 0,36

1 1726713 7,553 98,51

2 1,0266 1743173 7,625 99,45

bl 3 + 1735280 7,590 99,00
(75%)  Srednia 7,468 0,0002 7,667 1735055 7,589 98,99
SD 8232 0,036 0,47

Wz (%) 0,47 0,47 0,47

1 1722478 7,534 98,56

2 1,0265 1740315 7,612 99,58

b2 3 + 1735595 7,592 99,31
(75%)  Srednia r.441 0,0001 7,644 1732796 7,579 99,15
SD 9242 0,040 0,53
Wz (%) 0,53 0,53 0,53




Tabela 40. Wyniki oznaczen cefuroksymu sodowego w mieszaninach modelowych c i d.

: . il : Gestose SEIE . : cefurokg;ﬁznslgdowego
Mieszanina mieszaniny modelowej mieszaniny  cefuroksymu sodowego Pole powierzchni . . Odzysk
n d d . . obliczone na podstawie pola
modelowa cefuroksymu sodowego modelowej w mieszaninie piku powierzchni piku (%)
(ma/q) (g/mL) modelowej (mg/mL) (mg/mL)

1 2307642 10,094 98,16

2 1.0271 2308693 10,098 98,21

cl 3 10011 ' n 10.283 2314431 10,124 98,45
(100 %) Srednia ' 0.0001 ' 2310255 10,105 98,27
SD ' 3654 0,016 0,16

Wz (%) 0,16 0,16 0,16

1 2288795 10,011 98,26

2 2281786 9,981 97,96

c2 . 3 9.920 1’0571 10.188 2278055 9,964 97,80
(100 %) Srednia ' 0.0001 ' 2282879 9,986 98,01
SD ' 5453 0,024 0,23

Wz (%) 0,24 0,24 0,24

1 2854090 12,484 97,47

2 2869080 12,550 97,99

dl 3 12 464 1'0576 12808 2881674 12,605 98,42
(125%) Srednia ' 0.0001 ' 2868281 12,546 97,96

SD ' 13809 0,060 0,47

Wz (%) 0,48 0,48 0,48

1 2874332 12,573 97,84

2 2894816 12,662 98,54

d2 3 12505 1'0576 12 850 2877810 12,588 97,96
(125%0) Srednia ! 0.0001 ' 2882319 12,608 98,12
SD ' 10961 0,048 0,37

Wz (%) 0,38 0,38 0,38




Tabela 41. Wyniki oznaczen cefuroksymu sodowego w mieszaninach modelowych e i f.

Stezenie Gestos¢ Stezenie f R
Mieszanina mieszaniny modelowej mieszaniny  cefuroksymu sodowego Pole powierzchni ce UL sodovyego
n / / e . obliczone na podstawie pola  Odzysk (%)
modelowa cefuroksymu sodowego  modelowej w mieszaninie piku powierzchni piku
(mg/g) (g/mL) modelowej (mg/mL) (ma/mL)

1 1167694 25,538 99,76

2 10241 1170952 25,609 100,04

el 3 24997 ' N 25 600 1153940 25,237 98,58

(50 %) Srednia ' 0.0001 ' 1164195 25,462 99,46

SD ' 9030 0,197 0,77

Wz (%) 0,78 0,78 0,78

1 1165865 25,498 99,52

2 1155836 25,279 98,66

e2 3 25016 1’0542 25 621 1164401 25,466 99,40

(50 %) Srednia ' 0.0000 ' 1162034 25,414 99,19

SD ' 5417 0,118 0,46

Wz (%) 0,47 0,47 0,47

1 1750690 38,289 99,22

2 1763400 38,567 99,94

fl 3 37 507 1’0589 38591 1748743 38,246 99,11

(75%) Srednia ' 0.0002 ' 1754278 38,367 99,42

SD ' 7960 0,174 0,45

Wz (%) 0,45 0,45 0,45

1 1760665 38,507 99,97

2 1749034 38,252 99,31

2 3 37 437 1’0589 38519 1751867 38,314 99,47

(75%) Srednia ' 0.0001 ' 1753855 38,358 99,58

SD ' 6065 0,133 0,34

Wz (%) 0,35 0,35 0,35




Tabela 42. Wyniki oznaczen cefuroksymu sodowego w mieszaninach modelowych g i h.

Stezenie (W/v)

. . e . Gestosd plezenit . . cefuroksymu sodowego
Mieszanina mieszaniny modelowej mieszaniny  cefuroksymu sodowego Pole powierzchni . . Odzysk
n : / " - obliczone na podstawie pola
modelowa cefuroksymu sodowego ~ modelowej W mieszaninie piku powierzehni piku (%)
mg/g) (g/mL) modelowej (mg/mL) (ma/mL)
1 2352096 51,442 99,63
2 10336 2348404 51,361 99,47
gl 3 49 956 ' N 51 635 2347964 51,351 99,45
(100 %) | Srednia ' 0.0002 ' 2349488 51,385 99,52
SD ' 2269 0,050 0,10
Wz (%) 0,10 0,10 0,10
1 2351496 51,429 99,82
2 10337 2343058 51,244 99,46
g2 3 49 841 ' N 51 520 2355227 51,510 99,98
(100 %) | Srednia ' 0.0001 ' 2349927 51,394 99,76
SD ' 6234 0,136 0,26
Wz (%) 0,27 0,27 0,27
1 2911088 63,667 98,57
2 2929222 64,064 99,18
hl 3 62 226 1’0580 64591 2944009 64,387 99,68
(125%0) Srednia ' 0.0002 ' 2928106 64,039 99,15
SD ' 16489 0,361 0,56
Wz (%) 0,56 0,56 0,56
1 2943552 64,377 99,77
2 2911000 63,665 98,66
h2 3 62165 1’0380 64 527 2911169 63,669 98,67
(125%0) Srednia ' 0.0002 ' 2921907 63,904 99,03
SD ' 18745 0,410 0,64
Wz (%) 0,64 0,64 0,64




11.4.3. Precyzja.

Precyzje metody oznaczania cefuroksymu sodowego w 1 % 1 5 % kroplach do oczu
okreslong poprzez odchylenie standardowe (SD) i procent wzglednego odchylenia
standardowego, zwany wspotczynnikiem zmienno$ci (Wz), przedstawiono w tabelach:
39-42.

11.4.4. Granica wykrywalnosci (DL).

Granice wykrywalnosci metody wyznaczono na podstawie odchylenia standardowego

krzywej kalibracyjnej (Sy) i wspotczynnika kierunkowego krzywej kalibracyjnej (a):

DL=33-S,/a

W tabeli 43 przedstawiono granice wykrywalnosci cefuroksymu sodowego
w zastosowanej metodzie analitycznej, okreslong na podstawie parametrow obliczonych

z czterech krzywych kalibracyjnych w przeciggu catego cyklu badan:

Tabela 43. Granica wykrywalnosci cefuroksymu sodowego.

Krzywa
kalibracyjna

DL (ng/mL) 3,60 2,12 2,39 1,85

A B C D




11.4.5. Granica oznaczalnosci (QL).

Granice oznaczalno$ci metody okreslono na podstawie odchylenia standardowego

krzywej kalibracyjnej (Sy) i wspétczynnika kierunkowego krzywej kalibracyjnej (a):

DL=10+S,/a

W tabeli 44 przedstawiono granice oznaczalnosci cefuroksymu sodowego w obranej
metodzie analitycznej, okreslong na podstawie parametrow obliczonych z czterech

krzywych kalibracyjnych w przeciggu catego cyklu badan:

Tabela 44. Granica oznaczalnosci cefuroksymu sodowego.

Krzywa
kalibracyjna A B C D
QL (ng/mL) 10,91 6,43 7,23 5,60

11.4.6. Liniowos$¢ metody.

Liniowo$¢ metody chromatograficznego oznaczania cefuroksymu sodowego
udowodniono w zakresie od 25 % do 150 % w odniesieniu do oczekiwanych wynikoéw

analizy. Wyniki analizy przedstawiono w punktach. 11.3.1. 1 11.3.2.



11.4.7. Robustness.

W walidowanej metodzie chromatograficznego oznaczania cefuroksymu sodowego
w roztworach wodnych oraz kroplach dokonano oceny wptywu zaplanowanych zmian

na wielko$¢ uzyskanych pol powierzchni, podczas analizy roztworéw wzorcowych.
W celu zbadania elastyczno$ci metody wprowadzono nastgpujace zmiany:

1. Roztwor wzorcowy cefuroksymu sodowego nastrzykiwano na kolumne

wystabilizowang W trzech temperaturach:

v'w temperaturze 20 °C
v' w temperaturze 25 °C (zgodnej z zatozonymi warunkami dla opracowanej
metody)

v w temperaturze 30 °C

2. Dokonano 10 % zmiany zawarto$ci acetonitrylu w fazie ruchomej przeprowadzajac

analizg przy:

v 90 % zawartosci acetonitrylu, w stosunku do ilo$ci zatozonej w przyjetym dla

metody sktadzie fazy ruchomej

v 100 % (ilo$¢ zgodna z zalozonymi warunkami rozdziatu

chromatograficznego)
v 110 % acetonitrylu w stosunku do ilo$ci wynikajacej ze sktadu fazy ruchome;j
3. Sporzadzono trzy fazy ruchome ro6znigce si¢ wartoscig pH:
v  pH33
v pH 3,4 (pH zgodne z zatozonymi warunkami dla opracowanej metody)

v  pH35

Do oceny wptywu zaplanowanych zmian na pola powierzchni, a zarazem obliczong
zawarto$¢ cefuroksymu sodowego wykorzystano trzy roztwory wzorcowe cefuroksymu
(wl,w2 i w3), kazdy nastrzykujac trzykrotnie na kolumng. Wyniki badan przedstawiono
w tabelach 45 - 47,



Tabela 45. Wplyw zamiany temperatury kolumny chromatograficznej na pole
powierzchni i czas retencji analitu, na przyktadzie analizy roztworu
wodnego cefuroksymu sodowego — wl.

Pole powierzchni pikéw Sredni Oznaczone
Temperatu ra , . Czas N steienie
P1 P2 P3 Srednie pole  retencji  (mg/mL)
powierzchni ts (Min)
20°C 1684791 1684808 1684805 1684801 9,051 7,369
25°C 1687317 1679148 1687642 1684702 8,398 7,370
30°C 1685465 1684507 1684409 1684794 7,807 7,369
Srednia 1684766 7,369
SD 55 0,000241
Wz (%) 0,003 % 0,003 %

Tabela 46. Wplyw zamiany zawartosci acetonitrylu w fazie ruchomej na pole
powierzchni i czas retencji analitu, na przykladzie analizy roztworu
wodnego cefuroksymu sodowego — w2.

Pole powierzchni pikéw Sredni Oznaczone
Acetonitryl i . czas stezenie
P1 P2 P3 Srednie pole  retencji  (mg/mL)
powierzchni t (Min)

90 % 1704363 1703291 1702304 1703319 9,859 7,451
100 % 1707060 1707412 1701421 1705298 8,400 7,459
110 % 1709018 1705496 1704273 1706262 7,419 7,463

Srednia 1704960 7,458
SD 1500 0,007

Wz (%) 0,088 % 0,088 %




Tabela 47. Wptyw zamiany pH fazy ruchomej na pole powierzchni i czas retencji analitu,
na przyktadzie analizy roztworu wodnego cefuroksymu sodowego — w3.

Pole powierzchni pikéw Sredni  Oznaczone
pH i ) czas stezenie
P1 P2 P3 Srednie pole  retencji  (mg/mL)
powierzchni tr (min)

3,3 1701530 1699228 1700233 1700330 8,668 7,437
3.4 1704502 1703285 1700679 1702822 8,413 7,448
35 1703620 1696679 1697985 1699428 8,421 7,433
Srednia 1700860 7,440
SD 1758 0,008

Wz (%) 0,103 % 0,103 %




11.5. Analiza zmiany zawartosci cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % (w/w)
roztworach wodnych i kroplach do oczu, przechowywanych w temperaturze
4°Ci20-°C.

11.5.1.Material do badan.

Analize zmiany zawarto$ci cefuroksymu sodowego metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) przeprowadzono w 1 % i 5 % (w/w) roztworach
wodnych antybiotyku oraz w recepturowych i przemystowych wersjach kropli do oczu,
ktore wykonano wedlug punktow 8.3. 1 9.2., zgodnie z skladem przytoczonym
w tabelach 15 17.

11.5.2. Czas badan.

Badania kazdej serii roztworow i kropli z antybiotykiem prowadzono w odst¢pach
trzydniowych, w ciaggu 30 dni. Material do badan przechowywano w chtodziarkach
farmaceutycznych MED. — 28 w temperaturze 4 °C, a w przypadku roztworéw
wodnych cefuroksymu sodowego i kropli w wersji recepturowej dodatkowo w celach

poréwnawczych zastosowano temperature przechowywania 20 °C.

11.5.3. Przygotowanie prob do analizy zmiany zawartosci cefuroksymu sodowego
w badanym materiale.
Do oddzielnych 3 kolb miarowych o pojemnos$ci 25 mL pobierano przy pomocy pipet
potautomatycznych po 250 pL 1 % kropli lub 100 uL 5 % kropli. Do kazdej kolby
dodawano uracyl, ktory zastosowano jako marker w celu wyznaczenia czasu martwego
kolumny to i obliczenia wspotczynnika retencji k dla pikow cefuroksymu. Objetos¢ kolb
uzupeiniano woda do HPLC 1 mieszano. Roztwory saczono przez sagczek membranowy
Chromafil 0,45 um do vialek, ktore nastepnie umieszczono w autosamplerze. Rozdziat
chromatograficzny prowadzono wedlug warunkéw przytoczonych w punkcie 11.1.
Z kazdej z trzech vialek wykonano po jednym nastrzyku, otrzymujac po trzy wyniki
dotyczace kazdej analizowanej serii kropli. Na podstawie zarejestrowanych pol
powierzchni pikow obliczono, z rownania krzywej kalibracyjnej, stezenie cefuroksymu

w analizowanych prébach.



11.5.4. Parametry rozdzialu chromatograficznego.

W trakcie analizy zmian zawarto$ci cefuroksymu sodowego w badanych kroplach

Wyznaczono nastgpujace parametry rozdziatu chromatograficznego [78]:
v tr — czas retencji
v" Area — pole powierzchni piku
v" Height — wysoko$¢ piku
v" N —ilo$¢ potek teoretycznych na metr
v K — wspotczynnik retencji
v TFse, - wspoOlczynnik ogonowania
v' Rs - rozdzielczo$é

Przyktadowe chromatogramy 1 % i 5% kropli recepturowych i przemystowych w wersji
nr 4 oraz nr IV w dniu sporzadzenia kropli oraz w 30 dniu przechowywania
w temperaturze 4 °C i 20 °C (tylko wersje recepturowe) przedstawiono na rycinach

42 — 55. Obliczone parametry chromatograficzne zestawiono w tabeli 48.
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Rycina 42. Chromatogram $wiezo sporzadzonych 1 % kropli z cefuroksymem sodowym
w wersji recepturowej 4R. A - pik uracylu, B - pik cefuroksymu.
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Rycina 43. Chromatogram 1 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji recepturowej 4R,
przechowywanych w temperaturze 4 °C, dzien 30. A - pik uracylu, B - pik gléwnego
produktu rozktadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.
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Rycina 44. Chromatogram 1 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji recepturowej 4R,
przechowywanych w temperaturze 20 °C, dzien 30. A - pik uracylu, B - pik
glownego produktu rozktadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.
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Rycina 45. Chromatogram $wiezo sporzadzonych 5 % kropli z cefuroksymem sodowym
w wersji recepturowej IVR. A - pik uracylu, B - pik cefuroksymu.
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Rycina 46. Chromatogram 5 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji recepturowej IVR,
przechowywanych w temperaturze 4 °C, dzien 30. A - pik uracylu, B - pik gtéwnego
produktu rozktadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.
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Rycina 47. Chromatogram 5 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji recepturowej
IVR, przechowywanych w temperaturze 20 °C, dzien 30. A - pik uracylu, B - pik
gtownego produktu rozktadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.
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Rycina 48. Chromatogram $wiezo sporzadzonych 1 % kropli z cefuroksymem sodowym
w wersji ,,przemystowe;j” 4P0. A - pik uracylu, B - pik cefuroksymu.
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Rycina 49. Chromatogram 1 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji ,,przemystowe;j” 4PO0,
przechowywanych w temperaturze 4 °C, dzien 30. A - pik uracylu, B - pik gléwnego
produktu rozpadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.
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Rycina 50. Chromatogram $wiezo sporzadzonych 5 % kropli z cefuroksymem sodowym
w wersji ,,przemystowe;j” IVPO. A - pik uracylu, B - pik cefuroksymu.
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Rycina 51. Chromatogram 5 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji ,,przemystowe;j”
IVPO, przechowywanych w temperaturze 4 °C, dzien 30. A - pik uracylu, B - pik
glownego produktu rozpadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.
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Rycina 52. Chromatogram $wiezo sporzadzonych 1 % kropli z cefuroksymem sodowym
w wersji ,,przemystowe;j” 4P6. A - pik uracylu, B - pik cefuroksymu.
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Rycina 53. Chromatogram 1 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji ,,przemystowe;j” 4P6,
przechowywanych w temperaturze 4 °C, dzief 30. A - pik uracylu, B - pik gtéwnego
produktu rozpadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.

Y
100000
780004

50000+

2018

25000 A

B2 792
5.640

| ]2 443

oo 2 5.0 7.5 10.0

min

Rycina 54. Chromatogram $wiezo sporzadzonych 5 % kropli z cefuroksymem sodowym
w wersji ,,przemystowej” IVP6. A - pik uracylu, B - pik cefuroksymu.
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Rycina 55. Chromatogram 5 % kropli z cefuroksymem sodowym w wersji ,,przemystowe;j”
IVP6, przechowywanych w temperaturze 4 °C, dzien 30. A - pik uracylu, B - pik
glownego produktu rozpadu cefuroksymu, C - pik cefuroksymu.



Tabela 48. Przyktadowe parametry rozdziatu chromatograficznego wyznaczone dla cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % (w/w) kroplach
$wiezo sporzadzonych, jak i w 30 dniu przechowywania dla wersji nr 4i 1V.

NI ryciny Czas retencji Wsp()lcz_ynnik P_ole powierzchni Wypsi(l’(l:’éé teo:')e(g/l;izne Rozdzielczos¢ Vgggﬂlgfvﬁ'ﬁ?;k
(tr) retencji (k) piku cefuroksymu cefuroksymu na metr (N) (Ry) (TFessy
Rycina 42 8,446 3,202 2327873 145933 40281,954 4,525 1,541
Rycina 43 8,489 3,219 2025499 129716 42591,875 2,115 1,475
Rycina 44 8,593 3,258 1001631 66330 48594,371 2,554 1,291
Rycina 45 8,580 3,275 2327788 142287 39577,046 4,443 1,516
Rycina 46 8,553 3,262 2151024 133785 41175,063 4,560 1,512
Rycina 47 8,662 3,318 884881 58355 49440,799 5,024 1,221
Rycina 48 8,383 3,173 2332578 147077 50853,667 4,487 1,520
Rycina 49 8,486 3,212 2113549 132578 41113,780 1,999 1,486
Rycina 50 8,433 3,193 2373940 149227 40508,343 4,481 1,522
Rycina 51 8,535 3,251 2123016 131991 48004,472 1,959 1,469
Rycina 52 8,592 3,223 2390066 97146 16370,237 2,891 1,181
Rycina 53 8,560 3,208 2078092 129660 41146,997 1,795 1,480
Rycina 54 8,585 3,252 2372770 96116 16181,343 2,870 1,183
Rycina 55 8,616 3,264 2085981 127681 40221,375 4,503 1,467




11.5.5. Zawartos¢ cefuroksymu sodowego w badanym materiale.

Stezenie cefuroksymu sodowego (pg/mL), w badanych kroplach i roztworach,
wyznaczono w oparciu o wzory bedace przeksztalceniem roéwnania regresji

z uwzglednieniem wspotczynnika rozcienczenia i objeto$ci nastrzyku dla badanych

prob.
250xyx2 .. ,
a) x= —— dla5 % kropli i roztworéw z cefuroksymem sodowym (pg/mL)
100xy .. ,
b) x = dla 1 % kropli i roztwordéw z cefuroksymem sodowym (pg/mL)
a
gdzie:

e X —stezenie (ug/mL) cefuroksymu sodowego w badanych kroplach i roztworach.
e y —usrednione pole powierzchni piku z 3 nastrzykow.

e a— wspotczynnik kierunkowy prostej obliczony dla krzywej wzorcowe;j.

e 250 — wspolczynnik rozcienczenia dla 5 % kropli z cefuroksymem sodowym.

e 100 - wspotczynnik rozcienczenia dla 1 % kropli z cefuroksymem sodowym.

e 2 — wspolczynnik uwzgledniajacy réznice w objetosci nastrzyku migdzy 1 %

kroplami a 5 % kroplami z cefuroksymem sodowym.

Do obliczenia stezenia cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % roztworach wodnych
antybiotyku i kroplach recepturowych oraz kroplach przemystowych wykorzystano
cztery krzywe wzorcowe (A, B, C, D), ktorych tok wykonania 1 analiz¢ statystyczng
przedstawiono w punkcie 11.3. Kazda krzywa wzorcowa zostatla sporzadzona
W momencie rozpoczecia nowego etapu badan. Do obliczen zawartosci cefuroksymu
sodowego w kroplach recepturowych o niemodyfikowanej lepkosci w wersjach:
1R 1 2R oraz IR 1 II R wykorzystano krzywa kalibracyjng A. Do wersji kropli
recepturowych o modyfikowanej lepkosci: 3R i 4R oraz IIIR i IVR postuzono si¢
krzywa kalibracja B. Stgzenie antybiotyku w wszystkich wersjach kropli sporzadzonych
na $wiezo wykonanym rozpuszczalniku ,,przemystowym” obliczono na podstawie
roOwnania regresji wyznaczonego z krzywej wzorcowej C. Do obliczen stezenia

antybiotyku w kroplach sporzadzonych na rozpuszczalniku poddanym wcze$niej



testowi przy$pieszonego starzenia przez okres 6-ciu miesiecy w temperaturze 40 °C

+2 °C/75RH + 5RH wykorzystano krzywg wzorcowg D.

Analize zmiany zwarto$ci cefuroksymu sodowego w roztworach wodnych oraz
w kroplach w wersjach recepturowych i przemystowych wykonywano w 3-dniowych
odstepach czasu, za pomocg metody HPLC. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ srednig
z dwoch niezaleznie wykonanych serii kropli, dla ktéorych wykonywano za kazdym
razem po 3 nastrzyki. W tabelach zestawiono, dla kazdego dnia badan: $rednie pole
powierzchni piku, $rednie stezenie antybiotyku (mg/mL), zmian¢ zawartosci

cefuroksymu sodowego oraz odchylenie standardowe pojedynczego wyniku dla n = 6.

W tabelach 49 — 58 oraz na rycinach 56 — 59 zestawiono wyniki badan dla roztworéw

wodnych oraz kropli recepturowych z cefuroksymem sodowym.

W tabelach 59 — 62 oraz na rycinach 60 i 61 przedstawiono wyniki badan dla kropli
w  wersjach ,przemystowych”, wykonanych na $wiezo sporzadzonych

rozpuszczalnikach.

W tabelach 63 — 66 oraz na rycinach 63 i 64 przedstawiono wyniki badan dla kropli
w wersjach ,,przemystowych”, wykonanych na rozpuszczalnikach poddanych wcze$niej
procesowi przyspieszonego starzenia, w komorach klimatycznych przez okres 6-ciu

miesiecy W temperaturze 40 °C + 2°C, przy wilgotnosci 75 % RH + 5% RH.



Tabela 49. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 1 % roztworach wodnych, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.

1 % roztwér wodny cefuroksymu sodowego — wersja 0; o, — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoSci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoSci

Temperatura 4 °C

DA powierzchni = SD anty?rir:g/yrﬁt;: = antybiotyku + SD AR powierzchni = SD anty?ﬁ;f;‘i)ﬁ =2 antybiotyku = SD
0 2283350 + 8174 9,988 + 0,036 100 % 0 2283350 £ 8174 9,988 + 0,036 100 %
3 2224196 + 10970 9,729 + 0,048 97,41 % + 0,41 % 3 1981306 + 31461 8,666 + 0,138 86,77 % + 1,15 %
6 2199552 + 13842 9,621 + 0,061 96,33 % + 0,36 % g) 6 1761657 + 61438 7,706 + 0,269 77,16 % £ 2,90 %
9 2191367 + 5874 9,585+ 0,026 95,97 % £ 0,46 % cgs 9 1617234 = 12840 7,074 £ 0,056 70,83 % + 0,44 %
12 2160276 + 7789 9,449 + 0,034 94,61 % + 0,49 % E 12 1449379 £+ 9900 6,340 + 0,043 63,48 % £ 0,56 %
15 2163364 + 13320 9,463 + 0,058 94,75 % £+ 0,70 % g;_ 15 1324429 +21990 5,793 £ 0,096 58,01 %+ 1,07 %
18 2138829 + 6416 9,355+ 0,028 93,67 % £+ 0,33 % E) 18 1183601 + 10207 5,177 £ 0,045 51,84 %+ 0,59 %
21 2115683 + 8389 9,254 + 0,037 92,66 % £ 0,52 % 21 1066455 + 6140 4,665 + 0,027 46,71 % + 0,36 %
24 2110073 + 9245 9,230 + 0,040 92,41 % + 0,34 % 24 938630 + 15335 4,106 £ 0,067 41,11 % £ 0,56 %
27 2073342 £32374 9,069 + 0,142 90,80 % + 1,55 % 27 851871 + 9406 3,726 = 0,041 37,31 % £ 0,47 %
30 2039974 + 20291 8,923 + 0,089 89,34 % + 1,09 % 30 758321 + 7608 3,317 £ 0,033 33,21 % £ 0,40 %




Tabela 50. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach recepturowych w wersji 1R, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C

przez 30 dni.

1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 1R — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C

Temperatura 4 °C

Srednie pole

Srednie st¢zenie

Zmiana zawartoSci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartosci

DEes powierzchni = SD anty?r:;g/yr::i;: = antybiotyku + SD DaIch powierzchni = SD anty?rir:)gt/}';](t)i 2 antybiotyku = SD
0 2381135+ 11802 10,415 £ 0,052 100 % 0 2381135+ 11802 10,415 £+ 0,052 100 %
3 2272320 + 17958 9,939 +£0,079 95,43 % £ 0,54 % 3 2083168 + 13302 9,112 £ 0,058 87,49 % £ 0,22 %
6 2261996 + 16440 9,894 £ 0,072 95,00 % + 0,85 % g) 6 1903686 + 15429 8,327 +£ 0,067 79,95 % + 0,46 %
9 2223837 + 25836 9,727 +£0,113 93,39 %+ 0,77 % I 9 1718735 + 7482 7,518 +0,033 72,18 % + 0,19 %
12 2197502 + 18287 9,612 £+ 0,080 92,29 %+ 0,73 % S 12 1536379 + 5855 6,720 = 0,026 64,52 %+ 0,14 %
15 2193053 = 25163 9,593 £0,110 92,10 % £+ 0,73 % g;_ 15 1412174 + 15082 6,177 = 0,066 59,31 % £ 0,40 %
18 2132341 +20310 9,327 + 0,089 89,55 % + 0,70 % E 18 1285131 + 6192 5,621 £ 0,027 53,97 % + 0,07 %
21 2106003 + 17479 9,212 + 0,076 88,44 % + 0,44 % 21 1169503 + 8929 5,116 0,039 49,12 % + 0,26 %
24 2095996 + 17203 9,168 £ 0,075 88,02 % +0,39 % 24 1058454 + 3131 4,630+ 0,014 44,45 %+ 0,14 %
27 2074920 + 5088 9,076 + 0,022 87,14 % + 0,40 % 27 973617 + 7705 4,259 £ 0,034 40,89 % + 0,17 %
30 2056560 + 24030 8,996 + 0,105 86,37 % + 0,66 % 30 866191 + 7128 3,789 + 0,031 36,38 % £+ 0,15 %




Tabela 51. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach recepturowych w wersji 2R, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C

przez 30 dni.
1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 2R — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C
5 . Srednie stezenie . % 5 . Srednie stezenie . G-
(TR S e B it S o, e T I e
0 2401399 + 31507 10,504 + 0,138 100 % 0 2401399 + 31507 10,504 + 0,138 100 %
3 2304851 + 35989 10,082 + 0,157 95,98 % + 0,31 % 3 2124450 + 26159 9,293 + 0,114 88,47 % + 0,10 %
o 6 2287019 £ 37716 10,004 + 0,165 95,23 % + 0,36 % 5 6 1925478 + 23194 8,442 + 0,101 80,18 % + 0,13 %
% 9 2207833 + 14877 9,657 + 0,065 91,95 % + 1,25 % ;3 9 1656416 + 24426 7,245 + 0,107 68,98 % + 0,45 %
g 12 2234787 + 52113 9,775 + 0,228 93,05 % + 0,99 % g 12 1561592 + 30013 6,831+ 0,131 65,02 % + 0,42 %
%;_ 15 2211558 + 51451 9,674 + 0,225 92,08 % = 0,96 % g 15 1410048 + 20133 6,168 + 0,088 58,72 % + 0,12 %
£ 18 2152205 + 57986 9,414 + 0,254 89,61 % + 1,28 % § 18 1265672 + 21724 5,536 + 0,095 52,70 % + 0,39 %
" 21 2123878 £ 51077 9,290 + 0,223 88,43 % =+ 0,99 % = 21 1141333 + 10690 4,992 + 0,047 47,53 % + 0,23 %
24 2118717 + 47225 9,268 + 0,207 88,22 % + 0,84 % 24 1050968 + 15411 4,597 + 0,067 43,76 % + 0,22 %
27 2072495 + 49360 9,065+ 0,216 86,29 % = 1,03 % 27 948770 + 13369 4,150 + 0,058 39,51 % + 0,15 %
30 2045935 + 39498 8,949 + 0,173 85,19 % + 0,64 % 30 880667 + 16817 3,852 + 0,074 36,67 % =+ 0,29 %




Tabela 52. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach recepturowych w wersji 3R, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C

przez 30 dni.

1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 3R — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C

Temperatura 4 °C

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoSci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoSci

Dzien powierzchni + SD anty:’rir:g/yr:?i)i SD antybiotyku + SD Dzien powierzchni + SD anty:);:g/yr:](lli)i SD antybiotyku + SD
0 2398571 + 28601 10,630 £ 0,127 100 % 0 2398571 £28601 10,630+ 0,127 100 %
3 2344594 + 29988 10,390 + 0,133 97,75 % £ 1,13 % 3 2194986 + 12593 9,727+ 0,056 91,51 %+ 0,38 %
6 2358391 + 30137 10,452 + 0,134 98,32 %+ 1,14 % S 6 2004981 = 23314 8,885+ 0,103 83,59 % +1.03 %
9 2308148 = 11846 10,229 + 0,052 96,23 % £ 0,59 % ;\31 9 1796693 + 9700 7,962 + 0,043 74,91 % £ 0,48 %
12 2295396 + 21088 10,172 £ 0,093 95,70 % + 0,79 % g 12 1655425 £ 13262 7,336 £ 0,059 69,02 % =+ 0,49 %
15 2262434 + 22379 10,026 + 0,099 94,32 % + 0,89 % %;_ 15 1468671 + 23002 6,509 = 0,102 61,23 % +0,98 %
18 2243111+ 16117 9,941 £ 0,071 93,52 % £ 0,54 % % 18 1366884 + 4413 6,058 = 0,020 56,99 % £ 0,23 %
21 2107836 + 34808 9,341 £ 0,154 87,88 % £ 1,36 % " 21 1336727 £ 11840 5,924 + 0,052 55,73 % £+ 0,42 %
24 2068472 + 32823 9,167 +0,145 86,24 % + 1,23 % 24 1228215+ 11972 5,443 £ 0,053 51,21 % £ 0,45 %
27 2049306 = 29175 9,082 + 0,129 85,44 %+ 1,11 % 27 1103752 £ 5700 4,891 £ 0,025 46,02 %+ 0,16 %
30 2047953 + 24277 9,076 £ 0,108 85,38 % £ 0,93 % 30 1013206 + 12898 4,490 + 0,057 42,24 %+ 0,48 %




Tabela 53. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach recepturowych w wersji 4R, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C

przez 30 dni.
1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 4R — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C
L O R vy ot S S e Fowey
0 2316812 + 20468 10,267 £ 0,091 100 % 0 2316812 + 20468 10,267 + 0,091 100 %
3 2294806 + 10056 10,170 + 0,045 99,05 % + 0,72 % 3 2144066 + 27634 9,502 + 0,122 92,54 % + 0,86 %
2 6 2295202 + 21909 10,172 £ 0,097 99,07 % + 0,73 % o 6 1908871 + 24222 8,459 + 0,107 82,39 % + 0,73 %
< 9 2217267 + 25786 9,826 + 0,114 95,71 %+ 1,15 % § 9 1735193 + 29655 7,690 + 0,131 74,89 % + 0,89 %
% 12 2236158 + 27880 9,910 + 0,124 96,52 % + 0,87 % % 12 1605417 + 11096 7,115 + 0,049 69,30 % + 0,73 %
g 15 2212738 £ 21110 9,806 + 0,094 95,51 % + 0,45 % ’g_ 15 1487968 + 26993 6,594 + 0,120 64,23 % + 1,29 %
E 18 2195267 + 28319 9,729 + 0,125 94,75 % + 0,65 % E 18 1326194 + 18194 5,877 + 0,081 57,24 % + 0,69 %
21 2068849 + 26463 9,168 + 0,117 89,30 % + 0,69 % 21 1305236 + 17045 5,784 + 0,076 56,34 % + 0,60 %
24 2048141 + 46148 9,077 + 0,205 88,40 % + 1,53 % 24 1202900 + 14526 5,331 + 0,064 51,92 %+ 0,47 %
27 2016597 + 26944 8,937+0,119 87,04 % + 0,67 % 27 1089578 + 8460 4,829 + 0,037 47,03 % + 0,15 %
30 2006812 + 26262 8,894+ 0,116 86,62 % + 0,88 % 30 994551 + 8181 4,408 + 0,036 42,93 %+ 0,12 %




Tabela 54. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 5 % roztworach wodnych, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C przez 30 dni.

5 % roztwor wodny cefuroksymu sodowego — wersja 0s o, — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C

Temperatura 4 °C

Srednie pole

Srednie st¢zenie

Zmiana zawartoSci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartosci

DEes powierzchni = SD anty?r:;g/yr::i;: = antybiotyku + SD DaIch powierzchni = SD anty?rir:)gt/}';](t)i 2 antybiotyku = SD
0 2284545 +£35936 49,964 + 0,786 100 % 0 2284545 +£35936 49,964 + 0,786 100 %
3 2244906 + 25333 49,097 + 0,554 98,28 % + 1,72 % 3 2056714 + 17155 44,982 + 0,375 90,03 % £ 0,88 %
6 2203123 £ 10533 48,184 + 0,230 96,44 % + 0,68 % g) 6 1792744 + 7950 39,208 £ 0,174 78,48 % £+ 1,09 %
9 2170945 + 7333 47,480 + 0,160 95,04 % + 1,07 % cgs 9 1601922 + 15417 35,035 +0,337 70,12 % £ 0,77 %
12 2167986 = 7713 47,415+ 0,169 94,91 % + 1,24 % E 12 1453224 + 9143 31,783 £ 0,200 63,61 % £ 0,52 %
15 2150825 + 10507 47,040 + 0,230 94,16 % £+ 1,39 % g)_ 15 1290963 + 5833 28,234 + 0,128 56,51 % £ 0,35 %
18 2141499 + 6992 46,836 + 0,153 93,75% + 1,17 % E 18 1176564 + 14416 25,732 £ 0,315 51,50 % + 0,19 %
21 2122376 + 10806 46,418 + 0,236 92,91 %+ 1,41 % 21 1057480 + 8970 23,128 + 0,196 46,29 % + 0,19 %
24 2091400 = 5157 45,740 £ 0,113 91,55 % + 0,80 % 24 908105 + 9658 19,861 £ 0,211 39,75 %+ 0,11 %
27 2090932 + 10770 45,730 £ 0,236 91,53 %+ 1,14 % 27 819338 + 15830 17,919 £ 0,346 35,86 % £ 0,55 %
30 2048406 = 13700 44,800 + 0,300 89,67 % £+ 1,32 % 30 722780 + 14345 15,808 = 0,314 31,64 % £+ 0,37 %




Tabela 55. Zmiana zawartos$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach recepturowych w wersji IR, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C
przez 30 dni.

5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja IR — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C

Srednie stezenie Srednie stezenie

Srednie pole Zmiana zawartosci Srednie pole Zmiana zawartosci

Dzien . 5 antybiotyku £+ SD . Dzien . 5 antybiotyku £+ SD 3
powierzchni = SD (mg/mL) antybiotyku = SD powierzchni = SD (mg/mL) antybiotyku + SD
0 2345210 +20630 51,291 £ 0,451 100 % 0 2345210 +£20630 51,291 £ 0,451 100 %
3 2297644 + 18022 50,251 £ 0,394 97,98 % + 1,61 % 3 2111381 £ 16735 46,177 + 0,366 90,04 % + 1,33 %
6 2248017 £ 7019 49,165 £ 0,154 95,86 % £ 0,59 % O 6 1883210 + 14751 41,187 + 0,323 80,30 % + 0,37 %
O S
; 9 2211863 + 15456 48,375+ 0,338 94,32 % + 1,48 % = 9 1694780 + 11339 37,066 + 0,248 72,27 %+ 1,11 %
© ©
= 12 2172924 + 18573 47,523 £ 0,406 92,67 % £ 1,59 % 5 12 1527638 + 12545 33,410+ 0,274 65,15% + 1,10 %
- =
© ©
55 15 2149930 + 14874 47,020 + 0,325 91,68 % £ 1,10 % = 15 1380196 + 4062 30,186 + 0,089 58,86 % + 0,66 %
Q. Q.
£ 18 2125606 + 18412 46,488 + 0,403 90,65 % £ 1,55 % £ 18 1243520 + 7776 27,197 £ 0,170 53,03 %+ 0,75 %
2 G
21 2120336 + 30352 46,373 + 0,664 90,43 % + 2,08 % 21 1120567 + 11060 24,507 £ 0,242 47,79 % + 0,87 %
24 2049574 £ 11633 44,825+ 0,254 87,40 % £ 0,49 % 24 988224 + 12721 21,613 £ 0,278 42,14 %+ 0,29 %
27 2001222 + 1433 43,768 £ 0,031 85,34 % £ 0,77 % 27 896772 + 5452 19,613 + 0,119 38,24 %+ 0,31 %
30 1976430 + 7475 43,226 + 0,163 84,28 % + 0,65 % 30 768961 + 5085 16,818 + 0,111 32,79% £ 0,43 %




Tabela 56. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach recepturowych w wersji IIR, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C

przez 30 dni.

5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja I IR — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C

Temperatura 4 °C

Srednie pole

Srednie st¢zenie

Zmiana zawartoSci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartosci

DEes powierzchni = SD anty?r:;g/yr::i;: = antybiotyku + SD DaIch powierzchni = SD anty?rir:)gt/}';](t)i 2 antybiotyku = SD
0 2357643 £22818 51,563 £ 0,499 100 % 0 2357643 £ 22818 51,563 £ 0,499 100 %
3 2283090 + 3589 49,933 + 0,078 96,84 % + 0,81 % 3 2099442 + 10298 45,916 + 0,225 89,05 % + 0,44 %
6 2231955 + 17868 48,814 + 0,391 94,67 % £+ 0,30 % O 6 1867053 + 19178 40,834 + 0,419 79,19 % £ 0,37 %
9 2223308 + 14168 48,625 +0,310 94,30 % + 0,39 % ;\3, 9 1710779 + 10700 37,416 £0,234 72,57 % £+ 0,33 %
12 2193928 + 39258 47,982 + 0,859 93,05 % + 0,95 % S 12 1531695 + 13612 33,499 £ 0,298 64,97 % + 0,23 %
15 2145714 + 22095 46,928 + 0,483 91,01 % £ 0,52 % g,_ 15 1373334 + 23890 30,036 + 0,522 58,25 %+ 0,83 %
18 2104640 + 12398 46,030 £ 0,271 89,27 % £ 0,79 % GEJ 18 1248306 + 11896 27,301 £ 0,260 52,95 % £ 0,30 %
21 2082809 + 14060 45,552 + 0,308 88,34 % + 0,29 % = 21 1090392 + 9852 23,848 £ 0,215 46,25 % + 0,57 %
24 2089449 + 12172 45,697 + 0,266 88,63 % £ 0,54 % 24 1007862 + 9772 22,043 £ 0,214 42,75 %+ 0,30 %
27 2028363 + 7477 44,362 + 0,164 86,04 % £ 0,70 % 27 889014 + 29238 19,443 + 0,639 37,70 % £+ 1,03 %
30 2007342 £ 17783 43,902 + 0,389 85,14 % + 0,40 % 30 797044 + 8323 17,432 £0,182 33,81 % +0,24 %




Tabela 57. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach recepturowych w wersji I1IR, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C

przez 30 dni.

5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja Il IR — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C

Temperatura 4 °C

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartosci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoSci

DASH powierzchni = SD anty?r:;g/yr::i;: = antybiotyku = SD DaIch powierzchni + SD anty:)ri]ogé]{t)ﬂ: = antybiotyku = SD
0 2342736 + 26321 51,911 £ 0,583 100 % 0 2342736 £26321 51,911 + 0,583 100 %
3 2291076 + 36481 50,766 + 0,808 97,80 % £+ 1,59% 3 2108148 £31199 46,713 £ 0,691 89,99 % + 1,37 %
6 2250674 £ 41116 49,871 +£0,911 96,07 % £+ 1,79 % O 6 1919659 + 28619 42,536 + 0,634 81,94 % +£1,25%
9 2231654 = 37682 49,450 + 0,835 95,26 % + 1,65 % :':\’, 9 1698510 + 55013 37,636 £ 1,219 72,50 % +2,38 %
12 2247589 + 16207 49,803 + 0,359 95,94 % £+ 0,72% :_,SG 12 1571331 + 15826 34,818 £ 0,351 67,07 % £ 0,70 %
15 2213309 + 23865 49,043 + 0,529 94,48 % £ 1,06 % g 15 1435134 + 20552 31,800 + 0,455 61,26 % £ 0,90 %
18 2219961 + 24932 49,191 + 0,552 94,76 % £+ 1,10 % % 18 1294710 + 19830 28,689 + 0,439 55,27 % £+ 0,87 %
21 2197398 + 32374 48,691 + 0,717 93,80 % £+ 1,42 % " 21 1152856 + 38252 25,545 + 0,848 49,21 % + 1,65 %
24 2154383 £ 28195 47,738 +£ 0,625 91,96 % + 1,24 % 24 1055924 + 7147 23,398 £0,158 45,07 %+ 0,31 %
27 2138885+ 15128 47,394 + 0,335 91,30 % + 0,68 % 27 938638 £ 17610 20,799 + 0,390 40,07 % + 0,77 %
30 2130913 + 17705 47,217 £ 0,392 90,96 % + 0,77 % 30 871936 + 15293 19,321 + 0,339 37,22 %+ 0,67 %




Tabela 58. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach recepturowych w wersji IVR, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C

przez 30 dni.
5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja IVR — temperatura przechowywania 4 °C i 20 °C
5 . Srednie stezenie . 2 5 . Srednie stezenie . s
DA povietop  mobowkiash DN e SRR, amobionkassp T o
0 2373222 + 28276 52,587 + 0,627 100 % 0 2373222 + 28276 52,587 + 0,627 100 %
3 2284943 + 28331 50,631 + 0,628 96,29 % + 2,00 % 3 2132164 + 23141 47,245+ 0,513 89,84 % + 0,80 %
o 6 2259911 + 24810 50,076 + 0,550 95,23 % + 0,59 % O 6 1926659 + 26742 42,692 + 0,593 81,18 % = 0,49 %
% 9 2281444 + 16515 50,553 + 0,366 96,14 % + 1,16 % ;3, 9 1727520 + 16293 38,279 + 0,361 72,80 % + 1,16 %
S 12 2271559 21911 50,334 + 0,486 95,72 % + 1,24 % S 12 1593708 + 6036 35,314 0,134 67,16 % + 0,53 %
g 15 2231756 + 4956 49,452 +0,110 94,05 % + 0,93 % g_ 15 1444021 + 10088 31,997 + 0,224 60,85 % + 0,81 %
E 18 2228974 + 3161 49,390 + 0,070 93,93 % + 0,83 % g 18 1319952 + 13523 29,248 + 0,300 55,62 % + 0,89 %
= 21 2199621 + 19464 48,740 + 0,431 92,69 % + 0,45 % " 21 1178888 + 11069 26,122 + 0,245 49,68 % + 0,76 %
24 2173864 + 21862 48,169 + 0,484 91,60 % + 1,12 % 24 1074638 + 7213 23,812+ 0,160 45,29 % + 0,53 %
27 2137529 + 27541 47,364 + 0,610 90,07 % + 0,86 % 27 958327 + 14284 21,235+ 0,317 40,38 %+ 0,31 %
30 2141144 £ 6549 47,444 £ 0,145 90,23 % + 1,05 % 30 901125 + 14550 19,967 + 0,322 37,97 % + 0,69 %
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Rycina 56. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 1 % roztworach wodnych i kroplach
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Rycina 57. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 1 % roztworach wodnych i kroplach

recepturowych, przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 20 °C.
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Rycina 58. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 5 % roztworach wodnych i kroplach
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Rycina 59. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 5 % roztworach wodnych i kroplach

recepturowych, przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 20 °C.



Tabela 59. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach ,,przemystowych” w wersji 1P0 i 2P0, przechowywanych w temperaturze

4 °C przez 30 dni.

1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 1P0 i 2P0 — temperatura przechowywania 4 °C

wersja 1P0

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoSci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartosci

DatH powierzchni + SD anty?;fgt/yrﬁt)i L antybiotyku £+ SD Dzied powierzchni + SD anty?rir:g/yr;{t)i L antybiotyku + SD
0 2373080 = 11164 10,334 + 0,049 100% 0 2360027 £ 9122 10,277 £ 0,040 100 %
3 2317206 + 2614 10,090 £ 0,011 97,65 %+ 0,17 % 3 2313884 + 6389 10,076 + 0,028 98,05 % £+ 0,51 %
6 2294975 £ 2090 9,993 + 0,009 96,71 % + 0,17 % 6 2290267 + 7975 9,973 £ 0,035 97,04 % £ 0,36 %
9 2279769 + 3401 9,927 +0,015 96,07 % + 0,16 % 8 9 2273833 + 7668 9,901 + 0,033 96,35 % + 0,49 %
12 2245111 + 4048 9,776 £ 0,018 94,61 % £ 0,10 % E 12 2237346 + 9528 9,743 £ 0,041 94,80 % £ 0,65 %
15 2208820 + 6674 9,618 +0,029 93,08 % + 0,25 % é 15 2208224 + 5786 9,616 + 0,025 93,57 % + 0,47 %
18 2187725 £ 8078 9,526 + 0,035 92,19 % + 0,28 % 18 2192034 + 13269 9,545 + 0,058 92,88 % + 0,67 %
21 2168127 £ 12774 9,441 £ 0,056 91,36 % £ 0,49 % 21 2169334 + 5939 9,446 £ 0,026 91,92 % £+ 0,37 %
24 2155178 £ 8703 9,385+ 0,038 90,82 % + 0,30 % 24 2168916 = 7926 9,445 £ 0,035 91,90 % £+ 0,12 %
27 2129558 £ 9506 9,273 £ 0,041 89,74 % + 0,39 % 27 2120545 £ 11058 9,234 + 0,048 89,85 % £ 0,51 %
30 2100025 £ 15338 9,145 £ 0,067 88,49 % + 0,66 % 30 2100968 + 16103 9,149 £ 0,070 89,02 % + 0,69 %




Tabela 60. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach ,,przemystowych” w wersji 3P0 i 4P0, przechowywanych w temperaturze 4 °C
przez 30 dni.

1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 3P0 i 4P0 — temperatura przechowywania 4 °C

Srednie stezenie Srednie stezenie Srednie stezenie . -
Zmiana zawartosci

Srednie pole Zmiana zawartosci

Dt powierzchni £ SD anty?ni;g/yr:](:i)i 1L antybiotyku £+ SD Dzied anty?rir:)gl)’r:](t)j: 1L anty?:ﬂ‘gf;tf 2L antybiotyku + SD
0 2356305 + 8751 10,261 + 0,038 100% 0 2322633 £ 10473 10,114 £ 0,046 100%
3 2313588 + 6025 10,074 + 0,026 98,19 % £ 0,30 % 3 2282649 + 13045 9,940 + 0,057 98,28 % + 0,64 %
6 2273430 + 4349 9,900 £ 0,019 96,48 % + 0,34 % 6 2284216 + 11001 9,947 £ 0,048 98,35 % + 0,55 %
8 9 2265395 £2552 9,865 + 0,011 96,14 % + 0,28 % g_) 9 2266044 + 5363 9,867 + 0,023 97,56 % + 0,24 %
E 12 2227589 + 12707 9,700 + 0,055 94,54 % + 0,45 % E 12 2245588 + 10678 9,778 + 0,046 96,68 % =+ 0,40 %
é 15 2209942 + 7144 9,623+ 0,031 93,79 % + 0,33 % é 15 2242278 + 15362 9,764 + 0,067 96,54 % £ 0,73 %
18 2190618 + 12548 9,539 £ 0,055 92,97 % + 0,31 % 18 2205983 £ 11119 9,606 + 0,048 94,98 % + 0,41 %
21 2170299 + 10651 9,451 £ 0,046 92,11 % +0,27 % 21 2193934 £ 11379 9,553 + 0,050 94,46 % + 0,53 %
24 2147276 + 11036 9,350 £ 0,048 91,13 %+ 0,42 % 24 2169603 + 12241 9,448 + 0,053 93,41 % +0,51 %
27 2131164 +11234 9,280 + 0,049 90,45 % + 0,52 % 27 2130062 + 20972 9,275 + 0,091 91,71 % £ 0,81 %
30 2121024 £ 22636 9,236 + 0,099 90,01 % + 0,77 % 30 2107505 £ 6786 9,177 £ 0,030 90,74 % + 0,25 %




Tabela 61. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach ,,przemystowych” w wersji IPO i 1IPO, przechowywanych w temperaturze 4 °C

przez 30 dni.

5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja IP0 i 11P0 — temperatura przechowywania 4 °C

wersja IP0

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartosci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoS$ci

DAY powierzchni = SD anty?;%yrﬁt)i 1Y antybiotyku + SD Rzth powierzchni = SD anW?ri?;}/rEt;t = antybiotyku + SD
0 2405763 + 12010 52,379 +£ 0,261 100% 0 2393902 + 11959 52,121 + 0,260 100%
3 2326201 + 6568 50,647 + 0,143 96,69 % + 0,27 % 3 2323916 + 5145 50,597 + 0,112 97,08 % + 0,49 %
6 2299299 + 2143 50,061 + 0,047 95,57 % £ 0,12 % 6 2302932 + 3444 50,140 + 0,075 96,20 % + 0,44 %
9 2285909 + 3410 49,770 £ 0,074 95,02 % + 0,12 % S_) 9 2282901+ 6834 49,704 £ 0,149 95,37 % + 0,69 %
12 2249774 + 5830 48,983 + 0,127 93,52% + 0,21 % é 12 2250303 + 4427 48,995 + 0,096 94,00 % + 0,47 %
15 2219941 + 4214 48,334 + 0,092 92,28 %+ 0,15 % § 15 2218177 + 3582 48,295 + 0,078 92,66 % + 0,55 %
18 2202472 +10838 47,953 £ 0,236 91,55 %+ 0,45 % 18 2204447 + 6464 47,996 + 0,141 92,09 % + 0,65 %
21 2179540 + 6133 47,454 £ 0,134 90,60 % + 0,23 % 21 2182768 + 4795 47,524 + 0,104 91,18 % + 0,55 %
24 2165511 + 5107 47,149 £ 0,111 90,01 % + 0,18 % 24 2175226 £ 6471 47,360 £ 0,141 90,87 % £ 0,19 %
27 2139769 + 6545 46,588 + 0,143 88,94 % + 0,24 % 27 2143787 + 3813 46,676 + 0,083 89,55 % + 0,45 %
30 2119837 + 7703 46,154 + 0,168 88,11 % + 0,29 % 30 2119341 + 3304 46,143 £ 0,072 88,53 %+ 0,31 %




Tabela 62. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach ,,przemystowych” w wersji I11PO i IVPO, przechowywanych w temperaturze

4 °C przez 30 dni.

5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja I11P0 i IVPO — temperatura przechowywania 4 °C

wersja I11P0

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoS$ci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoS$ci

Dzien powierzchni = SD anty?rfé)/rﬁt)ﬂ: SD antybiotyku + SD Dzien powierzchni = SD anty?riég)/rﬁli)i SD antybiotyku + SD
0 2370091 + 6409 51,603 £ 0,140 100 % 0 2356751 + 16057 51,312 + 0,350 100 %
3 2324892 £ 5516 50,619 + 0,120 98,09 % + 0,39 % 3 2315638 + 9960 50,417 + 0,217 98,26 % + 0,43 %
6 2284585 + 6270 49,741 £ 0,137 96,39 % £ 0,18 % 6 2273876 + 4609 49,508 + 0,100 96,48 % £+ 0,20 %
9 2272952 + 5384 49,488 £ 0,117 95,90 % £+ 0,28 % § 9 2259788 + 8423 49,201 £ 0,183 95,89 % £ 0,35 %
12 2241688 + 4810 48,807 £ 0,105 94,58 % £ 0,21 % E 12 2229631 + 8614 48,545 + 0,188 94,61 % £ 0,35 %
15 2220889 + 6075 48,354 £ 0,132 93,70 % £+ 0,10 % é 15 2200657 + 5542 47,914 £ 0,121 93,38 % £ 0,24 %
18 2205711 + 11436 48,024 £ 0,249 93,06 % £+ 0,37 % 18 2195493 + 7246 47,801 £ 0,158 93,16 % £ 0,32 %
21 2181742 + 10197 47,502 + 0,222 92,05 % + 0,28 % 21 2173530 + 13366 47,323 £ 0,291 92,23 %+ 0,58 %
24 2155509 + 13863 46,931 £ 0,302 90,95 % + 0,47 % 24 2131649 + 2267 46,411 + 0,049 90,45 % + 0,09 %
27 2152937 + 9570 46,875+ 0,208 90,84 % £+ 0,34 % 27 2124377 +£ 5104 46,253 £0,111 90,14 % + 0,20 %
30 2149432 + 9169 46,798 £+ 0,200 90,69 % £+ 0,27 % 30 2113493 + 10084 46,016 + 0,220 89,68 % £ 0,43 %
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Rycina 60. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach ,,przemystowych” w wersjach
PO, przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 4 °C.
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Rycina 61. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach ,,przemystowych”
w wersjach PO, przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 4 °C.



Tabela 63. Zmiana zawartos$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach ,,przemystowych” w wersji 1P6 i 2P6, przechowywanych w temperaturze 4 °C

przez 30 dni.

1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 1P6 i 2P6 — temperatura przechowywania 4 °C

wersja 1 P6

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoS$ci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoS$ci

Dt powierzchni = SD anty?r::)gtynljt)i ;L antybiotyku + SD D powierzchni = SD anW?ri?;}/rEt;t = antybiotyku + SD
0 2367535 £ 7029 10,381 +£ 0,031 100% 0 2371930 £ 3455 10,400 + 0,015 100%
3 2274821 + 8298 9,974 £ 0,036 96,08 % + 0,36 % 3 2270922 + 8382 9,957 + 0,037 95,74 %+ 0,31 %
6 2253550+ 6071 9,881 £0,027 95,19 % £ 0,24 % 6 2241235+ 12111 9,827 £0,053 94,49 % + 0,56 %
9 2219686 + 3376 9,733 £0,015 93,76 % £ 0,12 % E? 9 2208613 £ 5895 9,684 + 0,026 93,11 % £ 0,29 %
12 2209758 £ 9184 9,689 + 0,040 93,34% + 0,41 % ?E\l 12 2195074 + 9136 9,625 + 0,040 92,54 % + 0,38 %
15 2184691 + 7836 9,579 £ 0,034 92,28 % £ 0,35 % § 15 2166779 + 3246 9,501 +0,014 91,35% + 0,11 %
18 2159878 + 11747 9,470 + 0,052 91,23 % + 0,52 % 18 2140978 + 7841 9,388 + 0,034 90,26 % + 0,37 %
21 2127899 + 9883 9,330 £ 0,043 89,88 % £ 0,41 % 21 2109899 + 10582 9,251 £ 0,046 88,95 % + 0,44 %
24 2101696 + 11211 9,215 £ 0,049 88,77 % + 0,48 % 24 2093306 + 7488 9,179 + 0,033 88,25 % + 0,35 %
27 2062752 + 7696 9,045 + 0,034 87,13%+0,31 % 27 2056911 + 3262 9,019+0,014 86,72 % + 0,14 %
30 2053508 + 10091 9,004 + 0,044 86,74 % £ 0,42 % 30 2045058 + 3514 8,967 £ 0,015 86,22 % + 0,18 %




Tabela 64. Zmiana zawartos$ci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach ,,przemystowych” w wersji 3P6 i 4P6, przechowywanych w temperaturze 4 °C przez

wersja 3P6

30 dni.
1 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja 3P6 i 4P6 — temperatura przechowywania 4 °C
5 . Srednie stezenie . . 5 . Srednie stezenie . s
Dk pviesenasp  obobkussp  GREEERMCE b O, abbiuisy SRR
0 2371892 + 5355 10,400 + 0,023 100% 0 2389195 + 15561 10,476 + 0,068 100%

3 2295256 + 8921 10,064 + 0,039 96,77 % + 0,32 % 3 2307018 + 5783 10,116 + 0,025 96,56 % + 0,37 %
6 2278044 + 7436 9,989 + 0,033 96,04 % + 0,42 % 6 2295760 + 11224 10,066 + 0,049 96,09 % + 0,49 %
9 2250454 + 6368 9,868 + 0,028 94,88 % + 0,34 % © 9 2273842 + 18630 9,970 + 0,082 95,17 % + 0,63 %
12 2227847 + 9918 9,768 + 0,043 93,93 % + 0,46 % E 12 2239588 + 5147 9,820 + 0,023 93,74 % + 0,29 %
15 2202418 + 8114 9,657 + 0,036 92,85 % + 0,24 % é 15 2214888 + 5271 9,712 + 0,023 92,70 % + 0,28 %
18 2173629 + 11843 9,531 + 0,052 91,64 % + 0,60 % 18 2173996 + 13001 9,532 + 0,057 90,99 % + 0,60 %
21 2148048 + 10524 9,419 + 0,046 90,56 % + 0,36 % 21 2148045 + 11566 9,419 = 0,051 89,91 % + 0,47 %
24 2127277 + 7371 9,328 + 0,032 89,69 % + 0,27 % 24 2146319 + 5314 9,411 + 0,023 89,83 % = 0,23 %
27 2088637 + 12654 9,158 + 0,055 88,06 % + 0,44 % 27 2093922 + 7481 9,181 + 0,033 87,64 % + 0,34 %
30 2072290 + 8033 9,086 + 0,035 87,37 %+ 0,24 % 30 2077317 + 5272 9,108 + 0,023 86,95 % = 0,31 %




Tabela 65. Zmiana zawarto$ci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach ,,przemystowych” w wersji IP6 i 1IP6, przechowywanych w temperaturze 4 °C

przez 30 dni.
5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja IP6 i 11P6 — temperatura przechowywania 4 °C
5 . Srednie stezenie . s 5 . Srednie stezenie . %
TR S o vt SR C R i e T et
0 2346097 + 8711 51,435 + 0,191 100% 0 23777061 + 7491 52,114 + 0,164 100%
3 2283289 + 7466 50,058 + 0,164 97,32 %+ 0,32 % 3 2279243 + 4019 49,969 + 0,088 95,88 % + 0,14 %
6 2250549 + 5089 49,340 + 0,112 95,93 % + 0,26 % 6 2250540 + 8497 49,340 + 0,186 94,68 % + 0,30 %
© 9 2240118 + 4204 49,112 + 0,092 95,48 % + 0,15 % i 9 2233811 + 5631 48,973 + 0,123 93,97 %+ 0,18 %
E 12 2216829 + 4944 48,601 + 0,108 94,49 % + 0,18 % E 12 2206512 + 9189 48,375 + 0,201 92,83 % + 0,35 %
§ 15 2187258 + 5627 47,953 + 0,123 93,23 % + 0,27 % é 15 2177832 + 5059 47,746 + 0,111 91,62 % + 0,22 %
18 2162781 + 9102 47,416 + 0,200 92,19 % + 0,43 % 18 2159250 + 5959 47,339 + 0,131 90,84 % + 0,23 %
21 2132904 + 3390 46,761 + 0,074 90,91 % + 0,14 % 21 2127022 + 14935 46,632 + 0,327 89,48 % + 0,58 %
24 2105803 + 11770 46,167 + 0,258 89,76 % + 0,47 % 24 2102651 + 11360 46,098 + 0,249 88,46 % + 0,49 %
27 2088438 + 3504 45,786 + 0,077 89,02 % + 0,16 % 27 2082709 + 16190 45,661 + 0,355 87,62 % + 0,63 %
30 2070683 + 7223 45,397 + 0,158 88,26 % + 0,30 % 30 2066605 + 8282 45,307 + 0,182 86,94 % + 0,30 %




Tabela 66. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach ,,przemystowych” w wersji I11P6 i IVP6, przechowywanych w temperaturze 4 °C

przez 30 dni.

5 % krople do oczu z cefuroksymem — wersja I11P6 i IVP6 — temperatura przechowywania 4 °C

wersja I11P6

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartosci

Srednie pole

Srednie stezenie

Zmiana zawartoSci

Dzien powierzchni + SD anty:)rir:)gt/yr:](lli)i SD antybiotyku + SD Dzien powierzchni + SD anty?;:g/yrﬁlli)i SD antybiotyku + SD

0 2356069 + 3243 51,654 + 0,071 100% 0 2360379 + 16196 51,748 + 0,355 100%

3 2293589 + 6506 50,284 + 0,143 97,35% + 0,31 % 3 2290920 + 9300 50,225 + 0,204 97,06 % + 0,79 %
6 2260718 + 11084 49,563 + 0,243 95,95 %+ 0,51 % 6 2256143 + 3234 49,463 £ 0,071 95,59 % £+ 0,52 %
9 2254491 + 4902 49,427 + 0,107 95,69 % £ 0,26 % % 9 2235723 + 8550 49,015 + 0,187 94,72 % £ 0,19 %
12 2221496 + 11260 48,703 £ 0,247 94,29 % £+ 0,49 % E‘ 12 2197088 + 8625 48,168 + 0,189 93,08 % £ 0,78 %
15 2194011 + 9693 48,101 + 0,213 93,12 %+ 0,45 % é 15 2187264 + 15617 47,953 £ 0,342 92,67 % £ 0,87 %
18 2172353+ 4853 47,626 + 0,106 92,20 %+ 0,21 % 18 2170183 + 6246 47,578 £ 0,137 91,94 % £+ 0,31 %
21 2144243 + 5227 47,010 £ 0,115 91,01 % + 0,27 % 21 2136916 + 7180 46,849 + 0,157 90,53 % + 0,39 %
24 2128149 + 3684 46,657 + 0,081 90,33 % £ 0,20 % 24 2116976 + 4072 46,412 + 0,089 89,69 % £ 0,28 %
27 2099435 + 4107 46,027 + 0,090 89,11 % £ 0,16 % 27 2096014 + 2587 45,952 + 0,057 88,80 % = 0,41 %
30 2075898 + 2993 45,511 + 0,066 88,11 % £0,14 % 30 2074340 + 7722 45,477 £ 0,169 87,88 % £ 0,16%
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Rycina 62. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach ,,przemystowych”
w wersjach P6, przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 4°C.
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Rycina 63. Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w 5 % kroplach ,,przemystowych”
w wersjach P6, przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 4°C.



12. Produkty roezkladu cefuroksymu sodowego.

Zgodnie z warunkami przytoczonymi w piSmiennictwie [59], 1% roztwor wodny
cefuroksymu sodowego o pH 7,4 poddano warunkom stresowym, ogrzewajac probe
przez 10 min w temperaturze 60 °C. Analogicznic postgpiono rozpuszczajgc
cefuroksym sodowy w buforze cytrynianowym o pH 3,8 i pH 6,5. Chromatogramy
swiezo sporzadzonych roztworow oraz poddanych ekspozycji na podwyzszong
temperature zilustrowano na rycinach 64 - 69. Ponadto na rycinie 70 umieszczono
widmo UV cefuroksymu sodowego i widmo UV gtéwnego produktu rozktadu
antybiotyku pojawiajgcego si¢ na chromatogramie przy czasie retencji tg = 6,8.

Dla porownania rozktadu antybiotyku przebiegajacego w srodowisku wodnym o pH
3,8 — 7,4, sporzadzono rownoczesnie 1 % i 5 % roztwory cefuroksymu sodowego
w 0,1 mol/L roztworze NaOH oraz w 1 % roztworze trietyloaminy, ktorych pH miescito
si¢ w zakresie 12 - 13. Z uwagi na szybki rozktad cefuroksymu sodowego w §rodowisku
zasadowym, analizie chromatograficznej poddano tylko swiezo sporzadzone roztwory.

Wyniki badan przedstawiono na rycinach 71 - 74 i w tabeli 67.
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Rycina 64. Chromatogram $§wiezo sporzadzonego 1 % roztworu wodnego cefuroksymu
sodowego. A- uracyl, B — pik cefuroksymu.
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Rycina 65. Chromatogram 1% roztworu wodnego cefuroksymu sodowego, ogrzewanego
w temperaturze 60 °C przez 10 minut. A — pik uracylu, B — pik glownego
produktu rozktadu, C — pik cefuroksymu.
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Rycina 66. Chromatogram $wiezo sporzadzonego 1 % roztworu cefuroksymu sodowego
w buforze cytrynianowych o pH 3,8. A — pik cefuroksymu.
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Rycina 67. Chromatogram 1% roztworu cefuroksymu sodowego w buforze cytrynianowym
o pH 3,8, ogrzewanego w temperaturze 60 °C przez 10 minut. A i B — piki
produktéw rozktadu antybiotyku, C — pik cefuroksymu.
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Rycina 68. Chromatogram $wiezo sporzadzonego 1 % roztworu cefuroksymu sodowego
w buforze cytrynianowym o pH 6,5. A- uracyl, B — pik cefuroksymu.
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Rycina 69. Chromatogram 1% roztworu cefuroksymu sodowego w buforze cytrynianowym
0 pH 6,5, ogrzewanego w temperaturze 60 °C przez 10 minut. A — pik produktu
rozktadu antybiotyku, B — pik cefuroksymu.
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Rycina 70. Widmo UV w zakresie dtugosci fali 200 — 400 nm. | — widmo UV glownego
produktu rozkladu pojawiajacego si¢ na chromatogramach przy czasie retencji
tr=6,8, II- widmo UV cefuroksymu sodowego.
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Rycina 71. Chromatogram §wiezo sporzadzonego 1 % roztworu cefuroksymu sodowego w 1 %
roztworze trietyloaminy. A i C — piki produktow rozktadu antybiotyku, B — pik
cefuroksymu.
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Rycina 72. Chromatogram $wiezo sporzadzonego 1 % roztworu cefuroksymu sodowego w 0,1
mol/L roztworze NaOH. A — pik uracylu , B i D — piki produktow rozktadu
antybiotyku, C — pik cefuroksymu.
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Rycina 73. Chromatogram $wiezo sporzadzonego 5 % roztworu cefuroksymu sodowego w 1 %
roztworze trietyloaminy. A — pik uracylu , B i D — piki produktéw rozktadu
antybiotyku, C — pik cefuroksymu.
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Rycina 74. Chromatogram $wiezo sporzadzonego 5 % roztworu cefuroksymu sodowego w 0,1
mol/L roztworze NaOH. A — pik uracylu , B i D — piki produktéow rozktadu
antybiotyku, C — pik cefuroksymu.



Tabela 67. Spadek stezenia cefuroksymu w $wiezo sporzadzonych 1 % i 5 % (w/w) roztworach
antybiotyku w 1% roztworze trietyloaminy i 0,1 mol/L roztworze NaOH.

Zalozone stezenie
cefuroksymu sodowego
w badanym roztworze

Pole powierzchni Obliczone ste¢zenie Spadek zawartoSci
cefuroksymu antybiotyku (%0)

10 mg/mL cefuroksymu
sodowego w 1 % roztworze 1131805 5,02 mg/mL 149,84 %

trietyloaminy

10 mg/mL cefuroksymu
sodowego w 0,1 mol/L 775829 3,44 mg/mL 165,62 %

roztworze NaOH

50 mg/mL cefuroksymu
sodowego w 1 % roztworze 1698356 37,63 mg/mL 124,73 %
trietyloaminy

50 mg/mL cefuroksymu
sodowego w 0,1 mol/L 1419651 31,46 mg/mL 137,09 %
roztworze NaOH




V. Omowienie wynikow

Cefuroksym — cefalosporyna Il generacji, charakteryzuje si¢ szerokim zakresem
dziatania bakteriobdjczego wobec wigkszosci bakterii wywotujacych zakazenia oczu,
w szczegblnosci na Staphylococcus sp. i Streptococcus sp. [79]. Jest skuteczny wobec
Haemophilus influenzae, wigkszo$ci pateczek Enterobacteriaceae, Neisseria sp.,
Moraxella catarrhalis oraz wobec bakterii beztlenowych: laseczek Clostridium oraz
pateczek Gramm-ujemnych z rodzaju Fusobacterium. Do najwazniejszych whasciwosci
cefuroksymu  oprocz  szczegélnej aktywnos$ci  wobec  Staphylococcus — sp.
i Streptococcus sp. nalezy jego oporno$¢ na f — laktamazy gronkowcowe (penicylinazy)
oraz B — laktamazy plazmidowe o szerokim profilu substratowym typu TEM i SHV,
ktore powoduja szybka hydrolize pierscienia f-laktamowego w czasteczce antybiotyku,
a tym samym utrate wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych 1 w konsekwencji
powstanie opornosci bakterii na antybiotyk. Dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
cefuroksymu podobnie jak innych antybiotykow p-laktamowych =zalezy przede
wszystkim od obecno$ci w ich czasteczce zamknigtego pierscienia B-laktamowego.
Oporno$¢ cefuroksymu na hydrolityczne dziatanie enzymow bakteryjnych z grupy
B — laktamaz czyni ten antybiotyk bardziej skutecznym, w poréwnaniu na przyktad
z penicylinami, w leczeniu zakazen wywolywanych przez bakterie wytwarzajace
wspomniane enzymy. Zastosowanie cefuroksymu w kroplach do oczu w leczeniu
bakteryjnych infekcji jest w pelni uzasadnione, poniewaz gronkowce i paciorkowce
oraz wiele innych patogenow powodujacych zakazenia oczu, wykazuja duza zdolnos¢
do produkcji B — laktamaz. Cefuroksym dobrze przenika z worka spojowkowego do
cieczy wodnistej oka i jest mniej toksyczny wobec epithelium rogéwki w poréwnaniu

z innymi miejscowo stosowanymi antybiotykami np. aminoglikozydami [80].

Krople do oczu z cefuroksymem stanowigce wodne roztwory z uwagi na ograniczong
trwalos¢ antybiotyku nie sg produkowane jako preparaty handlowe. Sporzadzane sa
przez apteki wylacznie na potrzeby pacjentdw oddzialdow okulistycznych, najczesciej
przez rozpuszczenie ex tempore w jatowej wodzie cefuroksymu sodowego, handlowej
suchej postaci leku przeznaczonej do iniekcji dozylnych i domig$niowych [67]. Z uwagi
na niskie ci$nienie osmotyczne tak otrzymanych roztworéow, celowe staje sig
opracowanie technologii sporzadzania 1 % i 5% kropli do oczu, ktore beda spetniaty

wymagania stawiane tej postaci leku zawarte w Farmakopei Polskiej VIII oraz



Farmakopei Polskiej V [41,81]. Ponadto w zalozeniu, $wiezo sporzadzone krople
powinny charakteryzowac si¢ trwaloscig minimum kilkunastodniowg, co pozwolitoby
pacjentom przeprowadzi¢ pelng terapi¢ przy zastosowaniu jednego opakowania

preparatu.

Badania nad trwatoscig cefuroksymu sodowego w kroplach do oczu, bedace tematem
niniejszej pracy, sa kontynuacja wczesniejszych analiz prowadzonych w Katedrze
Technologii Postaci Leku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu [68,72], ktérych
wyniki pozwolily na opatentowanie pelnej technologii sporzadzania 1 % kropli
z cefuroksymem w wersji recepturowej [82]. Stusznym krokiem wydaje si¢ byc¢,
rozszerzenie juz przeprowadzonych badan o technologi¢ sporzadzania kropli
wzmocnionych, o stezeniu 5 % oraz o technologi¢ sporzadzania kropli w wersji
handlowej, co pozwoli na szersze wykorzystanie w lecznictwie tej postaci leku. Ponadto
celowe byto wprowadzenie analizy trwalosci chemicznej antybiotyku, za pomoca
metody HPLC 1 odniesienie jej do juz przeprowadzonych badan aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej cefuroksymu w 1 % kroplach do oczu, co pozwolito na

poréwnanie obu tych metod.

Cel niniejszej pracy realizowano etapowo. Do sktadu 5% kropli wiaczono te same
substancje pomocnicze, ktére wczesniej wykorzystano w badaniach nad technologia
sporzadzania 1 % recepturowych kropli do oczu z cefuroksymem sodowym [68,72].
Jednak z uwagi na znaczne réznice w cisnieniu osmotycznym 1 % i 5% roztworow
cefuroksymu sodowego w wodzie, zmodyfikowano sktad buforéw cytrynianowych
wlaczonych do sktadu 5 % kropli do oczu.

W pierwszym etapie badan dokonano testu zgodnosci farmaceutycznej 5 % roztwordw
wodnych cefuroksymu sodowego z substancjami pomocniczymi, ktére w zatozeniu
pracy miaty by¢ wiaczone do sktadu kropli do oczu. Wyniki analizy przedstawiono
w tabeli 6. Podczas dwutygodniowego przechowywania roztworow W temperaturze
4 °C i 20 °C nie stwierdzono interakcji. Wszystkie sporzadzone roztwory pozostaly
klarowne. Zaobserwowano natomiast zmian¢ zabarwienia, ktdra intensywniej
przebiegata w temperaturze przechowywania 20 °C.

Do wykonania kropli z cefuroksymem sodowym w wersji recepturowej oraz
rozpuszczalnikdéw do wersji przemystowej kropli wykorzystano roztwory substancji
pomocniczych, ktorych tok sporzadzania opisano w punkcie 4. W ramach oceny

jakosciowej buforow cytrynianowych, przed procesem wyjatawiania oraz bezposrednio



po nim, dokonano pomiarow: pH i ci$nienia osmotycznego oraz przeprowadzono oceng
organoleptyczng pod katem zmiany zabarwienia i klarownosci, a w przypadku roztworu
alkoholu powinylowego zmierzono dodatkowo lepko$¢ (tabela 2 i tabela 4). Na
podstawie przeprowadzonej oceny fizycznej, nie stwierdzono zmian w badanych
buforach w wyniku procesu wyjalawiania, natomiast w roztworze alkoholu
poliwinylowego doszto tylko do nieznacznego spadku lepkosci z wartosci 44,23 mPa-s
do 42,31 mPa-s.

Metoda HPLC

Do oznaczania zmian zawartosci cefuroksymu sodowego w badanych kroplach
1 roztworach wykorzystano wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC), ktora
zwalidowano pod katem: specyficzno$ci, dokladno$ci, precyzji i liniowos$ci oraz
wyznaczono granice wykrywalnosci 1 oznaczalnos$ci cefuroksymu sodowego w trakcie
catego cyklu badan. Ponadto dokonano oceny wplywu niewielkich zaplanowanych

zmian na parametry analizy chromatograficznej — robustness.

Specyficznosé. W badaniu specyficznosci (punkt 11.4.1.) wykazano, ze cytrynian sodu,
kwas cytrynowy, boran fenylortgciowy, alkohol B-fenyloetylowy oraz alkohol
poliwinylowy, wystepujace w skladzie kropli do oczu, nie mialy wplywu na wynik
oznaczen cefuroksymu sodowego, poniewaz przy dtugosci fali 273 nm i czasie retencji
charakterystycznym dla antybiotyku, na chromatogramach nie pojawily si¢ piki

pochodzace od zastosowanych substancji pomocniczych.

Doktadnosé. Za miare doktadnos$ci przyjeto procent odzysku antybiotyku z mieszanin
modelowych o okre§lonej zawartosci cefuroksymu sodowego (punkt 11.4.2)).
Doktadno$¢ oznaczen cefuroksymu w 1% kroplach wynosita od 97,96 % do 99,15 %,
natomiast w 5 % od 99,03 % do 99,76 %.

Precyzja. Precyzje oznaczen cefuroksymu sodowego w badanych kroplach okre$lono
podczas analizy mieszanin modelowych antybiotyku, poprzez obliczenie procentowego
wzglednego odchylenia standardowego zwanego inaczej wspdtczynnikiem zmiennos$ci
(Wz). Wspoélezynnik zmiennosci, obliczony na podstawie pol powierzchni otrzymanych
z trzech nastrzykow dla kazdej mieszaniny modelowej, wynosit dla 1 % kropli od

0,16 % do 0,59 %, natomiast dla 5 % kropli od 0,10 % do 0,78 % (punkt 11.4.3.).



Granica wykrywalnosci (DL) i granica oznaczalnosci(QL). Zaroéwno granice
wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci okreslono korzystajagc z wspoétczynnika kierunkowego
krzywej kalibracyjnej (a) oraz odchylenia standardowego (Sy) (punkt 11.4.4. i punkt
11.45.)). Najwyzsza warto$¢ tych parametrow uzyskano na podstawie obliczen
z krzywej kalibracyjnej A, gdzie granica wykrywalnosci (DL) cefuroksymu sodowego
wynosita 3,60 pg/mL, a granica oznaczalnosci (QL) 10,91 pug/mL. W trakcie calego
cyklu badan dokonano podobnych obliczen, w oparciu 0 wszystkie wyznaczone krzywe
wzorcowe. Réznice w otrzymanych warto$ciach DL i QL byly mato istotne, poniewaz
najnizszy punkt na krzywej wzorcowej zostal wyznaczony dla st¢zeniu cefuroksymu
sodowego w probie rownemu 25 pg/mL, czyli wartosci odpowiadajacej 75 % spadkowi
zawarto$ci antybiotyku kroplach do oczu w odniesieniu do wartosci deklarowanej
w dniu ich sporzadzenia. Poza tym wedlug wytycznych ICH Q2 (R1) [77] granice
wykrywalnosci (DL) i granice¢ oznaczalnosci (QL) nalezy wyznaczy¢ koniecznie
podczas analizy ilosciowej zanieczyszczen, natomiast nie ma takiego wymogu odnosnie

oznaczania ilosciowego gtownego analitu w matrycy.

Liniowos¢ metody. W opracowanej metodzie iloSciowego oznaczania cefuroksymu
sodowego w kroplach i roztworach wodnych wyznaczono cztery krzywe wzorcowe,
w zakresie stezen cefuroksymu sodowego od okoto 25 pg/mL do okoto150 pg/mL,
czyli od 25 % do 150 % deklarowanej zawartosci antybiotyku w badanych kroplach
w dniu ich sporzadzenia (punkt 11.4.6.). Przeprowadzona analiza regresji potwierdzita
istotno$¢ korelacji miedzy oznaczonym polem powierzchni a stezeniem wzorca

cefuroksymu sodowego w analizowanych probach (punkt.11.3.1. 1 punkt.11.3.2.).

Robustness. W celu zbadania wptywu zaplanowanych zmian w opracowanej metodzie
ilosciowego oznaczania cefuroksymu sodowego w kroplach do oczu, na wartos¢
uzyskanych pol powierzchni, a tym samym na warto$¢ obliczonego stezenia analitu
w badanej probie, wprowadzono modyfikacje polegajace na: zmianie temperatury
kolumny chromatograficznej podczas prowadzenia rozdziatu oraz na zmianie pH i ilo$ci
acetonitrylu w fazie ruchomej. Szczegdlowy tok analizy przedstawiono w punkcie
11.4.7. W przypadku zmiany temperatury kolumny i ilosci acetonitrylu w fazie
ruchomej, stwierdzono nastgpujace prawidtowosci: im wyzsza temperatura kolumny
1 im wyzsza zawarto$¢ acetonitrylu w fazie ruchomej tym nizsze uzyskano czasy
retencji tr cefuroksymu. Zmiany te nie wptynely istotnie na wartosci uzyskanych pol
powierzchni. Wspoétczynnik zmiennosci dla trzech s$rednich pdét  powierzchni

uzyskanych tacznie z dziewigciu nastrzykdw mieszaniny modelowej (po trzy nastrzyki



dla kazdych warunkow rozdziatu), podczas analizy prowadzonej w temperaturze 20 °C,
25 °C oraz 30 °C wynosit 0,003 % (tabela 45). Analogicznie dla trzech $rednich pol
powierzchni uzyskanych z analizy mieszaniny modelowej przy uzyciu trzech faz
ruchomych roznigcych si¢ zawartoscig acetonitrylu: 90%, 100 % i 110 %
(W odniesieniu do ilo$ci wymaganej) wspotczynnik zmiennosci wynosit 0,088 %
(tabela 46). Podczas prowadzenia oznaczen chromatograficznych przy zastosowaniu faz
ruchomych o pH w zakresie 3,3 — 3,5, uzyskano rozdzial chromatograficzny przy
podobnym czasie retencji tgr cefuroksymu, a wspotczynnik zmienno$ci dla trzech
srednich po6l powierzchni wynosit 0,103 % (tabela 47). Przeprowadzona analiza
dowiodla, ze niewielkie zmiany w warunkach prowadzonego rozdzialu
chromatograficznego, ktérych konsekwencja byly uzyskane rézne czasy retencji
cefuroksymu, od tg = 7,42 do tg =9,86, nie wplyn¢ty na wielkos¢ pol powierzchni
oznaczanego analitu, a tym samym na obliczong zawarto$¢ antybiotyku w badanych

probach.

Parametry rozdzialu chromatograficznego. W trakcie oznaczen zawartoSci
cefuroksymu sodowego w badanych kroplach, oprocz pol powierzchni wyznaczono
szereg parametrOw chromatograficznych, ktorych wartosci $wiadczyly o sprawnosci
oraz statych warunkach prowadzonych rozdzialow. Wspodlczynnik retencji k dla
cefuroksymu sodowego w calym cyklu badan wynosit od okoto 3,2 do okoto 3,3.1l0§¢
potek teoretycznych na metr dla zastosowanej kolumny wynosita okoto 40000.
W jednym dniu analizy odnotowano spadek tej wartosci, ktory nie wptynat na wynik
oznaczen. Minimalna rozdzielczo$¢ Rs dla cefuroksymu sodowego jaka uzyskano
w catym cyklu badan wynosita okoto 1,7. Wspotczynnik ogonowania piku TFse byl nie
wyzszy niz 1,5. Chromatogramy oraz parametry rozdzialu chromatograficznego
cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % kropach w wersjach recepturowych
I ,,przemystowych”, w dniu sporzadzenia i w 30 dniu przechowywania, przedstawiono

na rycinach 42 — 55 oraz w tabeli 48.



Krople recepturowe z cefuroksymem sodowym

Krople z cefuroksymem sodowym o stgzeniu 1 % i 5% (w/w) zaprojektowano
w czterech wersjach recepturowych. Sktad kropli przedstawiono w tabeli 15.
Uzasadnienie zaprogramowanego sktadu kropli w odniesieniu do zaplanowanych
i przeprowadzonych badan fizykochemicznych przedstawiono w tabeli 16. Z punktu
widzenia terapii, przy wyborze stgzenia cefuroksymu w kroplach i sktadu kropli
powinny by¢ brane pod uwage takie czynniki jak : stan zakazenia i jego intensywnos¢,
obszar oka zajety zakazeniem oraz etap zakazenia. Krople 1 % 1 5 % sporzadzone
wedtug sktadu recepturowego formulacji nr 1 i nr I przeznaczone sg do stosowania
zwlaszcza w poczatkowym, ostrym etapie zakazenia, w ktorym nie wskazane jest
stosowanie kropli zawierajacych $rodki konserwujace i zwigkszajace lepkos¢. Krople
1 % 15 % formulacji nr 1 1 nr I wskazane sa réwniez w leczeniu zakazen u pacjentéw
z uszkodzonym nabtonkiem rogoéwki Iub brakiem tolerancji oka na $rodki
konserwujace. Krople 1 % i1 5% zawierajace srodki konserwujace (formulacje nr 2 i nr
IT) sa zalecane po opanowaniu ostrej fazy zakazenia, przy braku objawdw uszkodzenia
nabtonka rogowki oraz w przypadku dobrej tolerancji oka pacjenta na s$rodki
konserwujace. Zastosowanie kropli 1 % 1 5 % z cefuroksymem sporzadzonych
w buforze cytrynianowym, zawierajagcych poliwinyloalkohol zwigkszajacy lepkosé
kropli i wydhizajacy czas kontaktu kropli z okiem (formulacje nr 3 i nr III) jest
korzystne w przypadku konieczno$ci zwigkszania penetracji cefuroksymu przez
rogowke do przedniej komory oka. Krople formulacji nr 3 oraz nr III moga by¢
stosowane po opanowaniu ostrej fazy zakazenia oraz w przypadku braku tolerancji oka
pacjenta na Srodki konserwujace. Krople 1 % 1 5 % zawierajace srodki konserwujace
i poliwinyloalkohol (formulacje nr 4 i nr IV) mogg by¢ stosowane po opanowaniu ostre;j
fazy zakazenia, przy braku objawoéw uszkodzenia rogéwki oraz w przypadku dobrej

tolerancji oka na $rodki konserwujace.

Wszystkie zaproponowane formulacje sporzadzono w warunkach aseptycznych,
zgodnie z metodyka przedstawiong w punktach 7 1 8. Wszystkie wersje kropli zostaly
wykonane w dwoch seriach, a nastgpnie przechowywane w chtodziarkach
farmaceutycznych przez 30 dni, w temperaturze 4 °C i 20 °C. Podczas przechowywania
dokonano oceny fizykochemicznej kropli, ktora obejmowata badania : pH, ci$nienia
osmotycznego, barwy i klarowno$ci oraz analiz¢ zmiany zawarto$ci cefuroksymu
sodowego, za pomoca metody HPLC. W wersjach kropli 3 1 4 oraz IIl i IV zbadano

réwniez lepko$¢. Rownolegle wykonano 1 % i 5 % (w/w) roztwory cefuroksymu



sodowego w wodzie jalowej, ktore stanowity proby odniesienia w przeprowadzonej

analizie fizykochemicznej.

pH $wiezo sporzadzonych 1 % (w/w) kropli wynosito 6,23 — 6,27. W trakcie
przechowywania w temperaturze 4 °C obserwowano niewiclkie zmiany tych warto$ci,
poniewaz po 30 dniu pH wynositlo 6,12 — 6,40, w zaleznosci od wersji kropli.
W temperaturze 20 °C zmiany te byly bardziej widoczne, ale i w tym wypadku pH
wzrosto w 30 dniu przechowywania maksymalnie do wartosci 7,07, co wedtug danych
literaturowych stanowilo jeszcze optymalne pH dla trwatosci antybiotyku [57].
W $wiezo wykonanych kroplach 5 % (w/w) pH wynosito 6,15 — 6,28, natomiast po 30
dniach przechowywania w temperaturze 4 °C wzrosto do wartosci 7,18 — 7,83,
a w przypadku temperatury 20 °C osiggneto wartos¢ 8,24 — 8,83. Wigksze zmiany pH,
w poréwnaniu do 1 % kropli, mozna ttumaczy¢ innym sktadem iloSciowym buforow
przeznaczonych do wykonania 5 % kropli a nie stezeniem antybiotyku, 0 czym
$wiadczg réwnolegle prowadzone badania pH w roztworach wodnych cefuroksymu
sodowego. pH $wiezo sporzadzonych 1 % roztworéw wodnych wynosilo 7,41,
Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C wzrosto do wartosci 7,86,
a w temperaturze 20 °C do wartosci 8,22. Na podobnym poziomie przebiegaly zmiany
pH w 5 % roztworach wodnych, gdzie §wiezo sporzadzone roztwory charakteryzowaty
si¢ pH rownym 8,03 , ktore wzrosto po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C
do warto$ci 8,41, a w temperaturze 20 °C do wartosci 8,66. Porownujgc procentowy
wzrost wartosci, jaki nastgpit w roztworach wodnych w trakcie ich przechowywania
w temperaturze 4 °C zaobserwowano, ze W 1 % roztworach wodnych cefuroksymu
sodowego pH w 30 dniu przechowywania wzrosto o 6,07 %, podczas gdy
w 5 % roztworach przechowywanych w tych samych warunkach pH wzrosto o 4,73 %.
W przypadku temperatury przechowywania 20 °C wystgpita ta sama prawidtowos¢,
gdzie w 1 % roztworach wodnych cefuroksymu w 30 dniu przechowywania nastgpit
wzrost wartosci o 10,93 %, natomiast w 5% roztworach wodnych antybiotyku o 7,85 %,
w odniesieniu do pH $wiezo wykonanych roztworéw. Szczegdétowe wyniki analizy

przedstawiono w tabelach 18 i 19 oraz na rycinach 13 — 18.



Cisnienie osmotyczne 1% kropli do oczu w dniu sporzadzenia wynosito
od 367 mOsm/L do 418 mOsm/L.W trakcie badan ci$nienie osmotyczne kropli
stopniowo  ulegalo  zmianie, ktéora  S$ci§le  korelowala z  temperatura
ich przechowywania. Po 30 dniach w kroplach 1 % przechowywanych
w temperaturze 4 ° ci$nienie osmotyczne osiagn¢to wartos¢ od 364 mOsm/L
do 432 mOsm/L, natomiast w kroplach przechowywanych w temperaturze 20 °C
od 363 mOsm/L do 451 mOsm/L. W przypadku 5 % kropli ci$nienie osmotyczne
w dniu ich wykonania wynosito od 381 mOsm/L do 430 mOsm/L. W 30 dniu badan
w temperaturze 4 °C wzrosto od 399 mOsm/L do 449 mOsm/L, w zalezno$ci od wersji.
Podczas gdy w kroplach przechowywanych w temperaturze 20 °C ci$nienie osmotyczne
w tym samym czasie osiggneto wartos¢ od 493 mOsm/L do 536 mOsm/L. Poréwnujac
zmiany ci$nienienia osmotycznego w odniesieniu do procentowego wzrostu lub spadku
wartosci jaki nastgpit w badanych kroplach po 30 dniach przechowywania, stwierdzono,
ze W temperaturze 4 °C zmiany w 1 % i 5% kroplach zachodzity na podobnym
poziomie, z wyjatkiem wersji IR, gdzie zaobserwowano wzrost cisnienia osmotycznego
0 17,85 % w odniesieniu do warto$ci poczatkowej. W pozostatych wersjach kropli 5 %
przechowywanych w temperaturze 4°C nastgpit wzrost ci$nienia osmotycznego
od 0,93 % do 3,28 %, natomiast w 1% kroplach przechowywanych w identycznych
warunkach, ci$nienie osmotyczne nieznacznie spadto lub wzrosto od 0,82 % do 5,21 %,
w zaleznos$ci od wersji recepturowej. W kroplach przechowywanych w temperaturze
20 °C roznice w zmianach fizycznych miedzy kroplami 1 % a 5 % byly bardziej
widoczne, poniewaz w 1 % kroplach w wersji 1R nastgpil nieznaczny spadek ci$nienia
osmotycznego, natomiast w pozostatych wersjach kropli ci$nienie osmotyczne wzrosto
od 3,40 % do 11,20 %. W 5 % kroplach cisnienie osmotyczne w zaleznosci od wersji
wzrosto od 24,65 % do 29,66 %. Na zmiany te nie miato wpltywu stezenie antybiotyku
w kroplach, z uwagi na fakt, ze w rownolegle prowadzonych badaniach cisnienia
osmotycznego w roztworach wodnych cefuroksymu sodowego, stanowigcych proby
odniesienia, nie zaobserwowano procentowo wickszego wzrostu wartosci W 5 %
roztworach wodnych, w poréwnaniu do 1% roztworow wodnych antybiotyku
przechowywanych w temperaturze 4 °C. Ponadto zaobserwowano, ze w roztworach
wodnych cefuroksymu sodowego, zwlaszcza przechowywanych w temperaturze 20 °C
nastgpowat szybki wzrost ci$nienia osmotycznego, ktore w 30 dniu badan w 1 %
roztworach wzrosto o 57,45 %, natomiast w 5 % roztworach o 46,15 %, w odniesieniu

do warto$ci poczatkowej. Ponadto ci$nienie osmotyczne jakie uzyskano w roztworach



wodnych cefuroksymu sodowego w dniu ich sporzadzenia, ktore wynosito dla 1 %
roztworéw 47 mOsm/L, a dla 5 % roztworow 221 mOsm/L dyskwalifikuje ich
zastosowanie w miejscowym leczeniu infekcji oczu. Wiaczenie do sktadu 1% i 5%
kropli buforéw cytrynianowych zwigkszyto stabilno$¢ fizyczng sporzadzonych
roztwordw oraz umozliwilo uzyskanie wartosci cisnienia osmotycznego i pH, ktore sg
dobrze tolerowane przez oko.

Analogicznie jak w badaniach pH, kluczowa role¢ w zmianach warto$ci ci$nienia
osmotycznego odegrata temperatura przechowywania kropli oraz zmodyfikowany sktad
buforow przeznaczonych do sporzadzania 5 % kropli w wersji recepturowej. Wyniki
badan ci$nienia osmotycznego, prowadzonych w odstepach trzydniowych

przedstawiono w tabelach 22 — 23 oraz na rycinach 23 — 28.

Lepkosé¢ kropli oznaczono w wersjach 3R i 4R oraz IIIR i IVR w dniu sporzadzenia
i w 30 dniu ich przechowywania (tabela 26). Lepkos¢ 1 % kropli w dniu wykonania
wynosita od 8,15 - 8,22 mPass. Po 30 dniach przechowywania w tempearturze 4 °C,
zaobserowano niewielki spadek lepko$ci do wartosci 8,02 — 8,10 mPaes, natomiast
w wersjach przechowywanych w temperaturze 20 °C nastapit spadek lepkosci do
wartosci 7,72 — 7,76 mPaes. Podobne zmiany zaobserowano w kroplach 5%, gdzie
w dniu sporzadznia kropli lepko$¢ wynosita 8,28 — 8,46 mPaes, natomiast po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 4°C lepko$¢ zmalata do wartosci 8.12 — 8.33 mPass,

aw 20 °C do wartosci 7,80 — 7,96 mPaes.

Ocena oragnoleptyczna. W ramach badan organoleptycznych oceniono zmiang
zabarwienia, klarowno$¢ oraz zapach kropli (tabela 29). W dniu sporzadzenia wszystkie
wersje kropli 1% byly bezbarwne. W trakcie przechowywania w tempearturze 4 °C
krople nabraty barwy stomkowej, natomiast w temperaturze 20 °C, z uwagi na
inntensywniej przebiegajace procesy rozkladu antybiotyku, krople stopniowo zotkly.
Krople 5 % w dniu sporzadzenia miaty kolor stomkowy, ktory w tempearturze 4°C
w trakcie przechowywania zmienil si¢ na jasnozotty, natomiast w przypadku kropli
przechowywanych w temperaturze 20 °C kolor ulegt zmianie z stomkowego na
bursztynowy. Analogiczne zmiany zaobserwowano w roztworach wodnych
antybiotyku. Wszystkie wersje roztworé6w wodnych cefuroksymu sodowego oraz kropli
do oczu pozostaly klarowne podczas przechowywania. Wszystkie wersje kropli

konserwowanych mialy charakterystyczny zapach pochodzacy od alkoholu



B-fenyloetylowego. Wersje niekonserwowane charakteryzowaty si¢ zapachem

antybiotyku.

Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego w roztworach wodnych i kroplach.
Trwatos¢ cefuroksymu w buforowanych kroplach do oczu oraz roztworach wodnych
antybiotyku, przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C, okre$lono metodg HPLC
jako czas po ktorym ponad 10 % cefuroksymu sodowego ulegnie rozktadowi,
w odniesieniu do wartosci poczatkowej. Czynnikiem decydujagcym o trwatosci
cefuroksymu w buforowanych kroplach byta przede wszystkim temperatura
przechowywania kropli. Temperatura 20 °C nie nadawata si¢ do przechowywania kropli
i roztwordow niebuforowanych z cefuroksymem sodowym, z uwagi na szybki rozktad
antybiotyku w tych warunkach. Ponad 10 % spadek zawartosci cefuroksymu sodowego
w 1l % i5 % buforowanych kroplach oraz roztworach niebuforowanych nastepowat
maksymalnie po uptywie 3 dni. Trwatos¢ cefuroksymu w 1 % kroplach buforowanych
(formulacja nr 1R) oraz buforowanych i konserwowanych (formulacja nr 2R),
przechowywanych w temperaturze 4 °C wynosita 15 dni. W analogicznych wersjach
kropli 5 % przechowywanych w tych samych warunkach trwatos¢ cefuroksymu
sodowego wynosita odpowiednio: 21 dni (formulacja nr IR) oraz 15 dni (formulacja nr
IIR). Poliwinyloalkohol zwickszal trwato§¢ cefuroksymu w buforowanych
1% i 5 % kroplach, przy czym stabilizujacy wptyw poliwinyloalkoholu szczegdlnie
wyraznie zaznaczyl si¢ w przypadku 5 % kropli. Czas po ktérym ponad 10 %
cefuroksymu ulegto rozktadowi w buforowanych 1 % kroplach z zwigkszong lepkoscia
(formulacje nr 3R i nr 4R), przechowanych w temperaturze 4 °C wynosit 18 dni,
natomiast w buforowanych 5 % kroplach ze zwigkszona lepkoscia (formulacje nr ITIR
i nr IVR), przechowywanych w tych samych warunkach, okres ten ulegt wydtuzeniu do
30 dni. Roznice w trwato$ci pomiedzy 1 % i 5 % kroplami przechowywanymi w 4 °C
mogty wynika¢ z réznego sktadu ilo§ciowego zastosowanych buforow. Nie stwierdzono
wpltywu stezenia antybiotyku na trwato$¢ kropli, z uwagi na to, ze w rownolegle
prowadzonych badaniach zmiany zawartosci cefuroksymu sodowego w 1 % 1 5 %
roztworach, sporzadzonych w jatowej wodzie (formulacja nr 0O i nr Osy)
i przechowywanych w temperaturze 4 °C, 10 % rozktad cefalosporyny nastgpit po
27 dniu przechowywania. Szczegoétowe wyniki badan zmiany zawartosci cefuroksymu
sodowego w roztworach wodnych i kroplach recepturowych przedstawiono w tabelach
49 — 58 i na rycinach 56 — 59 oraz w zbiorczej tabeli 68.



Tabela 68. Trwatos¢ kropli wyrazona w dniach, w ktorych utrzymywata si¢ jeszcze
90 % zawarto$¢ cefuroksymu sodowego w odniesieniu do dnia ich

wykonania.
Dzien po ktorym nastepowal ponad 10 % spadek zawartosci
cefuroksymu sodowego w badanych kroplach przechowywanych
w temperaturze 4 °C
Krople
Krople 1% Krople 5%
Wersja kropli Dzien Wersja kropli Dzien
0196 27 Os05 27
1R 15 IR 21
Krople 2R 15 1R 15
recepturowe

3R 18 IR 30
4R 18 IVR 30
1P0O 24 PO 24
Krople 2P0 24 11PO 24

»przemystowe”
o 3P0 30 11PO 30
4P0 30 VPO 27
Krople 1P6 18 IP6 21
»przemyslowe” 2P6 18 11P6 18
wwersjach P6 3P6 21 11P6 24
4P6 18 IVP6 21

Wiasciwosci  fizvkochemiczne roztworow  wodnych cefuroksymu sodowego

i buforowanych kropli do oczu.

Pomimo stosunkowo duzej trwatosci chemicznej 1 % i 5 % roztworow wodnych
cefuroksymu sodowego przechowywanych w temperaturze 4 °C, nie jest korzystne
zastosowanie tej postaci w terapii miejscowego leczenia infekcji oczu. O ile pH $wiezo
sporzadzonych, jak i przechowanych w temperaturze 4 °C roztworé6w wodnych
cefuroksymu sodowego moze by¢ dobrze tolerowane przez oko, tak ci$nienie
osmotyczne niebuforowanych kropli jest zbyt niskie. Wszystkie miejscowo stosowane
krople do oczu powinny by¢ izotoniczne lub hipertoniczne i takie zalozenie speinialy
zaprojektowane wersje recepturowych buforowanych 1 % i 5% kropli do oczu
cefuroksymem sodowym. Trwato§¢ buforowanych kropli przechowywanych
w temperaturze 4 °C wynosita od 15 do 30 dni i byt to okres wystarczajacy do

przeprowadzenia pelnej antybiotykoterapii w miejscowym leczeniu infekcji oczu.



Trwalos¢ chemiczna a trwalos¢ mikrobiologiczna cefuroksymu w 1% kroplach

w wersji recepturowej. Produkty rozkladu antybiotyku.

Weczesniej prowadzone badania nad aktywnos$cig przeciwdrobnoustrojowa cefuroksymu
w 1 % kroplach w wersjach recepturowych, ktéorg wyznaczono za pomoca metody
cylinderkowo-ptytkowej wedlug Farmakopei Polskiej VI z zastosowaniem szczepu
wzorcowego Staphylococcus aureus ATCC 6538P dowiodty, ze krople przechowywane
w temperaturze 4 °C charakteryzowaly si¢ po 30 dniach przechowywania 96,3 %
aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa W stosunku do dnia ich wykonania. W przypadku
wersji kropli przechowywanych w temperaturze 20 °C stwierdzono, ze dopiero po
uptywie 14 dni badan nastapit ponad 10 % spadek aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej
cefuroksymu [68,72]. Badania te nie korelowaly z wynikami analizy trwato$ci
chemicznej cefuroksymu wyznaczonej metodg HPLC w analogicznych wersjach kropli,
gdzie ponad 10 % spadek zawarto$ci antybiotyku nastgpowal po 15 — 18 dniach
przechowywania kropli w temperaturze 4 °C, podczas gdy w kroplach
przechowywanych w temperaturze 20 °C, 90 % zawarto$¢ antybiotyku utrzymywata si¢
maksymalnie do 3 dni. Réznice w przedstawionych badaniach mogly wynikaé
z mechanizmu rozktadu cefuroksymu sodowego w badanych kroplach.

Jak wynika z piSmiennictwa, w roztworach wodnych o pH powyzej 3,5 cefuroksym
sodowy ulega hydrolizie, w wyniku ktorej nastepuje odlaczenie od jego czasteczki
bocznego tancucha w pozycji 3, z utworzeniem descarbomylocefuroksymu
z zachowanym ugrupowaniem  B-laktamowym [58,59]. Podczas analizy
chromatograficznej roztworu wodnego cefuroksymu sodowego, ogrzanego przez 10
min w temp. 60 °C stwierdzono, ze pik powstalego produktu rozktadu pojawia si¢ tuz
przed pikiem analizowanego antybiotyku [59].

Zarbwno w trakcie analizy trwatosci cefuroksymu sodowego w sporzadzonych
roztworach wodnych i kroplach do oczu w ciagu 30 dni przechowywania, jak i podczas
analizy roztworow antybiotyku w wodzie oraz buforach cytrynianowych o pH 3,8
i 6,5 poddanych temperaturze 60 °C w ciggu 10 min, na chromatogramach pojawit si¢
pik gtownego produktu rozktadu cefuroksymu przy czasie retencji tg = 6.8
(ryciny 64 - 69). Analiza w UV widm pikéw wykazata, ze cefuroksym (tg= 8.6) i jego
glowny produkt rozpadu (tg= 6.8) wykryty metoda HPLC charakteryzowaly sie
analogicznymi widmami, z maksimum absorpcji przy dtugosci fali 273 nm (rycina 70),

co moze potwierdza¢ zachowang struktur¢ pierScienia p-laktamowego gléwnego



produktu rozkladu. Obecnos¢ w kroplach descarbomylocefuroksymu, moze ttumaczy¢
roéznic¢ pomiedzy trwatoscig cefuroksymu w 1 % kroplach, wyznaczong metodg HPLC

a aktywnoscia  przeciwdrobnoustrojowa antybiotyku. Wyniki  aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej cefuroksymu w 1 % kroplach moga sugerowaé, ze
descarbomylocefuroksym w kroplach, dzigki zachowanej strukturze ugrupowania
B-laktamowego, moze wykazywac aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.

W  celach poréwnawczych réwnolegle przeprowadzono analizg¢ HPLC 1 %
15 % roztworow cefuroksymu w 0,1 mol/L roztworze NaOH oraz w 1 % roztworze
trietyloaminy (punkt nr 12). Badanie to miato na celu okreslenie wptywu zasadowego
pH 1 reakcji aminolizy na trwato$¢ antybiotyku. Okazato si¢, ze w Srodowisku
zasadowym i w obecnosci aminy nastapit szybki rozktad cefuroksymu, od razu po jego
rozpuszczeniu (ryciny 71 — 74, tabela 67). Na chromatogramach pojawilo si¢ obok
cefuroksymu szereg pikow pochodzacych od produktéw rozktadu antybiotyku.
W odrdznieniu od mechanizmu rozkladu cefuroksymu w roztworach o pH obojetnym
1 kwasnym stwierdzono, ze na wszystkich chromatogramach za pikiem antybiotyku
przy czasie retencji tg = 11,3, pojawia si¢ wyrazny pik gtownego produkt rozktadu,

o maksimum absorpcji przy dtugosci fali 267 nm.

W Przemystowe” wersje kropli z cefuroksymem sodowym.

Z uwagi na brak na rynku farmaceutycznym handlowej postaci kropli do oczu
z cefuroksymem sodowym, w niniejszych badaniach zaproponowano posta¢ kropli
w dwuzbiornikowym opakowaniu. Badania trwalosci cefuroksymu w kroplach
recepturowych metodg HPLC wykazaty, ze w wyniku szybko przebiegajacego procesu
hydrolizy antybiotyku, wskazane jest opracowanie handlowej postaci pod warunkiem
zastosowania opakowania sktadajacego si¢ z dwoch komor, gdzie w jednym zbiorniku
bedzie znajdowata si¢ liofilizowana posta¢ cefuroksymu sodowego, natomiast w drugim
zbiorniku wyjatowiony rozpuszczalnik. Potaczenie cefalosporyny z rozpuszczalnikiem
nastgpowatoby bezposrednio przed uzyciem kropli przez pacjenta. Z uwagi na niska
trwalo$¢ cefuroksymu w kroplach recepturowych przechowywanych w temperaturze
20 °C oraz fakt, ze takg temperature wprowadzono tylko w celu wykazania rdznic
w szybkos$ci zmian fizykochemicznych jakie przebiegaly w kroplach w trakcie
przechowywania w ciaggu 30 dni analizy, w dalszym etapie badan krople w wersji

,»przemystowej” przechowywano tylko w temperaturze 4 °C.



Rozpuszczalniki przeznaczone do kropli w wersji ,,przemystowej”.

W oparciu o zadawalajgce wyniki trwatosci chemicznej cefuroksymu, jakie uzyskano
w wszystkich wersjach recepturowych kropli przechowywanych w temperaturze
4 °C, zaprojektowano sktad rozpuszczalnikow do wersji ,,przemystowych” kropli, ktory
przedstawiono w tabeli nr 7. Rozpuszczalniki sporzadzono wedlug procedury opisanej
w punktach nr 4 i nr 6.2. W celu oceny trwalo$ci rozpuszczalnikéw oraz wptywu
ewentualnych zmian fizycznych zachodzacych w rozpuszczalnikach, na stabilnos¢
cefuroksymu w sporzadzonych kroplach w wersjach ,,przemystowych”, kierowano si¢
wytycznymi ICH Q1A(R2) [74]. Swiezo wykonane i wyjatlowione rozpuszczalniki
poddano ocenie fizycznej, ktora obejmowata pomiar pH, ci$nienia osmotycznego,
wygladu oraz w przypadku wersji o modyfikowanej lepkosci dodatkowo wykonano
pomiar lepkosci. Nastepnie rozpuszczalniki umieszczono w komorach klimatycznych
i przechowywano przez okres 6 miesigcy w temperaturze 40 °C, przy wilgotnosci
wzglednej 75 % RH + 5% RH oraz przez okres 12 miesigcy w temperaturze 25 °C przy
wilgotnosci wzglednej 60 % RH + 5% RH. Test dlugoterminowy prowadzony
w temperaturze 25 °C miatl na celu wyznaczenie terminu wazno$ci rozpuszczalnikow,
natomiast test prowadzony w warunkach przyspieszonego starzenia w temperaturze
40 °C miat da¢ odpowiedz, czy ekspozycja rozpuszczalnikow na wyzszg temperature,
na przyklad podczas transportu, moze powodowaé zmiany fizyczne
w rozpuszczalnikach i w jakim stopniu te zmiany moga mie¢ wptyw na trwatos$¢
cefuroksymu w sporzadzonych kroplach, otrzymanych poprzez polaczenie

liofilizowanej postaci antybiotyku z jalowym rozpuszczalnikiem.

Ocena fizyczna i mikrobiologiczna rozpuszczalnikow podczas diugoterminowego testu

stabilnosci.

Podczas przechowywania rozpuszczalnikow w komorze klimatycznej, przez okres
12 miesiecy w temperaturze 25 °C + 2 °C przy wilgotnosci wzglednej 60 % RH + 5%
RH, dokonano w odstgpach trzymiesigcznych oceny fizycznej, ktoéra obejmowata
analogiczne badania jakie przeprowadzono w $wiezych rozpuszczalnikach po ich
wyjatowieniu. Szczegblowa ocene przedstawiono w tabelach 8 i 9. W trakcie
przechowywania rozpuszczalnikow w okresie 12-stu miesiecy w temperaturze 25 °C
+ 2 °C zaobserwowano niewielkie zmiany. Wartosci pH $wiezo wykonanych
i wyjatowionych rozpuszczalnikow miescity sie¢ w zakresie 6,13 — 6,26 dla wersji

przeznaczonych do wykonania 1 % kropli oraz 6,08 — 6,40 dla wersji przeznaczonych



do wykonania 5 % kropli. Po roku przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C,
pH rozpuszczalnikow przeznaczonych dla 1 % kropli wynosito 5,95 — 6,18, natomiast
pH rozpuszczalnikdw przeznaczonych dla 5 % kropli zmalalo do wartosci 5,91 — 6,29.
Cis$nienie osmotyczne $wiezo wykonanych rozpuszczalnikow dla 1 % kropli wynosito
od 300 do 367 mOsm/L, w zalezno$ci od wersji i wzrosto w trakcie rocznego
przechowywania do wartosci 311 — 380 mOsm/L. Analogicznie w rozpuszczalnikach
przeznaczonych do sporzadzania 5 % kropli, w trakcie 12 miesigcy przechowywania
w temperaturze 25 °C + 2 °C obserwowano wzrost ci$nienia osmotycznego z wartosci
159 — 224 mOsm/L do warto$ci 161 — 230 mOsm/L, w zaleznosci od wersji
rozpuszczalnika. Lepko$¢ rozpuszczalnikow $wiezo sporzadzonych, zmierzona po
procesie wyjatawiania wynosita: 7,88 i 7,47 mPa ¢ s (dla wersji 3 i 4) oraz 8,24 i 8,03
mPa ¢ s (dla wersji III i IV). W trakcie dlugoterminowego testu stabilnosci
obserwowano zmiang¢ lepkosci, ktora intensywniej przebiegala w wersjach
rozpuszczalnikow przeznaczonych dla 1 % kropli, gdzie po 12 miesigcach
przechowywania nastapil wzrost jej wartosci do 8,79 1 8,53 mPa ¢ s ( odpowiednio dla
wersji 3 i 4), podczas gdy w wersjach rozpuszczalnikow IIT i IV lepkos¢ zaledwie
wzrosta do wartosci 8,48 1 8,20 mPa ¢ s. Bioragc pod uwage fakt, ze wszystkie wersje
rozpuszczalnikow o zmodyfikowanej lepkosci byty przechowywane w tym samym
czasie i w identycznych warunkach, procentowo wigkszy wzrost lepkosci w wersjach
oznaczonych cyframi arabskimi moégt byé przypuszczalnie spowodowany interakcja
pomiedzy sktadnikami buforu cytrynianowego a alkoholem poliwinylowym.
W wersjach rozpuszczalnikow oznaczonych cyframi rzymskimi, przeznaczonych do
sporzadzania 5 % kropli, zastosowano identyczne proporcje buforu cytrynianowego do
alkoholu poliwinylowego jak wersjach rozpuszczalnikow przeznaczonych dla 1%
kropli, z tg rdznicg, ze zawarto$¢ kwasu cytrynowego i cytrynianu sodu byta dwukrotnie
nizsza W wersjach Il i 1V, co mogloby ttumaczy¢é mniejszy wzrost lepkosci w tych
roztworach, jaki nastgpil w trakcie ich przechowywania w ciagu 12 miesigcy,
w poréwnaniu do wersji 3 1 4 rozpuszczalnikow. W odstgpach trzymiesigcznych
prowadzono réwniez ocen¢ organoleptyczng, ktéra nie wykazala Zadnych zmian
zabarwienia, czy tez utraty klarowno$ci rozpuszczalnikéw podczas 12 miesiecy
przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C . W wszystkich wersjach
konserwowanych rozpuszczalnikow utrzymywal si¢ charakterystyczny zapach

pochodzacy od alkoholu B-fenyloetylowego.



W ramach oceny jakosciowe] rozpuszczalnikow, zawierajagcych w swoim skladzie
srodki konserwujgce (wersje: nr 2 i nr Il oraz nr 4 i nr IV), po 12 miesigcach
przechowywania w temperaturze 25 °C = 2° C /60 % RH + 5% RH , przeprowadzono
test skutecznos$ci ochrony przeciwdrobnoustrojowej, ktorego szczegotowe wyniki
przedstawiono w tabelach 12 1 13. Stopien redukcji komorek wszystkich
farmakopealnych drobnoustrojow testowych byt zgodny z wymogami Farmakopei
Polskiej VII. Ponadto boran fenylorteciowy i alkohol f — fenyloetylowy wykazywaty
duzg skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepu testowego Listeria
monocytogenes, nie ujetego w monografii testu konserwacji Farmakopei Polskiej VII.
Nie udato si¢ natomiast uzyska¢ 100 % redukcji komoérek szczepow testowych Bacillus
cereus, ktora w 28 dniu badan wynosita 99,99 %.

Niewielkie zmiany fizyczne w badanych probach, w trakcie roku prowadzenia testu
dhugoterminowego oraz przeprowadzona ocena mikrobiologiczna, wskazywaty na to, ze
temperatura do 25 °C + 2°C bedzie optymalna do przechowywania rozpuszczalnikow
przeznaczonych do sporzadzania wersji przemystowych kropli z cefuroksymem

sodowym.

Ocena fizyczna rozpuszczalnikow podczas testu stabilnosci w  warunkach

przyspieszoneqo starzenia.

Analogicznie jak w tescie stabilnosci dlugoterminowym, podczas przechowywania
rozpuszczalnikow przez okres 6 miesigcy w temperaturze 40 °C + 2 °C, przy
wilgotnosci wzglednej 75 % RH + 5% RH, prowadzono oceng¢ jakoSciowg w odstepach
trzymiesigcznych. Szczegdtowe wyniki analizy przedstawiono w tabeli 10. W trakcie
6-cio miesigcznych badan nastapil spadek pH rozpuszczalnikéw z wartosci 6,13 — 6,26
do 5,87 — 6,12 dla wersji oznaczonych cyframi arabskimi oraz spadek wartosci pH
z 6,08 — 6,40 do 5,75 — 6,29 dla wersji rozpuszczalnikow oznaczonych cyframi
rzymskimi. RoOwnocze$nie zaobserwowano  wzrost cisnienia  osmotycznego
rozpuszczalnikow, ktore po 6 miesigcach przechowywania wynosito 306 — 388
mOsm/L dla wersji rozpuszczalnikow przeznaczonych dla 1 % kropli oraz 162 — 249
mOsm/L dla wersji przeznaczonych dla 5 % kropli. W wszystkich rozpuszczalnikach
zawierajacych w swoim sktadzie alkohol poliwinylowy nastapit wzrost lepkosci, ktory
najbardziej zaznaczyt si¢ w wersjach 3 i 4 przeznaczonych dla 1 % kropli. W ciagu
6 miesigcy przechowywania, lepkos¢ w tych wersjach wzrosta z wartosci 7,47 — 7,88

mPa ¢ s do 8,46 — 8,68 mPa « s, natomiast w wersjach rozpuszczalnikow III i IV



przeznaczonych dla 5 % kropli, lepkos¢ w tym samym czasie wzrosta z wartoSci
28,03 —-8,24 mPa-+sdo8,39—-850mPa-s.

Analogicznie jak podczas dtugoterminowego testu stabilnosci nie stwierdzono zmiany
zabarwienia oraz klarowno$ci badanych rozpuszczalnikow i podobnie w wersjach
konserwowanych w trakcie catego cyklu przechowywania utrzymywal si¢

charakterystyczny zapach alkoholu B-fenyloetylowego.

Porownanie wynikow badan stabilnosci rozpuszczalnikow uzyskanych teStem

dlugoterminowym oraz w warunkach przyspieszonego starzenia.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaty pewng prawidlowos¢ w zmianach
fizycznych, jakie przebiegaly w rozpuszczalnikach poddanych zaréwno testowi
dlugoterminowemu oraz testowi w warunkach przyspieszonego starzenia, poniewaz
zaobserwowano wzrost ci$nienia osmotycznego i lepko$ci oraz  spadek
pH  rozpuszczalnikow w  trakcie  prowadzonych  badan. Zmiany te
byly nieznaczne i §cisle skorelowane z temperaturg przechowywania rozpuszczalnikow,
o czym $wiadczy procentowy wzrost lub spadek mierzonych wartosci ,w odniesieniu do
oceny jakoSciowej przeprowadzonej] w $wiezo sporzadzonych i wyjatowionych
rozpuszczalnikach. Po 6 miesigcach przechowywania rozpuszczalnikow w temperaturze
40 °C nastapit spadek wartosci pH od 1,57 % do 6,05 % w zaleznosci od wersji,
podczas gdy w 12-stym miesigcu przechowywania rozpuszczalnikow w temperaturze
25 °C zaobserwowano spadek pH od 1,13 % do 3,43 %, w stosunku do wartosci
uzyskanych w $§wiezych rozpuszczalnikach. Analogiczng prawidtowos¢ wystgpita
w przypadku pomiaru ci$nienia osmotycznego, gdzie wyzszy wzrost warto$ci uzyskano
w trakcie testu stabilnosci prowadzonego w warunkach przyspieszonego starzenia,
gdzie po poétrocznym przechowywaniu rozpuszczalnikdéw cisnienie osmotyczne wzrosto
od 1,89 % do 11,98 %. Wyjatkiem tutaj byla tylko wersja 2, gdzie nie stwierdzono
zmiany w cis$nieniu osmotycznym, w odniesieniu do oceny jakoSciowej
przeprowadzonej w §wiezym rozpuszczalniku. W rozpuszczalnikach przechowywanych
w temperaturze 25 °C nastapita jeszcze mniejsza zmiana ciSnienia osmotycznego, gdzie
po 12 miesigcach nastgpit jego wzrost od 0,59 % do 3,67 %, z wyjatkiem wersji II,
gdzie obserwowano spadek ci$nienia o okolo 1 %, w odniesieniu do wynikoéw analizy
przeprowadzonej] w $wiezym rozpuszczalniku. W przypadkéw pomiaréw lepkosci
zaobserwowano, ze najwieksza zmiana warto$ci nastgpita w wersjach 3 i 4 w obu

prowadzonych testach stabilno$ci, co mogto by¢ spowodowane roéznica w skladzie



ilosciowym zastosowanych buforéow cytrynianowych w rozpuszczalnikach oznaczonych
cyframi arabskimi, w pordéwnaniu do rozpuszczalnikow oznaczonych cyframi
rzymskimi. W tescie dlugoterminowym nastapit wzrost lepkosci w wersji 3 i 4 od
11,55 % do 14,19 %, natomiast w wersjach Il i 1V nastgpil wzrost lepkosci od 2,12 %
do 2,91 %. W tescie przyspieszonego starzenia w wersji 3 i 4 po 6 miesigcach
przechowywania nastgpit wzrost lepkosci od 10,15 % do 13,25 %, a wersjach Il i IV
od 1,82 % do 5,85 %.

Krople do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych?” sporzadzone

na swiezo Wykonanych rozpuszczalnikach.

W nastepnym etapie badan wykonano 1 % i 5 % (w/w) krople do oczu
z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”, zgodnie z metodyka opisang
w punkcie nr 9.2., wedlug sktadu przytoczonego w tabeli 17. Krople wykonano na
swiezo sporzadzonych 1 wyjatowionych rozpuszczalnikach, ktorych  sktad
przedstawiono w tabeli 7. Sposéb wykonania kropli polegat na bezposrednim taczeniu
w warunkach aseptycznych cefuroksymu sodowego =z odpowiednia wersja
wyjalowionego rozpuszczalnika, co miato odwzorowywaé¢ warunki, w ktérych
bezposrednio przed uzyciem pacjent przygotowuje krople poprzez wymieszanie
zawartosci dwukomorowego opakowania, gdzie w jednej komorze znajdowatby si¢
wyjalowiony rozpuszczalnik, a w drugiej liofilizowana posta¢ antybiotyku.
W odrdznieniu od metodyki sporzadzenia kropli recepturowych, pominigto tutaj etap
saczenia mikrobiologicznego. Ponadto w wersjach o modyfikowanej lepkosci uniknigto
bezposredniego taczenia antybiotyku z buforem cytrynianowym, co wykluczyto
w dalszej fazie etap uzupelniania kropli do wymagane] masy alkoholem
poliwinylowym. W przypadku kropli zawierajacych w swoim sktadzie alkohol
B-fenyloetylowy oraz boran fenylorteciowy dodatkowo wyeliminowano osobny etap
konserwowania. Z uwagi na bardzo dobrg rozpuszczalno$¢ cefuroksymu sodowego
w sporzadzonych rozpuszczalnikach 1 obrang metodyke sporzadzania kropli, ulegt
skroceniu czas w jakim wykonano badang posta¢ leku. Wszystkie krople w wersjach
»przemystowych” sporzadzono w dwodch seriach, a nastgpnie przechowywano
przez 30 dni w chlodziarkach farmaceutycznych w temperaturze 4 °C. W trakcie
przechowywania, w odstepach trzydniowych, prowadzono identyczng jak w kroplach

recepturowych ocene fizykochemiczng, ktéra obejmowata badania: pH, ci$nienia



osmotycznego, lepkosci w przypadku wersji zawierajacych w swoim sktadzie alkohol
poliwinylowy, ocene organoleptyczng oraz zmian¢ zawartosci cefuroksymu sodowego,

metoda HPLC. Celem tego etapu badan byto:

= okreslenie trwatosci cefuroksymu sodowego w kroplach sporzadzonych na $wiezo
wykonanych rozpuszczalnikach w wersjach ,,przemystowych”, ktéra w pdzniejszym
etapie miala stanowi¢ punkt odniesienia do trwalosci cefuroksymu sodowego
w kroplach sporzadzonych na rozpuszczalnikach, w ktérych zaobserwowano
najwicksze zmiany fizyczne w trakcie przechowywania, podczas prowadzonych
testow stabilnosci.

* porownanie trwatosci cefuroksymu sodowego w kroplach sporzadzonych na
swiezych rozpuszczalnikach ,,przemystowych”, z trwaloscig kropli recepturowych
podczas przechowywania w temperaturze 4 °C, co moglo da¢ odpowiedz czy

przyjeta metoda wykonywania kropli moze mie¢ istotny wptyw na ich trwatos¢.

pH 1 % kropli z cefuroksymem sodowym, sporzadzonych na §wiezo wykonanych
rozpuszczalnikach ,,przemystowych” (wersje kropli oznaczone symbolem PO),
w pierwszym dniu badan wynosito 6,17 — 6,29, w zaleznosci od wersji. Po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 4 °C, pH praktycznie nie uleglo zmianie, poniewaz
uzyskano wyniki w przedziale 6,16 — 6,26. W przypadku $wiezo sporzadzonych 5 %
kropli, zmierzone pH miescito si¢ w zakresie 6,16 — 6,47, a w 30 dniu badan wynosito
6,41 — 7,08 . Szczegdtowe wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono w tabeli 20

oraz na rycinach 19 i 20.

Cisnienie osmotyczne $wiezo sporzadzonych 1 % kropli (wersje oznaczone symbolem
PO) wynosito 341 — 409 mOsm/L. W trakcie przechowywania zaobserwowano wzrost
ci$nienia osmotycznego do wartosci 350 — 431 mOsm/L, w 30 dniu badan. W 5 %
kroplach (PO) w dniu wykonania, w zaleznosci od wersji, CiSnienie osmotyczne
wynosito 352 — 416 mOsm/L. Analogicznie jak w kroplach 1 %, nastgpit stopniowy
wzrost ci$nienia osmotycznego, gdzie w 30 dniu badan uzyskano warto$ci 360 — 441
mOsm/L. Szczegotows ocene jakoSciowg przedstawiono w tabeli 24 oraz na rycinach
291 30.

Lepkosé kropli w wersjach 3P0 i 4PO, w dniu wykonania wynosita odpowiednio
8,02 mPa * s i 7,81 mPa ¢ s. Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4 °C,

lepko$¢ praktycznie nie uleglta zmianie. Tg samg prawidlowos$¢ zaobserwowano



w 5 % kroplach, ktérych lepko$s¢ w dniu wykonania wynosita dla wersji [P0 —
9,28 mPa ¢ s, natomiast dla wersji IVPO — 8,92 mPa ¢ s. Wyniki pomiaroéw zestawiono

w tabeli 27.

Ocena organoleptyczna. W dniu sporzadzenia wszystkie wersje 1% kropli byty
bezbarwne. W trakcie przechowywania w tempearturze 4 °C krople nabraty barwy
stomkowej. Krople 5 % w dniu sporzadzenia miaty kolor stomkowy, ktory w podczas
przechowywania zmienit si¢ na jasnozotty. Wszystkie krople w trakcie 30 dni badan
pozostaty klarowne. Wersje konserwowane mialy charakterystyczny zapach
pochodzacy od alkoholu B-fenyloetylowego, natomiast wersje niekonserwowane kropli
charakteryzowaly si¢ zapachem antybiotyku. Szczegotowe wyniki oceny

organoleptycznej przedstawiono w tabeli 30.

Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego. Trwato$¢ cefuroksymu w buforowanych
kroplach do oczu przechowywanych w temperaturze 4 °C, ktore zostalty wykonane na
$wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikach ,,przemystowych”, okreslono metodg HPLC.
Trwato§¢ chemiczng antybiotyku zdefiniowano jako czas po ktorym ponad 10 %
cefuroksymu sodowego ulegnie rozktadowi w badanych kroplach, w odniesieniu do
wartosci poczatkowej. W wszystkich wersjach 1 % 1 5% kropli do oczu
z cefuroksymem sodowym uzyskano trwato$¢ pozwalajaca pacjentowi na
przeprowadzenie pelnej terapii przy uzyciu jednego opakowania. Trwatos¢ 1 % 1 5 %
buforowanych kropli (formulacja nr 1PO oraz nr IPO) oraz buforowanych kropli
zawierajacych w swoim skladzie srodki konserwujace (formulacja nr 2P0 oraz nr II P0)
wynosita 24 dni. Trwatos¢ 1 % i 5 % buforowanych kropli o modyfikowanej lepkosci
(formulacja nr 3P0 oraz Il PO) oraz 1 % kropli konserwowanych o modyfikowanej
lepkosci  (formulacja 4P0) wynosita 30 dni. Podczas gdy w kroplach 5 %
konserwowanych o modyfikowanej lepko$ci (formulacja IVP), 10 % spadek zawartosci
cefuroksymu sodowego nastgpit po 27 dniu ich przechowywania w temperaturze 4 °C.
Szczegotowe wyniki analizy przedstawiono w tabelach 59 — 62, na rycinach 60 i 61

oraz w tabeli zbiorczej 68.



Trwalosé kropli recepturowych a trwalosé kropli w wersjach ,,przemystowych”,
wykonanych na swiezo sporzadzonych rozpuszczalnikach.

Wszystkie zaproponowane wersje kropli recepturowych i ,przemystowych”
z cefuroksymem sodowym spetnialy zatozenia przytoczone w celu pracy. Otrzymano
krople, ktore pod wzgledem wlasciwosci fizycznych: pH, ci$nienia osmotycznego
i lepkosci moga by¢ dobrze tolerowane przez oko. Zmiany fizykochemiczne, jakie
zaobserwowano podczas prowadzonej oceny jakosciowej w ciggu 30 dni
przechowywania w temperaturze 4 °C, byly niewiclkie i nie wykraczaly poza przyjete
normy dla kropli do oczu okreslone w Farmakopei Polskiej V [81]. Zarowno w 5 %
kroplach recepturowych, jak i w kroplach ,,przemystowych” o tym samym st¢zeniu,
zmiany pH w trakcie przechowywania byly wigksze niz w analogicznych wersjach 1%
kropli, co moglto wynika¢ z réznic w skladzie ilosciowym zastosowanych buforow.
W przeliczeniu na procentowe zmiany pH jakie zaszty po 30 dniach przechowywania
kropli w temperaturze 4 °C, w odniesieniu do pomiaréw przeprowadzonych w dniu ich
sporzadzenia, zaobserwowano nastepujace prawidtowosci:
= zmiany pH 1 % kropli, sporzadzonych na $wiezo wykonanych rozpuszczalnikach do
wersji ,,przemystowych”, byly mniejsze niz 1% , podczas gdy w analogicznych
wersjach 1% kropli recepturowych zmiany byty wigksze niz 1 %, z wyjatkiem wersji
1R
= w 5% kroplach w wersjach ,,przemystowych” (PO) pH wzrosto od 4,06 % do
10,11 %, natomiast w 5 % kroplach recepturowych nastgpit wzrost pH od 14,33 %
do 25,08 %

Z uwagi na wyzsze stezenie antybiotyku i inny sktad rozpuszczalnikow przeznaczonych
do sporzadzania 5 % kropli, zmiany w wartosciach pH w trakcie 30 dni badan
pozwalaly na ich odniesienie do trwato$ci chemicznej cefuroksymu w badanych
kroplach. W 5 % recepturowych kroplach o modyfikowanej lepkosci nastgpil wzrost
wartosci pH o 14,33 % w wersji IR i o 1587 % w wersji IVR, natomiast
w pozostatych wersjach kropli IR i IR, pH wzrosto odpowiednio 0 19,51 % i 25,08 %.
Wyzsze zmiany pH w kroplach o niemodyfikowanej lepkosci $ci§le korelowaty
z krotsza trwaloscig cefuroksymu, gdzie w wersjach IR 1 IIR 10 % spadek zawartosci
antybiotyku nastapit po 15 — 21 dniach, natomiast w wersjach IIIR i IVR trwatos¢
cefuroksymu wynosita 30 dni. Podobnie zmiana pH w 5 % kroplach ,,przemystowych”

o modyfikowanej lepkosci (IITPO i IV P0) wynoszaca odpowiednio 4,06 % i 4,36 %,



sciSle korelowala z dluzsza trwatoscig chemiczng antybiotyku w tych wersjach,

w porownaniu do kropli IPO i IT PO, gdzie pH wzrosto odpowiednio 0 8,35 % i 10,11 %.

W wszystkich kroplach recepturowych oraz w kroplach sporzadzonych na §wiezo
wykonanych rozpuszczalnikach zaobserwowano stopniowy, niewielki wzrost ci$nienia
osmotycznego podczas ich przechowywania w temperaturze 4°C, z wyjatkiem wersji
kropli IR, gdzie ci$nienie wzrosto po 30 dniach badan o 17,85 % w odniesieniu do
warto$ci poczatkowej oraz wersji 1R, gdzie w tym samym czasie nastgpil spadek
wartos$ci ci$nienia osmotycznego o 0,82 %. W pozostatych trzech wersjach 1 % kropli
recepturowych nastapit wzrost ci$nienia osmotycznego od 1,05 % do 5,21 %, natomiast
w kroplach o tym samym stezeniu wykonanych na rozpuszczalnikach ,,przemystowych”
ci$nienie osmotyczne wzrosto od 1,59 % do 5,38 %. W 5% kroplach recepturowych
cisnienie osmotyczne po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C wzrosto od
0,93 % do 3,28 % (z wyjatkiem wersji IR), podczas gdy w kroplach ,,przemystowych”
wykonanych na $wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikach i przechowywanych w tych

samych warunkach, nastgpit wzrost cisnienia osmotycznego od 2,27 % do 6,94 %.

Porownujac trwato$¢ chemiczng cefuroksymu sodowego w sporzadzonych kroplach

do oczu, definiowang jako dzien w ktorym doszto do maksymalnie 10 % spadku

zawartoS$ci antybiotyku, zaobserwowano nastgpujace prawidlowosci:

= w 1 % kroplach wykonanych na $§wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikach
»przemystowych” trwalos¢ cefuroksymu sodowego byta dluzsza o 9-12 dni
w zaleznosci od wersji, w poréwnaniu do 1% kropli recepturowych
przechowywanych w tej samej temperaturze.

= w5 % kroplach ,,przemystowych” o niemodyfikowanej lepkos$ci (wersje IPO i II PO)
uzyskano wyzsza trwato$¢ o 3 - 9 dni, w poréwnaniu do analogicznych wersji kropli
recepturowych o tym samym stezeniu antybiotyku.

* w5 % kroplach o modyfikowanej lepkosci zarowno w wersjach recepturowych, jak
I ,,przemystowych” (Il R i IVR oraz IIIP0) uzyskano identyczng trwatosé
cefuroksymu sodowego wynoszaca 30 dni, natomiast w wersji IVPO trwalos¢

antybiotyku wynosita 27 dni.



Krople do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych” sporzadzone

na rozpuszczalnikach poddanych wezesniej procesowi przyspieszonego starzenia

W dalszym etapie badan wykonano 1 % i 5 % (w/w) krople do oczu z cefuroksymem
sodowym przy wykorzystaniu rozpuszczalnikow poddanych wczesniej procesowi
przyspieszonego starzenia przez 6 miesiecy w temperaturze 40 °C, przy wilgotnosci
wzglednej 75 % RH + 5% RH. Celem tego etapu badan byto zbadanie, czy zmiany jakie
zaszly w rozpuszczalnikach, w trakcie ich pétrocznego przechowywania w komorach
klimatycznych, istotnic = wplynely na  trwalo$§¢  cefuroksymu  sodowego
w sporzadzonych kroplach przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 4 °C.
Wszystkie krople wykonano zgodnie z metodyka przedstawionag w punkcie nr 9.2.,
zgodnie ze sktadem przytoczonym w tabeli 17, czyli analogicznie jak wersje
sporzadzone na $wiezych rozpuszczalnikach ,,przemystowych”. W ramach oceny
jakosciowej dokonano pomiaréw: pH, ci$nienia osmotycznego, lepko$ci w wersjach
kropli zawierajacych w swoim sktadzie alkohol poliwinylowy, oceny organoleptyczne;j

oraz zmiany zawartos$ci antybiotyku.

pH 1 % kropli z cefuroksymem sodowym, sporzadzonych na rozpuszczalnikach
poddanych wczes$niej procesowi przyspieszonego starzenia (krople oznaczone symbolem
P6), w pierwszym dniu badan wynosito 5,92 — 6,15, w zalezno$ci od wersji. Po 30
dniach przechowywania w temperaturze 4 °C pH kropli praktycznie nie ulegto zmianie,
poniewaz uzyskano wyniki w przedziale 5,90 — 6,24. W §wiezo sporzadzonych 5 %
kroplach (P6) pH wynosito 5,89 — 6,36, a w 30 dniu analizy 6,21 — 7,10, w zalezno$ci
od wersji . Szczegdtowe wyniki badan przedstawiono w tabeli 21 oraz na rycinach 21
I 22.

Cisnienie osmotyczne $wiezo sporzadzonych 1 % kropli, wykonanych na
rozpuszczalnikach poddanych wczesniej procesowi przyspieszonego starzenia,
wynosito 347 — 427 mOsm/L. W trakcie przechowywania zaobserwowano wzrost
cisnienia osmotycznego do wartosci 353 — 451 mOsm/L w 30 dniu badan. W $wiezo
wykonanych 5 % kroplach ci$nienie osmotyczne wynosito 362 — 435 mOsm/L.
W ciggu 30 dni analiz nastgpit stopniowy wzrost ci$nienia osmotycznego do wartosci
374 — 475 mOsm/L. Szczegétowa ocene jakosSciowg przedstawiono w tabeli

25 oraz narycinach 31 i 32.



Lepkos¢é 1% kropli w wersji 3P6 i 4P6 w dniu wykonania wynosita odpowiednio
8,94 mPa ¢+ s 1 8,68 mPa ¢ s. Lepkos¢ 5 % kropli w wersji IIIP6 w dniu sporzadzenia
wynosita 9,69 mPa ¢ s, natomiast wersji IVP6 9,52 mPa ¢ s. Po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 4 °C zaréwno w 1%, jak i w 5 % kroplach praktycznie

nie zaobserwowano zmiany lepko$ci. Wyniki analizy przedstawiono w tabeli 28.

Ocena organoleptyczna. Barwa kropli i jej zmiana w trakcie przechowywania byly
identyczne jak w 1 % 1 5% kroplach sporzadzonych na $wiezo wykonanych
rozpuszczalnikach. Wszystkie krople byty klarowne o zapachu antybiotyku, ktéry
w wersjach konserwowanych byl maskowany zapachem alkoholu  — fenyloetylowego.

Szczegdtowa oceng jakosciowa przedstawiono w tabeli nr 30.

Zmiana zawartosci cefuroksymu sodowego. Trwalo$¢ chemiczna cefuroksymu

sodowego, zbadana metoda HPLC i zdefiniowana jako czas po ktorym ponad 10 %

cefuroksymu sodowego ulegto rozktadowi w badanych kroplach, dla poszczegdlnych

wersji przedstawiata si¢ nastgpujaco:

= 18 dni dla 1 % kropli buforowanych, buforowanych konserwowanych i kropli
konserwowanych o modyfikowanej lepkosci (formulacja: nr 1P6, nr 2P6, nr 4P6),
oraz w przypadku 5 % kropli w wersji buforowanej konserwowanej (formulacja nr
11P6).

= 21 dni dla 1 % kropli niekonserwowanych o modyfikowanej lepkosci (wersja 3P6)
oraz dla 5 % kropli buforowanych oraz konserwowanych o modyfikowanej lepkosci
(wersje 1P6 oraz I\VP6)

= 24 dni dla’5 % kropli niekonserwowanych o modyfikowanej lepkosci (wersja ITIP6)

Zmiany zawarto$ci cefuroksymu sodowego w kroplach przemystowych w trakcie
30 dni badan zestawiono w tabelach 63 — 66, na rycinach 62 i 63 oraz w zbiorczej tabeli
68.



Trwalos¢ cefuroksymu w 1% i 5% (w/w) kroplach sporzadzonych na swieZo

wykonanych rozpuszczalnikach, a trwatosé¢ cefuroksymu w kroplach wykonanych na

rozpuszczalnikach poddanych procesowi przyspieszonego starzenia.

Na podstawie przeprowadzonych badan stabilnos$ci rozpuszczalnikéw przeznaczonych
do sporzadzania kropli z cefuroksymem sodowym w wersjach ,,przemystowych”
stwierdzono, ze kluczowa role w ich trwalosci fizycznej odgrywata temperatura
przechowywania. W trakcie testu przyspieszonego starzenia prowadzonego przez
6 miesiecy W temperaturze 40 °C, przy wilgotnosci wzglednej 75 % RH + 5 RH
zaobserwowano wieksze zmiany fizyczne niz w tych samych seriach rozpuszczalnikow
poddanych dlugotrwatemu procesowi starzenia, ktory trwat 12 miesigcy w temperaturze
25 °C przy wilgotnosci wzglednej 60 % RH + SRH, gdzie zaobserwowano niewielkie
odchylenia od wartosci poczatkowych. Pomimo, ze deklarowang temperaturg
przechowywania rozpuszczalnikow jest temperatura do 25 °C, poniewaz gwarantuje ona
ich stabilno$¢ przez minimum rok magazynowania, to celowe byto zbadanie wplywu
zmian jakie zaszly w rozpuszczalnikach w tescie przyspieszonym, w temperaturze
40 °C, na trwatos¢ cefuroksymu sodowego. Warunki te odzwierciedlaly sytuacje,
w ktorej] mogloby dojs¢ do odchylen od wymaganej temperatury przechowywania
rozpuszczalnikow, na przyktad na skutek niewtasciwych warunkow transportu. Ponadto
dawaty odpowiedz, czy zmiany pH, ci$nienia osmotycznego oraz lepkosci jakie
zasztyby w tych roztworach, mogtyby istotnie wptyna¢ na jako$¢ sporzadzonych kropli.
Poréwnujac zmiany pH w kroplach sporzadzonych na rozpuszczalnikach poddanych
wczesniej testowi przyspieszonego starzenia, ze zmianami pH jakie zaszty w kroplach
sporzadzonych na $wiezych rozpuszczalnikach, zaobserwowano ta sama prawidtowos¢.
W wszystkich wersjach kropli 1 % (PO i P6) wystepowatl niewielki wzrost lub spadek
pH, wynoszacy maksymalnie okoto 1,46 % w wersji 1P6, w odniesieniu do wartosci
poczatkowej. Podczas gdy w kroplach 5 % zmiany pH byly bardziej zauwazalne,
z uwagi na inny sktad ilo$ciowy zastosowanych buforéw. W kroplach 5 % w wersjach
PO nastgpit wzrost pH od 4,06 % do 10,11%, podczas gdy w wersjach P6 pH wzrosto od
543 % do 11,87 % w 30 dniu badan. Podobng prawidtowos$¢ zaobserwowano
w przypadku zmiany cisnienia osmotycznego. W 1 % kroplach, w wersjach PO,
ci$nienie osmotyczne wzrosto od 1,59 % do 5,38 %, podczas gdy w kroplach o tym
samym stezeniu, W wersjach P6 nastgpit wzrost CiSnienia osmotycznego od 1,73 % do
5,97 %. W kroplach 5 % w wersjach PO, ci$nienie osmotyczne wzrosto od 2,27 % do

6,94 % , natomiast w wersjach P6 od 3,31 % do 9,95 %. Poréwnujac poszczegdlne



wersje 5 % kropli przemystowych stwierdzono, ze wyzszy procentowy wzrost pH
i ciSnienia osmotycznego w wersjach P6, w poréwnaniu do analogicznych wersji kropli
PO o tym samym stezeniu, §cisle koreluje z nizsza trwatos$cig chemiczng cefuroksymu
w kroplach sporzadzonych na rozpuszczalnikach poddanych wczesniej procesowi
przyspieszonego starzenia, w poroéwnaniu 2z trwaloScig chemiczng antybiotyku
w kroplach wykonanych na $§wiezych rozpuszczalnikach.

Wszystkie sporzadzone wersje kropli recepturowych oraz ,,przemystowych” pod
wzgledem wilasciwoscei fizykochemicznych spelniaty zatozenia celu pracy. Cisnienie
osmotyczne, pH i lepko$¢ otrzymanych kropli miescilty si¢ w zakresie tolerowanym
prze oko ludzkie, a zmiany parametrow fizycznych jakie nastapity zarowno w kroplach
podczas ich przechowywania w temperaturze 4 °C, jak i w samych rozpuszczalnikach
w trakcie testow stabilno$ci, nie wplynely na jako$¢ tej postaci leku. Roéznice
w trwato$ci chemicznej cefuroksymu, jakie uzyskano w poszczegdlnych wersjach
kropli, z punktu widzenia antybiotykoterapii byty mato istotne z uwagi na fakt, ze 10 %
spadek zawarto$ci cefuroksymu sodowego nastapit najwczes$niej po 15 dniach

przechowywania kropli 1 % i 5 % (wersje 1R, 2R oraz IIR) w temperaturze 4 °C.



V1. WhiosKi

1. Wszystkie zaproponowane recepturowe i ,,przemystowe” wersje kropli 1 % 1 5%
(w/w) z cefuroksymem sodowym, pod wzgledem wlasciwosci fizycznych oraz
trwalo$ci antybiotyku w kroplach, spetiaty zatozenia celu pracy.

2. Substancje pomocnicze wlaczone do sktadu 1 % 1 5 % recepturowych
i ,,przemystowych” kropli z cefuroksymem sodowym : kwas cytrynowy, cytrynian
sodu, alkohol poliwinylowy, boran fenylortgciowy, alkohol p — fenyloetylowy nie
wchodzily w interakcje farmaceutyczng z cefuroksymem i zagwarantowaty kroplom
wlasciwosci fizyczne : pH, ci$nienie osmotyczne oraz lepko$¢ zgodne z wymogami
przytoczonymi w monografiach Farmakopei Polskiej V, Farmakopei Polskiej VIII
oraz Farmakopei Europejskiej 6.

3. Uzasadnione byto zastosowanie alkoholu poliwinylowego w sktadzie kropli 1 %
i 5 % jako $rodka zwigkszajacego lepkos¢ i wydluzajacego czas kontaktu leku
z okiem. Ponadto alkohol poliwinylowy zwigkszal trwato$¢ cefuroksymu
w buforowanych kroplach, byl trwaty w kroplach, na co wskazywaty minimalne
zmieniajace si¢ wartosci lepkosci w przechowywanych kroplach i rozpuszczalnikach
przeznaczonych do kropli ,,przemystowych”.

4. Stosowanie do oczu roztworow wodnych cefuroksymu sodowego o stezeniu 1 %
I 5% bez dodatku $rodkow izotonicznych np. buforow cytrynianowych nie powinno
mie¢ miejsca z uwagi na ich silng hipoosmotycznos¢ w stosunku do ptynu tzowego.

5. Sktad i sposob sporzadzania rozpuszczalnikow przeznaczonych do 1 % i 5 % kropli
»przemystowych” okazat si¢ trafiony 1 uzasadniony. Wtasciwosci fizyczne
rozpuszczalnikow: pH, ci$nienie osmotyczne, lepkos$¢ oraz ich trwalos¢, okreslona
testem przyspieszonym i dlugoterminowym wg ICH oraz badaniem skuteczno$ci
ochrony przeciwdrobnoustrojowej, w przypadku wersji zawierajacych w swoim
sktadzie s$rodki konserwujace, uwarunkowaty zgodnos$¢ kropli ,,przemystowych”

z farmakopealnymi wymaganiami oraz zatozeniami przyjetymi w celu pracy.



6. Trwatos¢ 1 % 1 5 % kropli ,przemystowych” sporzadzonych na $§wiezo

10.

sporzadzonych rozpuszczalnikach, przechowywanych w temperaturze 4 °C
w zalezno$ci od ich sktadu wynosita od 24 — 30 dni 1 byta nieco wyzsza od trwalosci
kropli recepturowych, wynoszacej 15 — 30 dni. Trwatos¢ 1 % i 5 % kropli
»przemystowych” sporzadzonych na rozpuszczalnikach poddanych procesowi
przyspieszonego starzenia w czasie 6 miesiecy, W temperaturze 40 °C + 2 °C
i wilgotnosci wzglednej 75 % =+ 5 % wynosita 18 — 24 dni i byta zgodna zatozeniami

celu pracy.

. Z przeprowadzonych badan wynikato, ze krotkotrwata ekspozycja rozpuszczalnikow

na temperatur¢ wyzsza niz deklarowana temperatura przechowywania, wynoszaca
25 °C + 2 °C, nie powinna w sposob istotny negatywnie wptynac¢ na wilasciwosci

fizyczne kropli oraz trwatos¢ cefuroksymu w kroplach.

. Roznice w trwatosci cefuroksymu sodowego w 1 % kroplach recepturowych,

wyznaczonej wczesniej na podstawie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej [68],
ktéra utrzymywata si¢ na 99,63 % poczatkowym poziomie po 30 dniach
przechowywania kropli w temperaturze 4 °C, moznaby thumaczy¢ pojawieniem sig
descarbomylocefuroksymu [59], gtéwnego produktu rozktadu cefuroksymu, ktory
dzigki zachowanej strukturze ugrupowania p - laktamowego w czgsteczce

cefuroksymu moze wykazywa¢ w kroplach przeciwdrobnoustrojowa aktywnos$¢.

. Decydujacy wptyw na trwatos¢ cefuroksymu sodowego w 1 % i 5 % (w/w) kroplach

do oczu miata temperatura przechowywania, dlatego krople recepturowe oraz
»przemystowe”, po potaczeniu cefuroksymu z rozpuszczalnikiem, powinny by¢
chronione przed s$wiattem i przechowywane w temperaturze 4 °C. Stezenie
cefuroksymu sodowego nie mialo wptywu na trwato$¢ kropli, co udowodnita analiza
prob odniesienia, ktorg stanowity roztwory antybiotyku w wodzie do iniekcji.

Zwalidowana metoda HPLC ilosciowego oznaczania cefuroksymu sodowego
w1l % i5 % roztworach wodnych, w 1 % i 5 % kroplach recepturowych oraz
kroplach ,,przemystowych” charakteryzowala si¢ : specyficznoscia, doktadnoscia,
precyzja oraz liniowoscia w wymaganym zakresie st¢zen. Opracowana metoda
nadaje si¢ do seryjnych oznaczen cefuroksymu sodowego w kroplach §wiezo

sporzadzonych oraz w czasie ich przechowywania.



11. 1 % 1 5 % ,,przemystowe” krople do oczu z cefuroksymem sodowym, ktorych
technologia oparta jest na zastosowaniu odpowiednio skonstruowanych
rozpuszczalnikow oraz na opakowaniu dwukomorowym, oddzielajacym suchg
(liofilizowang) posta¢ antybiotyku od rozpuszczalnika, moze stanowi¢ propozycje
handlowej okulistycznej postaci leku. Tworzenie kropli gotowych do uzycia,
polegajace na tgczeniu obu sktadnikéw jest nieskomplikowane, w odréznieniu od

recepturowych kropli i mato czasochtonne.



VI1I. Streszczenie

Cel pracy stanowity badania nad technologig sporzadzania i oceng fizykochemicznag:
1% i5 % (w/w) kropli do oczu z cefuroksymem sodowym w wersjach recepturowych,
rozpuszczalnikow do wersji ,,przemystowych” kropli oraz 1 % i 5 % (w/w) kropli

do oczu z antybiotykiem w wersjach ,,przemystowych”.

W oparciu o wezesniejsze badania prowadzone w Katedrze Technologii Postaci Leku
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, opracowano cztery wersje recepturowe 5 %
kropli z cefuroksymem , w ktorych zmodyfikowano sktad buforow cytrynianowych
oraz dokonano testu zgodno$ci farmaceutycznej z substancjami pomocniczymi, ktore

w zatozeniu pracy miaty by¢ wlaczone do sktadu kropli.

Do oznaczania zmian zawarto$ci cefuroksymu sodowego w badanych kroplach
i roztworach wykorzystano wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC).
Opracowang metode zwalidowano pod katem: specyficznosci, dokladno$ci, precyzji
1 liniowosci oraz wyznaczono granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci cefuroksymu
sodowego. Ponadto dokonano oceny wplywu niewielkich zaplanowanych zmian na

parametry analizy chromatograficznej — robustness.

W nastepnym etapie badan, wykonano po cztery wersje recepturowe 1 % kropli i 5 %
z cefuroksymem sodowym, ktére przechowywano w temperaturze 4 °C i 20 °C.
Ponadto jako proby odniesienia w prowadzonych analizach, zostaty wykonane roztwory
wodne antybiotyku o takim samym st¢zeniu. Krople i roztwory wodne w trakcie 30 dni
przechowywania, zostaly poddane ocenie fizykochemicznej, ktora obejmowata badania:
pH, ci$nienia osmotycznego, lepkosci w przypadku wersji z dodatkiem alkoholu
poliwinylowego oraz analiz¢ zmiany zawarto$ci cefuroksymu sodowego, za pomoca

metody HPLC.

Wyniki badan wskazywaty, ze wszystkie wersje kropli recepturowych pod wzgledem
wlasciwosci fizycznych byly zgodne z wymogami farmakopealnymi oraz spetniaty
zalozenia celu pracy. Trwato$¢ okreslona czasem, w ktorym zawartos¢ cefuroksymu
w kroplach przechowywanych w temperaturze 4 °C i chronionych przed $wiattem
utrzymywata si¢ na poziomie nie nizszym jak 90 % poczatkowego stezenia wynosita od

15 do 30 dni, w zaleznos$ci od wersji recepturowej. Stwierdzono, ze decydujacy wptyw



na trwatos¢ cefuroksymu sodowego w 1 % 1 5 % (w/w) kroplach do oczu miata

temperatura przechowywania, natomiast nie miato wplywu stezenie antybiotyku.

W oparciu o uzyskane wyniki badan fizykochemicznych 1 % i 5 % (w/w) kropli
recepturowych, opracowano sktad i sposob sporzadzania rozpuszczalnikéw do
»przemystowych” kropli z cefuroksymem sodowym. Zgodnie z wytycznymi
ICH Q1A(R2), dokonano oceny jakosciowej rozpuszczalnikow $wiezo sporzadzonych
oraz w trakcie przechowywania w komorach klimatycznych, przez okres 6 miesiecy
w temperaturze 40 °C, przy wilgotno$ci wzglednej 75 % RH + 5% RH oraz przez okres
12 miesigcy w temperaturze 25 °C, przy wilgotnosci wzglednej 60 % RH + 5% RH.
Ponadto po przeprowadzonym tescie dhugoterminowym, w przypadku wersji
rozpuszczalnikow konserwowanych, dodatkowo wykonano badanie skutecznosci
przeciwdrobnoustrojowej wg FP VII. Wyniki otrzymanych badan wskazywaty, ze sktad
i sposob sporzadzenia rozpuszczalnikow bedzie gwarantowat zgodnos¢ kropli

przemystowych z wymogami farmakopealnymi oraz zatozeniami przyjetymi w celu

pracy.

Krople 1 % i 5 % (w/w) w wersjach ,,przemystowych” wykonano poprzez bezposrednie
polaczenie cefalosporyny z odpowiednia wersja rozpuszczalnika, co miato
odwzorowywac potaczenie zawartosci dwukomorowego opakowania handlowego przez
pacjenta, gdzie w jednej komorze znajdowala si¢ sucha, liofilizowana posta¢
antybiotyku, a w drugiej vehiculum. W odréznieniu od metody recepturowej, taki
sposob wykonania kropli okazat si¢ prostszy i szybszy. W celu zbadania wptywu
metodyki sporzadzania kropli oraz warunkéw przechowywania rozpuszczalnikéw na
trwalo$¢ cefuroksymu, krople w wersjach ,,przemystowych” wykonano na §wiezych
rozpuszczalnikach oraz na rozpuszczalnikach poddanych wczeéniej testowi
przyspieszonego starzenia W komorach klimatycznych, przez okres 6 miesigcy
w temperaturze 40 °C, przy wilgotnosci 75 % RH =+ 5% RH.

Zarowno $wiezo sporzadzone 1 % i 5 % (w/w) krople ,,przemystowe”, jak
I przechowywane w temperaturze 4 °C w ciggu 30 dni poddano ocenie
fizykochemicznej, zgodnie z kryteriami wczesniej przyjetymi dla wersji recepturowych
kropli.

Trwalo$¢ 1 % 1 5 % kropli ,,przemystowych” sporzadzonych na §wiezo sporzadzonych
rozpuszczalnikach i przechowywanych w temperaturze 4 °C w zaleznosci od ich sktadu

wynosita od 24 do 30 dni i1 byla nieco wyzsza niz kropli recepturowych. Trwatos¢



1% 1 5 % kropli ,,przemystowych” sporzadzonych na rozpuszczalnikach poddanych
wczesniej procesowi przyspieszonego starzenia wynosita od 18 do 24 dni, w zaleznosci
od wersji.

Z przeprowadzonych badan wynikato, ze krotkotrwata ekspozycja rozpuszczalnikéw na
temperature wyzszg niz deklarowana temperatura przechowywania, wynoszgca 25 °C
+ 2 °C, nie powinna negatywnie wplyna¢ na wiasciwosci fizyczne oraz trwatos$é
cefuroksymu w kroplach, poniewaz ponad 90 % spadek zawartosci antybiotyku
uzyskano dopiero po kilkunastu dniach przechowywania kropli w temperaturze 4 °C, co
umozliwia przeprowadzenie w tym czasie pelnej terapii przez pacjenta, przy uzyciu

jednego opakowania leku.



VIIl. Summary

Title of the doctoral dissertation: “Stability of cefuroxime in eye drops.”

The aim of the studies was the development of the preparation technology and the
analysis of physical and chemical properties of 1% and 5% (w/w) eye drops containing
sodium cefuroxime in pharmaceutical versions, solvents for “industrial” versions of
drops, and 1% and 5% (w/w) eye drops containing the antibiotic in “industrial”

versions.

Four pharmaceutical versions of 5% drops containing cefuroxime were prepared based
on the results of previous studies carried out in the Department of Drug Form
Technology of Poznan University of Medical Science. The composition of citrate
buffers in the drops was modified and the test of pharmaceutical compatibility with the

additives, which were to be included in the drops' composition, was performed.

High performance liquid chromatography (HPLC) was used to determine the changes in
the content of sodium cefuroxime in the analysed drops and solutions. The developed
method was validated in terms of specificity, accuracy, precision and linearity, and the
limits of detection and quantitation for sodium cefuroxime were also established.
Besides, the influence of small predetermined changes on the chromatographic analysis

parameters — robustness — was evaluated.

At the next stage of analysis, four pharmaceutical versions of 1% and 5% drops
containing sodium cefuroxime were prepared, they were stored at the temperature of
4°C and 20°C. Apart from that, aqueous solutions of the antibiotic at the same
concentration were made as reference tests in the conducted studies. During the storage
of thirty days the drops and aqueous solutions underwent physical and chemical
evaluation which consisted of pH and osmotic pressure studies, viscosity analysis of the
version with added polyvinyl alcohol and the studies of the changes in the content of

sodium cefuroxime using HPLC.

The results of the studies showed that in terms of physical properties all pharmaceutical

versions of the drops met the pharmacopoeial requirements and the defined purpose of



the studies. The stability, defined by the time during which the content of cefuroxime in
the drops stored at the temperature of 4°C and protected from light did not drop below
the level of 90% of the initial concentration, equalled from 15 to 30 days depending on
the pharmaceutical version. It was proved that the decisive factor having influence on
the stability of sodium cefuroxime in 1% and 5% (w/w) eye drops was the storage

temperature, whereas the concentration of the antibiotic did not have any impact on it.

The achieved results of physical and chemical studies of 1% and 5% (w/w)
pharmaceutical drops enabled to develop the composition and the preparation method of
solvents for “industrial” drops containing sodium cefuroxime. Following ICH Q1A(R2)
requirements, the quality evaluation was performed right after the preparation of the
solvents and during their storage in climatic chambers for 6 months at the temperature
of 40°C at the relative humidity of 75% RH + 5% RH, and for 12 months at the
temperature of 25°C at the relative humidity of 60% RH = 5% RH. Besides, after the
long-term assay was conducted the preserved version of the solvents underwent
additional antimicrobial efficiency assessment in accordance with PPh VII. The
achieved results of the studies showed that the composition and the preparation method
of solvents would guarantee the compatibility of “industrial” drops with the
pharmacopoeial requirements and the defined purpose of the studies.

The “industrial” versions of 1% and 5% (w/w) drops were prepared by direct mixing of
cephalosporin with an appropriate version of the solvent, which was to replicate the
mixing of the contents of commercial two-compartment packaging by the patient, in
which one part contains dry lyophilised form of the antibiotic and the other contains the
vehiculum. In comparison with the pharmaceutical method this way of preparation
turned out to be simpler and faster. In order to evaluate the influence of the preparation
procedure and the storage conditions of solvents on the stability of cefuroxime the
commercial versions of drops were made from fresh solvents, and from those which had
gone through accelerated ageing in climatic chambers for 6 months at the temperature
of 40°C at the humidity of 75% RH =+ 5% RH.

Both versions of 1% and 5% (w/w) “commercial” drops, i.e. freshly made and those
which were stored at the temperature of 4°C for 30 days, underwent physical and
chemical assessment in accordance with the criteria previously accepted for the

pharmaceutical versions of the drops.



The stability of 1% and 5% “industrial” drops made from fresh solvents and stored at
the temperature of 4°C, depending on their composition, equalled from 24 to 30 days
and was slightly higher than the stability of the pharmaceutical drops. The stability of
1% and 5% “commercial” drops made from the solvents which had undergone the
process of accelerated ageing was from 18 to 24 days, depending on the version.

The results of the studies proved that the short exposure of solvents to higher
temperature than the required temperature of storage of 25°C + 2°C, should not have
any negative influence on physical properties and the stability of cefuroxime in the
drops because the decrease of the antibiotic content over 90% was achieved only after
more than 10 days of storage of the drops at the temperature of 4°C, which shows that
during that time it is possible to perform the complete therapy of a patient using one
package of the medication.
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