Dominika Hapka-Zmich

TRWALOSC CEFTAZYDYMU W KROPLACH DO OCZU

Praca wykonana

w Katedrze Technologii Postaci Leku
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
UMK w Toruniu

i przedstawiona
Radzie Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

w celu uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Promotor rozprawy

dr hab. n. farm. Anna Kodym

Poznan 2012



Serdecznie dzigkuje

Promotorowi niniejszej rozprawy doktorskiej,

Pani dr hab. n. farm. Annie Kodym

za podanie tematu i umozliwienie wykonania niniejszej pracy w nowo powstatej
Katedrze Technologii Postaci Leku Collegium Medicum w Bydgoszczy,
ktorq Pani Profesor kierowala przez pierwsze, najtrudniejsze dla Katedry lata
i stworzyla w tym czasie doskonate warunki do pracy naukowej i dydaktycznej.

Ponadto dziekuje Pani Profesor za wspanialq szkole naukowq, opieke
promotorskq, pomoc, cigglq motywacje i cenne uwagi na kazdym etapie pracy,
a takze za niezwyklq zyczliwos¢ i zrozumienie.



Serdecznie dzigkuje

Pani dr n. farm. Helenie Kukule

z Katedry i Zakladu Bakteriologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu za przeprowadzenie oceny
mikrobiologicznej rozpuszczalnikow do kropli.

Serdecznie dzigkuje

Zarzgdowi Farmaceutycznej Spéldzielni Pracy , Filofarm” w Bydgoszczy
za udostepnienie komor klimatycznych do przeprowadzenia badan stabilnosci
rozpuszczalnikow do kropli.

Serdecznie dzigkuje

Pani dr n. farm. Genowefie Pajchel,

Kierownikowi  Pracowni  Fizykochemicznych — Wiasciwosci — Antybiotykow
Narodowego Instytutu Lekow, za cenne uwagi dotyczqce interpretacji wynikow
trwatosci preparatow z antybiotykami.

Pragne serdecznie podzigkowaé

zespotowi naukowemu Pani dr hab. n. farm. Anny Kodym, zajmujqcemu sig
technologiq kropli do oczu z cefalosporynami, czyli moim Wspolpracownikom.
Dzigkuje dr Andrzejowi Wisniewskiemu, mgr Monice Pawlowskiej,
mgr Piotrowi Bilskiemu za 8 lat wspanialej, tworczej i peilnej zZyczliwosci
wspoipracy.

Szczegolnie gorgco dzickuje mojemu meZowi Michalowi za wsparcie
i motywacje do pracy oraz mojej coreczce Marysi za cierpliwosé.



Spis tresci

Spis tresci

I OWSTEP ...ttt st b e e et et e bt et e s bt e et e bt e bt et e ebe et e tesbeeneenees 8
II CZESC TEORETYCZNA ..o 10
1. Antybiotyki CETaloSPOIYNIOWE ......occuieiieiieitiiiiie ettt ettt ettt st e eteesteesaeesnnenneesnees 11
1.1, OdKIycie CETaAlOSPOIYIL .. .uviiieiiieiiieeiieeiie et e eiee ettt e ete e et e e sebeeebaeeseseeesbeeesseessseeensaaenssenns 11
1.2, Struktura chemiczna CefaloSPOTYI......cccuiiiiiiieiiieieeieerieeseeste st sre e ereereesreesreesaaessneaes 12
1.3.  Mechanizm dzialania cefaloSPOryn.........ccceeiiiiiiiiiieiieiereeie e 13
1.4.  Klasyfikacja cefaloSPOryn......cccciiiciiiiiiiiciieciie ettt vee et e sveeebae e aveeereeesenee s 14
2. CftAZYAYIM c..veiiiiiiiciii ettt et e et ettt et e e e s tbestbeesbeesbees s e e beestaessbessbeesbeasbeerseenraeraens 17
2.1.  Charakterystyka fizyko-ChemiCZna..........ccceeviireiiiiiieiiiiiiesie ettt 17
2.2.  Struktura chemiczna a aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa ceftazydymu....................... 18
2.3, SpeKktrum dzialania...........c.ccccuiiiiiiiiiiecie e e et eab e eareas 19
2.4, FarmaKOKINETYKA........cccuereiiiiiieiiieiieriesie et eie et et e steesteesiaessseesbeesseessaesssesssesnseenseensesssnens 20
2.5.  ZastoSoWani€ KINICZNE ..........eeviiiiieiiieiieciiectiesie ettt ettt ettt ettt naeesaee s 21
2.6. Zastosowanie i znaczenie ceftazydymu w leczeniu bakteryjnych zakazen oczu.............. 22
2.7. Preparaty handlowe ceftazydymu ........cccoeviiiiiiiiiiiiiiicicceceesee e 27
2.8, Preparat BIOtUIM .......c.cooiiiiiiiieiiecie ettt st esteete e taesaaesaaesssesssesnsaensaenseessnens 28
2.9. Trwatosc¢ ceftazydymu w roztworach wodnych...........cccoecviriiiiiiiieniiceee e, 29
2.9.1. Mechanizm rozktadu ceftazydymu...........cccoeviiriiiiiiiiiieeeseecee e 29
2.9.2. Trwato$¢ ceftazydymu w roztworach wodnych do podawania parenteralnego ........ 31
2.9.3. Trwalo$¢ ceftazydymu w kroplach do oczu, wplyw czynnikow
fizykochemicznych oraz substancji pomocniczych..........ccccccvvveviienciieecieeciie e, 34
3. Pirydyna — toksyczny produkt rozkladu ceftazydymu ..........cceevierieiieniieiiecieccceeeeeeee e 37
3.1, Struktura i wlasciwoS$Cl CheMICZNE ........eevveeriieiiiieieeie ettt 37
3.2, MetaboliZm PIrYAYNY ..oeeeriiiiiieiiieeiieeeieeeeteeesteeeieeesebeesteeestbeeseseeeeseessseeessaeessseesssseenssens 38
3.3, TOKSYCZNOSE PITYAYNY .oicvvierriiiieriieieieireeteesteesteesteeseresreesseesseesseesssesssesssessseessessseesseesseenes 38
4. Charakterystyka substancji pomocniczych uzytych w technologii kropli do oczu
YAV ;YA Y41 01 1<) 1 DO OO PU PRSPPI 40
4.1.  BUOT CYIIYNIANOWY ..eeivviiiiiiiesiieiiesiesreeteereesseesseesseesssessseesseasseesseesssesssesssesssesssessssssssens 40
4.2.  BoOran fenylortCiOWY ...c.eccuieriierierieeiietiesieesieeseeseresreeteebeesteessaesssesnseenseesseessaesssesssennsens 41
4.3, AIKOhO] B-TenyloetylOWY ..cccviiiieiiieiieiieie ettt ere e reesteestae s resebesebeesseesaessaens 42
4.4,  AIKOhO] POLIWINYIOWY ..oooviiiiiieiieiieiiesie ettt esee st e sre e et ebe e eesae st e esseessaessaessnesnsesnsens 43



Spis tresci

III CEL PRAQCY ...ttt ettt et et e b ettt e s et sht et e e bt eat e beenteteseeenee b 44
IV CZESC DOSWIADCZALNA ..ottt 46
1. Material dO DAdam........ccooiiiiiiiiiiee ettt 47
2. Odczynniki dO Dadam..........c.eeeciiiiiiie ittt et e et s e e et e et eeebaeestaeesbeeetbaeearaean 48
3. SPIZEL 1 APATALULA. ... eeivvieereereeteesieesteesttesreeeteasreesseesseeseesseesssessseasseasseasseessessssesssesssesssessseessenssenns 50
4. Sporzadzenie 1 ocena fizykochemiczna roztworéw substancji pomocniczych,
zastosowanych w technologii kropli do oczu z ceftazydymem............ccceovevieniiiiiniiiiiiieeens 53
4.1. BufOry CYtrYNIANOWE. ....cccviieiieeiiieiiieeieeeteeereeeieeesreeeteeestbeesaseeessaeessseesssaeesseessseeenseens 53
4.2.  Roztwor alkoholu poliWINYIOWEEZO .....cccvvevieciieieriieiie sttt esseeaeens 54
4.3, STOAKi KONSEIWUJACE .....v.veoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s ere s eenees 55
4.3.1. Roztwor boranu fenylorteCiOWEZ0 ...c.vveeeerieeiieeiiieeeiee e et e eieeesreeereeeseaeeereeeseveeas 55
4.3.2.  AlKohol B-fenyloetylOWY ...cccvecvieiieeiieiieieeeetteree sttt raesrae s 55

Badanie zgodno$ci farmaceutycznej 5% roztwordow ceftazydymu z substancjami
pomocniczymi zastosowanymi W sktadzie Kropli.........ccoeceeiieiiieiiiniiniiniecc e 56

Sktad, sporzadzanie, ocena  fizykochemiczna oraz  ocena  skutecznos$ci
przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikow do 1% 1 5% kropli z ceftazydymem

W Wersjach |, przemystOWYCR ......ooouiiiiieee et 57
6.1. Sktad rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach

PTZEIMYSIOWYCI™ ..ottt este e s tbesebessbeesbeesbeebeesssesssensnas 57
6.2. Metoda sporzadzania rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem

W wersjach |, przemyStOWYCR™ .....c.ooiiiiiieee s 59
6.3. Ocena jakosciowa rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem

W Wersjach ,,przemystOWYCR” .......cooiiiiiiiiiie e 60
6.4. Ocena skuteczno$ci ochrony przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikow

do kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”........c...ccceevvirrcnnennnn. 64
Czynnosci przygotowawcze do pracy w warunkach aseptycznych .........ccoecevevvveivrcivnciennieenennn, 68
7.1, SUDSLANC]A CZYTINA ....eeuiieiiieiieiietiesite ettt et et e steeeateebe e bt ebeesaeesstesaeesaseenseenseeseesseesnnenns 68
7.2.  Roztwory substancji pPOMOCNICZYCh.........cccvuiiiiiiiiiieciiceee et 68
7.3, PrZyZOtOWANIE SPIZELU .....vecevierierieriiesieesresreeteeseesteesseesssesssessseessaesseesssesssesssesssesssesssesnns 68
7.4. L1072 dO PraCy ASCPLYCZIE] ..uvevuverurirrierieieeieesieesseeseesssessessseeseesseessaesseesssssseesssesssesssennns 69
Roztwory wodne oraz krople do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych, sktad,
SPOTZGAZANIEC .....eveeeveeerieieeteesteeteeteereebeesteestaestsessseasbeesseassaessaasssessseasseasseasseesssesssesssesssesssenssennns 70
8.1. Skiad recepturowy roztworéw wodnych i kropli do oczu z ceftazydymem ..................... 70

8.2. Uzasadnienie skladu recepturowego wodnych roztworéw i kropli do oczu
AV VA4 ) 011S) 11 E USSP 72

8.3. Tok postegpowania przy sporzadzaniu roztworow wodnych oraz kropli do oczu
YAV ;¥4 (415 01 1<) 1 RS URPP 73



Spis tresci

9. Krople do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”, sktad, sporzadzanie................ 76
9.1.  Skfad 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”............... 76

9.2. Tok postepowania przy sporzadzaniu kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach
wPTZEIMYSIOWYCI™ (..ot ste e s taestbessbeesbeesbeesbeessnessnensnas 76

10. Ocena fizyczna 1% i 5% roztworow wodnych i kropli do oczu z ceftazydymem
w wersjach recepturowych i ,,przemysIowyCh” ........ccoiiiiiiiiiiiiiieeer e 78
TO.1. TOZSAMOSC....ceuviieeeeitieiteeteeet ettt ettt ettt ettt ettt e bt e s bt e sheesabesate e bt e s bt e satesmteeateebeenaeens 78
1.2, PH KIOPL ittt ettt et a e st eseaessteasseessa e saesssesssennseensaensanns 79
10.3. CiSNIeNI€ OSMOLYCZIE ...eeuveeurietieruieriieeeeeteesteestteseesnteenseeseesseesseesssesseesnseenseesseesseesssessenns 84
TO.4. LEPKOSC ..ttt ettt ettt et e e et eetveessbee e taeessseeessbaesssaeensbeeansaeesaaenssens 89
10.5. Badania organolePtyCzne .........ceevierierieriieeieeiiesiiesteesresreeseesseessaesseesssesnsessseesseesseesseens 91

11. Analiza zmian zawarto$ci ceftazydymu w 1% 1 5% roztworach wodnych oraz kroplach
do oczu w wersjach recepturowych 1 ,przemystowych”, przechowywanych

W temMPEraturze 4°C 1 20%C ..oouoiuiieiieiieieeee ettt ettt ettt ettt ettt er e s b eanas 93
11.1. Warunki rozdziatu chromatograficZnego ..........cceeevveiieriieriienieiiesiecie e see e ens 93
11.2. Sporzadzenie fazy TUCHOIME] ........c.ceouiiriiiiierie ittt ettt e esaee s eas 94
11.3. Analiza ilosciowa ceftazydymu — metoda wzorca ZeWngtrznego ..........ccveeveeveerveesreennnns 95
11.4. StatyStyczna analiZa TEEIESTi.....cuereerrurrrrrerieerieerteereesseesresseeseesseessaesseesssesssesssessseessasssaens 99
11.5. Walidacja metody ilo$ciowego oznaczania ceftazydymu w roztworach wodnych
01aZ KIroplach d0 OCZU ....c.eviiiiiiiiiice ettt e 101
11.5.1. Oznaczenie zawartosci ceftazydymu w preparacie Biotum ............ccccoeevvevvvenieennnnns 101
11.5.2. SPECYTICZIN0SC ....eveeiieiietieie ettt ettt ettt st ettt et et e st esateenteenseenseeseenseens 102
11.5.3. Liniowo$¢ metody oznaczania ilo§ciowego ceftazydymu...........ccccecvveeeeveenieennnns 109
11.5.4. Granice wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci ceftazydymu.........cccoecvevveviiniiniecnieennen, 109
11.5.5. DOKIAANOSE ......eomeiiieiiiiiiee ettt sttt st 110
L1.5.6. PIOCYZIA . uuiieieiieiie ettt ettt ettt ettt e st e s st e st esabeenbeenbeebeenbeesaeens 113
11.5.7. RODUSHIESS.....coutiintietietieetieeite ettt ettt sttt ettt e b e sbe e s bt e s bt e saeeeateenteenbeens 113

11.6. Analiza zmian zawartosci ceftazydymu w 1% 1 5% roztworach wodnych
oraz kroplach do oczu w wersjach recepturowych i ,przemystowych”,

tok postepowania analitycznego, WYNIKI .........cccveeeeiiieiiieiiiieiieceiee e 114

11.6.1. Material do badan.........cooeeiiiieiei s 114

11.6.2. Czas trwania Badan...........cecerieiiriiieeeeee et 114

11.6.3. Przygotowanie prob i przeprowadzenie analizy..........c.cceceeeeeeeniiescieeeceeenieesveenns 115

11.6.4. Zawarto$¢ ceftazydymu w badanym materiale ...........cceeevverveecieecriecieenieenrieseeneens 123

12. Analiza stezenia pirydyny w kroplach do oczu z ceftazydymem..........cccooeveivinininncncnnnne. 147
12.1. Warunki rozdzialu chromatograficZnego ..........cceeeuveiieiiieniieniirieeieee e 147
12.2. Analiza roztwordw wzorcowych pirydyny, wykreslenie krzywych kalibracyjnych....... 147
12.3. StatyStyczna analiZa TEEIEST ....c.ecreerreereerrerireereesreesreesseesseessresssesseassessseesseesseesssesssessnes 148



Spis tresci

VI

VIl

VIl

VIII

IX

12.4. Walidacja metody iloSciowego oznaczania pirydyny w roztworach wodnych

01aZ KTOPIACh dO OCZU ...t 152
12.4.1. SPECYTICZN0SC ....eeevieeiiieiieeeiee ettt eetee ettt e et et e e seteesbe e e teeesabeessbaeessseesnsaeesseesssanans 152
12.4.2. Liniowos$¢ metody oznaczania ilo$Ciowego pirydyny.......ccccceeeveecreecreecveerreesieenieens 152
12.4.3. Granice wykrywalnos$ci i 0znaczalnoS$ci pirydyny ........ccceceeeeveeeieecreenieenieeneeneenenens 152
12.4.4. DOKIAANOSC ...ttt 153
12.4.5. PIOCYZIA .cuvieviiiiieiiieeiiecie ettt ete et et ette st e stbestaessbessbeesse e saasssesssesssessseasseesseessessseesseens 156
12.4.6. Zawarto$¢ pirydyny w badanym materiale...........ccoccveveerieenienienienienieereeieenieens 156

OMOWIENIE WYNIKOW........ooooiiiiiiiiiiniiesieese st 161
WINTOSKI ...ttt ettt et s bt et e b e sseess e sesssensasseesseseessensenseansensenss 194
STRESZCZENIE .........oooiiieee ettt ettt sttt e ee et esseeateseeneeneesneenean 197
SUMMARY ...ttt ettt et et e e e bt eatenseeseansesseentesesstensaeseensanseeneensennes 201
PISMIENNICTWO ... 205
SPIS TABEL ...ttt ettt sttt et s et ae e ee et eteenis 216
SPIS RYCIN ..ottt ettt ettt et et e st e b e te e st esseestessesseessansesssensasseessesenssensenses 221



I WSTEP



Wstep

W leczeniu bakteryjnych zakazen narzadu wzroku jako leki pierwszego rzutu
stosowane sg obecnie antybiotyki aminoglikozydowe. Powoduja one jednak szereg dziatan
niepozadanych oraz czgste reakcje alergiczne. Obserwuje si¢ takze znaczng oporno$¢ bakterii
na t¢ grupe antybiotykow. Wskazuje to na potrzebe opracowania nowej okulistycznej postaci

leku do stosowania miejscowego, zawierajacej antybiotyk nowszej generacji.

Ceftazydym, cefalosporyna III generacji, charakteryzuje si¢ szerokim spektrum
przeciwdrobnoustrojowym ze szczegolng aktywnoscia wobec bakterii Gram-ujemnych,
miedzy innymi wobec Pseudomonas aeruginosa. Ceftazydym nie ustepuje skutecznoscia
aminoglikozydom, jest natomiast od nich znacznie mniej toksyczny. Wykazuje ponadto
oporno$¢ na dziatanie klasycznych [-laktamaz. Pomimo znakomitych wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych ceftazydymu 1 jego niskiej toksycznosci wzgledem tkanek oka,
na $wiatowym rynku farmaceutycznym brakuje okulistycznej postaci leku z ceftazydymem
do stosowania miejscowego. Glowna przyczyng tego stanu rzeczy jest niska trwato$¢ tego
antybiotyku w roztworach wodnych. Niniejsza praca jest odpowiedzia na realne
zapotrzebowanie kliniczne na preparat z ceftazydymem w postaci kropli do oczu o trwatosci

umozliwiajacej przeprowadzenie pelnej miejscowej antybiotykoterapii.

W 1999 r. pod kierownictwem dr hab. n. farm. Anny Kodym rozpoczeto w Katedrze
1 Zaktadzie Technologii Postaci Leku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu badania
dotyczace zastosowania antybiotykéw cefalosporynowych w kroplach do oczu. Wyniki
powyzszych badan pozwolily migdzy innymi na opatentowanie pelnej technologii
sporzadzania 1% recepturowych kropli do oczu z ceftazydymem, obejmujacej dobor
odpowiednich  substancji pomocniczych, metodyke sporzadzania oraz fizyczng
1 mikrobiologiczng ocen¢ trwalo$ci kropli. Badania nad technologia 1% recepturowych kropli
do oczu z antybiotykami cefalosporynowymi staty si¢ przedmiotem rozprawy doktorskiej
dr farm. Tomasza Zawiszy, pt. ,,Technologia kropli do oczu z cefazoling, cefuroksymem

1 ceftazydymem”.

W niniejszej pracy, ktora jest kontynuacjg badan zapoczatkowanych w Poznaniu,
zaprojektowano dodatkowe formulacje dla 5% kropli recepturowych, a takze dokonano
fizykochemicznej oceny trwatosci 1% 1 5% kropli recepturowych. Na podstawie pozytywnych
wynikow  badan wersji  recepturowych, zaprojektowano sklady rozpuszczalnikow
»przemystowych” dla handlowych wersji kropli do oczu z ceftazydymem oraz potwierdzono
ich odpowiednig trwatos¢ fizykochemiczng. W analizie trwalosci chemicznej ceftazydymu

w kroplach do oczu zastosowano metode¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
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Czes¢ teoretyczna

1. Antybiotyki cefalosporynowe

1.1. Odkrycie cefalosporyn

Cefalosporyny, ktore do lecznictwa wprowadzono w latach 60-tych XX wieku,
naleza do grupy antybiotykow [-laktamowych, wyprowadzonych =z naturalnej
cefalosporyny C. Prekursory cefalosporyn po raz pierwszy zostaly wyizolowane
w 1948 r. przez wloskiego naukowca Giuseppe Brotzu, kierownika Wydziatu Higieny
Uniwersytetu w Cagliari na Sardynii. Zaobserwowal on, ze mieszkancy jego rodzinnego
miasta Cagliari, korzystajacy z wody morskiej z zatoki, do ktorej sptywaty miejskie §cieki,
nie chorowali na wystepujacy endemicznie na Sardynii dur brzuszny. Ponadto zauwazyt
okresowe oczyszczanie si¢ wod w poblizu ujscia Sciekéw odprowadzanych
z wyspy. Profesor Brotzu doszedl do wniosku, ze w zatoce musza zy¢ drobnoustroje
produkujace antybiotyk. Z wody pochodzacej z tych okolic wyizolowal plesn
Cephalosporium acremonium, z ktérej wyciag okazat si¢ aktywny wobec bakterii

wywotujacych migedzy innymi salmonellozy, dzume czy cholere.

Pomimo obiecujacych wynikow prowadzonych badan, profesor Brotzu
nie uzyskal wsparcia finansowego od wiladz wloskich (mimo nominacji do Nagrody
Nobla) 1 wyizolowane szczepy Cephalosporium acremonium przekazat do dalszych badan
lordowi Howardowi Florey’owi, profesorowi patologii Uniwersytetu w Oksfordzie.
Zespot naukowcoéw powotany przez Florey’a wyodrebnit poczatkowo cefalosporyne P
o strukturze steroidowej i cefalosporyng N. Nadmieni¢ nalezy, ze zadna z naturalnych
cefalosporyn nie znalazta zastosowania klinicznego. W 1953 roku wyizolowano trzecia
aktywna substancj¢, cefalosporyng¢ C, ktora okazala si¢ oporna na p-laktamazy,
ale nie miata wystarczajacej stabilnosci dla zastosowan klinicznych. Wydarzenie to
zapoczatkowato caty tancuch badan nad mozliwo$cig uzyskania czystego pierscienia
cefalosporynowego (kwasu 7-aminocefalosporanowego, 7-ACA) a nastgpnie jego
modyfikacji, co umozliwitoby synteze dalszych lekow. Pierwsza cefalosporyne,
cefalotyne, zsyntetyzowano dopiero w 1961 roku, co dato poczatek dalszym odkryciom

1 produkcji cefalosporyn na skale przemystowa [1-7].
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Cze$¢ teoretyczna

1.2. Struktura chemiczna cefalosporyn

Podstawg szkieletu antybiotykow cefalosporynowych jest uktad cefemu (Ryc. 1.),
zawierajacy 4-cztonowy pierscien B-laktamowy potaczony z 6-czlonowym pier§cieniem
dihydrotiazyny. Cefem wykazuje wigksza opornos$¢ na dziatanie B-laktamaz niz penam,
wystepujacy w penicylinach, co sprawia, ze ta grupa antybiotykow charakteryzuje si¢

szerszym spektrum dziatania antybakteryjnego.

A/’_'\é“\/

Ryc. 1. Struktura cefemu

Cefalosporyny s3a pochodnymi kwasu 7- aminocefalosporanowego (7-ACA)
(Ryc. 2.). Poprzez odpowiedni dobor podstawnikow w 7-ACA mozna wplywaé
na trwato$¢ chemiczng, farmakokinetyke, aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

oraz oporno$¢ na fB-laktamazy jego pochodnych.

H

7
COOH O

S

Ryc. 2. Kwas 7- aminocefalosporanowy
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Modyfikacje 7-ACA dotycza gtownie podstawnikéw w tancuchach bocznych
Ry (przy weglu C-7) oraz R, (przy weglu C-3) (Ryc. 3). Podstawniki w pozycji R;
zwigkszaja oporno$¢ leku na dzialanie B-laktamaz, co prowadzi do wzrostu aktywnos$ci
1 rozszerzenia spektrum przeciwbakteryjnego antybiotyku. Przyktadem tak otrzymanych
cefalosporyn s3: cefuroksym, cefotaksym, ceftyzoksym, ceftriakson, ceftazydym a takze
cefamycyny. Cefamycyny posiadaja dodatkowo grupg 7-metoksylowa (grupa — OCHj3 przy
C-7), ktora warunkuje ich zwickszong aktywno$¢ wobec bakterii beztlenowych. Obecnos¢
wigzania podwojnego pomiedzy weglami C-2 i C-3 oraz podstawnika R, stabilizujg
dodatkowo wigzanie B-laktamowe w pierscieniu. Zmiany w tancuchu R, moga wplywac
na wydluZzenie okresu biologicznego poéitrwania leku w osoczu. Wlasciwosci takie
posiadaja na przyklad: cefazolina, cefamandol, cefonicyd, cefoperazon, ceftriakson
i ceftazydym. Podstawnik Rj, zwigkszajac lipofilnos¢ leku, poprawia jego biodostepnosc.
Szczegbdlna aktywnos¢ ceftazydymu wobec Pseudomonas aeruginosa wynika z obecnosci
w strukturze jego czasteczki grupy propylokarboksylowej w bocznym tancuchu

amino-tiazolilo-1alfa-oksoiminowym [8-11].

Ryc. 3. Wzor ogdlny poélsyntetycznych cefalosporyn

1.3. Mechanizm dzialania cefalosporyn

Mechanizm dzialania cefalosporyn, podobnie jak wszystkich antybiotykéw
B-laktamowych, polega na hamowaniu syntezy mureiny, gtownego sktadnika S$ciany
komoérkowej bakterii. Mureina jest peptydoglikanem, zbudowanym =z utozonych
naprzemiennie jednostek kwasu N-acetylomuraminowego i N-acetyloglukozaminy,

polaczonych wigzaniem B-(1, 4) glikozydowym. Dzigki obecno$ci grupy mleczanowe;j
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przy C-3 w kwasie N-acetylomuraminowym dochodzi do przylaczania bocznych
fancuchow peptydowych, co skutkuje sieciowaniem tancuchow glikanowych. Powstaje
wowczas polimerowa struktura polisacharydowo-peptydowa, ktora zapewnia komorce
bakteryjnej znaczng wytrzymato$¢ 1 sztywnos¢. W procesie sieciowania struktury
peptydoglikanu bierze udziat enzym transpeptydaza, ktéry laczy dwa boczne tancuchy
peptydowe sasiadujacych tancuchow glikanowych. Antybiotyki cefalosporynowe wigza si¢
kowalencyjnie z seryng w miejscu aktywnym tego enzymu, hamujac w ten sposob jego
aktywno$¢.  Zmieniajg  takze  aktywno$¢ innych enzymdéw:  endopeptydazy
1 karboksypeptydazy, bioracych udzial w tworzeniu czasteczek mureiny. Enzymy te
umiejscowione sg w blonie komodrkowej bakterii i nosza nazwe biatek wigzacych
penicyliny (PBP). Zablokowanie aktywno$ci enzymatycznej PBP w komorce bakterii
zatrzymuje jej dalszy wzrost. Dochodzi do aktywacji autolizyn (hydrolaz) komoérkowych,

co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki bakteryjnej [9, 12-14].

1.4. Klasyfikacja cefalosporyn

Grupa cefalosporyn jest bardzo liczna i1 zréznicowana. Poszczegdlne zwigzki r6znig
si¢ przede wszystkim wlasciwo$ciami farmakokinetycznymi i stopniem wigzania
z biatkami. Znaczne roznice dotycza takze zakresu dziatania przeciwbakteryjnego.
Mozna wyr6zni¢ cztery podstawowe generacje cefalosporyn. Roéznice pomigdzy
poszczegdlnymi generacjami dotycza spektrum przeciwbakteryjnego, farmakokinetyki

oraz opornos$ci na -laktamazy [9-10].

Cefalosporyny I generacji:

J
0.0

wykazuja wigkszg aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich niz Gram-ujemnych,

%

sa wrazliwe na B-laktamazy,
“ nie sg aktywne wobec Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter, Salmonella

1 indolo-dodatnich szczepdw Proteus,

.0

stabo przenikaja do ptynu moézgowo-rdzeniowego.

*,

— doustne: cefaleksyna, cefradyna, cefadroksyl

— parenteralne: cefazolina, cefradyna, cefalorydyna
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Cefalosporyny II generacji:

% wykazuja wieksza aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-ujemnych niz Gram-dodatnich,
¢ s3 oporne na B-laktamazy typu TEM, SHV,
% nie wykazuja aktywnosci wobec beztlenowcow 1 Pseudomonas aeruginosa,

sa natomiast aktywne wobec Proteus.

— doustne: cefaklor, aksetyl cefuroksymu, cefprozil

— parenteralne: cefamandol, cefuroksym, cefoksytyna

Cefalosporyny III generacji:

s wykazuja wigksza niz II generacja aktywno$¢ wobec bakterii Gram-ujemnych,
natomiast mniejszg niz I generacja aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich,
% wykazuja oporno$¢ na B-laktamazy typu TEM, SHV,

» niektore sg skuteczne wobec Pseudomonas aeruginosa (ceftazydym, cefoperazon),

*,

*

¢ przenikajg przez barier¢ krew-mozg, dzigki czemu sa skuteczne w leczeniu zapalenia

opon mézgowych.

— doustne: cefiksym, ceftibuten, cefpodoksym

— parenteralne: cefotaksym, ceftriakson, ceftazydym, cefoperazon

Cefalosporyny IV generacji:

% charakteryzuja si¢ bardzo szerokim spektrum dziatania, ze szczegdlng aktywnoscia
wobec bakterii Gram-ujemnych,

¢ wykazuja znaczng oporno$¢ na hydrolityczne dziatanie B-laktamaz (TEM, SHYV,
cefalosporynaza AmpC, B-laktamaza o poszerzonym spektrum ESBL),

% przenikajg do ptynu mézgowo-rdzeniowego.

—  tylko parenteralne: cefepim, cefpirom

Cefalosporyny V generacji:

¢ nieoficjalna nazwa cefalosporyn aktywnych wobec metycylinoopornych gronkowcows;
naleza do nich dwa antybiotyki: ceftobiprol, ceftarolina, b¢dace w trakcie procedur

rejestracyjnych.
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Podzial cefalosporyn na generacje wynika z kolejnosci wprowadzania
ich do lecznictwa. Obecnie najbardziej przydatnym podziatem tej grupy antybiotykow
jest podzial zaproponowany w 1987 roku przez Williamsa, cho¢ w oryginalnej wersji
niewystarczajacy. Jego podstawag jest zroznicowana aktywno$¢ lekéw, wrazliwose

na [3-laktamazy oraz farmakokinetyka [15-16]. Williams wyrdznia pig¢ grup cefalosporyn:

Grupa 0:

Cefalosporyny doustne, ktore dobrze wchtaniajg si¢ z przewodu pokarmowego, aktywne
gléwnie wobec Dbakterii Gram-dodatnich, w szczegdlnos$ci  Streptococcus — sp.
i Staphylococcus sp. (cefalosporyny doustne I generacji, np.: cefadroksyl, cefaleksyna,

cefradyna i II generacji, np.: cefaklor, cefprozil).

Grupa 1:
Cefalosporyny o wysokiej aktywnos$ci wobec drobnoustrojéw Gram-dodatnich, oporne
na [-laktamazy gronkowcowe (cefalosporyny 1 generacji podawane parenteralnie,

np.: cefalotyna, cefazolina, cefapiryna).

Grupa 2:

Cefalosporyny charakteryzujace si¢ zwigkszong opornoscig na P-laktamazy, obejmujace
swoim spektrum Haemophilus influenzae oraz pateczki Enterobacteriaceae (cefalosporyny
IT generacji, np.: cefamandol, cefuroksym, cefotiam i III generacji, np.: cefotaksym,

ceftriakson).

Grupa 3:

Cefalosporyny o szerokim zakresie dzialania i wysokiej opornosci na f-laktamazy.
Stosowane w  ciezkich 1 zagrazajacych  Zyciu  zakazeniach  wywolywanych
przez Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae sp., Haemophilus influenzae
oraz Neisseria sp., a takze bakteriami Gram-dodatnimi, w tym paciorkowcami
i gronkowcami (cefalosporyny podawane pozajelitowo z III generacji, np.: ceftazydym,

cefoperazon oraz z IV generacji, np. cefepim).

Grupa 4:
Cefalosporyny o stosunkowo waskim spektrum dziatania, ale bardzo oporne
na B-laktamazy. Charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia wobec szczepow Bacteroides

fragilis (cefamycyny, nalezace do II generacji: cefmetazol, cefotetan i cefoksytyna).
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2. Ceftazydym

Ceftazydym jest antybiotykiem cefalosporynowym, nalezacym do III generacji
i do grupy 3 wg Williamsa, o szczegdlnej aktywnosci wobec Pseudomonas aeruginosa.
Antybiotyk ten nie wchiania si¢ z przewodu pokarmowego 1 przeznaczony jest wytacznie
do podawania parenteralnego. Podobnie jak inne cefalosporyny dziata bakteriobdjczo
poprzez hamowanie syntezy $ciany komodrkowej [12]. Ze wzgledu na wysoka aktywnos¢
wobec Pseudomonas aeruginosa 1 pateczek z rodziny Enterobacteriaceae, jest stosowany
w leczeniu ciezkich zakazen bakteryjnych, szczegélnie zakazen szpitalnych. Znajduje
szerokie zastosowanie w leczeniu chorych z obnizong odporno$cia oraz pacjentow
z oddziatéw intensywnej opieki medycznej [17]. W lecznictwie stosowany w postaci

pigciowodzianu.

2.1. Charakterystyka fizyko-chemiczna

N __OC(CHg);COOH
[ .
— ~ =
| - 5 H,0
S / N O /-—N / N+\
Y G
NH, COO

Ryc. 4. Wzér strukturalny pieciowodzianu ceftazydymu

Wz6r sumaryczny
C22H2:N6O5S,, SH,O
Nazwa chemiczna FP VII

(6R,7R)-7-[[(Z)-2-(2-aminotiazol-4-ilo)-2-[(1-karboksy-1-metyloetoksy)imino]acetylo]
amino]-8-okso-3-[(1-pirydynio)metylo]-5-tia-1-azabicyklo[4.2.0]okt-2-eno-2-karboksylan

(so6l wewngtrzna), pigciowodny
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Postac i whasciwosci [18]

biaty lub prawie biaty krystaliczny proszek,

trudno rozpuszczalny w wodzie i metanolu, praktycznie nierozpuszczalny w acetonie
i etanolu (96%),

roztwor wodny wykazuje pH od 3,0 do 4,0.

2.2. Struktura chemiczna a aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa ceftazydymu

Charakterystyczne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe ceftazydymu wynikaja

z obecnos$ci w jego czgsteczce nastepujacych ugrupowan [8-9, 19]:

X/
L X4

IV-rzgdowego ugrupowania amoniowego w pozycji C-3 i1 ujemnie naladowanej grupy
COO’, co nadaje czasteczce leku charakter jonu obojnaczego i powoduje lepsza

penetracje przez blony bakteryjne,

uktadu aminotiazolu w reszcie acylowej, ktory nasila aktywnos$¢ ceftazydymu wobec

bakterii Gram-ujemnych,

ugrupowania iminoalkoksylowego w pozycji syn, dzigki czemu zwigkszona jest
opornos¢ ceftazydymu na f-laktamazy (nalezy zaznaczy¢, ze anty- izomery nie maja
aktywno$ci przeciwbakteryjnej z powodu niewielkiego powinowactwa do PBP

bakterii),

grupy propylokarboksylowej, przytaczonej do bocznego tancucha amino-tiazolilo-
lalfa-oksoiminowego, ktéra warunkuje duza aktywno$¢ w stosunku do Pseudomonas

aeruginosa 1 Acinetobacter,

podstawnika pirydyniowego przy weglu C-3, ktory warunkuje lepszy dostep
antybiotyku do komorki bakteryjnej oraz zwigksza aktywno$¢ wobec bakterii,

ktore nie produkuja B-laktamaz.

18



Czes¢ teoretyczna

2.3. Spektrum dzialania [9, 12, 17, 20-24]

Szerokie spektrum dziatania przeciwbakteryjnego ceftazydymu wynika z jego
znacznej opornosci na dziatanie klasycznych B-laktamaz, syntetyzowanych przez bakterie
Gram-ujemne. Ceftazydym wykazuje aktywno$¢ wobec drobnoustrojow opornych
na cefalosporyny starszych generacji. Dziata gldwnie na bakterie Gram-ujemne, takze
szczepy oporne na gentamycyne i inne antybiotyki aminoglikozydowe. Ceftazydym nalezy
do najskuteczniejszych terapeutycznie antybiotykéw z grupy cefalosporyn w leczeniu
zakazen wywolanych pateczka ropy biekitnej. Sita dziatania w stosunku do Pseudomonas
aeruginosa jest wyzsza niz tikarcyliny oraz piperacyliny, okreslanej czesto jako penicylina
anty-Pseudomonas, a takze imipenemu. W trakcie leczenia moze jednak narasta¢ opornosc
bakterii na ceftazydym.

+ Gram-ujemne tlenowce

Ceftazydym wykazuje bardzo duza aktywno$¢ wobec: Acinetobacter sp.,
Citrobacter sp.,  Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catharrhalis, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Providencia stuartii, Serratia sp. Jest aktywny roéwniez wobec
Salmonella, Shigella 1 Neisseria. Ceftazydym dziata synergistycznie z aminoglikozydami
w stosunku do Pseudomonas aeruginosa 1 bakterii z rodziny Enterobacteriaceae.

¢ Gram-dodatnie tlenowce

Sposréd  drobnoustrojow Gram-dodatnich - ceftazydym wykazuje najwigksza
aktywno$¢ wobec paciorkowcow. Dziata na Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes. Jest aktywny wobec Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, wlaczajac szczepy wytwarzajace i nie wytwarzajace penicylinazy,
chociaz sita dziatania jest znacznie mniejsza niz cefalosporyn starszych generacji.

Nie dziata na szczepy gronkowcoOw metycylinooporne.

s Beztlenowce
W grupie beztlenowcow wrazliwo$¢ na ceftazydym wykazuja rodzaje: Peptococcus
sp., Propionibacterium sp., Clostridium sp. (z wyjatkiem Clostridium difficile),
Bacteroides (z wyjatkiem Bacteroides fragilis).
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2.4. Farmakokinetyka

Ceftazydym nalezy do cefalosporyn podawanych wylacznie pozajelitowo,
poniewaz nie ulega wchtanianiu z przewodu pokarmowego. Po podaniu pozajelitowym
bardzo szybko uzyskuje wysokie stezenie w osoczu. Wykazano, Zze po godzinie
od wstrzyknigcia domig$niowo ceftazydymu w dawce 500 mg antybiotyk ten osiaga
stezenie w osoczu nie mniejsze niz 20 mg/l. Natomiast po 5 minutach od podania
dozylnego notowano st¢zenia ceftazydymu w osoczu w granicach 45 mg/l. Stopien
wigzania ceftazydymu z biatkami oznaczono na poziomie 17-18,7%. Objetos¢ dystrybucji
wynosi przecigtnie 0,23-0,28 ml/kg masy ciala. Okres biologicznego pottrwania
po podaniu dozylnym lub domig$niowym miesci si¢ w granicach 1,5 - 2 godziny

[1,25-30].

Ceftazydym bardzo dobrze penetruje do tkanek, narzadow i ptyndow ustrojowych.
Przenika przez tozysko i do mleka matki. Uzyskuje wysokie st¢zenia w zdkci, kosciach,
sercu, narzadach rozrodczych. W stanie zapalnym opon moézgowo-rdzeniowych doskonale
penetruje przez barier¢ krew-mézg. W plynie optucnowym, otrzewnowym, moézgowo-
rdzeniowym, ucha $rodkowego, stawowym - osigga ok. 50% stezenia notowanego
w surowicy krwi [1, 12, 24]. Przenikanie ceftazydymu przez barier¢ krew-ciecz wodnista
oka jest znacznie wyzsze przy istniejagcym stanie zapalnym narzadu wzroku. Odnotowano
2-6-krotnie wyzsza dostepnos$¢ ceftazydymu do ciata szklistego po podaniu dozylnym
lub domigsniowym (badania z udziatem zwierzat - kroliki) w przypadku oka zakazonego
(Escherichia coli, Pseudomonas sp., Haemophilus sp.) niz w przypadku oka zdrowego.
Osiagane stgzenia ceftazydymu w ciele szklistym byly wyzsze niz wartosci MIC (Minimal

Inhibitory Concentration) dla zastosowanych w badaniach drobnoustrojow [31-35].

Ceftazydym nie ulega przemianom metabolicznym w ustroju. Wydalany jest
w formie niezmienionej, niemal wytacznie przez nerki, gldwnie w wyniku przesaczania
kigbuszkowego, w mniejszym stopniu na drodze wydzielania kanalikowego. Okoto 90%
podanej dawki pojawia si¢ w moczu w ciagu pierwszej doby. Z powodu tej drogi
eliminacji - w przypadkach zmniejszonej filtracji kiebuszkowej okres poOttrwania
ceftazydymu znacznie si¢ wydhuza: z 1,6 godziny u oséb z prawidtowa czynno$cia nerek
do 5 godzin u chorych dializowanych, a nawet do 24,6 godziny u o0séb z ci¢zka

niewydolnos¢ nerek [26-30].
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2.5. Zastosowanie kliniczne

Ceftazydym, ze wzglegdu na szczegdlng aktywnos¢ wobec Pseudomonas
aeruginosa, powinien by¢ zarezerwowany przede wszystkim dla sytuacji klinicznych
z podejrzeniem lub potwierdzeniem zakazenia tym drobnoustrojem. W terapii celowane;j
ceftazydym jest lekiem z wyboru w leczeniu zakazen o etiologii Pseudomonas aeruginosa.
Podejmujac decyzje o zastosowaniu ceftazydymu jako leku z wyboru w terapii
empirycznej, nalezy wzig¢ pod uwage spektrum jego dziatania przeciwbakteryjnego,

obejmujace gtownie tlenowe bakterie Gram-ujemne.

Ceftazydym jest szczegdlnie waznym antybiotykiem w terapii chorych z obnizong
odporno$cig immunologiczng oraz u pacjentow leczonych w oddziatach intensywnej
opieki medycznej. Ceftazydym moze by¢ stosowany w leczeniu gorgczkujacych pacjentow
z neutropenig, u ktorych goraczka jest przypuszczalnie wywotana zakazeniem
bakteryjnym. Ze wzgledu na duze ryzyko wystepowania zakazen w tej grupie pacjentow,
wymagana jest natychmiastowa empiryczna terapia przeciwbakteryjna w momencie
pierwszych objawow infekcji. Podstawowym schematem antybiotykoterapii jest tu
stosowanie antybiotykow [B-laktamowych w skojarzeniu z aminoglikozydami,
np. ceftazydymu z amikacyng lub tobramycyna, lub ceftazydymu z fluorochinolonami,
np. z lewofloksacyng [36-39]. Ze wzgledu na rosngcg w ostatnich latach ilo$¢ szczepdéw
Gram-dodatnich, bedacych przyczyng zakazen szpitalnych, wprowadza si¢ rowniez inne

schematy terapii [40].

Ceftazydym, jako szerokowachlarzowa cefalosporyna III generacji, stosowany jest
w wielu powaznych, wywolanych gltéownie przez bakterie Gram-ujemne, zagrazajacych
zyciu infekcjach, wsérdéd ktorych mozna wymienié: ciezkie szpitalne zapalenia pluc,
zakazenia dolnych drég oddechowych u pacjentow z mukowiscydoza, powiktane
zakazenia skory 1 tkanek miekkich, posocznice, w tym posocznice noworodkow,
powiktane zakazenia drog moczowych, zakazenia kosci 1 stawow, bakteryjne zapalenie
opon moézgowo-rdzeniowych, zakazenia jamy brzusznej (w polaczeniu z lekiem
dzialajacym na bakterie beztlenowe), przewlekle ropne zakazenie ucha s$rodkowego,
ztosliwe zapalenie ucha zewngtrznego, zakazenia ran, w tym ran oparzeniowych [9, 12, 17,
36, 41-43]. Ceftazydym stosowany jest takze w postaci wstrzyknie¢ dozylnych lub do ciata
szklistego w leczeniu pooperacyjnych, endogennych zakazen bakteriami Gram-ujemnymi
wnetrza galki ocznej o cigzkim przebiegu [34-35, 44-46]. Ceftazydym stosowany jest

wylacznie w lecznictwie zamknigtym.
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2.6. Zastosowanie i znaczenie ceftazydymu w leczeniu bakteryjnych zakazen oczu

Bakteryjne infekcje narzadu wzroku moga by¢ bardzo grozne w skutkach
1 prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian w tkankach oczodotu i oka. Infekcja moze
dotyczy¢ kazdego odcinka narzadu wzroku. Moze by¢ endogenna - wywolana
przez saprofityczng flore bakteryjna, np. przez Staphylococcus epidermidis, lub egzogenna
- spowodowana zainfekowaniem bakteriami ze $rodowiska  zewnetrznego.
Patogenami zakazen okulistycznych sg najczgsciej ziarenkowce Gram-dodatnie, gtownie
Staphylococcus  aureus oraz pateczki Gram-ujemne, szczegoOlnie niebezpieczna
Pseudomonas aeruginosa, a takze drobnoustroje z rodzaju Serratia, Proteus, Enterobacter

1 Klebsiella oraz Escherichia coli [47-48].

Schemat leczenia bakteryjnych zakazen narzadu wzroku polega na poczatkowym
leczeniu empirycznym antybiotykami o szerokim spektrum dziatania. W przypadkach
ostrych infekcji, Iub gdy leczenie empiryczne nie przynosi oczekiwanych rezultatow,
nalezy wykona¢ antybiogram w celu identyfikacji 1 okreslenia wrazliwosci drobnoustroju.

Leki przeciwbakteryjne w leczeniu zakazen narzadu wzroku stosuje si¢ ogolnie
lub miejscowo. Podanie ogdlne ma zastosowanie przede wszystkim w przypadku zakazen
okotogatkowych. Siatkowka i blona naczyniowa s3 dobrze ukrwione. Bariera krew-
siatkowka w stanie zapalnym staje si¢ bardziej przepuszczalna dla podawanych ogdlnie
lekow. Leczenie miejscowe pozwala natomiast na uniknigcie wielu ogoélnoustrojowych
dziata ubocznych (toksyczno$¢ antybiotykéw, zaburzenie mikroflory organizmu,
powstawanie szczepdéw opornych). Miejscowe podanie antybiotykéw ma zastosowanie
gtownie w infekcjach przednich struktur oka — spojowki i rogowki. Lek podaje si¢
najczesciej w formie kropli lub masci. Krople oczne podaje si¢ do worka spojowkowego
lub na rogéwke. Stezenie terapeutyczne leku uzyskuje si¢ tylko w przednim odcinku oka.
Aby przedtuzy¢ kontakt z rogéwka wskazane jest stosowanie kropli o zwigkszonej
lepkosci. W przebiegu cigzkich owrzodzen rogowki i zapalenia wnetrza gatki ocznej
stosuje si¢ wstrzykniecia podspojéwkowe lub dokomorowe. Pozwalaja one na szybkie

uzyskanie wyzszego stezenia leku niz po podaniu miejscowym [47-50].

Bakteryjne zakazenie wnetrza galki ocznej jest najbardziej niebezpiecznym
okulistycznym powiklaniem pourazowym lub pozabiegowym, ktére moze doprowadzié

do utraty wzroku, a nawet konieczno$ci usunig¢cia oka. Konieczna jest natychmiastowa
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terapia przeciwbakteryjna [35, 51-52]. Najczg$ciej stosowang grupa antybiotykow
sg antybiotyki aminoglikozydowe, ktdrych spektrum zapewnia doskonate dziatanie wobec
bakterii Gram-ujemnych. Aminoglikozydy podawane sa przede wszystkim ogodlnie
oraz w postaci iniekcji dokomorowych. Powoduja one jednak wiele dziatan
niepozadanych, szczegélnie po podaniu ogoélnym, z ktérych nalezy wymienié
migdzy innymi ototoksyczno$¢, nefrotoksycznosé, dzialanie depresyjne na serce
[13, 53-56]. Antybiotyki aminoglikozydowe, w szczegoélno$ci gentamycyna, nalezg
do najbardziej toksycznych antybiotykéw stosowanych w okulistyce. Dziatajg toksycznie
na siatkowke 1 jej nabtonek barwnikowy, powoduja miopatie mig¢sni gatki oczne;j.
W przypadku nadwrazliwo$ci na t¢ grupe antybiotykow moga wystapi¢ reakcje alergiczne
spojowek, plamica matoplytkowa, omamy. Odnotowano takze (badania na zwierzetach)
zmgetnienie ciata szklistego 1 odwarstwienie siatkowki po wewnatrzgatkowym podaniu
gentamycyny [57]. Szczegdlna ostroznos¢ nalezy zachowaé¢ przy podaniu
aminoglikozydow w postaci okotoocznego wstrzyknigcia w leczeniu badz profilaktyce
infekceji [53, 58-63].

W wigkszosci przypadkow antybiotyki aminoglikozydowe moga by¢ zastgpione
przez ceftazydym. Charakteryzuje si¢ on szerokim spektrum przeciwdrobnoustrojowym,
szczegblnie silne dzialanie wykazuje wobec bakterii Gram-ujemnych, mi¢dzy innymi
wobec Pseudomonas aeruginosa. W leczeniu zakazenia wnetrza gatki ocznej ceftazydym
moze by¢ podawany zaréwno dozylnie jak 1 w postaci iniekcji dokomorowych.
Skuteczno$¢ podania dozylnego jest mozliwa dzigki zwigkszeniu przepuszczalnosci
bariery krew-ciecz wodnista przy istniejagcym stanie zapalnym oka. St¢zenie ceftazydymu
w cieczy wodnistej oka po podaniu dozylnym jest wyzsze niz minimalne st¢zenie
hamujace (MIC) dla najczegstszych Gram-ujemnych 1 Gram-dodatnich patogenoéw
powodujacych zakazenia okulistyczne [64-66]. Jednakze w przypadku zakazenia
wewnatrzgatkowego o etiologii Staphylococcus aureus imipenem okazat si¢ bardziej
efektywny od ceftazydymu skojarzonego z amikacyna, podanych w iniekcji dozylnej [67].
Stopien penetracji ceftazydymu do ciata szklistego po podaniu dozylnym jest wyzszy
niz gentamycyny, co odnotowano zaréwno dla oka zdrowego jak i oka z urazem. Osiaggane
stezenia ceftazydymu w ciele szklistym byly znacznie wyzsze od warto$ci minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) dla Pseudomonas 1 Haemophilus sp., ktoére nie zostato

osiggnigte przez gentamycyng [32].
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W przypadku bardzo ostrego i nie reagujacego na standardowg antybiotykoterapi¢
zapalenia rogowki o etiologii Pseudomonas aeruginosa zastosowano dozylnie ceftazydym
w skojarzeniu z acetazolamidem, podawanym doustnie. Zastosowanie acetazolamidu
spowodowato znaczne zwigkszenie penetracji ceftazydymu do komory przedniej oka.
Osiagnigcie wigkszego stezenia ceftazydymu w komorze przedniej przyspieszyto

wyleczenie zakazenia [68].

Pomimo wysokiej dostepnosci dokomorowej ceftazydymu po podaniu dozylnym,
znacznie czeSciej stosuje si¢ iniekcje ceftazydymu bezposrednio do ciata szklistego.
Umozliwia to pomini¢gcie naturalnej bariery krew-ciecz wodnista 1 osiggnigcie
natychmiastowych wysokich st¢zen antybiotyku w galce ocznej. Iniekcje do ciata
szklistego sg obecnie standardowg terapig przy bakteryjnym zakazeniu gatki ocznej a takze
jako ochrona przeciwbakteryjna podczas powaznych zabiegow chirurgicznych,
np. podczas witrektomii. Dawka 2,25 mg ceftazydymu, podanego w postaci iniekcji
do ciata szklistego, okazata si¢ efektywna w zakazeniu wewnatrzgatkowym bakteriami
Gram-ujemnymi oraz nie wykazata toksycznego dziatania w stosunku do siatkowki oka
[69]. Prowadzone na przetomie ostatnich lat badania wykazaly wysoka skutecznosé
ceftazydymu wobec patogendéw, izolowanych najczesciej z zakazen bakteryjnych gatki
ocznej. Ceftazydym w postaci wstrzyknigcia dogatkowego osigga stezenia powyzej MIC
dla szczepow Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych, bedacych najczgstszymi patogenami

zakazen wewnatrzgatkowych [44, 52, 65, 69-73].

Ceftazydym wykazuje wigkszg skuteczno$¢ niz aminoglikozydy w leczeniu
zakazen bakteriami Gram-ujemnymi i w dawkach terapeutycznych wykazuje mniejsze
dziatanie toksyczne na siatkdwke [31-33, 58, 64, 74-75]. Ceftazydym stosowany
w trakcie 1 po zabiegu witrektomii nie wywoluje toksycznych efektéw w stosunku
do siatkowki oka [76], chociaz zaobserwowano zwigkszenie toksycznosci ceftazydymu
pod wpltywem oleju silikonowego, ktéry zastosowano do wypeknienia gatki ocznej

po zabiegu witrektomii [77].

Pomimo szerokiego spektrum przeciwdrobnoustrojowego ceftazydymu nalezy
pamigtaé, ze jest on skuteczny gldwnie wobec bakterii Gram-ujemnych. Natomiast
w empirycznym leczeniu zakazenia gatki ocznej nalezy zastosowa¢ natychmiastowa,

szerokowachlarzowa antybiotykoterapig, pokrywajaca zarowno Gram-ujemne jak i Gram-
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dodatnie szczepy, ktoére w ostatnich latach sa coraz czgdciej izolowane jako patogeny
zakazenia. Zgodnie ze schematami empirycznego leczenia zakazenia bakteryjnego gatki
ocznej, aktualnie stosuje si¢ iniekcje do ciata szklistego zawierajace antybiotyk
B-laktamowy: ceftazydym (pokrycie szczepéw Gram-ujemnych) w skojarzeniu
z antybiotykiem glikopeptydowym: wankomycyna (pokrycie szczepoéw Gram-dodatnich).
Zamiast ceftazydymu moze by¢ zastosowana amikacyna, jednak tylko u pacjentow
uczulonych na antybiotyki B-laktamowe, ze wzgledu na toksyczno$¢ amikacyny.
Najcze$ciej zalecane stezenia lekéw w podawanej iniekcji dokomorowej wynosza
dla ceftazydymu: 2,25 mg/0,1 ml, dla wankomycyny: 1 mg/0,1 ml, dla amikacyny:
0,4 mg/0,1 ml. Dodatkowo mozna =zastosowa¢ miejscowo glikokortykosteroid,
np. deksametazon. W przypadkach ostrych lub o gwattownym przebiegu stosuje si¢
rowniez antybiotykoterapi¢ o0go6lng. Schemat leczenia moze by¢ modyfikowany
w zalezno$ci od etiologii 1 zaawansowania zakazenia [59, 74, 78-86].

Wankomycyna nie wywotuje toksycznego dzialania wobec struktur oka i moze by¢
bezpiecznie stosowana w skojarzeniu z ceftazydymem [87-88]. Odnotowano natomiast
interakcje farmaceutyczng, polegajaca na wytrgcaniu osadu w przypadku zmieszania
roztworéw ceftazydymu i1 wankomycyny lub w przypadku jednoczesnego podania
dokomorowego obu antybiotykéw. Udowodniono jednak, ze pomimo zachodzacej
interakcji zachowana zostata aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa antybiotykow, natomiast
zaobserwowane zmetnienie cieczy wodnistej ustgpito po 2 miesigcach od podania lekéw

[88-92].

Ceftazydym jest wysoce aktywny wobec Pseudomonas aeruginosa, ktérego
szczepy czesto wykazuja opornos¢ na antybiotyki, co czyni je jeszcze bardziej
niebezpiecznym czynnikiem chorobotwoérczym. Pseudomonas aeruginosa jest gtowna
Gram-ujemng bakteria wywotujaca zapalenie rogowki. Przyczynami zakazenia
o tej etiologii moga by¢: stosowanie soczewek kontaktowych, mechaniczne urazy rogéwki,
uzywanie wtornie zanieczyszczonych lekow okulistycznych, nieprawidiowosci rogowki
zwigzane z keratopatia pgcherzowa lub keratopatia na tle niedomykalno$ci szpary
powiekowej [48, 93]. Wykazano, ze w ostatnich latach najczgstszym czynnikiem ryzyka
wystgpienia zapalenia rogdéwki jest stosowanie soczewek kontaktowych, natomiast

najczesciej izolowanym patogenem jest Pseudomonas aeruginosa [94-96].
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Zakazenie o etiologii Pseudomonas aeruginosa charakteryzuje si¢ przewaznie
naglym poczatkiem i gwattownym przebiegiem. Badania w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym wykazalty, ze Pseudomonas aeruginosa moze zainfekowa¢ rogdéwke
w ciggu 60 minut od momentu zetknigcia z uszkodzonym nabtonkiem [48].
W przeciagu 6-8 godzin wytwarza si¢ szarawy, powierzchowny naciek rogowki,
a po kolejnych 18-24 godzinach nacieczenie rozszerza si¢ obwodowo i w glab oka,
tworzac pierScien. W ciggu kolejnych 48-96 godzin, przy braku leczenia, postepuje
martwica rozplywna twardowki 1 rogéwki 1 pojawia si¢ ropna wydzielina. Po 2-5 dniach
nastepuje perforacja rogowki i1 zakazenie wnetrza gatki ocznej. Postgpujace zaburzenia
w krazeniu i1 odptywie cieczy wodnistej wywotujg wtorne nadcisnienie wewnatrzgatkowe
(jaskra wtorna), konsekwencja ktorego moze by¢ trwate uszkodzenie nerwu wzrokowego
[47]. Nieleczone zakazenie pateczka Pseudomonas aeruginosa zawsze prowadzi

do perforacji rogéwki i utraty wzroku.

Ze wzgledu na szczeg6lng aktywnos$¢ ceftazydymu wobec Pseudomonas
aeruginosa oraz oporno$¢ na klasyczne [B-laktamazy, opracowanie technologii kropli
do oczu z ceftazydymem moze okaza¢ si¢ przelomowe w leczeniu cigzkich zakazen
przednich struktur oka. Krople z ceftazydymem mogg mieé zastosowanie w leczeniu
ciezkich infekcji o gwaltownym przebiegu, wywotanych zwlaszcza przez bakterie
Gram-ujemne:  Pseudomonas  aeruginosa, — Haemophilus  influenzae,  Neisseria
gonorrhoeae, Acinetobacter oraz przez wszystkie pateczki Gram-ujemne z rodziny

Enterobacteriaceae.

Krople do oczu z ceftazydymem (50 mg/ml) w potaczeniu z aminoglikozydem
(gentamycyna lub tobramycyna, 1,4 mg/ml) wykazaty skuteczno$s¢ w leczeniu zakazenia
rogowki pateczkg ropy biekitnej, nawet w przypadku szczepow opornych
na aminoglikozydy [97-99]. Krople z ceftazydymem (50 mg/ml), zastosowane
w polaczeniu z wankomycyng (50 mg/ml), okazaty si¢ skuteczne w leczeniu bakteryjnego
owrzodzenia rogowki [100]. Czas wyleczenia wyniost 4 dni, podczas gdy leczenie
zakazenia rogoéwki kroplami zawierajagcymi gentamycyne w polaczeniu z cefazoling
wymagato 15-17 dni [101-102]. Wynika to z faktu, ze gléwne patogeny zakazenia
rogdwki: Staphylococcus aureus oraz Pseudomonas aeruginosa wykazuja wigksza
wrazliwos¢ na skojarzone leczenie ceftazydymem z wankomycyng. W miejscowym

leczeniu zakazen przednich struktur oka o etiologii Pseudomonas aeruginosa,
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takze w przypadku szczepdéw opornych na ciprofloksacyng, skuteczne jest rowniez
polaczenie ceftazydymu (50 mg/ml) z tobramycyna (14 mg/ml) [103-104].
Stosuje si¢ rowniez potaczenie terapii miejscowej i ogoélnej, np. w przypadku martwiczego
zakazenia rogowki zastosowano krople do oczu z ceftazydymem i1 doustnie imipenem
[105], krople z ceftazydymem i krople z moksyfloksacyng i doustnie prednizolon [106]

a takze monoterapie: wzmocnione (50 mg/ml) krople do oczu z ceftazydymem [96].

Brak na rynku farmaceutycznym gotowych preparatow z ceftazydymem
w postaci kropli do oczu wynika z niskiej trwatosci tego antybiotyku w roztworach
wodnych. Krople do oczu z ceftazydymem przygotowywane s3 jedynie ex tempore
w aptekach szpitalnych, wylacznie na potrzeby pacjentéw oddziatow okulistycznych.
Zazwycza] krople te wykonywane s3 przez rozpuszczenie parenteralnej postaci
ceftazydymu w roznym vehiculum, np. w 0,9% roztworze NaCl lub w preparacie

sztucznych tez [107-109].

2.7. Preparaty handlowe ceftazydymu

Ceftazydym nalezy do grupy cefalosporyn podawanych wylacznie pozajelitowo.
Preparaty handlowe ceftazydymu stanowia jalowy proszek przeznaczony do sporzadzania
roztworoOw do wstrzykiwan domig$niowych i dozylnych lub roztworéw do infuzji.
Obok antybiotyku =zawieraja w skladzie dodatkowo jedng z dwoéch substancii
pomocniczych: bezwodny weglan sodu lub L-arginine, ktore utatwiaja rozpuszczenie
ceftazydymu poprzez zmian¢ nierozpuszczalnej formy kwasowej ceftazydymu

w rozpuszczalng sol.

Na S$wiecie =zarejestrowanych jest kilkadziesigt preparatow zawierajgcych
ceftazydym. Aktualnie na terytorium Rzeczpospolitej Polskiej dopuszczone sa do obrotu

nastgpujace preparaty ceftazydymu [110]:
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v BIOTUM (Bioton S.A., Polska)
proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan, fiolki: 250 mg, 500 mg

proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan Iub infuz;ji, fiolki: 1 g,2 g

v" CEFTAGEN (Stragen Nordic / MITIM S.r.1., Wlochy)
proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan, fiolki: 250 mg, 500 mg, 1000 mg

proszek do sporzadzania roztworu do infuzji, fiolki: 1 g,2 g,3 g

v CEFTAZIDIME PFIZER (Pfizer Service Co. BVBA, Francja / Pfizer PGM, Belgia)
proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan, fiolki: 250 mg, 500 mg, 1 g,2g,3 g

v FORTUM (GlaxoSmithKline; Wtochy)
proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan, fiolki: 250 mg, 500 mg

proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan i infuzji, fiolki: 1 g,2 g

v" MIROCEF (Pliva Krakow, Polska)
proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan, fiolki: 500 mg, 1 g

proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan i infuzji, fiolki: 2 g

v' ZEFADYM (Orchid Europe Limited, Wielka Brytania)
proszek do sporzadzania roztworu do wstrzykiwan, fiolki: 1 g

proszek do sporzadzania roztworu do infuzji, fiolki: 2 g

2.8. Preparat Biotum

Preparat Biotum stanowi mieszaning pieciowodzianu ceftazydymu i weglanu sodu
[111-112] w postaci liofilizowanego proszku do sporzadzania roztwordéw do wstrzykiwan
lub wlewow. Weglan sodu dodawany jest do preparatu Biotum w ilosci: 118 mgna 1 g
ceftazydymu w celu przeprowadzenia w roztworze wodnym nierozpuszczalnej formy
kwasowej ceftazydymu w posta¢ rozpuszczalnej soli sodowej. W wyniku reakcji wymiany
powstaje jako produkt uboczny CO,, co mozna obserwowaé w postaci spienienia roztworu

w trakcie rozpuszczania preparatu.
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2.9. Trwalos¢ ceftazydymu w roztworach wodnych

2.9.1. Mechanizm rozkladu ceftazydymu

Handlowe preparaty ceftazydymu w postaci jalowego proszku do sporzadzania
roztworow do wstrzykiwan lub infuzji wykazuja znaczng trwatos¢. Producent
zastosowanego w niniejszych badaniach preparatu Biotum deklaruje okres trwatosci
preparatu: 2 lata [111-112]. Rozklad ceftazydymu w preparacie Biotum w postaci suchej
przebiega zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu i jego szybko$¢ jest wicksza
przy ekspozycji na wysoka temperature 1 wyzszg wilgotno$¢ powietrza oraz na $wiatto

[113-114].

Ceftazydym posiada ugrupowanie iminoalkoksylowe w pozycji syn, dzigki czemu
zwigkszona jest jego oporno$¢ na B-laktamazy. Pomimo tego faktu, jak kazdy antybiotyk
nalezacy do grupy cefalosporyn, ceftazydym zawiera wrazliwy na rozklad pierscien
B-laktamowy 1 charakteryzuje si¢ bardzo niskg trwatoscia w roztworach wodnych.
Jako pochodna A*-cefemu latwo ulega reakcji hydrolizy, aminolizy i alkoholizy. Gtéwnymi
czynnikami, majagcymi wpltyw na trwalo§¢ wodnych roztworéw ceftazydymu s3:
temperatura, stezenie antybiotyku, $wiatto oraz obecno$¢ innych substancji w roztworze

[115-118].

Mechanizm rozktadu ceftazydymu w roztworach wodnych jest wielokierunkowy
(Ryc. 5.), przy czym zawsze skutkuje otwarciem pierscienia [-laktamowego
z jednoczesnym odszczepieniem czasteczki pirydyny [115-120]. Odlaczenie bocznego
ugrupowania - pirydyny oraz rozpad pierscienia P-laktamowego powoduje powstanie
nieaktywnego przeciwdrobnoustrojowo zwigzku, zawierajagcego w potozeniu C-3 grupe
metylidenows. Sugerowane dalsze drogi rozktadu pochodnej metylidenowej polegaja
na dekarboksylacji przy weglu C-8 oraz na hydrolitycznym rozpadzie wigzan Ce-N;
oraz Ce-Ss 1 ostatecznie na powstaniu ugrupowania aldehydowego [117-118]. Ceftazydym
ulega takze izomeryzacji, zaleznej od pH 1 temperatury. Odnotowano odwracalng
epimeryzacje przy weglu C-7 w srodowisku zasadowym [116], natomiast w temperaturze
powyzej 30°C powstawanie A’-izomeru [121]. Przeprowadzone badania potwierdzity

ponadto, ze szybko$¢ rozktadu ceftazydymu w roztworach wodnych jest wieksza
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W wyzszej temperaturze, w roztworach o wyzZszym stezeniu ceftazydymu
oraz w roztworach o wyzszym pH, przy czym za krytyczne uznano pH=10 [121], powyzej
ktérego rozktad ceftazydymu przebiega bardzo gwattownie, nawet w niskiej temperaturze.

Najwigksza trwatos¢ ceftazydym wykazuje w roztworach o pH 4,5 - 6,5 [115].

W  roztworach ceftazydymu z dodatkiem weglowodanow (np. glukozy),
lub zawierajacych alkohole cukrowe (np. mannitol) moze zaj$¢ reakcja alkoholizy [118].
Jest ona spowodowana atakiem jondéw alkoksylowych zwigzkow polihydroksylowych
na wigzanie [-laktamowe antybiotyku. Szybko$¢ rozkladu ceftazydymu jest

proporcjonalna do zawartosci zwigzkow polihydroksylowych w roztworze.

N//IV? CONH
NH,J\S I‘l N\;L +/ \ >30°C

~ \ 2_
(:1-12 ; — 3 A?-izomer

[120, 121]
o c CH, -
COOH
H,0
@ @)
N
Jl 4
N / [115-120]
NH, \ \ /
O—C-CH;
COOH
dalsze przemiany
dekarboksylacja epimeryzacja rozpad wigzan
[116, 117] [118, 120] C-N, oraz C-S,

powstanie aldehydu
[117]

Ryc. 5. Sugerowane mechanizmy rozkladu ceftazydymu w roztworach wodnych
(1) ceftazydym, (2) metylidenowa pochodna, (3) pirydyna
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2.9.2. Trwalos¢ ceftazydymu w roztworach wodnych do podawania parenteralnego

Ceftazydym nalezy do grupy antybiotykow cefalosporynowych podawanych
wylacznie pozajelitowo. Ze wzgledu na bardzo niskg trwalo$¢ ceftazydymu w roztworach
wodnych, preparaty do wstrzyknie¢ czy wlewow sporzadzane sa bezposrednio
przed podaniem pacjentowi. W ostatnich latach prowadzone byly intensywne badania
dotyczace trwatosci ceftazydymu w roztworach wodnych pod katem mozliwosci
podawania antybiotyku w powolnym wlewie ciggtym. Wynika to z faktu, ze podanie
w powolnym wlewie wigze si¢ z dluzszym czasem ekspozycji roztworu ceftazydymu
na temperature, Swiatto oraz substancje wspotobecne w roztworze. Wiadomo natomiast,
ze powyzsze czynniki maja znaczacy wptyw na trwato$¢ wodnych roztworow ceftazydymu

[114-117, 122].

Decydujacy wplyw na szybko$¢ rozktadu ceftazydymu w roztworach wodnych
ma temperatura przechowywania. Wodne roztwory ceftazydymu w stezeniach 4-12%
pozostaly trwate (rozktad antybiotyku ponizej 10%) przez okres 24 godzin, jezeli byty
przechowywane w temperaturze do 25°C [121]. Wyzsza temperatura powodowala
przyspieszenie rozktadu. Wykazano, ze roztwory wodne ceftazydymu (270 mg/ml)
przechowywane w temperaturze 4°C sg stabilne przez tydzien, natomiast w temperaturze
20°C — jedynie przez 18 godzin. Nawet niewielkie podwyzszenie temperatury znacznie
przyspieszalo rozktad ceftazydymu [120].

Stewart 1 wsp. [123] badali wpltyw réznych warunkéw temperaturowych,
takze zamrazania, na trwalo$¢ roztworow ceftazydymu (100 1 200 mg/ml),
przechowywanych w szklanych fiolkach lub strzykawkach z polipropylenu. Trwatos¢
roztworow, limitowana nie wigkszym niz 10% obnizZeniem st¢zenia ceftazydymu, wyniosta
8 godzin dla temperatury przechowywania 21-23°C oraz 96 godzin dla temperatury 4°C.
Takg samg trwato$¢ uzyskano dla roztwordw poddanych uprzednio zamrozeniu (-20°C)
na okres 28 lub 91 dni.

W badaniu przeprowadzonym przez Nahata 1 wsp. [124] oznaczono trwato$é
wodnych roztworow ceftazydymu o stezeniu 100 mg/ml, przechowywanych
w plastikowych strzykawkach, w zaleznos$ci od temperatury przechowywania. Antybiotyk
zachowat 90% poczatkowego stezenia w temperaturze 22°C przez 24 godziny, natomiast

w temperaturze 4°C przez 10 dni. Roztwory, zamrozone uprzednio do temperatury -20°C
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na okres 91 dni, po rozmrozeniu byly stabilne przez 7 dni w temperaturze 4°C i przez dobg
w temperaturze 22°C. W trakcie przechowywania zaobserwowano obnizenie pH
roztworow oraz zmian¢ koloru na stomkowy do zoéttego. W zadnym roztworze nie wytracit
si¢ osad.

Stabilno$ciag cefalosporyn, w tym ceftazydymu, w aspekcie mozliwosci
zastosowania ich roztwordw wodnych we wlewie cigglym zajmowat si¢ rowniez zespot
Stiles 1 wsp. [125-126]. Zbadano trwato$¢ roztwordow ceftazydymu, poddanych uprzednio
zamrozeniu (-20°C) na okres 30 dni, a nastepnie przechowywanych przez 4 dni
w temperaturze 5°C i jeden dzieh w temperaturze w 37°C (symulacja 24-godzinnego
wlewu w urzadzeniu przeno$nym). Przez caly cykl badan st¢zenie ceftazydymu
utrzymywato si¢ na poziomie wyzszym niz 90% stgzenia wyjsciowego [125]. Wyniki
badan tej samej grupy naukowcow [126] udowodnity trwato$¢ ceftazydymu rowniez
w nastepujacych warunkach badan, opartych na podobnym schemacie: zamrozenie
roztworow ceftazydymu (30 i 60 mg/ml) do temperatury -20°C na okres 30 dni, nastepnie
przechowywanie przez 4 dni w temperaturze 3°C lub 24 godziny w temperaturze 30°C.
Wykazano ponadto, ze roztwory ceftazydymu (30 1 60 mg/ml) moga by¢ przechowywane
w temperaturze 3°C przez okres 10 dni.

Badania nad mozliwos$cig podania ceftazydymu we wlewie ciagglym za pomoca
pomp przeznaczonych do noszenia pod ubraniem lub pomp zewnetrznych prowadzit
zespot Viaene 1 wsp. [127]. Antybiotyki, w tym ceftazydym, po rozpuszczeniu
w wodzie jalowe]j przechowywano w temperaturach 4°C, 25°C i 37°C przez 24 godziny.
Podczas badania roztwory nie byly chronione przed $wiatlem. Ceftazydym w stezeniu
120 g/l (roztwér w wodzie jatowej) wykazywat ponad 90% poczatkowej zawartosci
przez ponad 24 godziny w temperaturze 25°C i tylko przez 8 godzin w temperaturze 37°C.
Ponadto po o$miu godzinach przechowywania w temperaturze 37°C st¢zenie powstalego
produktu rozktadu ceftazydymu, pirydyny, przekroczylo dopuszczalng przez USP norme
(1,1 mg/l dla preparatéw parenteralnych). Wedlug autoréw [127], ze wzgledu
na ograniczong trwatos¢, roztwory ceftazydymu nie powinny by¢ podawane za pomoca

pomp noszonych pod ubraniem w dhuzszych okresach czasu.

Przeprowadzono  szereg badan  dotyczacych  wplywu  zastosowanego
rozpuszczalnika, urzadzenia do wlewu czy materiatu opakowania (szkto, polipropylen,

polietylen, PVC) na stabilno$¢ roztworéw ceftazydymu przeznaczonych do podania
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we wlewie. Wyniki badan prowadzonych przez Gupta i wsp. [128] wyznaczyty trwatos§¢
roztworéw ceftazydymu (40 mg/ml) w 0,9% NaCl i w 5% glukozie, w zaleznosci
od temperatury przechowywania: 2 dni w temperaturze 25°C, 21 dni w temperaturze 5°C
i 90 dni w temperaturze -10°C.

Favetta 1 wsp. [129] okreslili trwatos¢ ceftazydymu w stezeniu 40 mg/ml
w 5% roztworze glukozy oraz w 0,9% roztworze chlorku sodu w czterech réznych
urzadzeniach do wlewow. Badania wykazaly, ze trwalo$¢ roztwordéw przechowywanych
w temperaturze 37°C roznita si¢ w zalezno$ci od zastosowanego urzadzenia, ponadto
ceftazydym rozktadat si¢ wolniej w roztworze soli fizjologicznej niz w 5% glukozie,
jednakze w zadnym przypadku trwalo$¢ analizowanych roztworéw nie przekroczyta
19 godzin.

Roztwory ceftazydymu o analogicznym skladzie: ceftazydym w stezeniu
40 mg/ml w 5% roztworze glukozy oraz w 0,9% roztworze chlorku sodu poddano analizie
stabilnosci w zalezno$ci od materiatu zastosowanego pojemnika [130]. Oznaczono
ilosciowo takze pirydyne - produkt rozktadu ceftazydymu. Pojemniki wykonane
z polipropylenu, polichlorku winylu 1 szklane butelki napelniono roztworami
i przechowywano w temperaturze 20°C i 35°C. Bez wzgledu na uzyty rozpuszczalnik
1 temperatur¢ przechowywania ceftazydym wykazywal najwigcksza trwaltosc
w opakowaniach szklanych. Opakowania z polipropylenu zapewnialy minimalnie wyzsza
trwatos$¢ antybiotyku niz opakowania z polichlorku winylu.

Badania nad zastosowaniem opakowan z materialu Biofine (nie zawierajacego
PVC) do prowadzenia wlewu ciagltego roztworéw antybiotykow cefalosporynowych
prowadzili Miiller i wsp. [131]. Analizowano miedzy innymi trwato$¢ roztworow
ceftazydymu (20 mg/ml) w 0,9% NaCl, przechowywanych w opakowaniach z Biofine
oraz ze szkla w temperaturze 2-8°C (lodéwka) i 25°C. Wyznaczono trwalo$¢, niezalezng
od zastosowanego materiatu: 10 dni w temperaturze 2-8°C oraz 2 dni w temperaturze 25°C.

Okreslono trwato$¢ roztworow ceftazydymu, sporzadzonych na bazie 0,9% NaCl
oraz 5% glukozy, przechowywanych w workach infuzyjnych wykonanych z PVC [132].
Stezenie ceftazydymu utrzymywato si¢ na poziomie powyzej 90% wartosci poczatkowej
w przypadku przechowywania roztwordw przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;j
1 przez okres 7 dni w temperaturze 4°C, niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika.

Zblizone wyniki uzyskata grupa Xu 1 wsp. [133], ktérej przedmiotem badan byto
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okreslenie stabilnosci roztworow ceftazydymu, sporzadzonych w 0,9% NaCl,
przechowywanych w samodozujacym systemie infuzyjnym (AutoDose Infusion System).
Wyznaczono trwalo$¢ roztworow: 7 dni w temperaturze 4°C i 24 godziny w temperaturze

23°C.

Jednym z czynnikdw, powodujacych przyspieszenie degradacji ceftazydymu
jest $wiatlo [114]. Przeprowadzono badanie, majace na celu wykazanie, czy roztwory
wodne ceftazydymu moga by¢ podawane w powolnym wlewie ciggtym (do 24 godzin),
bez koniecznos$ci zabezpieczania ich przed swiattem [134]. Spadek zawartosci antybiotyku
po 24 godzinach ekspozycji na $wiatto fluorescencyjne o mocy 36 W wynidst 7,19%.
Sugeruje to, pomimo fotolabilno$ci roztworéw wodnych ceftazydymu, mozliwosé
prowadzenia cigglych wlewow bez konieczno$ci zabezpieczania opakowan

przed Swiattem.

2.9.3. Trwalos¢ ceftazydymu w kroplach do oczu, wplyw czynnikéow

fizykochemicznych oraz substancji pomocniczych

Ze wzgledu na szerokie spektrum przeciwdrobnoustrojowe, szczego6lng aktywnos¢
wobec niebezpiecznej dla narzadu wzroku pateczki Pseudomonas aeruginosa oraz braku
toksyczno$ci w stosunku do tkanek oka - ceftazydym w szczegdlnych przypadkach ostrych
infekcji  okulistycznych moze by¢ stosowany w  zastepstwie toksycznych
aminoglikozydow, bedacych obecnie lekami pierwszego rzutu w bakteryjnych zakazeniach
oczu. Miejscowo ceftazydym stosowany jest gtownie w postaci 5% kropli do oczu
jako terapia wspomagajaca leczenie ogolne oraz jako kontynuacja intensywnego leczenia
szpitalnego w przypadku cigzkich infekcji bakteryjnych przednich struktur oka. Krople
z ceftazydymem sporzadzane sg ex tempore przez apteki szpitalne poprzez rozpuszczenie
handlowego preparatu ceftazydymu (jalowy proszek do sporzadzania roztworow
do iniekcji) w réznych rozpuszczalnikach. Stosuje si¢ w tym celu wode, 0,9% NaCl
lub gotowy preparat sztucznych lez [107-109]. Trwatos¢ kropli z ceftazydymem,
w zalezno$ci od temperatury przechowywania, stezenia antybiotyku czy zastosowanego

rozpuszczalnika stala si¢ przedmiotem wielu badan i szeregu publikacji.
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Achach 1 Peroux [107] okres$lili stabilno$¢ kropli do oczu z ceftazydymem
(50 mg/ml), sporzadzonych na bazie 0,9% roztworu NaCl. Krople, przechowywane
w temperaturze 4°C, zachowaly nie mniej niz 90% poczatkowej zawarto$ci przez okres
4 dni. Bezposrednio po sporzadzeniu pH kropli wynosito 6,2, czyli miescito si¢ w zakresie
najwyzszej stabilnosci ceftazydymu (pH 4,5 - 6,4 [115]). Cisnienie osmotyczne preparatu
wynosito 451 mOsm/l. Podczas przechowywania zaobserwowano towarzyszace
rozkltadowi antybiotyku zmiany fizyczne kropli: wzrost ci$nienia osmotycznego
oraz nieznaczny wzrost pH.

Trwato$¢ ceftazydymu w kroplach do oczu sporzadzonych na bazie 0,9% roztworu
NaCl stata si¢ rowniez przedmiotem badan Peyron i wsp. [108]. Krople z ceftazydymem
(20 mg/ml) przechowywane byly w temperaturze 4°C (lodowka) oraz w temperaturze
20°C, chronione lub nie chronione przed $wiattem. Wyniki badan potwierdzily dominujgcy
wplyw temperatury przechowywania na stabilno$¢ roztworéw ceftazydymu: krople
zachowaly nie mniejsza niz 90% zawarto$§¢ poczatkowa antybiotyku przez 21 dni
w temperaturze 4°C i tylko przez 4 dni w temperaturze 20°C. Zaobserwowano rowniez
niekorzystny wplyw $wiatta na trwato$¢ preparatu. Poréwnujgc wyniki badan obu
zespolow [107 1 108], mozna dodatkowo zaobserwowal znaczacy wplyw stezenia
antybiotyku na trwatos$¢ kropli.

Wplyw temperatury przechowywania na trwato$¢ ceftazydymu badano w kroplach
do oczu o stezeniu 50 mg/ml, przygotowanych na bazie sztucznych tez (Sno Tears),
zawierajacych alkohol poliwinylowy jako substancje zwickszajaca lepkos¢ [109].
Krople przechowywano w temperaturach 7°C i 25°C. Po 7 dniach przechowywania
w temperaturze 7°C zawarto$¢ ceftazydymu byta wyzsza niz 90% zawartosci poczatkowe;.
Temperatura 25°C przyspieszyta degradacj¢ antybiotyku i po 7 dniach odnotowano tylko
65% jego zawarto$ci poczatkowej. pH kropli przez caly okres badan miescito si¢
w zakresie od 6,0 do 7,0. Zaobserwowano rdwniez stopniowe zoOtknigcie preparatu.
Ustalono, ze 5% krople z ceftazydymem sporzadzone na bazie sztucznych lez moga by¢
przechowywane przez 5 dni w lodoéwce. Przechowywanie w temperaturze pokojowe;j
nie jest mozliwe z powodu nietrwalosci antybiotyku. W powyzszych badaniach
przeprowadzono dodatkowo analizg ilosciowa pirydyny, produktu rozktadu ceftazydymu.
Odnotowano niemal 100% bilans masy pomi¢dzy roztozonym ceftazydymem a powstala
pirydyna. Potwierdza to mechanizm rozktadu antybiotyku, polegajacy na odlaczeniu

pirydyny przy weglu C-3 ceftazydymu. Oznaczone stezenia pirydyny byty znacznie nizsze
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od stgzen, dla ktorych nie obserwowano jeszcze toksycznych objawoéw po podaniu do oka
(63 mg/ml, badania na krolikach [135]). Ponadto zaobserwowano roéwniez sorpcje
pirydyny do korkow gumowych zastosowanych opakowan.

Zespot Chédru-Legros 1 wsp. [136-137] zaproponowal mozliwos$¢ sporzadzania
kropli do oczu z nietrwalymi w roztworach wodnych antybiotykami, a nastepnie
ich mrozenie do temperatury -20°C w celu pozniejszego uzycia. Analizowane 5% krople
z ceftazydymem sporzadzone zostalty na bazie 0,9% NaCl. Po 75 dniach [136]
lub po 6 miesigcach [137] przechowywania w temperaturze -20°C nie zaobserwowano
istotnych zmian wiasciwosci fizycznych i chemicznych kropli. pH kropli wynosito 6,47,
ci$nienie osmotyczne 488 mOsm/l. Krople pozostaly jalowe przez okres mrozenia.
Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan stabilno$ci kropli po rozmrozeniu [136]
zaproponowano okres trwato$ci kropli: 3 dni w temperaturze 4°C.

Zbadano wplyw warunkow przechowywania na aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa kropli z ceftazydymem (50 mg/ml), sporzadzonych z uzyciem
BSS' (balanced salt solution) jako rozpuszczalnika [138]. Krople, przechowywane
w temperaturze 4°C zachowaly aktywno$¢ wobec Pseudomonas aeruginosa przez okres
14 dni, natomiast tylko przez 7 dni w przypadku przechowywania w temperaturze 24°C.
Nie zaobserwowano negatywnego wptywu §wiatla na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

kropli.

Kodym i wsp. [139] zaproponowali sktady recepturowe 1% kropli do oczu
z ceftazydymem, wykonanych na bazie buforu cytrynianowego, takze w wersjach
o zwigkszonej lepkosci (alkohol poliwinylowy) 1 konserwowanych. Krople, chronione
przed $wiattem, przechowywane byly w temperaturach 4°C i 20°C. Zbadano trwato$¢
fizyczng a takze trwalo$¢ w aspekcie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (metoda
cylinderkowo-ptytkowa) tak sporzadzonych kropli. Wykazano, ze krople przechowywane
w temperaturze 4°C sg trwale powyzej 30 dni, natomiast przechowywane w temperaturze
20°C tylko przez okres 14 dni. Rownocze$nie obserwowano zmiany pH, ci$nienia
osmotycznego, barwy i zapachu, $wiadczace o postepujacym rozktadzie antybiotyku.
Technologia zaproponowana przez Kodym i wsp. [139] stala si¢ inspiracja do dalszych

badan, bedacych tematem niniejszej pracy.

' BSS - balanced salt solution, Alcon Laboratories, Inc., izotoniczny roztwor do irygacji, pH = 7,5
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Gtéwnym produktem rozktadu ceftazydymu jest pirydyna [115-117, 119-121, 129,
140], ktéra nalezy do wykazu substancji szkodliwych i moze powodowa¢ uszkodzenia
rogowki 1 siatkowki w kontakcie z okiem. Z tego wzgledu trwato§¢ kropli do oczu
z ceftazydymem powinna by¢ limitowana nie tylko trwalo$cig ceftazydymu, ale takze

stezeniem powstajacej w wyniku rozktadu antybiotyku pirydyny.

3. Pirydyna — toksyczny produkt rozkladu ceftazydymu

3.1. Struktura i wlasciwosci chemiczne

Pirydyna to szesciocztonowy zwiazek heterocykliczny z grupy azyn (Ryc. 6).
Jest to bezbarwna ciecz o charakterystycznym zapachu, silnie higroskopijna. Z woda
miesza si¢ w kazdym stosunku. Ma wlasciwosci stabo zasadowe, z mocnymi kwasami
tworzy krystaliczne sole pirydyniowe.

Pirydyna otrzymywana jest na drodze destylacji ze smoly weglowej
lub syntetycznie z amoniaku 1 aldehydu octowego. Jest szeroko stosowanym
rozpuszczalnikiem w syntezie organicznej. Zaleta pirydyny jest mieszalno$¢ z innymi
rozpuszczalnikami, takimi jak heksan, DMF czy woda. Deuterowana pirydyna jest
stosowana jako rozpuszczalnik do probek w spektroskopii NMR. Jej pochodne stosowane
sga rowniez do skazania alkoholu etylowego przeznaczonego do celow przemystowych
(denaturat). Sama pirydyna jest zwigzkiem wyjsciowym do syntezy wielu insektycydow,

herbicydow, lekéw, barwnikow oraz materiatow wybuchowych [141-143].

Ryc. 6. Pirydyna
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3.2. Metabolizm pirydyny

Pirydyna jest metabolizowana gléwnie do N-metylopirydyny. Metabolit ten
zidentyfikowano migdzy innymi w ludzkim moczu po doustnym podaniu pirydyny.
W dobowej zbidrce moczu N-metylopirydyna byla obecna w ilo$ci odpowiadajacej 9%
dawki wyjsciowej pirydyny [144]. W moczu zidentyfikowano takze N-tlenek pirydyny
[145]. Inne metabolity pirydyny to 2-pirydon, 4-pirydon i 3-hydroksypirydyna [146].

3.3. Toksycznos¢ pirydyny [141, 147-150]

Pirydyna jest szkodliwa w przypadku potknigcia, inhalacji lub kontaktu ze skora.
W przypadku ostrego zatrucia objawami sg oszotomienie, bol 1 zawroty glowy, mdlosci,
Slinienie, spadek taknienia. Moze doj$¢ do ostrych bolow brzucha, zatoru plucnego i utraty
przytomnosci. Pirydyna dziata hepatotoksycznie, neurotoksycznie, uczulajaco, uszkadza
uktad pokarmowy, drazni skoér¢ i blony $luzowe. Nie ma wystarczajacych danych,
aby stwierdzi¢, czy pirydyna upo$ledza funkcje rozrodcze 1 dziata rakotwodrczo
1 genotoksycznie u ludzi, cho¢ istnieja ograniczone dowody na dziatanie rakotwoércze

u zwierzat.

Pirydyna moze wywotywac szereg toksycznych objawow, w zaleznosci od rodzaju
ekspozycji 1 drogi wchtaniania. Po doustnym spozyciu moze powodowaé podraznienie
zotadkowo-jelitowe z nudno$ciami, wymiotami i biegunka. Moze doj$¢ do uszkodzenia
watroby, nerek i o§rodkowego uktadu nerwowego. Smier¢ po zatruciu pirydyna nastepuje
na skutek niewydolnosci oddechowej. Wdychanie wysokich dawek prowadzi
do podraznienia uktadu oddechowego oraz do zaburzen centralnego systemu nerwowego.
W kontakcie ze skoérg pirydyna powoduje bol i zaczerwienienie, a przewlekte narazenie
na pirydyn¢ moze powodowaé¢ wysypke i uczulenie na $wiatlo. Moze doj$¢ rowniez
do absorpcji pirydyny przez skorg. Dostanie si¢ do oka moze powodowaé powazne
podraznienia i poparzenia. Pierwsza pomoc w przypadku kontaktu oczu z czysta pirydyna
polega na obfitym przemywaniu oczu chtodng woda co najmniej przez 15 minut,
w przypadku znacznej ekspozycji wskazana jest kontrola okulistyczna ze wzglgdu

na mozliwo$¢ uszkodzenia teczéwki lub rogdwki.
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Wyniki przeprowadzonych na krolikach badan [135] wykazaty brak toksycznosci
w stosunku do tkanek oka pirydyny zastosowanej miejscowo w st¢zeniu 63 mg/ml.
W 5% kroplach do oczu, w ktorych ubytek ceftazydymu nie przekroczyl 10% jego
pierwotnej zawartosci, st¢zenie pirydyny wynosito ponizej 63 mg/ml [109]. Wykazano
takze, ze 10% degradacja ceftazydymu w 5,8% roztworze powoduje powstanie okoto

0,5 mg/ml pirydyny [140].

Poniewaz na rynku farmaceutycznym nie jest zarejestrowany zaden preparat
z ceftazydymem do stosowania miejscowego w okulistyce — nie ma réwniez okreslonych
limitéw stgzen produktu rozkladu ceftazydymu — pirydyny w preparatach podawanych
do oka. Zgodnie z Dyrektywa 67/548/EWG [151] w sprawie klasyfikacji niebezpiecznych
substancji chemicznych, pirydyna nalezy do grupy substancji szkodliwych — grupa Xn,
R20/21/22, w zwigzku z tym okreslajac trwatos¢ kropli do oczu z ceftazydymem nalezato
rowniez uwzgledni¢ wptyw pirydyny, co zostalo szerzej omowione i przedyskutowane

w Omowieniu Wynikow w niniejszej pracy.
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4. Charakterystyka substancji pomocniczych uzytych w technologii kropli do oczu

z ceftazydymem

Niniejsza praca jest kontynuacja 1 rozwinigciem badan, zapoczatkowanych
przez Kodym 1 wsp. [139], dotyczacych technologii kropli do oczu z antybiotykami
cefalosporynowymi, w tym z ceftazydymem. W oparciu o pozytywne wyniki badan,
uzyskane przez zespot Kodym i wsp. - do sktadu kropli, ktorych recepture zastosowano
W niniejsze] pracy, wilaczono te same substancje pomocnicze, ktorych uzyto

przy opracowaniu technologii 1% kropli recepturowych [139].

4.1. Bufor cytrynianowy

pH ptynu tzowego miesci si¢ w granicach 7,0 - 7,4. Za odczyn ten odpowiada bufor
ptynu tzowego, w sktad ktérego wchodzi wodoroweglan sodu, dwutlenek wegla i biatka.
Pojemno$¢ buforowa plynu tzowego umozliwia bezpieczne wprowadzenie do oka kropli
o pH 3,5 - 8,0. Ceftazydym, podobnie jak pozostale antybiotyki posiadajace ugrupowanie
B-laktamowe, nie jest trwaly w roztworach wodnych. pH wodnych roztworéw
ceftazydymu, otrzymanych przez rozpuszczenie w wodzie gotowych, handlowych
preparatéw ceftazydymu z dodatkiem weglanu sodu wynosi, w zalezno$ci od stezenia
antybiotyku: 7,0 - 7,5 1 nie ulega istotnym zmianom w trakcie przechowywania [122, 152].
Badania Zhou i wsp. [115] wykazaly, ze ceftazydym charakteryzuje si¢ najwigksza
trwatos$cig w roztworach o pH zawartym w granicach 4,5 - 6,5. Z tego powodu w niniejszej
pracy zastosowano bufor cytrynianowy, zaproponowany przez Kodym i wsp. [139],
o skladzie gwarantujgcym kroplom z ceftazydymem pH euhydryczne - korzystne
dla trwatosci antybiotyku i mieszczace si¢ w granicach tolerancji oka. Sktad buforu

oraz jego wilasciwosci fizyczne przedstawiono w punkcie 4.1. Czesci Doswiadczalnej

pracy.
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4.2. Boran fenylorteciowy [18, 153, 154]

Syn. Merfen, Phenylhydrargyri boras

HgOB(OH), HOHg

L) =)

Ryc. 7. Boran fenylorteciowy

Boran fenylorteciowy stanowi mieszaning wodorotlenku fenylorteciowego
1 ortoboranu fenylorteciowego lub metaboranu fenylorteciowego (Ryc. 7.). Ma postaé
bezbarwnych, btyszczacych krysztaldéw lub biatego, krystalicznego proszku. Substancja ta
jest rozpuszczalna w wodzie (we wrzacej wodzie 1:100, w zimnej wodzie 1:500),
rozpuszcza si¢ w etanolu 760 g/l (1:150). Praktycznie nie rozpuszcza si¢ w eterze
etylowym. Roztwor o stezeniu 10 mg/ml wykazuje pH od 6,4 do 7,2.

Boran fenylorteciowy nalezy do grupy zwiazkéw o charakterze kationowo-czynnym,
maksimum dziatania wykazuje przy pH 6,0 - 10,0. Mechanizm dzialania
przeciwbakteryjnego polega na taczeniu si¢ dwuwarto§ciowych jondéw rteci z grupami
tiolowymi enzymow bakteryjnych, co prowadzi do zaburzen metabolizmu komorki
bakteryjnej. Boran fenylorteciowy znalazt zastosowanie gtoéwnie jako srodek konserwujacy
w kroplach do oczu (w stgzeniu 0,001% - wg FPV [154]). Powoduje on niestety wiele
interakcji a ponadto przy dluzszym stosowaniu preparatéw do oka zawierajacych

w sktadzie boran fenylorteciowy — moze dochodzi¢ do odktadania si¢ rteci w rogéwece.
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4.3. Alkohol B-fenyloetylowy [18, 153, 154]

Syn. 2-Fenyloetanol, Alcohol phenylethylicus

Ryc. 8. Alkohol p-fenyloetylowy

Alkohol B-fenyloetylowy jest bezbarwna, przezroczysta cieczg
o charakterystycznym, r6zanym zapachu. Substancja tatwo miesza si¢ z etanolem (760 g/1),
eterem etylowym, glicerolem, glikolem propylenowym i olejami, do$¢ trudno miesza si¢
z woda (1:50). Jest wrazliwa na $wiatlo i substancje utleniajace, dlatego powinna by¢
przechowywana w temperaturze nie wyzszej niz 15°C, w szczelnie zamknietych

opakowaniach, w suchym i ciemnym miejscu.

Alkohol B-fenyloetylowy znalazt zastosowanie jako skladnik mieszanin
konserwujacych. Jego dziatanie polega glownie na zwigkszaniu przepuszczalno$ci bton
komorkowych bakterii, przez co ulatwione jest przenikanie do wng¢trza komorki
wlasciwego srodka konserwujacego. Szczegdlnie korzystne jest potaczenie alkoholu
B-fenyloetylowego z czwartorzedowymi zasadami amoniowymi. To skojarzenie pozwala

na zastosowanie mniejszych stezen obu zwigzkow i utrudnia powstawanie opornosci.

Alkohol B-fenyloetylowy jest stosowany w stezeniach od 0,3% do 0,5% przede
wszystkim jako konserwant kropli do oczu (wg FPV [154] — stezenie 0,4%)

oraz preparatow dermatologicznych i doustnych.
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4.4. Alkohol poliwinylowy [18, 155, 156]

Syn. Poli(alkohol winylowy), PVA, Alcohol polyvinilicus

Ryc. 9. Alkohol poliwinylowy

Zwigkszenie lepkosci kropli do oczu pozwala na wydluzenie czasu kontaktu
substancji leczniczej z galka oczng nawet do 1 godziny. Dzigki zawarto$ci substancji
biatkowych 1 lipidowych lepko$¢ plynu tzowego, zaleznie od wieku 1 stanu zdrowia
pacjenta, wynosi okoto 1-3 mPa's. Krople do oczu o zwigkszonej lepkosci powinny
charakteryzowa¢ si¢ lepkoscia 12-15 mPa-'s. Przekroczenie wartosci 20 mPas
moze spowodowaé zaczopowanie kanalikéw lzowych. W niniejszej pracy, ze wzgledu
na brak interakcji z ceftazydymem oraz z pozostalymi skiladnikami kropli a takze
ze wzgledu na znaczng trwato$¢ jego roztworow wodnych [139], jako substancje

zwigkszajacg lepkos¢ kropli zastosowano alkohol poliwinylowy.

Alkohol poliwinylowy ma posta¢ bialego lub jasnozoltego krystalicznego proszku
lub poélprzezroczystych granulek. Do celéw farmaceutycznych stosuje si¢ odmiane, ktéra
po calkowitej hydrolizie pozbawiona jest toksycznego monomeru — octanu winylu.
Alkohol poliwinylowy rozpuszcza si¢ w wodzie i w wodorotlenkach metali alkalicznych,
jest trudno rozpuszczalny w etanolu 760 g/l oraz nierozpuszczalny w wigkszosci
rozpuszczalnikdbw organicznych. Stosowany jest jako sktadnik klejow, lakierow,
stabilizator farb emulsyjnych, do produkcji rekawic ochronnych, nici chirurgicznych.
W  technologii postaci leku alkohol poliwinylowy ma zastosowanie w produkcji
granulatow, tabletek, jako substancja powlekajaca oraz jako $rodek zwigkszajacy lepkos¢

w technologii kropli do oczu.
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Cel pracy

1. Opracowanie technologii 1% 1 5% kropli do oczu z ceftazydymem w czterech
wersjach recepturowych dla kazdego stgzenia, o trwalo$ci wystarczajacej
na przeprowadzenie kilkunastodniowego leczenia, okreslonej czasem, w ktorym
stezenie ceftazydymu w kroplach przechowywanych w temperaturze 4°C
i chronionych przed $wiattem bedzie utrzymywalo si¢ na poziomie nie nizszym

niz 90% poczatkowego st¢zenia antybiotyku.

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

3. Zbadanie wpltywu niezb¢ednych w skladzie kropli, wybranych substancji
pomocniczych (rozpuszczalnikow, substancji buforujacych, substancji zwigkszajacej
lepkos¢ oraz substancji konserwujacych), temperatury przechowywania oraz st¢zenia
ceftazydymu na wiasciwosci fizyczne oraz trwatos¢ 1% i 5% kropli recepturowych

z ceftazydymem.

4. Opracowanie skladu i1 sposobu wykonania rozpuszczalnikéw, przeznaczonych
do sporzadzania 1% i1 5% ,,przemystowych” kropli z ceftazydymem, z okresleniem
ich trwalo$ci testem przyspieszonym 1 testem dlugoterminowym (zgodnie
z wytycznymi ICH) oraz analizg skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej w przypadku

wersji konserwowanych.

5. Okreslenie trwatosci ceftazydymu w 1% 1 5% ,,przemystowych” kroplach do oczu
z ceftazydymem, wykonanych z uzyciem rozpuszczalnikow §wiezo sporzadzonych
oraz poddanych badaniom trwato$ci testem przyspieszonego starzenia zgodnie

z wytycznymi ICH (6 miesiecy w temperaturze 40°C + 2°C /75 RH + 5 RH).

6. Okreslenie, czy produkt rozkltadu ceftazydymu - pirydyna, nie przekracza
dopuszczalnych stezen w limitowanym zawarto$cig ceftazydymu, wyznaczonym

okresie trwalos$ci kropli.
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1. Material do badan

*  1%1 5% (m/m) roztwory wodne ceftazydymu

¢ Roztwory substancji pomocniczych, zastosowane do sporzadzenia 1% i 5% kropli

do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych i ,,przemystowych’:

v" bufory cytrynianowe pH 6,10 - 6,24
v" roztwor alkoholu poliwinylowego (PVA) o lepkos$ci 42,11 mPa-s

v 0,04% roztwor boranu fenylorteciowego

% Rozpuszczalniki przeznaczone do produkcji 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem

w wersjach ,,przemystowych”:

v' bezposrednio po sporzadzeniu

v poddane procesowi przyspieszonego starzenia przez okres 6 miesigcy
(40°C/75 RH + 5 RH)

v" poddane dtugoterminowemu badaniu stabilno$ci przez okres 12 miesiecy

(250C/60 RH + 5 RH)

¢ 1% 15% (m/m) krople do oczu z ceftazydymem:

v wersje recepturowe

v wersje ,,przemystowe”, wykonane z wykorzystaniem $wiezo sporzadzonych
rozpuszczalnikow

v wersje ,,przemystowe”, sporzadzone z wykorzystaniem rozpuszczalnikow
poddanych uprzednio procesowi przyspieszonego starzenia przez okres

6 miesigcy (40°C/75 RH = 5 RH)

Sktad recepturowy roztworow wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem

przedstawiono w tabeli 14.
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2.

Odczynniki do badan

Biotum ® (Ceftazidimum), fiolki 1,0 g — w przeliczeniu na ceftazydym

substancja sucha do sporzadzania roztworéw do wstrzykiwan domig¢$niowych i dozylnych

seria: 5010607 A
seria: 5020708 A
seria: 5050909 A
Bioton S.A.

Ceftazidime CRS
(wzorzec do HPLC wedtug Ph Eur 6.0)
seria Bl

Strasbourg Cedex 1

Kwas cytrynowy jednowodny cz.d.a.
(Citric acid monohydrate pure p.a.)
seria: 0296/10/05

POCH S.A. Gliwice

Sodu cytrynian dwuwodny

(tri- Sodium citrate dihydrate pure p.a.)
serie: 0713/07/05, 0709/12/05, 0718/01/06
POCH S.A. Gliwice

Alkohol poliwinylowy (PVA) m.cz. 72 000
(Polivinyl alcohol 72 000)

serie: 0253/06/04, 0339/10/06, 1019/08/07, 1022/05/08
POCH S.A. Gliwice

Boran fenylortgciowy
(Phenylomercuric borate)

The Sigma — Aldrich Library of Rare Chemicals

Alkohol p-fenyloetylowy
(2-Phenyloethanol)

serie: 114K0078, 017K0670, 108K0106
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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Acetonitryl (czysto§¢ do HPLC), HPLC Gradient Grade
seria: 0728808008
J. T. Baker, Holland

Alkohol metylowy (czysto§¢ do HPLC), HPLC Isocratic Grade
J. T. Baker Holland
seria: 0700515006

Disodu wodorofosforan bezwodny (czystos¢ do HPLC)

(Sodium phosphate dibasic, anhydrous; Disodium hydrogen phosphate)
seria: B14H25

J. T. Baker, Holland

Potasu diwodorofosforan (czystos¢ do HPLC)
(Potassium phosphate monobasic)

seria: E18477

J. T. Baker, Holland

Pirydyna (wzorzec do chromatografii gazowej)
seria: 1/2007
Z. D. Chemipan

Uracyl HPCE > 99,0%
seria: 2006219
Fluka

Bufor kalibracyjny Hamilton Duracal 4,01 + 0,01
seria: 1312829
Hamilton Bonaduz AG

Bufor kalibracyjny Hamilton Duracal 7,00 + 0,01
seria: 1314185
Hamilton Bonaduz AG

49



Czes¢ doswiadczalna

3.  Sprzeti aparatura

= Zestaw HPLC Shimadzu, Kioto, Japan:
e Degazer DGU-20AS5
e Pompa LC-20AD
e Autosampler z chtodzeniem SIL-20AC
e Piec na kolumng z chtodzeniem CTO-20AC
e Detektor SPD-M20A
e Uklad sterowniczy CMB-20A

o Komputer HP z oprogramowaniem LC Solution

= Kolumna Grace Smart RP-18; 5 pm; 250 mm x 4,6 mm
SN 0180100117, PN 5138810
Grace, United States

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

= Spektrofotometr UV-Vis,
typ Jasco V-530

Jasco Corporation, Japan

= pH-metr, IQ 150

1Q Scientific Instruments

= pH-metr CP-502
Elmertor sp.j. Zabrze-Grzybowice

=  Osmometr-Krioskop 800 cl
Trident Med S.C., Warszawa

= Wiskozymetr Hopplera KF10
RheoTec Mefitechnik GmbH, Niemcy
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= Gestosciomierz Densito 30 PX

Mettler Toledo GmbH, Szwajcaria,

Loza do pracy aseptycznej, KL-21
POLON, Poznan S.A.

Sterylizator powietrzny, SP-65 W

Wamed, Warszawa

Sterylizator parowy, AS 446, wersja WPA

Suszarka laboratoryjna, SUP-100 M

Wamed, Warszawa

Aparat destylacyjny DE 8/70

®
Telmed™, Warszawa

Synergy System do otrzymywania wody ultraczystej

Millipore SAS, Francja

Chtodziarki farmaceutyczne MED-28

Kirsch, Niemcy

Waga analityczna Sartorius, LE 225 D

(max 220 g, d=0,01 mg)

Sartorius, Niemcy

Waga elektroniczna, WPS 100/C/2
(max 110 g, min. 20 mg, d=1 mg)
Radwag, Radom

Waga elektroniczna, WPS 720/C/2
(max 720 g, min. 40 mg, d=2 mg)
Radwag, Radom
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Waga elektroniczna, WPT 3C
(max 3 kg, d=0,1g, e=1g)
Radwag, Radom

Zestaw do saczenia mikrobiologicznego, typ16692
Sartorius AG, Niemcy

Mieszadlo mechaniczne

Ika — Werke GmbH & Co KG, Niemcy

Ptytka grzejna CIR 120
Falc Instruments S.r.1., Treviglio, Wtochy

Laznia wodna MLL 147
AJL, Krakéw, Polska

Myjka ultradzwigkowa Sonic-10
POLSONIC Sp. z 0.0., Warszawa, Polska

Pipeta potautomatyczna (Mikropipeta),
LM100/10-100 pl, LabMate (doktadnos¢: + 0,8%)

PZ HTL S.A., Warszawa

Pipeta potautomatyczna (Mikropipeta),

LM1000 / 100-1000 ul, LabMate (doktadnos¢: + 0,6%)

PZ HTL S.A., Warszawa

Saczki do faz ruchomych Millipore 45 um
Millipore Corp., USA

Saczki membranowe strzykawkowe Chromafil Pet-45/15 MS
Macherey - Nagel

Laboratoryjny sprzet szklany
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4. Sporzadzenie i ocena fizykochemiczna roztworow substancji pomocniczych,

zastosowanych w technologii kropli do oczu z ceftazydymem

4.1. Bufory cytrynianowe

W  niniejszej pracy zastosowano dwa rodzaje buforow cytrynianowych,
przeznaczonych do sporzadzania: kropli o niemodyfikowanej lepkosci (bufor I) lub kropli
o zwigkszonej lepkosci (bufor II). Stezenia sktadnikéw w buforze II sa dwukrotnie wyzsze
niz w buforze I, ze wzgledu na metodyke sporzadzania wersji kropli o zwigkszonej

lepkosci (punkt 8.3). Sktad roztworéw buforowych przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sklad buforéw cytrynianowych

Bufor cytrynianowy
Skladnik
| II
10,201 mM 20,4,2 mM
Sodu cytrynian dwuwodn 5 T

e y (309 609
Kwas cytrynowy jednowodn 0,714 mM 1,428 mM

yiynowyJ Y (0,15 g) 0,3 g)
Waoda oczyszczona do 100,0 g do 100,0 g

Tok postepowania

W potowie przepisanej dla kazdego z buforow ilosci wody rozpuszczono:
sodu cytrynian dwuwodny, w drugiej potowie: kwas cytrynowy jednowodny.
Roztwory potaczono i1 doktadnie zmieszano. Kazdy z otrzymanych buforéw przesaczono
przez saczek ze szkla spiekanego typu Schott G3. Po okoto godzinie zmierzono pH
1 ci$nienie osmotyczne sporzadzonych buforow. Bufory rozlano do butelek infuzyjnych
pojemnosci 250 1 500 ml, zamknigto gumowymi korkami i metalowymi kapslami
1 wyjalowiono w autoklawie w temperaturze 120°C £ 2°C przy nadcisnieniu 101,1 kPa
przez 20 minut. Ponownie zmierzono pH i ci$nienie osmotyczne wyjatlowionych buforow.

Wyniki oceny jakosciowej buforéow cytrynianowych przed i po wyjatowieniu

przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Wyniki oceny fizycznej buforéw cytrynianowych

Przed wyjalowieniem Po wyjalowieniu
Bufor TRy Te—
cisniemie rzezroczystosé cisnienie przezroczysto$é
i osmotyczne P zabarwienie B osmotyczne zabarwienie
[mOsm/1] [mOsm/l]
I 6,24 +0,01 301£0 Przezroczysty | ¢ 54 4 0,00 297+ 1 przezroczysty
bezbarwny bezbarwny
| 6,10 + 0,02 58845 przezroczysty | ¢ 10 4 0,00 586+ 4 przezroczysty
bezbarwny bezbarwny

4.2. Roztwor alkoholu poliwinylowego

W celu sporzadzenia kropli o zwigkszonej lepkos$ci przygotowano roztwor alkoholu

poliwinylowego z zastosowaniem polimeru o $redniej masie czasteczkowej 72 000.

Tabela 3. Sklad roztworu alkoholu poliwinylowego

Skladnik Hos¢ [g]
Alkohol poliwinylowy 6.0
(m.cz. 72 000) ’
Woda oczyszczona 94,0

Tok post¢epowania

Na powierzchni¢ wody o temperaturze pokojowej, podczas ciggtego mieszania
(mieszadto mechaniczne, 300 obr./min), powoli wsypano odwazony uprzednio alkohol
poliwinylowy. Utrzymujac ciggle mieszanie roztwdr ogrzewano na tazni wodnej
w temperaturze 90°C przez okoto 90 minut, do rozpuszczenia substancji. Przezroczysty
roztwor ochtodzono, uzupetniono woda destylowang do wymaganej masy 1 przesaczono
przez saczek klarujacy ze szkla spiekanego typu Schott Gl. Zmierzono pH, cis$nienie
osmotyczne oraz lepko$¢ otrzymanego roztworu, ktdry nastepnie rozlano do butelek
infuzyjnych o pojemnos$ci 250 ml, zamknigto gumowymi korkami i metalowymi kapslami
i wyjalowiono w autoklawie w temperaturze 120°C + 2°C przy nadci$nieniu 101,1 kPa
przez 20 minut. Ponownie dokonano oceny fizycznej wyjatowionych roztworow.

Wyniki alkoholu

1 po wyjalowieniu przedstawiono w tabeli 4.

oceny jakosciowe] roztworu poliwinylowego  przed
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Tabela 4.  Wyniki oceny fizycznej roztworu alkoholu poliwinylowego

Roztwor alkoholu poliwinylowego

Przed wyjalowieniem Po wyjalowieniu
GLIE lepkos$é przezroczystosé GLNEG lepkos$¢ przezroczystosé
pH osmotyczne [mPa-s] zabarwienie pH osmotyczne [mPa-s] zabarwienie
[mOsm/1] [mOsm/1]
6,02 43,20 ¢ 5,51 42,11 ¢
i 2941 i prbzezgoczys y i 2741 i pzzez;oczys y
0,00 0,00 ey 0,02 0,01 Ry
4.3. Srodki konserwujace
4.3.1. Roztwor boranu fenylorteciowego
Tabela 5. Sklad roztworu boranu fenylorteciowego
Skladnik Hosé [g]
Boran fenylorteciowy 0,04
Woda oczyszczona 99,96

Tok post¢epowania

Boran fenylorteciowy rozpuszczono w wodzie oczyszczonej, podgrzane]
do temperatury okoto 95°C. Otrzymany 0,04% roztwdr przesaczono przez saczek
Schott G-3, przelano do butelki infuzyjnej o pojemnosci 100 ml, zamknigto przy pomocy
gumowego korka i metalowego kapsla i wyjatowiono w autoklawie w temperaturze 120°C
+ 2°C przy nadci$nieniu 101,1 kPa przez 20 minut. W warunkach aseptycznych jalowy

roztwor rozlano do jatowych butelek z ciemnego szkta z zakraplaczami.

4.3.2. Alkohol B-fenyloetylowy

Tok postepowania

Alkohol B-fenyloetylowy w warunkach aseptycznych przelano do jatowej butelki

z ciemnego szkta, zamknigto zakraplaczem i oznaczono sygnaturg.
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5. Badanie zgodnoS$ci farmaceutycznej 5% roztworow ceftazydymu z substancjami

pomocniczymi zastosowanymi w skladzie kropli

Analogicznie do weczesniejszych badan, ktérych celem bylo opracowanie

technologii 1% recepturowych kropli do oczu z ceftazydymem, prowadzonych w Katedrze

1 Zakladzie Technologii Postaci Leku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu [139],

w ramach niniejszej pracy przeprowadzono test zgodno$ci farmaceutycznej 5% wodnego

roztworu ceftazydymu z substancjami pomocniczymi, ktore w zatozeniu pracy miaty by¢

wlaczone do sktadu kropli do oczu w wersjach recepturowych oraz w wersjach

»przemystowych”.

5% wodne roztwory ceftazydymu z dodatkiem poszczegdlnych substancji

pomocniczych w zatozonych stezeniach przechowywane byly bez dostepu $wiatta

przez okres 14 dni w temperaturach 4°C i 20°C. Jako probe kontrolng roéwnocze$nie

przechowywano 5% roztwor ceftazydymu bez substancji pomocniczych. Wyniki oceny

roztworow w aspekcie ewentualnych interakcji przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Badanie zgodnos$ci

farmaceutycznej

zastosowanymi w skladzie kropli

roztworow ceftazydymu z

substancjami

pomocniczymi,

5% wodny roztwor ceftazydymu przezrocz.ystoosc
zabarwienie
po 14 dniach Interakeja
Substancja pomocnicza Ste;fenle po [P D L
[%] sporzadzeniu
4°C 20°C
Skladniki buforu cytrynianowego I:
przezroczysty przezroczysty  przezroczysty brak
sodu cytrynian dwuwodny 3,0 stomkowy stomkowy jasnozolty
kwas cytrynowy jednowodny 0,15
Poliwinyloalkohol (PVA) ~3,0 przezroczysty przezroczysty pr}zezrogzysty brak
stomkowy stomkowy jasnozolty
Boran fenylorteciowy 0,001 przezroczysty przezroczysty pr.zezro.crzysty brak
stomkowy stomkowy jasnozolty
przezroczysty przezroczysty = przezroczysty
Alkohol B-fenyloetylowy 0,4 el ey [ brak
Bez substancji pomocniczych przezroczysty — przezroczysty — przezroczysty .
(roztwor kontrolny) - stomkowy stomkowy jasnozolty
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6. Sklad, sporzadzenie, ocena fizykochemiczna oraz ocena skutecznoS$ci
przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem

w wersjach ,,przemystowych”

Niska trwato$¢ ceftazydymu w roztworach wodnych wyklucza mozliwos¢
przemystowej produkcji kropli do oczu z ceftazydymem w postaci roztworu. Stuszna
zatem dla handlowej postaci leku wydaje si¢ by¢, zastosowana w niniejszej pracy,
technologia oparta na opakowaniu dwukomorowym, ktére umozliwia rozdzielenie
antybiotyku od rozpuszczalnika. Polaczenie zawartosci obu komor: ceftazydymu w postaci
liofilizowanego proszku z osobno przechowywanym, jalowym rozpuszczalnikiem
umozliwia otrzymanie kropli w postaci jalowego roztworu. Technologia kropli
w wersjach ,,przemystowych” oraz ich trwato$¢ jest przedmiotem drugiej czg$ci niniejszej

pracy.

6.1. Sklad rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach

»przemyslowych”

Na podstawie wynikow badan trwalo$ci chemicznej ceftazydymu w kroplach
recepturowych (punkt 11.6.4.), ustalono najbardziej optymalny sktad rozpuszczalnikow
dla 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”, opartych na technologii

dwukomorowe;.

Skiad rozpuszczalnikow, przeznaczonych do sporzadzania kropli do oczu

w wersjach ,,przemystowych” przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Sklad rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”

Skladniki rozpuszczalnikow [g] na 100 g rozpuszczalnika
Sl Rozpuszczalniki do 1% kropli Rozpuszczalniki do 5% kropli
1 2 3 4 I 1I 11 v
Sodu cytrynian dwuwodny 3,00 2,912 3,00 2,912 3,00 2,912 3,00 2,912
Kwas cytrynowy jednowodny 0,150 0,146 0,150 0,146 0,150 0,146 0,150 0,146
Roztwor alkohi)lu poliwinylowego (PVA) ) ) 50,00 48,535 i i 50,00 48,474
1 =44,21 mPa-s
0,04% roztwor boranu fenylorteciowego - 2,525 - 2,525 - 2,632 - 2,632
Alkohol p-fenyloetylowy - 0,404 - 0,404 - 0,421 - 0,421
Woda oczyszczona do 100,00  do 100,00  do 100,00  do 100,00 | do 100,00  do 100,00 do 100,00  do 100,00
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6.2. Metoda sporzadzania rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem

w wersjach ,,przemystowych”

Roztwory substancji pomocniczych, ktére zostaly uzyte w  produkcji
rozpuszczalnikow do kropli w wersjach ,,przemystowych”, zostaty sporzadzone zgodnie

z procedurg (z pominigciem procesu sterylizacji), podang w punktach:

« bufory cytrynianowe I 1 II (punkt 4.1.)

¢ roztwor alkoholu poliwinylowego (PVA) o 1 =44,21 mPa-s (punkt 4.2.)
% 0,04% roztwor boranu fenylorteciowego (punkt 4.3.1.)

+» alkohol B-fenyloetylowy (punkt 4.3.2.)

W zaleznoéci od sktadu danej wersji kropli, rozpuszczalniki ,,przemystowe”
sporzadzono wedtug ponizej przedstawionych procedur. Wszystkie rozpuszczalniki
bezposrednio po sporzadzeniu zostaly wyjalowione w autoklawie w temperaturze

120°C + 2°C przy nadci$nieniu 101,1 kPa przez 20 minut.

Rozpuszczalnik nr 1inr 1

Bufor cytrynianowy I przesaczono przez saczek ze szkla spiekanego typu Schott G3,
rozlano do butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 ml, ktére zamknigto gumowymi korkami

1 metalowymi kapslami.

Rozpuszczalnik nr 2 i nr 11

Bufor cytrynianowy I zakonserwowano przepisang ilo$cig srodkéw konserwujacych,
odpowiednia dla wersji 2 i II rozpuszczalnika. Otrzymane roztwory przesaczono przez saczki
ze szkta spiekanego typu Schott G3, rozlano do butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 ml,

ktore zamknigto gumowymi korkami i metalowymi kapslami.

Rozpuszczalnik nr 3 i nr 111

Podczas cigglego mieszania do roztworu alkoholu poliwinylowego dodawano powoli
bufor cytrynianowy II. Tak otrzymany roztwor przesaczono przez saczek ze szkta spiekanego
typu Schott G1, rozlano do butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 ml, ktére zamknigto

gumowymi korkami 1 metalowymi kapslami.
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Rozpuszczalnik nr 4 i nr IV

Podczas ciaggltego mieszania do roztworu alkoholu poliwinylowego dodawano powoli
bufor cytrynianowy II, zakonserwowany uprzednio przepisang iloscig S$rodkow
konserwujacych, odpowiednig dla wersji 4 lub IV rozpuszczalnika. Tak otrzymane roztwory
przesaczono przez saczki ze szkla spiekanego typu Schott G1, rozlano do butelek infuzyjnych

o pojemnosci 100 ml, ktore zamkni¢to gumowymi korkami i metalowymi kapslami.

6.3. Ocena jakosciowa rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem

w wersjach ,,przemystowych”

Rozpuszczalniki przeznaczone do sporzadzania 1% i 5% kropli z ceftazydymem
w wersjach ,przemystowych” zostaly poddane ocenie jakosciowe] bezposrednio
po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania w warunkach testow dlugoterminowych
1 przyspieszonych, zgodnie z wytycznymi ICH QI1A(R2) [157]. W odstgpach
trzymiesiecznych oznaczano pH, ci$nienie osmotyczne rozpuszczalnikéw, a takze dodatkowo
gestos$¢ 1 lepkos¢ dla wersji zawierajacych w sktadzie alkohol poliwinylowy (wersje 3, 111, 4,
IV). Ponadto dokonywano oceny przezroczystosci 1 zabarwienia przechowywanych

rozpuszczalnikow.

Warunki przechowywania rozpuszczalnikow

Rozpuszczalniki przechowywane byly w komorach klimatycznych Farmaceutycznej

Spotdzielni Pracy ,,Filofarm” w Bydgoszczy w nastepujacych warunkach:

7

% przez okres 6 miesiecy w temperaturze 40°C + 2°C, przy wilgotnosci 75% RH + 5% RH,
% przez okres 12 miesigcy w temperaturze 25°C + 2°C, przy wilgotnosci 60% RH = 5% RH.

Wyniki  przeprowadzonych oznaczen dla rozpuszczalnikow  bezposrednio

po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania zamieszczono w tabelach 8-10.
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Tabela 8.

Ocena fizyczna rozpuszczalnikéw do 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach ,,przemyslowych” bezposrednio po sporzadzeniu oraz po 3 i 6 miesiagcach przechowywania
w temperaturze 25°C + 2°C, przy wilgotnosci 60% RH + 5%RH (test dlugoterminowy)

g Rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Rozpuszczalnik
g Swiezo sporzadzony po 3 miesiacach przechowywania po 6 miesiacach przechowywania
g g po wyjalowieniu 25°C/60% RH 25°C/60% RH
= N
“ E- ANCHIE stos¢ lepkos¢ ANCHIE stos¢é lepkos¢é LD stos¢ lepkos¢é
S pH osmotyczne g[Q /ml] [ana-s] pH osmotyczne g[e; )| [nE)Pa-s] pH osmotyczne g[e /ml] [nE)Pa-s]
= [mOsm/1] & [mOsm/1] & [mOsm/1] &
1 6,21 +£0,00 300+ 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 40,0000 7,47+0,00 | 6,09 +0,01 380+ 4 40,0002 8,15+0,00 | 6,03+0,01 379+2 +0,0001 8,52 £ 0,01
I 6,21+ 0,01 300 + 4 - - 6,25+ 0,01 306+ 1 - - 6,12+ 0,02 303+2 - -
I 6,28 +£0,02 342 + 4 - - 6,20 + 0,01 343 + 4 - - 6,17 0,00 343 +2 - -
1,0232 1,0248 1,0253
1T 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 10,0001 8,69 + 0,01
1,0230 1,0231 1,0233
v 6,13 + 0,00 368 +4 £ 0,0001 7,56 +0,00 | 6,11 +0,01 373+ 0 £ 0,0001 7,78+ 0,00 | 6,09 + 0,00 375+4 +0,0001 7,96 + 0,00

Rozpuszczalniki wszystkich wersji bezposrednio po sporzadzeniu i podczas przechowywania przez okres 3 i 6 miesiecy pozostaly przezroczyste i bezbarwne.
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Tabela 9.

Ocena fizyczna rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach ,,przemyslowych” bezposrednio po sporzadzeniu oraz po 9 i 12 miesiacach przechowywania

w temperaturze 25°C + 2°C, przy wilgotnosci 60% RH + 5%RH (test dlugoterminowy)

& Rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Rozpuszczalnik
. E Swiezo sporzadzony po 9 miesiacach przechowywania po 12 miesigcach przechowywania
dé 8 po wyjalowieniu 25°C / 60% RH 25°C / 60% RH
9
= N
“ §- AN gestosé lepkos$¢ LB gestos¢ lepkos$¢ EHENG gestosé lepkos$¢
§ pH osmotyczne [¢/ml] [mPass] pH osmotyczne [¢/ml] [MPacs] pH osmotyczne [/ml] [MPacs]
[mOsm/l] [mOsm/1] [mOsm/1]
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 - -
3 6,13+ 0,01 343+ 4 il(’)ogggl 7,88 = 0,00 6,08 = 0,00 342 +2 il(’)ogggl 8,72 £ 0,00 5,95+0,01 353+1 il(’)ogggo 8,79 £ 0,02
4 6,17 £ 0,00 367+2 ;6030230 7,47 = 0,00 6,05+ 0,01 378+2 116033090 8,50 £ 0,01 5,99 £0,01 380+ 1 il(’)oozggl 8,53 £0,01
I 6,21 £0,01 300+4 - - 6,11 +£0,01 306 £ 1 - - 6,14 £ 0,02 311 +£2 - -
11 6,28 £ 0,02 342 +4 - - 6,17 £ 0,02 346 £ 2 - - 6,14 £ 0,00 346 £ 1 - -
11X 6,13+ 0,01 343+ 4 11605331 7,88 + 0,00 6,08 + 0,00 342 +2 il(’)ogggl 8,72 + 0,00 5,95+0,01 353+1 il(’)ogggo 8,79 +£ 0,02
IV | 613£000 36844 L 756000 | 6.05%0,00 37740 SO0 8402001 | 6044000 382+ 1 S 8572000

Rozpuszczalniki wszystkich wersji bezposrednio po sporzadzeniu i podczas przechowywania przez okres 9 i 12 miesiecy pozostaly przezroczyste i bezbarwne.
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Tabela 10. Ocena fizyczna rozpuszczalnikow do 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach ,,przemystlowych” bezposrednio po sporzadzeniu oraz po 3 i 6 miesiacach przechowywania
w temperaturze 40°C + 2°C, przy wilgotnosci 75% RH + 5%RH (test przyspieszony)

& Rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Rozpuszczalnik
. g Swiezo sporzadzony po 3 miesiacach przechowywania po 6 miesiacach przechowywania
dé 8 po wyjalowieniu 40°C / 75% RH 40°C / 75% RH
9
= N
“ §- ciSnienie stos¢ lepkos¢ ciSnienie stos¢ lepkos¢ ciSnienie stos¢ lepkos¢
8 pH osmotyczne g[e /ml] [nll)Pa-s] pH osmotyczne g[t; /ml] [nE)Pzrs] pH osmotyczne g[‘? /ml] [nE)Pzrs]
= [mOsm/I] & [mOsm/I] & [mOsm/l] &
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 33742 - -
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 £ 0,02 353+£1 +0,0001 8,68 £ 0,01
1,0223 1,0241 1,0232
4 6,17 £ 0,00 367+2 10,0000 7,47 £ 0,00 6,04 + 0,01 386+2 +0,0001 8,40 + 0,02 5,88 + 0,02 388+ 1 10,0001 8,46 + 0,01
I 6,21 £0,01 300+4 - - 6,23 £ 0,02 3070 - - 6,09 £ 0,00 306 £2 - -
1 6,28 + 0,02 342 +£4 - - 6,19 £ 0,00 347+ 2 - - 6,11 £0,00 349+ 0 - -
1,0232 1,0247 1,0238
III 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 +0,02 353 +£1 +0,0001 8,68 £ 0,01
1,0230 1,0237 1,0239
v 6,13 = 0,00 368 + 4 +0,0001 7,56 + 0,00 6,06 = 0,00 379£0 £ 0,0001 8,06 + 0,01 6,04 £ 0,00 386+2 +0,0001 8,51+ 0,01

Rozpuszczalniki wszystkich wersji bezposrednio po sporzadzeniu i podczas przechowywania przez okres 3 i 6 miesiecy pozostaly przezroczyste i bezbarwne.
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6.4. Ocena skutecznosci ochrony przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikéw

do kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”

Ocena skutecznosci ochrony przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikow zostata
przeprowadzona w 2011 roku w Katedrze 1 Zaktadzie Bakteriologii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Materiat do badan
stanowily rozpuszczalniki ,,przemystowe” w wersjach nr 2 i nr 4 oraz nr Il i nr IV,
sporzadzone w Katedrze Technologii Postaci Leku Collegium Medicum w Bydgoszczy,

UMK w Toruniu.

Przed przeprowadzeniem oceny skutecznosci ochrony przeciwdrobnoustrojowej
wszystkie rozpuszczalniki przechowywane byly w szafach klimatycznych w warunkach
testow dlugoterminowych, zgodnych z wymaganiami EMEA (European Medicines
Agency), w oparciu o wytyczne ICH (International Conference on Harmonisation) [157]:

25°C +£2°C /60 % RH + 5% RH przez okres 12 miesiecy.

Ocena skutecznosci ochrony przeciwdrobnoustrojowej przeprowadzona zostala
zgodnie z wytycznymi Farmakopei Polskiej VII [18] oraz wedlug procedury, zastosowane;j
we wczesniejszych badaniach [139]. Badanie przeprowadzono w oparciu o szczepy
drobnoustrojow testowych wymienione w Farmakopei Polskiej VII: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Candida albicans ATCC
10231, Aspergillus niger ATCC 16404. Dodatkowo wlaczono do oznaczen szczepy

Bacillus cereus oraz Listeria monocytogenes.

W tabeli 11 przedstawiono kryterium akceptacji dla testu skutecznos$ci ochrony
przeciwdrobnoustrojowej wg Farmakopei Polskiej VII, wyrazone jako logarytm redukcji
liczby zdolnych do zycia drobnoustrojéw, przeliczone na stopien redukcji komorek

w procentach, w stosunku do wartosci uzyskanej dla inokulum.

W tabeli 12 i tabeli 13 przedstawiono wyniki testu konserwacji rozpuszczalnikow

dla 1% 1 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”.
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Tabela 11. Kryteria oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej dla preparatéw do oczu;
zalecana skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa (kryterium A) wg FP VII

Sposéb przedstawienia wyniku 6h 24h 7dni 14 dni 28 dni
Log redukcji (FP VII) 2 3 BW’
Bakterie
Stopien redukcji komorek (%) 99% 99,90% --- --- 100%
Log redukcji (FP VII) 2
Grzyby BN
Stopien redukcji komorek (%) - --- 99% ---

* BW — brak wzrostu zdolnych do zycia drobnoustrojow
** BN — liczba drobnoustrojow nie zwicksza si¢
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Tabela 12. Wyniki testu konserwacji dla rozpuszczalnikéw nr 2 i nr 4, przeznaczonych do sporzadzania 1% kropli w wersjach ,,przemyslowych”, po 12 miesiacach
przechowywania w temperaturze 25°C = 2°C/60 % RH = 5% RH

Szczepy testowe

Rozpuszczalnik 2

Rozpuszczalnik 4

Stopien redukeji komorek (%)

6h 24h 7 dni 28 dni 6h 24h 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% --- 99,99% 99,85% 99,90% - 99,99%
Listeria monocytogenes 99,97% 100% - 100% 99,99% 99,99% - 100%

- wynik nie spelniajacy wymagan FP VII
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Tabela 13. Wyniki testu konserwacji dla rozpuszczalnikéw nr II i nr IV, przeznaczonych do sporzadzania 5% kropli w wersjach ,,przemystowych”, po 12 miesiacach
przechowywania w temperaturze 25°C + 2°C/60 % RH = 5% RH

Rozpuszczalnik 11 Rozpuszczalnik IV
Szczepy testowe Stopien redukeji komorek (%)
6h 24h 7 dni 28 dni 6h 24h 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% --- 99,99% 99,85% 99,90% --- 99,99%
Listeria monocytogenes 99,94% 100% - 100% 99,99% 99,99% - 100%

- wynik nie spelniajacy wymagan FP VII
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7.  CzynnoSci przygotowawcze do pracy w warunkach aseptycznych

Roztwory wodne oraz krople do oczu z ceftazydymem sporzadzono w warunkach
aseptycznych w lozy z nawiewem laminarnym jalowego powietrza, uzywajac

wyjalowionego sprze¢tu i jalowych roztworéw substancji pomocniczych.

7.1. Substancja czynna

Do sporzadzenia roztworéw wodnych oraz kropli uzyto preparatu Biotum —
jatowej, handlowej postaci leku, zawierajacej pigciowodzian ceftazydymu z dodatkiem
weglanu sodu, przeznaczonej do sporzadzania roztworow do iniekcji domigsniowych

i dozylnych.

7.2. Roztwory substancji pomocniczych

Roztwory substancji pomocniczych: bufory cytrynianowe, roztwodr alkoholu
poliwinylowego oraz roztwdr boranu fenylorteciowego sporzadzono zgodnie z opisem
przedstawionym w punktach 4.1., 4.2. oraz 4.3.1. i wyjalowiono w autoklawie

w temperaturze 120°C + 2°C przy nadcisnieniu 101,1 kPa przez 20 minut.

7.3. Przygotowanie sprzetu

s Sprzet szklany oraz metalowy (zlewki, bagietki, butelki, szpatutki, pincety) doktadnie
umyto w cieplej wodzie z detergentem, wyptukano woda biezaca i woda destylowang.
Zawinieto w foli¢ aluminiowa, umieszczono w puszce sterylizacyjnej i wyjatowiono

w sterylizatorze powietrznym w temperaturze 180°C przez 30 minut.

s Zakraplacze po umyciu w cieplej wodzie z detergentem i wyplukaniu woda biezaca
oraz destylowang zanurzono w 5% wodnym roztworze chlorku benzalkoniowego,
ogrzewano w temperaturze 70°C przez 1 godzing, po czym odstawiono na 24 godziny
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie w warunkach aseptycznych (w lozy

z nawiewem jalowego powietrza) wyptukano zakraplacze w wodzie jatowej do zaniku

piany.
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% Saczki membranowe: Oprawki do saczkow typu Sartorius umyto w cieptej wodzie
z detergentem, wyplukano woda biezaca i destylowang. Wewnatrz sgczkow umieszczono
membrany filtracyjne Sartorius o $rednicy porow 0,22 um. Po sprawdzeniu szczelnosci
saczki zawinigto w papier pergaminowy, umieszczono Ww puszce sterylizacyjnej
i wyjalowiono w autoklawie w temperaturze 120°C + 2°C przy nadcisnieniu 101,1 kPa

przez 20 minut.

% Korki gumowe do butelek infuzyjnych umyto w cieplej wodzie z detergentem,
wyplukano wodg biezaca i destylowang. Zanurzone w wodzie destylowanej wyjatawiano

w autoklawie w temperaturze 120°C + 2°C przy nadci$nieniu 101,1 kPa przez 20 minut.

7.4. Loza do pracy aseptycznej

Przed przystgpieniem do pracy wewnegtrzne powierzchnie lozy umyto ciepltym
roztworem detergentu, woda, a nastgpnie przetarto 1% roztworem chlorku
benzalkoniowego. W lozy umieszczono wszystkie niezbedne utensylia oraz surowce.
Wilaczono nawiew jalowego powietrza oraz lampy UV. Po 30 minutach wytaczono lampy

UV 1 przystgpiono do pracy.
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8. Roztwory wodne oraz krople do oczu z ceftazydymem w wersjach
recepturowych, sklad, sporzadzanie

8.1. Sklad recepturowy roztworéw wodnych i kropli do oczu z ceftazydymem

Sktad 1% i 5% roztworow wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach

recepturowych przedstawiono w tabeli 14.
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Tabela 14. Sklad 1% i 5% wodnych roztworéw i kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych

Symbol wersji

Skladniki
na 100 g kropli 1% krople 5% Kkrople
0q1%) 1R 2R 3R 4R 0s9%) IR IIR IR IVR
Ceftazydym 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
w przeliczeniu na preparat Biotum* | 1,259 ------ 1,259 1,259 1,259 1,259 6,295 6,295 6205 | 6,295 ------ 6,295
Woda do iniekcji 99,00 - = = = 95,00 = = - =
Bufor cytrynianowy I - 99,00 96,1 - - - 95,00 92,1 - -
Bufor cytrynianowy II - - - 49,5 48,05 - - - 47,5 46,05
ql?azttzﬁéfnl:;’is - . . 49,5 48,05 . . . 47,5 46,05
0,04% roztwér boranu fenylorteciowego - - 2,5 - 2,5 - - 2,5 - 2,5
Alkohol p-fenyloetylowy = - 0,4 - 0,4 - - 0,4 - 0,4

* podane ilo$ci preparatu Biotum odpowiadaja przyktadowej serii Biotum: 5010607A.

W przypadku zastosowania innych serii Biotum, ilo$¢ preparatu modyfikowana byta w oparciu o oznaczong zawarto$¢ ceftazydymu w danej serii Biotum (punkt 11.5.1.).
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8.2. Uzasadnienie skladu recepturowego wodnych roztworow i kropli do oczu
z ceftazydymem

Uzasadnienie skladu recepturowego wodnych roztworéw 1 kropli do oczu

z ceftazydymem przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Uzasadnienie skladu recepturowego wodnych roztworow i kropli do oczu z ceftazydymem
Wersje .
] Cel sporzadzenia
recepturowe

01%) 1 0¢se%)

Ocena trwatosci fizykochemicznej 1% i 5% wodnych roztworow ceftazydymu,
przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni.

Uzyskane wyniki analiz stanowily podstawe do zastosowania w sktadzie kropli
buforu cytrynianowego a takze byly odnosnikiem w ocenie wptywu
poszczegolnych sktadnikow kropli na ich wlasciwosci fizyczne
i trwato$¢ chemiczna.

1IRiIR

Ocena wptywu zastosowanych buforow cytrynianowych na trwatosé¢
fizykochemiczna 1% i 5% niekonserwowanych kropli z ceftazydymem,
przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni.

2RiIIR

Ocena wptywu zastosowanych srodkow konserwujacych:
boranu fenylorteciowego i alkoholu B-fenyloetylowego
na trwato$¢ fizykochemiczng 1% i 5% buforowanych kropli z ceftazydymem,
przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni.

3RilIIR

Ocena wptywu alkoholu poliwinylowego, jako srodka zwigkszajacego lepkosc,
na trwato$¢ fizykochemiczng 1% i 5% niekonserwowanych kropli
z ceftazydymem, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni.

4RiIVR

Ocena wptywu alkoholu poliwinylowego, jako $rodka zwickszajacego lepkose,
na trwatos¢ fizykochemiczna 1% i 5% buforowanych i konserwowanych kropli
z ceftazydymem, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni.
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8.3. Tok postepowania przy sporzadzaniu roztworéw wodnych oraz kropli do oczu

z ceftazydymem

1% 1 5% roztwory wodne oraz krople do oczu z ceftazydymem zostaly sporzadzone
zgodnie ze sktadem recepturowym, podanym w tabeli 14, wedlug opisanych ponizej

procedur, wlasciwych dla danej wersji.

% 1% i5% wodne roztwory ceftazydymu (wersje nr 0o, i nr 0(se,))

W warunkach aseptycznych odwazono do jatowej zlewki preparat Biotum w ilosci
odpowiadajacej 1,0 g lub 5,0 g bezwodnego ceftazydymu. Nast¢epnie dodano przepisang
ilos¢ wody do iniekcji 1 wymieszano do rozpuszczenia substancji. Otrzymany roztwor
przesaczono przez saczek membranowy o srednicy porow 0,22 um £ 0,01 um do jalowych
butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 ml, ktore nastepnie zamknieto gumowymi korkami

1 metalowymi kapslami.

X/

< 1% i 5% buforowane krople do oczu z ceftazydymem (wersje nr 1R i IR)

W warunkach aseptycznych odwazono do jatowej zlewki preparat Biotum w ilosci
odpowiadajacej 1,0 g lub 5,0 g bezwodnego ceftazydymu. Nastgpnie dodano przepisang
ilo$¢ buforu cytrynianowego I i wymieszano do rozpuszczenia substancji. Otrzymane
krople przesaczono przez sgczek membranowy o Srednicy porow 0,22 um £ 0,01 um
do jatowych butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 ml, ktore nastepnie zamknigto

gumowymi korkami i metalowymi kapslami.

% 1% i 5% buforowane i konserwowane krople do oczu z ceftazydymem
(wersje nr 2R i [IR)

W warunkach aseptycznych odwazono do jalowej zlewki preparat Biotum w ilo$ci
odpowiadajacej 1,0 g lub 5,0 g bezwodnego ceftazydymu. Nast¢pnie dodano przepisang ilo$¢
buforu cytrynianowego I, wymieszano do rozpuszczenia substancji i zakonserwowano

0,04% roztworem pomocniczym boranu fenylortgciowego oraz alkoholem B-fenyloetylowym.
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Otrzymane krople przesaczono przez saczek membranowy o Srednicy porow 0,22 um
+ 0,01 um do jatowych butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 ml, ktore nastgpnie zamknigto

gumowymi korkami i metalowymi kapslami.

% 1% i 5% buforowane krople do oczu z ceftazydymem o zwiekszonej lepkosci
(wersje nr 3R i ITIR)

W warunkach aseptycznych odwazono do jalowej zlewki preparat Biotum w ilo$ci
odpowiadajacej 1,0 g lub 5,0 g bezwodnego ceftazydymu. Nastgpnie dodano przepisang ilo$¢
buforu cytrynianowego II, wymieszano do rozpuszczenia substancji i przesaczono przez
saczek membranowy o $rednicy poréw 0,22 um =+ 0,01 um do jatowej zlewki. Dodano
przepisang ilo$¢ roztworu PVA o lepkosci n = 42,11 mPa-s i wymieszano. Otrzymane krople
rozlano do jalowych butelek infuzyjnych o pojemnosci 100 ml, ktore nastgpnie zamknigto

gumowymi korkami i metalowymi kapslami.

% 1% i 5% buforowane i konserwowane krople do oczu z ceftazydymem

o zwiekszonej lepkosci (wersje nr 4R i IVR)

W warunkach aseptycznych odwazono do jatowej zlewki preparat Biotum w ilo$ci
odpowiadajacej 1,0 g lub 5,0 g bezwodnego ceftazydymu. Nastepnie dodano przepisang ilo§¢
buforu cytrynianowego II, wymieszano do rozpuszczenia substancji i zakonserwowano
0,04% roztworem pomocniczym boranu fenylorteciowego oraz alkoholem B-fenyloetylowym.
Po wymieszaniu przesgczono przez sagczek membranowy o $rednicy porow 0,22 pm + 0,01 um
do jatowej zlewki. Dodano przepisang ilo$¢ roztworu PVA o lepkosci 1 = 42,11 mPa-s
1 wymieszano. Otrzymane krople rozlano do jalowych butelek infuzyjnych o pojemnosci

100 ml, ktore nastgpnie zamknigto gumowymi korkami i metalowymi kapslami.
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Ryc. 10. Krople do oczu z ceftazydymem bezposrednio po sporzadzeniu (przykladowa wersja 1R)

Kazda wersj¢ recepturowag kropli do oczu oraz roztwory wodne ceftazydymu
bezposrednio po sporzadzeniu rozdzielono na dwie serie, ktore byly analizowane
oddzielnie. Roztwory 1 krople przechowywano w chlodziarkach farmaceutycznych
w temperaturach 4°C i 20°C przez okres 30 dni, chronigc od $wiatla. Bezposrednio
po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania dokonywano oceny jako$ciowe]
roztworéw wodnych 1 kropli z ceftazydymem, w ramach ktorej oznaczano ich trwatos§¢

fizyczna i chemiczna.
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9. Krople do oczu z ceftazydymem w wersjach ,przemyslowych”, sklad,
sporzadzanie

9.1. Sklad 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemyslowych”

Sktad 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”

przedstawiono w tabeli 16.

9.2. Tok postepowania przy sporzadzaniu kropli do oczu z ceftazydymem

w wersjach ,,przemystowych”

1% 1 5% krople do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”
sporzadzono w warunkach aseptycznych zgodnie ze sktadami podanymi w tabeli 16,
przez polaczenie preparatu Biotum z przepisang iloscig odpowiedniego rozpuszczalnika
1 mieszanie do rozpuszczenia. Otrzymane krople rozlano do jalowych butelek infuzyjnych
o pojemnosci 100 ml, ktore nastepnie zamkni¢to gumowymi korkami i metalowymi
kapslami. Kazda wersj¢ ,,przemystowa” kropli do oczu natychmiast po sporzadzeniu

rozdzielono na dwie serie, ktore byly przechowywane i oznaczane niezaleznie.

Do wykonania kropli uzyto rozpuszczalnikéw ,przemystowych” bezposrednio
po ich sporzadzeniu oraz rozpuszczalnikoéw poddanych uprzednio testowi w warunkach
przyspieszonego starzenia: przechowywanych przez okres 6 miesigcy w temperaturze

40°C+2°C/75RH + 5 RH.

Wszystkie  krople  przechowywano w  chlodziarkach  farmaceutycznych
w temperaturze 4°C przez okres 30 dni, chronigc od $wiatla. Bezpo$rednio po sporzadzeniu
oraz w trakcie przechowywania dokonywano oceny jako$ciowej kropli, w ramach ktorej

oznaczano ich trwato$¢ fizyczng i chemiczng.
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Tabela 16. Sklad 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”

Symbol wersji**

Skladniki 1% krople 5% krople

na 100 g kropli
1P0i 1P6 2P0 i2P6 3P0i3P6 4P0 i 4P6 IP0 i IP6 11PO i ITP6 11IPO i I1IP6 IVPOiIVP6

Ceftazydym 1,0 1,0 1,0 1,0 5,0 5,0 5,0 5,0

w przeliczeniu

na preparat Biotum* 1,256 1,256 1,256 1,256 6,280 6,280 6,280 6,280

rozuszczalnik nr 1 99,0 - - = = - - -

rozuszczalnik nr 2 - 99,0 - = = - - -

rozuszczalnik nr 3 - - 99,0 - - = - -

rozuszczalnik nr 4 - - - 99,0 = = = -

rozuszczalnik nr I - - - - 95,0 = = -

rozuszczalnik nr I1 - - - - - 95,0 - -

rozuszczalnik nr IIT - - - - - - 95,0 -

rozuszczalnik nr IV - - - - - - - 95,0

*podane iloéci preparatu Biotum odpowiadajg zastosowanej serii: 5050909 A (oznaczenie zawartosci: punkt 11.5.1.)

**w celu odroznienia wersji kropli wykonanych na bazie rozpuszczalnikow $wiezo sporzadzonych od sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnikoéw przechowywanych uprzednio
przez okres 6 miesiecy w warunkach testu przyspieszonego starzenia (40°C +2°C / 75 RH + 5 RH), wprowadzono nastepujgce oznaczenia wersji kropli:

cyfra arabska lub cyfra rzymska P cyfra 0 lub cyfra 6
wersia 1% kropli wersia 5% kropli symbol wersji rozpuszczalnik rozpuszczalnik przechowywany
Ja 170 Krop Ja 70 Krop »przemystowej” $wiezo sporzadzony przez okres 6 miesigcy (40°C / 75 RH)
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10. Ocena fizyczna 1% i 5% roztworow wodnych i kropli do oczu z ceftazydymem

w wersjach recepturowych i ,,przemystowych”

10.1. Tozsamos¢

W badaniach opisanych w niniejszej pracy stosowano ceftazydym z produktu
leczniczego o nazwie handlowej Biotum. Uzyte serie preparatu znajdowaly si¢ w obrocie,
dlatego zatozono, ze wymagane przez Farmakope¢ badania substancji leczniczej,
takie jak badanie tozsamos$ci czy badanie substancji pokrewnych, wykonane zostaly
przez producenta przed zwolnieniem danych serii do obrotu. Dodatkowo tozsamos¢
ceftazydymu potwierdzona zostala w ramach oznaczen specyficznosci zastosowanej
metody HPLC (punkt 11.5.2.).

Tozsamos$¢ 1% 1 5% kropli recepturowych oraz ,,przemystowych” zgodnie
z wytycznymi ICH potwierdzajg wyniki analizy chromatograficznej, w tym czas retencji
oraz wspotczynnik retencji, ktore kontrolowano przez caty czas prowadzonych badan.

Przyktadowe wyniki przedstawiono w tabeli 39 oraz na rycinach 28 - 41.
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¢ Ocena fizyczna

Bezposrednio po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania, w odstgpach
trzydniowych, prowadzono ocen¢ fizyczng roztworow wodnych i kropli, w ramach ktorej
oznaczano pH 1 ci$nienie osmotyczne oraz dodatkowo lepkos¢ dla wersji kropli
zawierajacych w skladzie alkohol poliwinylowy. Ponadto prowadzono oceng
organoleptyczna, w ramach ktorej okre§lano przezroczystos¢, zabarwienie oraz zapach

roztwordéw wodnych 1 kropli.

10.2. pH kropli

Wyniki pH roztworéw wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach
recepturowych 1 ,przemyslowych” przedstawiono jako warto$§¢ S$rednia z dwoch
niezaleznie oznaczanych serii kropli. Dla kazdej serii wykonano po trzy pomiary,

a nastepnie wyliczono $rednig 1 odchylenie standardowe pojedynczego wyniku dla n = 6.

Wyniki badan pH 1% 1 5% roztworow wodnych oraz kropli do oczu
z ceftazydymem w wersjach recepturowych, bezposrednio po sporzadzeniu oraz w trakcie
przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni, przedstawiono w tabelach
171 18.

Wyniki badan pH 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”,
sporzadzonych z uzyciem $wiezo wykonanych rozpuszczalnikéw, bezposrednio
po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania w temperaturze 4°C przez 30 dni
przedstawiono w tabeli 19.

Wyniki badah pH 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”,
sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnikbw poddanych uprzednio testowi
przyspieszonego starzenia (40°C / 75 RH) przez okres 6 miesiecy, bezposrednio
po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania w temperaturze 4°C przez okres 30 dni,

przedstawiono w tabeli 20.
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Tabela 17. pH 1% roztworow wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych, przechowywanych w temperaturze 4°C oraz 20°C

pH
wersja . . . . . . . 4.2 3.z 4.2 3.z
T temp. dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
4°C 7,53+ 0,00 7,52+0,01 7,52+0,01 7,47+0,01 7,44+ 0,01 7,42+0,01 7,41 +0,01 7,37+0,01 7,35+0,01 7,34+ 0,00 7,30 + 0,02
O1os)

20°C 7,53 £ 0,00 7,51+0,01 7,49 £ 0,01 7,47+0,01 7,43 +0,01 7,40+ 0,01 7,36 £ 0,02 7,23 £ 0,00 7,28+0,01 7,25+0,01 7,24 +0,01
4°C 6,32+0,01 6,32+0,01 6,30+ 0,01 6,31+ 0,00 6,31+0,01 6,32+0,01 6,30 £ 0,02 6,32+0,02 6,32+ 0,02 6,30+ 0,01 6,30+ 0,01

1R
20°C 6,32+0,01 6,33 +£0,00 6,32 + 0,00 6,32+ 0,01 6,30+ 0,01 6,29+ 0,01 6,33+ 0,03 6,33+ 0,01 6,29 + 0,02 6,31 +0,02 6,29 + 0,01
4°C 6,25+ 0,01 6,24+ 0,01 6,25 £ 0,00 6,22+ 0,01 6,24+ 0,01 6,23+ 0,01 6,24+ 0,01 6,22+ 0,01 6,23 + 0,01 6,24+ 0,01 6,25+ 0,01

2R
20°C 6,25+0,01 6,25 + 0,00 6,25+ 0,01 6,24+ 0,01 6,25+ 0,01 6,24+ 0,00 6,24+ 0,01 6,23 +£0,02 6,23 + 0,03 6,25+ 0,01 6,23 +£ 0,01
4°C 6,30+ 0,00 6,31+ 0,00 6,31 +0,01 6,30+ 0,00 6,29+ 0,01 6,29+ 0,01 6,29 + 0,02 6,28 £ 0,01 6,28 £ 0,00 6,29+ 0,01 6,29 +£0,01

3R
20°C 6,30+ 0,00 6,30+ 0,01 6,30 £ 0,00 6,29 + 0,00 6,30+ 0,02 6,27 + 0,00 6,28 £ 0,01 6,28 +£ 0,01 6,26 + 0,01 6,27+ 0,01 6,27 + 0,02
4°C 6,21 +0,01 6,21 +0,01 6,21 £0,01 6,21 +0,01 6,21 +0,01 6,19+ 0,00 6,20+ 0,01 6,19+ 0,01 6,20+ 0,01 6,21 +0,01 6,20+ 0,01

4R
20°C 6,21+0,01 6,21 £0,02 6,21 £0,01 6,20+ 0,01 6,21 £ 0,00 6,22 +0,01 6,21 0,00 6,19+0,01 6,20 + 0,01 6,19 £ 0,02 6,19 £ 0,02
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Tabela 18. pH 5% roztworéw wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych, przechowywanych w temperaturze 4°C oraz 20°C

pH
wersja Qe Qe et Qe et Qe Qe et Qe . et
temp. dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
recepturowa

4°C 7,75+ 0,01 7,59 +0,01 7,51+0,01 7,49 +0,01 7,49 +0,01 7,46+ 0,01 7,41 +£0,02 7,38+ 0,01 7,37+ 0,02 7,34+ 0,01 7,35+0,01

UE)
20°C 7,75 + 0,01 7,69+ 0,01 7,63 +£0,01 7,61 +0,01 7,58 £ 0,02 7,41 +0,01 7,26 £ 0,02 7,19+ 0,01 7,01 +0,02 7,06 + 0,01 7,05 + 0,05
4°C 6,48 + 0,01 6,49 + 0,00 6,48 £ 0,01 6,46 + 0,00 6,47 +0,01 6,44+ 0,01 6,44+ 0,01 6,41 +0,01 6,41 +0,01 6,41 +0,01 6,40+ 0,01

IR
20°C 6,48 £0,01 6,42 + 0,00 6,40 £ 0,01 6,39+ 0,01 6,40 + 0,01 6,39+ 0,01 6,38 +£0,01 6,39+ 0,01 6,40+ 0,01 6,38 +£0,01 6,38 +0,01
4°C 6,36 £ 0,00 6,36+ 0,01 6,36 0,01 6,33 +0,01 6,32+ 0,02 6,31+0,01 6,33 +£0,01 6,30+ 0,01 6,31 +0,02 6,29 +0,01 6,31 +0,02

IR
20°C 6,36 + 0,00 6,35+0,01 6,34 + 0,02 6,32 +0,01 6,33 +0,01 6,32+ 0,01 6,32 + 0,02 6,29 +0,01 6,30 + 0,02 6,31 +0,01 6,30 + 0,02
4°C 6,43 +0,01 6,42 +0,01 6,42 +0,01 6,43 +0,01 6,42 +0,01 6,41 +0,01 6,40 + 0,01 6,39 +0,01 6,38 0,01 6,38 +0,01 6,36+ 0,01

IR
20°C 6,43 +0,01 6,43 +0,01 6,43 + 0,02 6,41 +0,01 6,39 +0,01 6,36+ 0,01 6,36+ 0,01 6,35+ 0,00 6,34 +0,01 6,31 +0,01 6,33 +0,01
4°C 6,35+ 0,00 6,36+ 0,01 6,34 + 0,02 6,35+0,01 6,34 +0,01 6,32 + 0,02 6,30+ 0,01 6,28 + 0,00 6,28 + 0,00 6,27 + 0,00 6,27+ 0,01

IVR
20°C 6,35+ 0,00 6,36+ 0,01 6,34 +0,01 6,35+0,01 6,34 +0,01 6,32+ 0,01 6,31 +0,01 6,29 +0,01 6,28 + 0,00 6,29 +0,01 6,27+ 0,01
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Tabela 19. pH 1% i 5% Kkropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemyslowych”, przechowywanych w temperaturze 4°C, wykonanych z uzyciem $wiezo sporzadzonych

rozpuszczalnikow
pH

wersja dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
1P0 6,30+ 0,00 6,31+0,01 6,31+0,01 6,30+ 0,01 6,28 + 0,00 6,29+ 0,01 6,29 +£0,01 6,27 £ 0,00 6,28 £ 0,01 6,28 £ 0,01 6,27 £ 0,02
2P0 6,26+ 0,01 6,27+ 0,01 6,26+ 0,01 6,26+ 0,01 6,25+0,01 6,24+ 0,01 6,24 £ 0,00 6,24 +£0,01 6,23 £ 0,01 6,23 £ 0,01 6,22 +0,01
3P0 6,25+ 0,00 6,25+0,01 6,24+ 0,01 6,25+ 0,01 6,24 + 0,00 6,23+ 0,01 6,24 +£0,01 6,25+0,01 6,23 + 0,00 6,24 + 0,00 6,24 + 0,01
4P0 6,20+ 0,01 6,20 + 0,00 6,18+ 0,01 6,18+ 0,01 6,19+0,01 6,17+0,01 6,17+0,01 6,18+0,01 6,17+0,01 6,16 £ 0,01 6,17+0,01
1P0O 6,43 £ 0,00 6,40 £ 0,01 6,41 +£0,01 6,39+ 0,01 6,40 =+ 0,00 6,38+ 0,01 6,37+0,01 6,38 £0,01 6,38 £0,01 6,36 £ 0,00 6,36 £0,01
11P0 6,39+0,01 6,40 = 0,00 6,39+0,01 6,38+ 0,01 6,38 +£0,01 6,37+0,01 6,36 £ 0,01 6,37+0,01 6,37 +0,02 6,37 +0,02 6,35+0,01
ITIIPO 6,56+ 0,01 6,56 0,00 6,55+0,01 6,51 +£0,01 6,50 0,00 6,51 +£0,01 6,48 £0,01 6,46 £ 0,01 6,46 £ 0,02 6,43 £0,02 6,41 £0,03
IVPO 6,41 +0,01 6,42+ 0,00 6,41 +0,01 6,39+ 0,01 6,39+ 0,01 6,38+ 0,01 6,38+ 0,01 6,37+0,01 6,35+0,01 6,34+ 0,01 6,33+0,01
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Tabela 20. pH 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych”, przechowywanych w temperaturze 4°C, sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnikéw,
poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia

pH

wersja dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
1P6 6,20 0,00 6,19+ 0,00 6,20+ 0,01 6,19+ 0,01 6,18+ 0,01 6,17+ 0,01 6,18 £ 0,00 6,18+ 0,01 6,18+ 0,01 6,17+ 0,01 6,18 + 0,00
2P6 6,10+ 0,01 6,08 + 0,00 6,08 +0,01 6,06+ 0,01 6,04+ 0,01 6,03 +0,01 6,03 +£0,01 6,03 + 0,00 6,03 £ 0,02 6,02 + 0,02 6,03 + 0,02
3P6 6,06+ 0,01 6,05 + 0,00 6,05+0,01 6,03 + 0,00 6,04 £ 0,00 6,02 £ 0,00 6,02 +0,01 6,01 +0,01 6,00 + 0,01 6,01 +0,01 6,01 +0,01
4P6 6,04 +0,01 6,05 + 0,00 6,04+ 0,01 6,04+ 0,01 6,03 +0,01 6,02 +0,01 6,04+ 0,01 6,04 + 0,01 6,02 + 0,00 6,03 £ 0,02 6,04 + 0,01
IP6 6,24 + 0,00 6,24+ 0,01 6,23 +£0,01 6,23 +£0,01 6,22+ 0,01 6,21 +0,02 6,18+ 0,01 6,22 £ 0,02 6,20+ 0,01 6,19+0,01 6,20+ 0,01
11P6 6,19+ 0,01 6,19 + 0,00 6,19+ 0,01 6,18+ 0,01 6,16+ 0,01 6,17+ 0,01 6,15+0,01 6,16 £ 0,01 6,16 £ 0,02 6,16 £ 0,02 6,15+0,01
I1IP6 6,31 +0,01 6,28 + 0,01 6,28 + 0,01 6,25+ 0,01 6,21 +0,01 6,21 +0,01 6,16 0,01 6,15+0,01 6,16 £ 0,02 6,14 £ 0,01 6,14 + 0,02
IVP6 6,28 + 0,00 6,26+ 0,01 6,26+ 0,01 6,21 +0,01 6,21 +0,01 6,16+ 0,01 6,15+0,01 6,14 £ 0,02 6,15+0,02 6,14 £ 0,01 6,11 +0,02
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10.3. CiSnienie osmotyczne

Wyniki oznaczen ci$nienia osmotycznego roztworow wodnych oraz kropli do oczu
z ceftazydymem w wersjach recepturowych i ,przemystowych” przedstawiono jako
warto$¢ srednig z dwoch niezaleznie oznaczanych serii kropli. Dla kazdej serii wykonano
po trzy pomiary, a nast¢pnie wyliczono $rednig i odchylenie standardowe pojedynczego

wyniku dla n = 6.

Wyniki badan ci$nienia osmotycznego 1% 1 5% roztworéw wodnych oraz kropli
do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych, bezposrednio po sporzadzeniu
oraz w trakcie przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni,
przedstawiono w tabelach 21 1 22.

Wyniki badan ci$nienia osmotycznego 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach
»przemystowych”, sporzadzonych z uzyciem $§wiezo wykonanych rozpuszczalnikow,
bezposrednio po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania w temperaturze 4°C
przez 30 dni, przedstawiono w tabeli 23.

Wyniki badan ci$nienia osmotycznego 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach
»przemystowych”, sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnikow poddanych uprzednio
testowi przyspieszonego starzenia (40°C / 75 RH) przez okres 6 miesiecy, bezposrednio
po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania w temperaturze 4°C przez 30 dni,

przedstawiono w tabeli 24.
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Tabela 21. Ci$nienie osmotyczne 1% roztworéw wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych, przechowywanych w temperaturze 4°C oraz 20°C

Ci$nienie osmotyczne [mOsm/l]

wersja ., . . ., . ., . . . . .
1 temp. dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
recepturowa

4°C 40+ 1 41+0 40+ 1 42+ 1 42+0 43+1 43+ 1 4 +1 45+ 0 44+ 1 45+ 0
0%

20°C 40+ 1 41+0 42 +1 42+ 1 44+ 0 47+ 1 50+ 1 52+1 52+0 52+1 52+0

4°C 332+0 330+0 329+0 329+0 331+2 329+1 33241 33242 332+1 33242 334+2
1R

20°C 332+0 330+2 335+1 335+2 338+2 339+1 341 +1 342 +3 344 £ 1 346+ 3 346 + 1

4°C 358+0 358 +1 359+1 360 +2 360+ 0 359+1 3621 360 +2 362+2 363+6 364+2
2R

20°C 3580 359+1 359+1 361 +£2 360 £ 1 362+ 1 366 £ 1 367 +2 368 £1 372+2 372+ 1

4°C 349+ 1 348+ 1 350+ 1 349 +£2 351+1 350+ 1 351+1 353+£2 353+2 355+3 354 +2
3R

20°C 349+ 1 353+2 351+1 352+2 353+£2 357+2 357+2 359+ 1 358+ 1 360+ 2 361 +£2

4°C 386+1 387+1 387+1 387+1 388 +£2 387+2 388 +£2 390+3 392+2 392+2 393+2
4R

20°C 386+1 389 +2 389+1 391+£2 393 +2 398 £1 398 £2 400+ 1 401+ 1 402 +£2 403 £2

85




Tabela 22. Ci$nienie osmotyczne 5% roztworéw wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych, przechowywanych w temperaturze 4°C oraz 20°C

Ci$nienie osmotyczne [mOsm/l]

wersja ., . . ., . ., . . . . .
1 temp. dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
recepturowa

4°C 197 +£2 198 £2 198 £1 198 +0 200+ 1 194+ 1 190 £ 1 190 £2 191 +1 192+1 193+1

0¢s2%)
20°C 197 +2 198 £1 197 +£2 200+ 1 205+3 210+2 216+2 222+2 226+ 1 227+ 1 230+2
4°C 475+ 1 470+ 1 462+ 1 465 +2 467 +£2 472 +3 479+3 479+ 3 481+ 1 481 +2 483 + 1

IR
20°C 475+ 1 474 + 1 475+2 482 +2 490 + 1 497 + 1 504 +£2 509+ 1 516+2 522+2 521+2
4°C 517+1 517+2 519+1 520+2 520+0 522 +1 523+2 522+2 526+ 1 526+ 1 527+2

IIR
20°C 517 +1 521 +1 529+3 534+3 539+ 1 545+2 551+2 556 +2 566 + 4 573 +3 576 £2
4°C 488 £ 1 487 + 1 487 + 1 498 +£2 492 +2 492 £2 496 + 1 498 + 1 499 £2 501 +2 499 +2

IIIR
20°C 488 + 1 491 +2 499 + 1 505+ 1 512+1 520+£2 523 +4 529 +2 533+3 534+2 540 +3
4°C 521+1 521+1 522+1 522+2 526+ 1 525+2 528 +2 531+2 533+3 535+ 1 534+2

IVR
20°C 521+1 530+ 1 539+2 546 £ 2 551+3 560 £ 1 571+3 578 £2 581+2 586+ 1 592 +2
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Tabela 23. Ci$nienie osmotyczne 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,przemyslowych”, przechowywanych w temperaturze 4°C, wykonanych z uzyciem
Swiezo sporzadzonych rozpuszczalnikow

Cis$nienie osmotyczne [mOsm/l]

wersja dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
1P0 327+1 327+1 328+ 1 328 +2 328+ 1 330+ 1 329+1 330+1 3321 331+2 329+ 1
2P0 340 + 1 342+ 1 343+ 0 345+ 1 344 + 1 346 + 1 345+ 1 348 1 353+1 3521 352+2
3P0 326+0 3261 325+1 327+1 327+1 326+1 327+1 328+1 330+1 329+1 329+ 1
4P0 380+ 1 380+ 1 382+1 384 +1 384 +1 385+2 384+1 3871 389+1 391 +1 391 +1
PO 470 £ 1 469 + 1 471 1 471 1 472 £ 1 472 £ 1 471 £ 1 473 £ 1 474 £ 1 473 £ 1 474 + 1
I1P0 509 + 1 510+ 1 511 +1 511+2 511 +1 510+ 1 512+1 5131 5151 5151 515+1
I11P0 474+ 0 474 £ 0 474 £ 1 475+ 1 473 +1 474 £ 1 476 £+ 1 477 £ 1 480+ 1 479 £ 1 480+ 1
IVPO 520+ 1 521 +£1 522 +£1 524 £ 1 523 +1 526 + 1 527+ 1 528 + 1 531+1 532+1 532+1
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Tabela 24. Cisnienie osmotyczne 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemyslowych”, przechowywanych w temperaturze 4°C, sporzadzonych z uzyciem
rozpuszczalnikow, poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia

Cis$nienie osmotyczne [mOsm/l]

wersja dzien 0 dzien 3 dzien 6 dzien 9 dzien 12 dzien 15 dzien 18 dzien 21 dzien 24 dzien 27 dzien 30
1P6 331+1 332+1 331+1 332+1 332+1 334+1 333+1 3341 3341 335+1 335+ 1
2P6 34242 344 + 1 344 + 1 344 + 1 347 +1 348 + 1 349+ 1 3521 353+1 353+1 354+2
3P6 338+0 337+1 338+1 339+1 340 £ 1 340 £2 339+1 341+1 342 +1 341£2 34242
4P6 396+ 1 397 +1 398+ 1 401 £1 401 £1 401 £1 402 +1 401 £1 404 £ 1 403 £ 1 404 + 1
IP6 479 £ 1 478 £ 1 479 £ 1 479 £ 1 482 + 1 483 +2 481 +1 482 +0 484 £ 1 483 +0 483 + 1
11P6 512+0 513+1 513+1 513+1 515+1 516 +1 516 +1 5151 517+2 5171 516 +2
111P6 488 +2 490 + 1 492 +1 492 +1 493 +2 494 + 1 493 +1 494 + 1 497 £ 1 499 + 1 499 +1
IVP6 542 + 1 542 £ 1 541 £1 545+ 1 548 + 1 549 + 1 552+1 553+1 556+ 1 555+1 555+1
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Czes¢ doswiadczalna

10.4. Lepkosé

Oznaczenie lepkosci zostalo przeprowadzone dla wszystkich wersji kropli
recepturowych 1 ,,przemystowych”, zawierajacych w skladzie alkohol poliwinylowy.
Pomiarow dokonywano przy uzyciu wiskozymetru Hopplera w dniu sporzadzenia
oraz w 30 dniu przechowywania kropli. Dla kazdej z dwoch serii danej wersji wykonano
po trzy pomiary, wyniki przedstawiono jako wartos¢ srednig i odchylenie standardowe

(dla n = 6) pojedynczego wyniku.

Wyniki badan lepkosci 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach recepturowych
bezposrednio po sporzadzeniu oraz w 30 dniu przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C
przedstawiono w tabeli 25.

Wyniki badan lepkosci 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach
»przemystowych”, sporzadzonych z uzyciem $wiezo wykonanych rozpuszczalnikow
(wersje 3P0 1 4P0 oraz IIIPO i IVPO) bezposrednio po sporzadzeniu oraz w 30 dniu
przechowywania kropli w temperaturze 4°C przedstawiono w tabeli 26.

Wyniki badan lepkosci 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach
»przemystowych”, sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnikow poddanych uprzednio
testowi przyspieszonego starzenia przez okres 6 miesiecy (40°C / 75 RH) (wersje: 3P6
1 4P6 oraz II1P6 1 IVP6), bezposrednio po sporzadzeniu oraz w 30 dniu przechowywania

kropli w temperaturze 4°C, przedstawiono w tabeli 27.
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Tabela 25. Lepko$¢ 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych, przechowywanych

w temperaturze 4°C oraz 20°C

lepko$¢ [mPa-s]|
wersja kropli dzien 30
dzien 0
4°C 20°C
3R 7,82 £ 0,00 7,82 + 0,00 7,82 + 0,00
4R 7,48 £ 0,00 7,48 + 0,00 7,50 = 0,00
IR 7,70 £ 0,00 7,70 £ 0,00 7,71 = 0,00
IVR 7,57 £ 0,00 7,57 £ 0,00 7,59 + 0,00

Tabela 26. Lepkos$¢ 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemyslowych”, przechowywanych

w temperaturze 4°C, wykonanych z uzyciem $wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikow

lepko$¢é [mPa-s]|
wersja kropli
dzien 0 dzien 30
3P0 7,80 + 0,00 7,82 £ 0,01
4P0 7,52 + 0,00 7,52 £ 0,00
11P0 7,67 £ 0,00 7,67 £ 0,00
IVPO 7,48 £ 0,00 7,45 £+ 0,00

Tabela 27.

Lepkos¢ 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystlowych”, przechowywanych
w temperaturze 4°C, wykonanych z uzZyciem rozpuszczalnikow poddanych uprzednio testowi
przyspieszonego starzenia

lepko$¢é [mPa-s]|
wersja kropli
dzien 0 dzien 30
3P6 8,41 + 0,00 8,40 + 0,01
4P6 8,28 £ 0,00 8,26 £0,01
111P6 8,49 + 0,00 8,46 £ 0,01
IVP6 8,29 £ 0,00 8,27 £ 0,01




Cze$¢ doswiadczalna

10.5. Badania organoleptyczne

W ramach badan organoleptycznych okreslano przezroczysto$¢, zabarwienie
oraz zapach roztworéw wodnych 1 kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach
recepturowych 1 ,przemystowych”, bezposrednio po sporzadzeniu oraz w trakcie

przechowywania w temperaturach 4°C i 20°C.

% 1% roztwory wodne i krople z ceftazydymem

W dniu sporzadzenia 1% roztwory wodne oraz wszystkie 1% wersje kropli
byty bezbarwne, przezroczyste, o lekkim zapachu antybiotyku, ktory w przypadku kropli
konserwowanych maskowany byt zapachem alkoholu B-fenyloetylowego.

Przez caly okres przechowywania wszystkie wersje kropli oraz roztwory wodne
ceftazydymu pozostaly przezroczyste, niezaleznie od temperatury przechowywania.
Zaobserwowano  natomiast  stopniowe  zotknigcie = wszystkich  wersji  kropli
przechowywanych w temperaturze 20°C oraz jeszcze bardziej intensywne, notowane
dla obu temperatur - zbtkniecie roztworéw wodnych ceftazydymu. W trakcie
przechowywania zaobserwowano réwniez pojawianie si¢ charakterystycznego zapachu
pirydyny — jednego z produktéw rozktadu ceftazydymu. Zmiany zapachu roztworéw
wodnych 1 kropli byly znacznie bardziej intensywne dla wersji przechowywanych

w temperaturze 20°C.

dzien 0 dzien 30 (4°C) dzien 30 (20°C)

Ryc. 11. Zmiany zabarwienia 1% kropli (przykladowa wersja 1R) w trakcie przechowywania w temperaturach 4°C i 20°C
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¢ 5% roztwory wodne i krople z ceftazydymem

W dniu sporzadzenia 5% roztwory wodne oraz wszystkie 5% wersje kropli
byly przezroczyste, mialy zabarwienie stomkowe i charakterystyczny zapach antybiotyku,
ktory w przypadku kropli konserwowanych maskowany byt zapachem alkoholu
B-fenyloetylowego.

Przez caly okres przechowywania wszystkie wersje kropli oraz roztwory wodne
ceftazydymu pozostaly przezroczyste, niezaleznie od temperatury przechowywania.
Zaobserwowano natomiast zmiany zabarwienia oraz zapachu, znacznie bardziej
intensywne niz dla 1% wersji, zalezne od temperatury przechowywania. Najwigksze

zmiany odnotowano w roztworach wodnych przechowywanych w temperaturze 20°C.

dzien 0 dzien 30 (4°C) dzien 30 (20°C)

Ryc. 12. Zmiany zabarwienia 5% kropli (przykladowa wersja IR) w trakcie przechowywania w temperaturach 4°C i 20°C

W  okresie trwalos$ci kropli, limitowanym 90% zawartosciag ceftazydymu
(punkt 11.6.4.) krople pozostawaly przezroczyste, 1% wersje kropli rowniez bezbarwne,
natomiast 5% wersje nieznacznie zmienily kolor ze stomkowego na jasnozoétty.
Zapach pirydyny byt praktycznie niewyczuwalny (1% wersje) lub bardzo stabo

wyczuwalny (5% wersje).
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11.  Analiza zmian zawartosci ceftazydymu w 1% i 5% roztworach wodnych
oraz kroplach do oczu w wersjach recepturowych i ,przemystowych”,

przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

11.1. Warunki rozdzialu chromatograficznego

Analiza zmian zawartos$ci ceftazydymu w roztworach wodnych oraz w kroplach
do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych i ,,przemystowych” prowadzona byta
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z wykorzystaniem elucji
izokratycznej. Zastosowana metoda zostala opracowana w oparciu o monografi¢
Ceftazidime USP 29 [158]. Zmodyfikowano sktad fazy ruchomej poprzez zwigkszenie
ilosci acetonitrylu o 100% w odniesieniu do ilosci zalecanej przez USP 29. Podstawa
do modyfikacji metody farmakopealnej byl brak powtarzalno$ci czasu retencji
dla ceftazydymu.

Parametry zastosowanej metody przedstawiono w tabeli 28.

Tabela 28. Warunki rozdzialu chromatograficznego

Kolumna RP 18; 4,6 mm*150 mm

bufor fosforanowy pH 7,0 100,0 g

Faza ruchoma acetonitryl 40,0 ml*
woda ultraczysta do 1000,0 g
Przeplyw fazy ruchomej 1,5 ml/min
Objetos¢ nastrzyku 20 pl
Marker czasu martwego uracyl
Dlugo$¢ fali detektora 254 nm

25°C, stala w czasie calego procesu analizy

LB i) (kolumna jest termostatowana)

Typ elucji izokratyczna

* wg USP 29 ilo$¢ acetonitrylu = 20,0 ml
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11.2. Sporzadzenie fazy ruchomej

v' Sklad fazy ruchome;j

Acetonitryl 40,0 ml = 312 ¢ (gestos¢ acetonitrylu = 0,786 g/cm’)
Bufor fosforanowy pH 7,0 100,0 g
Woda ultraczysta do 1000,0 g

Tok postepowania

Faza ruchoma sporzadzana byla wagowo. Do wytarowanej zlewki odwazono
100,0 g buforu fosforanowego* pH 7,0 oraz 31,2 g acetonitrylu, zmieszano 1 uzupetniono
woda ultraczysta do 1000,0 g. Po dokladnym wymieszaniu cato$§¢ przesaczono przez
saczek do faz ruchomych z politetrafluoroetylenu — Millipore o $rednicy poréw 0,45 um

do jatowych butelek z ciemnego szkla i odgazowano przy uzyciu myjki ultradzwickowe;.

* Sporzadzenie buforu fosforanowego pH 7,0

Sklad

Disodu wodorofosforan bezwodny (Na,HPO,) 4259 ¢g

Potasu diwodorofosforan (KH,PO,) 2,722 g

Woda ultraczysta do 100,0 g
Tok postepowania

Na wadze analitycznej odwazono disodu wodorofosforan bezwodny oraz potasu
diwodorofosforan. Sktadniki osobno rozpuszczono na ciepto w czeg$ci przepisanej ilosci
wody ultraczystej. Otrzymane roztwory ochtodzono, polaczono i uzupeliono woda

ultraczysta do wymaganej masy.

Bufor fosforanowy zuzywany byl na biezaco do sporzadzenia fazy ruchomej,
lub po przesaczeniu przez saczek do faz ruchomych z politetrafluoroetylenu — Millipore
o $rednicy porow 0,45 pum do jalowych butelek z ciemnego szkla — przechowywany
w temperaturze 4°C maksymalnie przez okres tygodnia. Faza ruchoma sporzadzana byta

zawsze bezposrednio przed analizg chromatograficzng.
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11.3. Analiza iloSciowa ceftazydymu — metoda wzorca zewne¢trznego

W analizie zawartosci ceftazydymu w kroplach do oczu wykorzystano metode
wzorca zewngtrznego. Sporzadzono trzy krzywe kalibracyjne, przedstawiajace zaleznosé
powierzchni piku od stezenia wzorca ceftazydymu (CRS) w wodzie ultraczystej. Kazda
z krzywych sporzadzana byla przed rozpoczeciem kolejnego etapu badan. Otrzymane
rownania krzywych byty podstawa do obliczenia stezen ceftazydymu w oznaczanych
roztworach lub kroplach.

Kazda z krzywych wzorcowych zostata wykreSlona na podstawie analizy
chromatograficznej 6 roztworé6w wzorcowych ceftazydymu w wodzie ultraczystej
o stezeniach zawierajacych si¢ w przedziale od 25 pg/ml do 150 pg/ml,
czyli obejmujacych zakres 25% - 150% w odniesieniu do oczekiwanych wynikow analizy
kropli 1 roztworé6w bezposrednio po sporzadzeniu. Kazdy z roztworéw wzorcowych

nastrzykiwany byt na kolumng trzykrotnie.

v’ Sporzadzenie roztworow wzorcowych

Na wadze analitycznej odwazono z doktadnoscia do 0,1 mg kolejne nawazki
wzorca ceftazydymu (Ceftazidime CRS), przeniesiono je ilosciowo do kolb miarowych
o pojemnosci 50 ml i uzupetniono objetos¢ kolb woda ultraczysty. Doktadnie wymieszano.
Zawarto$¢ kazdej kolby przeniesiono do zlewki, dodano marker czasu martwego (uracyl)
1 przesaczono przez saczek strzykawkowy Chromafil o $rednicy poréw 0,45 pm do vialki
o pojemnosci 1,5 ml. Vialki z roztworami umieszczono w autosamplerze. Analizg
chromatograficzng prowadzono wedlug punktu 11.1., wykonujac dla kazdego stezenia

wzorca po trzy nastrzyki na kolumng.

v" Wykreslenie krzywych kalibracyjnych
Wyniki analiz, na podstawie ktorych wykreslono trzy krzywe kalibracyjne

(A, B, C) przedstawiono w tabelach 29-31. Krzywe kalibracyjne przedstawiono
na rycinach 13-15.
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Krzywa kalibracyjna A

Tabela 29. Zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia ceftazydymu w roztworach wzorcowych dla krzywej
kalibracyjnej A

Stezenie roztworu Pole powierzchni piku Srednie pole
wzorcowego ceftazydymu . pore
[ng/ml] 1 2 3 powierzchni piku
24,83 791462 788492 793209 791054
51,03 1609947 1621921 1611721 1614530
75,17 2355895 2384788 2355523 2365402
100,34 3180187 3208319 3152904 3180470
124,66 3957196 3923257 3927120 3935858
150,00 4749904 4725155 4698657 4724572
5000 000 -
4000 000 -
2
Q
& 3000000 -
c
S
S 2000000 -
H y = 31478,85x + 8 844,56
o R? =0,99997
1000000 -
0 : . ; . . : . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160

stezenie ceftazydymu [pg/ml]

Ryc. 13.  Krzywa kalibracyjna A ceftazydymu
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Krzywa kalibracyjna B

Tabela 30. Zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia ceftazydymu w roztworach wzorcowych dla krzywej

kalibracyjnej B

Stezenie roztworu Pole powierzchni piku , .
Srednie pole
wzorcowego ceftazydymu owierzehni piku
[pg/ml] 1 2 3 P P
24,95 736025 735987 738654 736889
49,85 1482146 1470575 1496542 1483088
74,85 2224145 2214074 2209132 2215784
101,59 2987121 2975384 2996903 2986469
125,45 3711774 3706742 3698780 3705765
150,89 4449904 4429155 4461231 4446763
5000 000
4000000 -
2
Q
© 3000000 -
c
S
g 2000000 -
H y =29 421,95x + 8 720,53
& R? =0,99997
1000000 -
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

stezenie ceftazydymu [pg/ml]

Ryc. 14.  Krzywa kalibracyjna B ceftazydymu
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Krzywa kalibracyjna C

Tabela 31. Zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia ceftazydymu w roztworach wzorcowych dla krzywej
kalibracyjnej C

Stezenie roztworu Pole powierzchni piku 2 ’
Srednie pole
wzorcowego ceftazydymu owierzchni piku
[pg/ml] 1 2 3 P P
25,09 766759 764723 765812 765765
49,96 1538813 1538173 1531843 1536276
75,02 2284570 2286917 2278024 2283170
99,84 3048473 3062751 3052391 3054538
125,97 3839247 3850212 3837267 3842242
149,72 4523254 4512862 4511954 4516023
5000 000 -
4000000 -
2
Qo
& 3000000
£
g
@ 2000000 -
H y =30 185,09x + 22 122,11
Q R? = 0,99984
1000000 -
0 : . ; : . . : .
0 20 40 60 80 100 120 140 160

stezenie ceftazydymu [pg/ml]

Ryc. 15.  Krzywa kalibracyjna C ceftazydymu
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11.4. Statystyczna analiza regresji

Przeprowadzono analize¢ statystyczna danych, w oparciu o ktore wykreslono
krzywe kalibracyjne ceftazydymu. Dokonano oceny istotnos$ci korelacji migdzy

zmiennymi oraz oceny istotnos$ci regresji [159].

Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono w tabeli 32.
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Tabela 32. Analiza regresji krzywych kalibracyjnych A, B i C ceftazydymu

Parametry oceny

Krzywa wzorcowa A

Krzywa wzorcowa B

Krzywa wzorcowa C

Wspélezynnik korelacji r

r=0,99999 >r,s=0,8114
(@=0,05if=4),
co potwierdza istotnos$¢ korelacji

r=0,99999 >r,=0,8114
(0=0,051f=4),
co potwierdza istotnos¢ korelacji

r=0,99992 >r,;=0,8114
(=0,051f=4),
co potwierdza istotno$¢ korelacji

Rozrzut wartosci (Szy)

S%y = 77604801,38

S%y = 70531465,23

S’y = 386758488,56

Odchylenie standardowe (Sy) Sy = 8809,36 Sy = 8398,30 Sy = 19666,18
Wspolczynnik regresji a a=31478,85 a=29421,96 a=30185,09
Blad standardowy wspoélczynnika regresji a (Sa) Sa=84,53 Sa=79,55 Sa=187,82

Przedzial ufnos$ci wspolczynnika regresji a
att, Sa(a=0,05if=4)

31478,85 + 234,65

29421,96 + 220,83

30185,09 + 521,39

It = 372,41 > t. = 2,776

It = 369,86 >t = 2,776

It = 160,71> t, = 2,776

Istotno$¢ wspolczynnika regresji b (t = b/Sb)

co potwierdza nieistotnosé¢
wspotczynnika regresji

co potwierdza nieistotnos¢
wspotczynnika regresji

Istotno$¢ wspolczynnika regresji a (t = a/Sa) (a=0,051f=4), (a=0,051f=4), (a=0,051f=4),
co potwierdza istotnos$¢ regresji co potwierdza istotnos$¢ regresji co potwierdza istotnosc¢ regresji
Wspélezynnik regresji b b = 8844,67 b =8719,93 b =22122,05
Blad standardowy wspélczynnika regresji b (Sb) Sb = 8237,28 Sb =7789,82 Sb =18307,55
Przedzial ufnos$ci wspolczynnika regresji b "
bt t,, Sh(a=0,05if=4) 8844,67 +22866,70 8719,93 +21624,53 22122,05 + 50821,76
[t] = 1,07 <t,r=2,776 [t] = 1,12 <t,;=2,776 [t| = 1,21 <t,;=2,776
(a=0,051f=4), (a=0,051f=4), (a=0,051f=4),

co potwierdza nieistotnos¢
wspotczynnika regres;ji

Posta¢ rownania regresji

y =31478,85 x

y =29421,96 x

y = 30185,09 x
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11.5. Walidacja metody iloSciowego oznaczania ceftazydymu w roztworach

wodnych oraz kroplach do oczu

Przeprowadzona walidacja metody HPLC oznaczania ceftazydymu w roztworach
wodnych oraz w kroplach do oczu obejmowata: specyficznos¢, liniowos¢ w okreslonym
przedziale stgzen, limity wykrywalno$ci 1 oznaczalno$ci, dokltadno$¢, precyzje

oraz oznaczenie Robustness [160].

11.5.1. Oznaczenie zawartosci ceftazydymu w preparacie Biotum

Z uwagi na fakt, ze preparat Biotum zawiera w skladzie ceftazydym z dodatkiem
weglanu sodu - przed wykonaniem walidacji metody HPLC 1 przed sporzadzeniem kropli
oznaczono zawarto$¢ ceftazydymu w preparacie Biotum. Zawarto$¢ ceftazydymu

oznaczana byta réwniez kazdorazowo przy zastosowaniu nowej serii Biotum.

W badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy zastosowano trzy serie Biotum:

Wersje roztworow i kropli do oczu

Seria Biotum . s
sporzadzone z zastosowaniem danej serii Biotum

Roztwory wodne i krople w wersjach recepturowych o niemodyfikowanej lepkosci

1 A
5010607 wersje: 0o, 1R, 2R, 0504, IR, 1IR,

Roztwory wodne i krople w wersjach recepturowych o modyfikowanej lepkosci

5020708 A
7 wersje: 3R, 4R, IIIR, IVR

Krople w wersjach ,,przemystowych”
5050909 A wersje: 1P0, 2P0, 3P0, 4P0, IPO, IIPO, I1IPO, IVPO
1P6, 2P6, 3P6, 4P6, 1P6, 11P6, IITP6, IVP6

Zawarto$¢ ceftazydymu oznaczono, poddajac analizie chromatograficznej wodne
roztwory preparatu Biotum o znanych st¢zeniach (dla kazdej serii Biotum po 3 stezenia).
Analize chromatograficzng prowadzono zgodnie z parametrami podanymi w punkcie 11.1.,
wykonujac dla kazdej proby po trzy nastrzyki na kolumng. Zawarto$¢ ceftazydymu
w zastosowanych w badaniach seriach preparatu Biotum, liczona z réwnania regresji

odpowiedniej krzywej kalibracyjnej ceftazydymu, przedstawiono w tabeli 33.
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Tabela 33. Zawartos$¢ ceftazydymu w preparacie Biotum

Zawarto$¢ ceftazydymu & 17
c e . s Ilos¢ Biotum [g]
Seria Biotum w preparacie Biotum 2 :
[%] réwnowazna 1 g ceftazydymu
5010607 A 79,43 1,259
5020708 A 79,54 1,257
5050909 A 79,61 1,256

11.5.2. Specyficznos¢

Metoda analityczna jest specyficzna, jesli umozliwia oznaczenie analizowanej
substancji w obecnosci innych, obecnych w probie, np. substancji pomocniczych.
W przypadku metody HPLC sktadniki probki nie moga generowaé sygnatu detektora,
ktory zaklocalby sygnal generowany przez oznaczane substancje - nie moga by¢ one
eluowane z kolumny chromatograficznej w czasie retencji ceftazydymu. Wspotczynnik
Rs - rozdzielczos$¢ pikéw (Resolution) - dla oznaczen ilosciowych powinien by¢ wiekszy

od 1,5 [161].

W celu wykazania specyficzno$ci chromatograficznej metody oznaczania
ceftazydymu w roztworach wodnych oraz w kroplach do oczu przeprowadzono analizg

chromatograficzng (wedlug punktu 11.1.) nastepujacych roztworéw:

¢ roztworu wzorca ceftazydymu (CRS) w wodzie ultraczyste;j,
¢ roztworu ceftazydymu (Biotum) w wodzie ultraczystej,
¢ roztworu ceftazydymu (Biotum) w wodzie ultraczystej z dodatkiem wzorca
ceftazydymu (CRS),
*» roztwordw wszystkich zastosowanych w technologii kropli substancji
pomocniczych:
e cytrynianu sodu,
e kwasu cytrynowego,
e alkoholu poliwinylowego,
e boranu fenylorteciowego,

e alkoholu B-fenyloetylowego,
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¢ roztworu pirydyny (wzorzec do chromatografii gazowej), jako produktu

rozktadu ceftazydymu, ktéry byt oznaczany obok ceftazydymu w roztworach

wodnych i kroplach do oczu.

Stezenia analizowanych substancji dobrano w taki sposob, aby odpowiadaly

ich najwyzszym st¢zeniom, oznaczanym w toku analizy kropli do oczu z ceftazydymem.

Chromatogramy powyzszych roztwordw przedstawiono na rycinach 17 - 24 1 26.

Dodatkowo przedstawiono widma UV w zakresie dilugosci fali 200 - 400 nm dla:

ceftazydymu (Ryc. 16), pirydyny (Ryc. 27), oraz alkoholu B-fenyloetylowego (Ryc. 25),

ktory jako jedyny z zastosowanych substancji pomocniczych wykazywat absorpcje
przy analitycznej dla ceftazydymu dlugosci fali (254 nm).

mAU

200

100

50

150

200

Ryc. 16. Widmo UV ceftazydymu w zakresie dlugosci fali 200 - 400 nm

nm
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uv
200000
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Ryc.17. Chromatogram roztworu wzorca ceftazydymu (CRS) o stezeniu w prébie badanej
(w nastrzyku) 0,1 mg/ml
1 - pik uracylu, 2 — pik ceftazydymu wzorcowego

uVv
200000
1 2
100000
] l1
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min

Ryc. 18. Chromatogram roztworu Biotum o stezeniu ceftazydymu w probie badanej
(w nastrzyku) 0,1 mg/ml
1 - pik uracylu, 2 — pik ceftazydymu z preparatu Biotum

uv
200000 \ 5
100000 "
. }
0 L N L L
M A i G S— | S— —
0 5 10 15 20

min
Ryc.19. Chromatogram roztworu Biotum z dodatkiem wzorca
1 - pik uracylu, 2 — pik ceftazydymu z preparatu Biotum z ceftazydymem wzorcowym
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W 50000

 ——— : — —
0 5 10 15 20
min
Ryc. 20. Chromatogram roztworu cytrynianu sodu o stezeniu w probie badanej (w nastrzyku)
0,3 mg/ml
1 - pik uracylu

— — | . : ‘ :
0 5 10 15 20
min
Ryc. 21. Chromatogram roztworu kwasu cytrynowego o stezeniu w prébie badanej
(w nastrzyku) 0,015 mg/ml
1 - pik uracylu

W 50000
- 1
25000-
0 : J P ' - ' \ ' ;
0 5 10 15 20

min
Ryc.22. Chromatogram roztworu alkoholu poliwinylowego o stezeniu w prébie badanej
(w nastrzyku) 0,3 mg/ml
1 - pik uracylu
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uVv

50000

Rye. 23.

Ryec. 24.

Ryec. 25.

0 5 10 15 20

min
Chromatogram roztworu boranu fenylorteciowego o stezeniu w probie badanej
(w nastrzyku) 0,1 pg/ml

1 - pik uracylu

A

0 10 20 30 40

min

Chromatogram roztworu alkoholu f-fenyloetylowego o stezeniu w prébie badanej
(w nastrzyku) 0,04 mg/ml
1 - pik uracylu, 2 - pik alkoholu p-fenyloetylowego

mAU

200
1206.53

5 Z/\

lotr; \

50| \

0 e T
200 300

nm

Widmo UV alkoholu p-fenyloetylowego w zakresie dlugosci fali 200 — 400 nm
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AN

Ryc. 26. Chromatogram roztworu wzorcowego pirydyny

(w nastrzyku) 0,01 mg/ml
1 - pik uracylu, 2 — pik pirydyny

Ryc. 27.  Widmo UV pirydyny w zakresie dlugosci fali 200 — 400 nm

Uzyskane na podstawie analizy powyzszych prob

potwierdzono specyficzno$¢ metody, zebrano w tabeli 34.

T
15 20

min

0 stezeniu w probie badanej

dane, w oparciu o ktore
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Tabela 34. Ocena specyficzno$ci metody HPLC

Cazas retencii Wspolczynnik Rozdzielczos¢
Analit Sygnal detektora * encj retencji pikéw
tg [min] k Rs

Ceftazydym
(wzorzec CRS) + 9,498 2,671 1,712
Ceftazydym + 9,490 2,673 1,711

(Biotum)

Pirydyna + 15,222 4,574 1,711
sl + 36,398 13,240 2,895

p-fenyloetylowy

Sodu cytrynian dwuwodny - = o -

Kwas cytrynowy jednowodny - = - -

Alkohol poliwinylowy - - = -

Boran fenylorteciowy - = o -

* Sygnat detektora: obecno$é piku (+), brak piku (-)

Przeprowadzone analizy potwierdzily specyficzno$¢ zastosowanej w badaniach
metody oznaczania ceftazydymu w roztworach wodnych oraz w kroplach do oczu.
Zadna z zastosowanych w sktadzie kropli substancji pomocniczych, oprécz alkoholu
B-fenyloetylowego, nie wykazywata absorpcji przy analitycznej dla ceftazydymu diugos$ci
fali = 254 nm i nie generowata sygnatu detektora. Alkohol B-fenyloetylowy wykazywat
absorpcje przy dhugosci fali 254 nm (wyznaczone maksimum absorpcji 206,53 nm;
Ryc. 55), jednak generowal sygnat detektora gléwnie w przypadku 1% wersji kropli
(mniejsze rozcienczenie prob do analizy HPLC; punkt 11.6.3.). Alkohol B-fenyloetylowy
byl wymywany z kolumny w czasie retencji okoto 36 minut. Pomimo faktu,
ze alkohol B-fenyloetylowy nie interferowat z pozostalymi substancjami, analiz¢
chromatograficzng kropli wersji konserwowanych prowadzono do wyeluowania alkoholu

B-fenyloetylowego z kolumny, co znacznie wydtuzalo czas oznaczen.

Pozniejsza analiza trwato$ci kropli potwierdzita specyficzno$¢ metody oznaczania
ceftazydymu réwniez w aspekcie powstajacych w trakcie przechowywania kropli
produktéw rozktadu: pojawiajace si¢ na chromatogramach piki produktow rozktadu

ceftazydymu nie interferowaly z pikami analitu.
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11.5.3. Liniowos¢ metody oznaczania ilosciowego ceftazydymu

Liniowo$¢ metody, potwierdzajaca mozliwo$¢ otrzymywania wynikéw wprost
proporcjonalnych do stezenia analitu w probie, zostata udowodniona dla ceftazydymu
w zakresie 25% - 150% w odniesieniu do zawarto$ci wyjsciowej ceftazydymu w kroplach
do oczu w punktach 11.3. 1 11.4. Wartos¢ wspotczynnika korelacji liniowej (r) wszystkich

trzech krzywych kalibracyjnych ceftazydymu byta powyzej 0,9999.

11.5.4. Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci ceftazydymu

Granice wykrywalno$ci (DL) 1 oznaczalnosci (QL) ceftazydymu w probie badane;j
(w nastrzyku) okreSlono na podstawie parametréw analizy regresji krzywych
kalibracyjnych ceftazydymu wedtug ponizszych wzoréw [159]. Obliczone wartosci DL
oraz QL podano dla kazdej krzywej kalibracyjnej w tabeli 35.

Granica wykrywalno$ci (DL) =33 - S,/ a

Granica oznaczalnosci (QL) =10 - S,/ a
gdzie:
Sy — odchylenie standardowe

a — wspolczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjne;j

Tabela 35. Granice wykrywalnoSci i oznaczalnosci ceftazydymu

Krzywa kalibracyjna A B C
DL [pg/ml] 0,92 0,94 2,15
QL [pg/ml] 2,80 2,84 6,52
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11.5.5. Dokladnos$¢

Doktadnos¢ metody analitycznej okresla zgodno$¢ pomigdzy wartoscia rzeczywista
a wartoscig otrzymang w wyniku analizy. W niniejszej pracy doktadno$¢ oznaczen
ilosciowych ceftazydymu wyznaczono na podstawie analizy chromatograficznej mieszanin
modelowych dwoch wersji kropli: wersji 3 1 III, ktore zawieraty 50%, 75%, 100%
lub 125% ceftazydymu w odniesieniu do deklarowanej zawarto$ci antybiotyku w badanych
kroplach.

Mieszaniny modelowe odpowiednio dla 1% oraz 5% kropli wykonano przy uzyciu
rozpuszczalnikow, ktére skladem jakosciowym i iloSciowym substancji pomocniczych
odpowiadaty ,,przemystowym” wersjom kropli nr 3P oraz nr IIIP. Mieszaniny modelowe
sporzadzono wagowo. Na wadze analitycznej odwazono okre$long ilo$¢ ceftazydymu
(Biotum) i uzupetniono rozpuszczalnikiem do odpowiedniej masy.

Dla kazdej mieszaniny modelowe] przygotowano po 6 probek do nastrzyku
wg punktu 11.6.3., odpowiednio dla wersji 3 i III i poddano je analizie chromatograficzne;j.

Za miar¢ doktadnosci metody przyjeto procent odzysku, ktory obliczono ze wzoru:

stezenie oznaczone
odzysk = *100% , gdzie:
stezenie obliczone

stezenie oznaczone - stezenie ceftazydymu, oznaczone metoda HPLC (obliczone na podstawie

powierzchni piku z krzywej kalibracyjne;j)

stezenie obliczone — stezenie ceftazydymu, obliczone na podstawie masy nawazki ceftazydymu
1 masy sporzadzonych mieszanin modelowych kropli [mg/g], przeliczone w oparciu o gg¢stosé

mieszanin na ste¢zenie wagowo-objetosciowe [g/ml]

Wyniki analizy doktadnosci oznaczania ceftazydymu w kroplach zebrano

w tabelach 36-37.
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Tabela 36. Wyniki oceny dokladnos$ci metody oznaczania iloSciowego ceftazydymu w 1% kroplach do oczu

. Stezenie Gestos¢ Stezenie ..
Numer prébki . . . .. Stezenie ceftazydymu
q q q ceftazydymu mieszaniny ceftazydymu Pole powierzchni piku o o
mieszaniny modelowej . A . oznaczone Odzysk [%] Wz [%]
1% kropli obliczone modelowej obliczone ceftazydymu [mg/g]
o Krop [mg/g] w 25°C [g/ml] [mg/ml] g
1 1507592 5,124 98,99
2 1498103 5,092 98,37
3 1500783 5,101 98,55
o ) )
(50%) 4 5,047 1,0256 3,176 1500902 5,101 98,55
5 1497827 5,091 98,35
6 1499287 5,096 98,45
warto$¢ Srednia + SD 1500749 + 3592 5,101 £ 0,012 98,54 + 0,24 0,24
1 2223819 7,558 97,75
2 2217830 7,538 97,49
3 2217809 7,538 97,49
o , 5
(75%) 4 7,529 1,0270 7,732 2202784 7555 9771
5 2225983 7,566 97,85
6 2219047 7,542 97,54
warto$¢ Srednia + SD 2221212 + 3456 7,550+ 0,012 97,64 + 0,15 0,16
1 2975387 10,113 98,25
2 2977938 10,121 98,34
3 2976481 10,116 98,29
o, s >
(100%) 4 10,015 1,0277 10,292 2972081 10,102 98,15
5 2971951 10,101 98,14
6 2973017 10,105 98,18
warto$¢ Srednia + SD 2974475 + 2493 10,110 + 0,008 98,22 + 0,08 0,08
1 3722005 12,650 98,42
2 3721125 12,647 98,39
3 3720254 12,644 98,37
0 ) )
(125%) 4 12,504 1,0280 12,854 3726021 12,664 98.52
5 3720215 12,644 98,37
6 3724822 12,660 98,49
warto$¢ Srednia + SD 3722407 + 2455 12,652 + 0,008 98,43 + 0,06 0,07
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Tabela 37. Wyniki oceny dokladnos$ci metody oznaczania iloSciowego ceftazydymu w 5% kroplach do oczu

. Stezenie Gestos¢ Stezenie ..
Numer prébki . . . .. Stezenie ceftazydymu
q q q ceftazydymu mieszaniny ceftazydymu Pole powierzchni piku o o
mieszaniny modelowej . A . oznaczone Odzysk [%] Wz [%]
59 kropli obliczone modelowej obliczone ceftazydymu [mg/g]
o Krop [mg/g] w 25°C [g/ml] [mg/ml] g
1 1584057 26,920 97,70
2 1584852 26,933 97,75
3 1578879 26,832 97,38
o, > H
(50%) 4 26,749 1,0301 27,554 1582749 26,897 97.62
5 1589470 27,012 98,03
6 1576529 26,792 97,23
warto$¢ Srednia + SD 1582756 + 4582 26,898 + 0,078 97,62 + 0,28 0,29
1 2224039 37,796 97,89
2 2206441 37,496 97,11
3 2209875 37,555 97,27
o ) )
(75%) 4 37,399 1,0324 38,611 2204598 37.805 97.91
5 2213719 37,620 97,43
6 2217443 37,683 97,60
warto$¢ Srednia + SD 2216019 + 7412 37,659 + 0,126 97,54 + 0,33 0,33
1 2967543 50,431 96,86
2 2952142 50,169 96,36
3 2954891 50,216 96,45
° , )
(100%) 4 50,305 1,0350 52,066 2957735 50,264 96,54
5 2970397 50,479 96,95
6 2972959 50,523 97,04
warto$¢ Srednia + SD 2962611 + 8775 50,347 + 0,149 96,70 = 0,29 0,30
1 3752223 63,766 98,49
2 3747395 63,684 98,37
3 3750214 63,732 98,44
o, H 5
(125%) 4 62,522 1,0355 64,741 3753620 63.789 98.53
5 3749531 63,720 98,42
6 3759256 63,885 98,68
warto$¢ Srednia + SD 3752040 + 4143 63,763 = 0,070 98,49 + 0,11 0,11
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11.5.6. Precyzja

Precyzja metody analitycznej okresla stopien zgodnosci miedzy wynikami
uzyskanymi w okreslonych warunkach z wielokrotnych pomiaréw tej samej wielkosci.
Precyzje metody oznaczania ceftazydymu w 1% 1 5% kroplach do oczu, okreslong przez
odchylenie standardowe (SD) 1 procent wzglednego odchylenia standardowego,

czyli wspotczynnik zmiennosci (Wz), przedstawiono w tabelach 36 i 37.

11.5.7. Robustness

Analiza Robustness, czyli analiza odpornosci metody, przeprowadzana jest w celu
sprawdzenia, czy i w jaki sposoéb zmiany parametrow metody wplywaja na uzyskiwane
wyniki analizy. W oparciu o wytyczne ICH [160] rozwazono prawdopodobienstwo zmian
w trakcie analizy HPLC nastgpujacych parametrow: temperatury, pH fazy ruchome;j
oraz ilo$ci acetonitrylu w fazie ruchome;.

Poniewaz kolumna jest termostatowana, natomiast bufor fosforanowy sporzadzany
jest wagowo 1 nie zawiera w sktadzie lotnych zwigzkéw, nie bylo przestanek
do oznaczania odpornosci metody na zmian¢ temperatury kolumny lub na zmian¢ pH fazy
ruchomej. Dla prawidlowo wykonanej analizy prawdopodobienstwo zmian powyzszych
parametréw jest znikome. Natomiast bardzo waznym parametrem, ktéry mogt ulegaé
niewielkim zmianom w czasie trwania analizy, byta zawarto$¢ acetonitrylu w fazie
ruchomej. Jest to skfadnik lotny i1 w trakcie prowadzenia dlugotrwalej analizy

chromatograficznej mogto dochodzi¢ do zmniejszania si¢ jego stezenia w fazie ruchome;.

Tok post¢epowania

Zbadano wptyw zawartosci acetonitrylu w fazie ruchomej na wyniki analizy HPLC
wodnego roztworu ceftazydymu. Zastosowane w badaniu Robustness fazy ruchome
zawieraly 90%, 100% oraz 110% acetonitrylu w odniesieniu do ilo$ci zastosowanej
w analizie kropli. Oznaczenie polegalo na trzykrotnym nastrzyknigciu roztworu
wzorcowego ceftazydymu, o stezeniu okoto 100 pg/ml, na wystabilizowang w danej fazie
ruchomej kolumng. Podczas stabilizacji kolumny na nowe parametry (na nowa faze
ruchomg) préba znajdowata si¢ w termostatowanej komorze autosamplera.

Wyniki przeprowadzonej analizy Robustness przedstawiono w tabeli 38.
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Tabela 38. Wplyw zmiany zawartos$ci acetonitrylu w fazie ruchomej na czas retencji oraz pole powierzchni piku
ceftazydymu na przykladzie analizy roztworu wodnego ceftazydymu

S e e Srednie oznaczone stezenie ceftazydymu Sredni czas
Zmienny parametr | powierzchni piku W roztworze wzorcowym retencji piku [min]
_ (krzywa kalibracyjna A) —

(n=3) (n=3)

[pg/mi]

zawarto$¢
acetonitrylu
90% 3122406 + 2491 99,19 + 0,08 11,042
100% 3130145 £ 630 99,44 + 0,02 9,482
110% 3125658 + 1435 99,29 + 0,05 8,532
Srednia 3123403 + 2484 99,22 + 0,08
SD 3886 0,08
Wz [%] 0,13% 0,13%

11.6. Analiza zmian zawartosci ceftazydymu w 1% i 5% roztworach wodnych
oraz kroplach do oczu w wersjach recepturowych i ,,przemystowych”,

tok postepowania analitycznego, wyniki

11.6.1. Material do badan

Analizie chromatograficznej poddawano 1% i 5% roztwory wodne oraz 1% i 5%
krople do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych i ,,przemystowych”,
sporzadzone zgodnie ze skladami podanymi w tabelach 14 1 16, wedlug przepisow
przedstawionych w punktach 8.3. 1 9.2. Roztwory wodne i krople w wersjach
recepturowych 1, przemystlowych” przechowywane byly w  chtodziarkach
farmaceutycznych, w temperaturze 4°C. Ponadto wersje recepturowe przechowywano
w temperaturze 20°C w celach porownawczych oraz w celu obserwacji ,,przyspieszonego”
rozktadu kropli, co umozliwitlo dodatkowe oznaczenie st¢zenia jednego z produktow

rozktadu ceftazydymu — pirydyny.

11.6.2. Czas trwania badan

Analize chromatograficzng kazdej wersji roztworow wodnych 1 kropli do oczu
z ceftazydymem prowadzono bezposrednio po sporzadzeniu oraz w odstepach

trzydniowych przez okres 30 dni.
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11.6.3. Przygotowanie prob i przeprowadzenie analizy

Probki roztworow wodnych oraz kropli z ceftazydymem pobierano w warunkach
aseptycznych do szklanych probowek przy uzyciu jatowej strzykawki z igla. W celu
wykonania analizy HPLC wersje 1% rozcienczano 100x, wersje 5% rozcienczano 500x
w nastepujacy sposob: do kazdej z 3 kolb miarowych o pojemnosci 50 ml pobierano
za pomocg pipety potautomatycznej 0,5 ml (1% wersje) lub 0,1 ml (5% wersje) roztworow
wodnych lub kropli. W przypadku kropli przechowywanych w temperaturze 4°C,
przed pobraniem do kolb proby termostatowano przez 5 minut w temperaturze 20°C. Do kolb
dodawano uracyl, jako marker czasu martwego, objetos¢ kolb uzupetniano woda ultraczysta
1 mieszano. Otrzymane proby saczono przez saczek membranowy Chromafil o $rednicy porow
0,45 um do vialek, ktore umieszczano w autosamplerze 1 poddawano ich zawartos¢ analizie
chromatograficznej. Na kolumne nastrzykiwano po 20 pl badanych roztworéw. Z kazdej vialki
wykonano po jednym nastrzyku, uzyskujac po 3 wyniki dla kazdej serii roztworéw wodnych
lub kropli, czyli po 6 wynikéw dla kazdej badanej wersji. Zawarto$¢ ceftazydymu obliczano

z rownan krzywych kalibracyjnych wedtug punktu 11.6.4.

Poddajac  analizie chromatograficznej roztwory wodne 1 krople do oczu

z ceftazydymem wyznaczano nastgpujace parametry rozdziatu chromatograficznego:

3

*

tg - czas retencji,

2

*

k - wspotczynnik retencji,

2

*

Rs — rozdzielczos¢,

J
X4

L)

N /metr - ilo$¢ potek teoretycznych na metr

>

J
*

TF - wspotczynnik ogonowania (7ailing Factor),

L)

3

*8

Height - wysokos$¢ piku,

3

*8

Area - pole powierzchni piku.

Przyktadowe chromatogramy kropli bezposrednio po sporzadzeniu oraz w 30 dniu
analizy przedstawiono ponizej dla wersji kropli o najbardziej ztozonym skladzie -

konserwowanych i o zwigkszonej lepkosci:

% krople recepturowe: wersje 4R 1 IVR — w dniu sporzadzenia oraz w 30 dniu
przechowywania w temperaturach 4°C oraz 20°C (Ryc. 28-33),
% krople ,przemystowe”: wersje 4P0 i IVPO oraz 4P6 i IVP6 — w dniu sporzadzenia

oraz w 30 dniu przechowywania w temperaturze 4°C (Ryc. 34-41).

Parametry rozdziatu chromatograficznego, wyznaczone podczas analizy

chromatograficznej powyzszych wersji przedstawiono w tabeli 39.
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Ryc. 28. Chromatogram 1% kropli z ceftazydymem w wersji recepturowej 4R bezposrednio
po sporzadzeniu (dzien 0)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik alkoholu p-fenyloetylowego

uVv
150000~
100000~ 2
50000
] 3 4
o w4 \b - i
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min

Ryc.29. Chromatogram 1% kropli z ceftazydymem w wersji recepturowej 4R, przechowywanych
w temperaturze 4°C (dzien 30)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny, 4 — pik alkoholu p-fenyloetylowego

uVv
150000
100000
50000 ﬂ 2
1! j\ 3 4
0 A i
T L AL — T T '
10 20 30 40

min
Ryc. 30. Chromatogram 1% kropli z ceftazydymem w wersji recepturowej 4R, przechowywanych

w temperaturze 20°C (dzien 30)
1 — pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny, 4 — pik alkoholu B-fenyloetylowego
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Ryc.31. Chromatogram 5% kropli z ceftazydymem w wersji recepturowej IVR bezposrednio
po sporzadzeniu (dzien 0)
1 — pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu
uv
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Rye. 32. Chromatogram 5% kropli z ceftazydymem w wersji recepturowej IVR, przechowywanych
w temperaturze 4°C (dzien 30)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny
uv
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Rye. 33.  Chromatogram 5% kropli z ceftazydymem w wersji recepturowej IVR, przechowywanych

w temperaturze 20°C (dzien 30)
1 — pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny
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Ryc. 34. Chromatogram 1% kropli z ceftazydymem w wersji ,,przemystowej” 4P0, bezposrednio
po sporzadzeniu (dzien 0)
1 — pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik alkoholu p-fenyloetylowego
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Ryc.35. Chromatogram 1% kropli z ceftazydymem w wersji ,,przemystowej” 4P0,

przechowywanych w temperaturze 4°C (dzien 30)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny, 4 — pik alkoholu p-fenyloetylowego
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Ryc. 36. Chromatogram 5% kropli z ceftazydymem w wersji ,,przemystowej” IVP0, bezposrednio
po sporzadzeniu (dzien 0)
1 — pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu
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Ryc.37. Chromatogram 5% kropli z ceftazydymem w wersji ,przemyslowej” IVPO,

przechowywanych w temperaturze 4°C (dzien 30)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny
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Rye. 38.  Chromatogram 1% kropli z ceftazydymem w wersji ,,przemystowej” 4P6, bezposrednio
po sporzadzeniu (dzien 0)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik alkoholu p-fenyloetylowego
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Ryc.39. Chromatogram 1% kropli z ceftazydymem w wersji ,,przemystowej” 4P6,

przechowywanych w temperaturze 4°C (dzien 30)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny, 4 — pik alkoholu p-fenyloetylowego
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Ryc. 40. Chromatogram 5% kropli z ceftazydymem w wersji ,,przemyslowej” IVP6, bezposrednio
po sporzadzeniu (dzien 0)
1 — pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu
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Ryc.41. Chromatogram 5% kropli z ceftazydymem w wersji ,przemysltowej” IVP6,

przechowywanych w temperaturze 4°C (dzien 30)
1 - pik uracylu, 2 - pik ceftazydymu, 3 — pik pirydyny
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Tabela 39. Parametry rozdzialu chromatograficznego 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych i ,,przemyslowych” (wersja 4 i IV) bezposrednio po sporzadzeniu

oraz w 30 dniu przechowywania kropli

- Wspolczynnik . o Polki teoretyczne Wspélezynnik
Wersja kropli/dzien/temp. Czas ret.enql retencji Rozdzielczos¢ na metr ogonowania Wysokos¢ piku = Pole powierzchni piku
e [min] k Rs N /metr TF
4R/dz.0 9,454 2,772 6,458 22631,857 0,920 153827 2949372
4R/dz.30/4°C 9,741 2,844 6,205 18392,634 0,918 112487 2474165
4R/dz.30/20°C 9,526 2,682 2,670 20752,045 0,899 70617 1432210
IVR/dz.0 9,473 2,775 6,333 22753,965 0,917 150762 2892679
IVR/dz.30/4°C 9,431 2,757 1,378 22,146,857 0,912 113424 2202286
IVR/dz.30/20°C 9,376 2,629 2,949 20238,255 0,92 60810 1225096
4P0/dz.0 9,541 2,366 5,290 17561,649 0,974 143025 3159633
4P0/dz.30/4°C 9,761 2,439 1,197 13788,104 1,008 104775 2657635
IVP0/dz.0 9,531 2,371 5,314 17283,934 0,975 142328 3166065
1VP0/dz.30/4°C 9,565 2,379 1,290 14100,411 1,002 107223 2638103
4P6/dz.0 9,273 2,305 6,168 20802,353 0,970 159016 2189230
4P6/dz.30/4°C 9,169 2,100 3,634 7201,755 0,836 81995 2792941
IVP6/dz.0 9,262 2,308 6,251 20787,139 0,971 158299 3170655
1IVP6/dz.30/4°C 8,928 2,021 3,329 6615,778 0,863 77797 2665412
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11.6.4. Zawartos¢ ceftazydymu w badanym materiale

Zawarto$¢ ceftazydymu w roztworach wodnych i kroplach do oczu obliczana byta

ze wzordw otrzymanych z przeksztalcenia rownan regresji krzywych kalibracyjnych

ceftazydymu:

/7

s dla 1% wersji roztworow wodnych i kropli z ceftazydymem:

_ y - 100
a- 1000

/7

s dla 5% wersji roztworow wodnych i kropli z ceftazydymem:

_y-500
a - 1000

gdzie:
X — stezenie ceftazydymu [mg/ml] w badanych roztworach i kroplach
y — usrednione pole powierzchni piku ceftazydymu
a — wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjne;j
100 Iub 500 — wspotczynnik rozcienczenia dla roztwordw i kropli 1% lub 5%

1000 — przeliczenie jednostek: z [pug/ml] na [mg/ml]

W celu obliczenia zawarto$ci ceftazydymu w roztworach wodnych i kroplach
do oczu korzystano z jednej z trzech krzywych kalibracyjnych ceftazydymu. Kazda
z krzywych sporzadzana byta przed rozpoczeciem kolejnego etapu badan i na jej podstawie

obliczano zawartos$¢ ceftazydymu w nastepujacych wersjach:

Krzywa kalibracyjna Analizowane wersje roztworow i kropli do oczu

A Roztwory wodne i krople w wersjach recepturowych o niemodyfikowanej lepkosci;
wersje: 01, 1R, 2R, 050, IR, IR,

B Roztwory wodne i krople w wersjach recepturowych o modyfikowanej lepkosci;
wersje: 3R, 4R, IIIR, IVR

C Krople w wersjach ,,przemystowych” (PO oraz P6)
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Czes¢ doswiadczalna

Analiz¢ HPLC prowadzono w odstgpach trzydniowych, rozpoczynajac
od oznaczenia roztworow lub kropli bezposrednio po sporzadzeniu (dzien 0). Dla kazdej
serii danej wersji wykonano po 3 nastrzyki na kolumng, uzyskujac w sumie po 6 wynikow
dla kazdej wersji roztworéw wodnych lub kropli. Wyniki oznaczen: pola powierzchni
pikow, zawarto$ci ceftazydymu w kroplach [mg/ml] oraz zawarto$ci ceftazydymu
w kroplach w odniesieniu do zawarto$ci poczatkowych [%] podano jako wyniki

usrednione dla n=6.

W tabelach 40 — 49 oraz na rycinach 42 - 45 przedstawiono wyniki oznaczen
roztworéw wodnych oraz kropli w wersjach recepturowych.

W tabelach 50 - 53 oraz na rycinach 46 i 48 przedstawiono wyniki analiz kropli
w wersjach ,,przemystowych”, wykonanych z uzyciem $wiezo sporzadzonych
rozpuszczalnikow.

W tabelach 54 - 57 oraz na rycinach 47 i 49 przedstawiono wyniki analiz kropli
w wersjach ,,przemystowych”, wykonanych z uzyciem rozpuszczalnikoéw poddanych
uprzednio procesowi przyspieszonego starzenia przez okres 6 miesigcy w temperaturze

40°C £ 2°C, przy wilgotnosci 75% RH + 5%RH.
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Tabela 40. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 1% roztworach wodnych, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C
1% roztwory wodne ceftazydymu (wersja 0;.,)
Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3182432 + 1358 10,110 £ 0,004 100,00 + 0,00 0 3182432 + 1358 10,110 + 0,004 100,00 £ 0,00
3 3173184+ 11015 10,080 + 0,035 99,71 £ 0,35 3 2999813 + 17674 9,530 + 0,056 94,26 + 0,56
6 3127755 + 13379 9,936 + 0,043 98,28 + 0,42 6 2785490 + 7794 8,849 + 0,025 87,53 £0,24
9 3073479 + 14330 9,764 + 0,046 96,58 + 0,45 9 2574677 + 9592 8,175 + 0,029 80,87 +0,28
12 3055496 + 15780 9,707 + 0,050 96,01 + 0,50 12 2444094 + 8930 7,764 + 0,028 76,80 = 0,28
15 3023439 + 5067 9,605 + 0,016 95,00 + 0,16 15 2275179 + 12422 7,228 + 0,039 71,49 + 0,39
18 2989888 + 12087 9,498 + 0,038 93,95+ 0,38 18 2117799 + 6168 6,728 + 0,020 66,55+ 0,19
21 2959754 + 21758 9,402 + 0,069 93,00 + 0,68 21 1974346 + 9306 6,272 + 0,030 62,04 + 0,29
24 2928468 + 16393 9,303 £ 0,052 92,02 + 0,52 24 1846677 + 2883 5,866 = 0,009 58,03 £ 0,09
27 2917309 + 12784 9,268 + 0,041 91,67 + 0,40 27 1751804 + 17801 5,565 + 0,057 55,05 £ 0,56
30 2852372 + 7387 9,061 + 0,023 89,63 +£0,23 30 1610160 + 14027 5,115 + 0,045 50,60 + 0,44
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Tabela 41. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji 1R, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

1% krople do oczu z ceftazydymem (wersja 1R)

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]

0 3233134 + 875 10,271 £ 0,003 100,00 + 0,00 0 3233134 + 875 10,271 + 0,003 100,00 £ 0,00

3 3221991 + 9455 10,235 £ 0,030 99,66 + 0,29 3 3041506 + 6458 9,662 + 0,021 94,07 £ 0,20

6 3177563 + 5331 10,094 £ 0,017 98,28 0,16 6 2804268 + 5401 8,908 0,017 86,74 £ 0,17

9 3133381 + 6512 9,954 £ 0,021 96,91 + 0,20 9 2592054 + 9799 8,234 + 0,031 80,17 £ 0,30

12 3105739 + 18020 9,866 + 0,057 96,06 + 0,56 12 2447509 + 10560 7,775 + 0,034 75,70 £ 0,33

15 3075433 + 12852 9,770 + 0,041 95,12 + 0,40 15 2260273 + 7651 7,180 + 0,024 69,91 + 0,24

18 3025143 + 8955 9,610 £ 0,028 93,57+ 0,28 18 2101641 + 11588 6,676 = 0,037 65,00 £ 0,36

21 2994617 + 10423 9,513 £ 0,033 92,62 + 0,32 21 1946683 + 15229 6,184 + 0,048 60,21 +0,47
24 2972052 + 10916 9,441 + 0,035 91,92 + 0,34 24 1809210 + 17157 5,747 + 0,055 55,96 £ 0,53
27 2938651 + 14992 9,335+ 0,048 90,89 + 0,46 27 1716661 + 20003 5,453 + 0,064 53,10 + 0,62
30 2880126 + 10471 9,149 + 0,033 89,08 +£ 0,32 30 1548492 + 11963 4,919 £ 0,038 47,89 + 0,37
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Tabela 42. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji 2R, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

1% krople do oczu z ceftazydymem (wersja 2R)

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3160003 + 2538 10,038 £ 0,008 100,00 + 0,00 0 3160003 + 2538 10,038 + 0,008 100,00 £ 0,00
3 3122964 + 18218 9,921 + 0,058 98,83 + 0,58 3 2936386 + 11954 9,328 + 0,038 92,92 + 0,38
6 3095442 + 11858 9,833 + 0,038 97,96 + 0,38 6 2750977 + 17288 8,739 £+ 0,055 87,06 + 0,55
9 3049812 + 8543 9,688 £ 0,027 96,51 + 0,27 9 2559517 + 6783 8,131 + 0,022 81,00 + 0,21
12 3011300 + 9224 9,566 + 0,029 95,29 + 0,29 12 2360591 + 22840 7,499 + 0,073 74,70 £ 0,72
15 2992825 + 18216 9,507 £ 0,058 94,71 + 0,58 15 2219677 + 18925 7,051 + 0,060 70,24 + 0,60
18 2959051 + 12425 9,400 + 0,039 93,64 + 0,39 18 2033512 + 28527 6,460 + 0,091 64,35+ 0,90
21 2929614 + 2827 9,307 £ 0,009 92,71 + 0,09 21 1927717 + 22662 6,124 + 0,072 61,00 £ 0,72
24 2880081 + 10320 9,149 + 0,033 91,14+ 0,33 24 1724096 + 11025 5,477 + 0,035 54,56 £ 0,35
27 2810774 + 23899 8,929 + 0,076 88,95+ 0,76 27 1613535 + 7153 5,126 + 0,023 51,06 + 0,23
30 2804828 + 6602 8,910 + 0,021 88,76 £ 0,21 30 1495219 + 4622 4,750 £ 0,015 47,32 +0,15
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Tabela 43. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji 3R, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C
1% krople do oczu z ceftazydymem (wersja 3R)
Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 2908201 +2923 9,884 +£ 0,010 100,00 + 0,00 0 2908201 + 2923 9,884 + 0,010 100,00 + 0,00
3 2841381 + 10436 9,657 + 0,035 97,70 £ 0,36 3 2683289 + 6787 9,120 + 0,023 92,27 + 0,23
6 2811085 + 9427 9,554 + 0,032 96,66 + 0,32 6 2442835 + 16518 8,303 + 0,056 84,00 + 0,57
9 2787312 + 6541 9,474 £ 0,022 95,84 + 0,22 9 2260273 + 7651 7,682 + 0,026 77,72 0,26
12 2762710 + 7992 9,390 + 0,027 95,00 + 0,27 12 2159840 + 9307 7,341 + 0,032 74,27 + 0,32
15 2737973 + 25643 9,306 + 0,087 94,15 + 0,88 15 1847061 + 27957 6,278 + 0,095 63,51 +0,96
18 2620869 + 2923 8,908 £ 0,010 90,12 + 0,10 18 1727871 + 24972 5,873 + 0,085 59,41 £ 0,86
21 2582205 + 11250 8,776 + 0,038 88,79 +£ 0,39 21 1646181 + 2909 5,595+ 0,010 56,60 + 0,10
24 2561729 + 9413 8,707 + 0,032 88,09 £ 0,32 24 1553227 + 7376 5,279 + 0,025 53,41 +£0,25
27 2458436 + 16168 8,356 + 0,055 84,53 £ 0,56 27 1387881 + 16336 4,717 £ 0,056 47,72 £ 0,56
30 2374552 + 4879 8,071+ 0,017 81,65+0,17 30 1339736 + 31065 4,554 £ 0,106 46,07 £ 1,07
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Tabela 44. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji 4R, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

1% krople do oczu z ceftazydymem (wersja 4R)

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 2943429 + 10347 10,004 £ 0,035 100,00 + 0,00 0 2943429 + 10347 10,004 + 0,035 100,00 £ 0,00
3 2889298 + 20765 9,820+ 0,071 98,16 + 0,71 3 2693915 + 35301 9,156 +£ 0,120 91,52 £ 1,20
6 2867414 + 9478 9,746 + 0,032 97,42 £ 0,32 6 2615225 +21843 8,889 + 0,074 88,85 + 0,74
9 2823428 + 6218 9,596 + 0,021 95,92 +0,21 9 2301230 + 17711 7,821 + 0,060 78,18 £ 0,60
12 2808510 + 13689 9,546 £ 0,047 95,42 + 0,47 12 2209189 + 12859 7,509 + 0,044 75,05 £ 0,44
15 2749416 + 11944 9,345 £ 0,041 93,41 + 0,41 15 2040219 + 15147 6,934 + 0,051 69,31 +0,51
18 2713673 + 4346 9,223+ 0,015 92,19 +0,15 18 1893251 + 9413 6,435+ 0,032 64,32 £ 0,32
21 2638012 + 30727 8,966 + 0,104 89,62 + 1,04 21 1802503 + 13495 6,126 + 0,046 61,24 + 0,46
24 2559047 + 17424 8,698 + 0,059 86,94 + 0,59 24 1612982 +20014 5,482 + 0,068 54,80 + 0,68
27 2501429 + 24879 8,502 + 0,085 84,98 £ 0,85 27 1532395 + 5930 5,208 + 0,020 52,06 £+ 0,20
30 2456459 + 23274 8,349 + 0,079 83,46 0,79 30 1453033 + 28735 4,939 + 0,098 49,37+ 0,98
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Tabela 45. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 5% roztworach wodnych, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

5% roztwory wodne ceftazydymu (wersja 0sq,)

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3162367 + 20800 50,230 + 0,330 100,00 + 0,00 0 3162367 +20800 50,230 + 0,330 100,00 £ 0,00
3 3107702 + 24235 49,362 + 0,385 98,27 +0,77 3 2802311 + 11621 44,511 £0,185 88,61 +0,37
6 3090063 + 25228 49,082 + 0,401 97,71 £ 0,80 6 2540268 + 41068 40,349 + 0,652 80,33 + 1,30
9 3046551 + 13666 48,390 £ 0,217 96,34 + 0,43 9 2332889 + 9497 37,055+ 0,151 73,77 £ 0,30
12 2997499 + 22104 47,611 £ 0,351 94,79 +£ 0,70 12 2095986 + 6435 33,292 £ 0,102 66,28 + 0,20
15 2944846 + 6625 46,775 £ 0,105 93,12+ 0,21 15 1883911 + 15612 29,923 + 0,248 59,57 £ 0,49
18 2851972 + 16360 45,300 + 0,260 90,18 + 0,52 18 1682667 + 13689 26,727 £ 0,217 53,21 £ 0,43
21 2776659 + 12326 44,104 £ 0,196 87,80+ 0,39 21 1513923 + 8811 24,047 + 0,140 47,87 +0,28
24 2747952 + 11468 43,648 £ 0,182 86,90 £ 0,36 24 1422834 + 11051 22,600 + 0,176 44,99 + 0,35
27 2700579 + 10274 42,895 + 0,163 85,40 + 0,32 27 1269068 + 15023 20,157 + 0,239 40,13 +£0,48
30 2683237 + 15120 42,620 + 0,240 84,85+ 0,48 30 1163131 + 11590 18,475 + 0,184 36,78 £ 0,37
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Tabela 46. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji IR, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

5% krople do oczu z ceftazydymem (wersja IR)

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3200791 + 13883 50,840 + 0,221 100,00 + 0,00 0 3200791 + 13883 50,840 + 0,221 100,00 £ 0,00
3 3138778 + 18491 49,855 £ 0,294 98,06 + 0,58 3 2854343 +20784 45,337 £ 0,330 89,18 £ 0,65
6 3109792 + 49177 48,738 £ 0,061 95,86 0,12 6 2696426 + 156712 40,544 £ 0,137 79,75 £ 0,27
9 3040536 + 11468 48,295 £ 0,182 94,99 + 0,36 9 2326726 + 10479 36,957 £ 0,166 72,69 + 0,33
12 2988155 +2502 47,463 £ 0,040 93,36 + 0,08 12 2064019 + 14085 32,784 £ 0,224 64,48 + 0,44
15 2934702 + 39762 46,614 £ 0,632 91,69 + 1,24 15 1828930 + 5628 29,050 + 0,089 57,14+ 0,18
18 2898883 + 22434 46,045 + 0,356 90,57 + 0,70 18 1655865 + 19243 26,301 £ 0,306 51,73 £ 0,60
21 2800734 + 14772 44,486 + 0,235 87,50 + 0,46 21 1455749 + 22820 23,123 £ 0,362 45,48 +0,71
24 2778463 + 9624 44,132 £ 0,153 86,81+ 0,30 24 1370616 + 12698 21,770 + 0,202 42,82 + 0,40
27 2750401 + 5941 43,686 = 0,094 85,93 £0,19 27 1221437 + 5933 19,401 + 0,094 38,16 0,19
30 2726422 + 9592 43,306 £ 0,152 85,18 £0,30 30 1140131 + 9599 18,109 + 0,152 35,62 + 0,30
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Tabela 47. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji IIR, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

5% krople do oczu z ceftazydymem (wersja IIR)

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3146799 + 24335 49,983 + 0,387 100,00 + 0,00 0 3146799 + 24335 49,983 + 0,387 100,00 £ 0,00
3 3117464 + 7639 49,517 £ 0,121 99,07 + 0,24 3 2896761 + 16108 46,011 £ 0,256 92,05+ 0,51
6 3092440 + 31842 48,847 + 0,330 97,73 £ 0,66 6 2611572 + 17091 41,481 £ 0,271 82,99 + 0,54
9 3031673 + 8463 48,154 £ 0,134 96,34 + 0,27 9 2364748 + 19966 37,561 £ 0,317 75,15+ 0,63
12 2990033 + 17619 47,493 + 0,280 95,02 + 0,56 12 2112117 + 15917 33,548 + 0,253 67,12 +0,51
15 2935849 + 5130 46,632 + 0,081 93,30+ 0,16 15 1908715 + 6462 30,317 £ 0,103 60,66 + 0,21
18 2872757 + 16080 45,630 + 0,255 91,29 + 0,51 18 1736526 + 23652 27,582 £ 0,376 55,18 £ 0,75
21 2837889 + 12624 44,797 £ 0,469 89,63 + 0,94 21 1551525 + 14241 24,644 £ 0,226 49,30 + 0,45
24 2793631 + 11230 44,164 £0,314 88,36 + 0,63 24 1404204 + 29629 22,304 + 0,471 44,62 £ 0,94
27 2742721 + 17090 43,565 £ 0,271 87,16 + 0,54 27 1256133 + 4871 19,952 + 0,077 39,93+ 0,15
30 2663989 + 14385 42,314 £ 0,228 84,66 + 0,46 30 1206710 + 6878 19,167 + 0,109 38,25 +0,22
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Tabela 48. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji IIIR, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C

5% krople do oczu z ceftazydymem (wersja IIIR)

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 2859154 + 710 48,589 £ 0,012 100,00 + 0,00 0 2859154 + 710 48,589 +£ 0,012 100,00 + 0,00
3 2796008 + 14701 47,516 £ 0,250 97,79 £ 0,51 3 2540625 + 15161 43,176 £ 0,258 88,86 + 0,53
6 2759194 + 11041 46,890 + 0,188 96,50 + 0,39 6 2444538 + 7578 41,543 £ 0,129 85,50 + 0,27
9 2752675 + 11581 46,779 £ 0,197 96,28 + 0,41 9 2099025 + 10568 35,671 + 0,180 73,41 £ 0,37
12 2670709 + 7621 45,386 £ 0,130 93,41 +£0,27 12 1924085 + 12803 32,698 + 0,218 67,30 £ 0,45
15 2604637 + 6298 44,263 £ 0,107 91,10 £ 0,22 15 1610160 + 14027 27,363 + 0,238 56,32 + 0,49
18 2510781 + 12122 42,668 + 0,206 87,82 £0,42 18 1472207 + 16211 25,019 £ 0,275 51,49 +£0,57
21 2447705 + 8967 41,597 £ 0,152 85,61 +0,31 21 1393929 + 24456 23,689 + 0,416 48,75 £ 0,86
24 2406904 + 18002 40,903 + 0,306 84,18 + 0,63 24 1266332 + 10811 21,520+ 0,184 4429 + 0,38
27 2326726 + 10479 39,541 £ 0,178 81,38+0,37 27 1205279 + 16849 20,483 + 0,286 42,16 + 0,59
30 2275179 + 12422 38,665 + 0,211 79,58 + 0,43 30 1138330 + 8384 19,345 £ 0,142 39,81+ 0,29
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Tabela 49. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersji IVR, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C
5% krople do oczu z ceftazydymem (wersja IVR)
Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu £+ SD [mg/ml] poczatkowej = SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 2893391 + 3197 49,171 £ 0,054 100,00 + 0,00 0 2893391 + 3197 49,171 £ 0,054 100,00 £ 0,00
3 2841120 + 7488 48,282 £ 0,127 98,19 + 0,26 3 2602592 + 12196 44,229 £+ 0,207 89,95+ 0,42
6 2805141 + 17148 47,671 £ 0,291 96,95 + 0,59 6 2476285 + 25272 42,082 + 0,429 85,58 0,87
9 2765578 + 9458 46,999 + 0,161 95,58 + 0,33 9 2216616 + 3258 37,669 + 0,055 76,61 +0,11
12 2640199 + 34923 44,868 + 0,593 91,25+ 1,21 12 1988434 + 29369 33,792 + 0,499 68,72 + 1,02
15 2601039 + 19807 44,202 + 0,337 89,90 + 0,68 15 1738649 + 4583 29,547 + 0,078 60,09 £ 0,16
18 2542298 + 15548 43,204 £ 0,264 87,87 £ 0,54 18 1504996 + 9918 25,576 + 0,169 52,01 +0,34
21 2439741 + 21923 41,461 £0,373 84,32 +£ 0,76 21 1387335 £ 25132 23,577 £ 0,427 47,95+ 0,87
24 2370814 + 2400 40,290 + 0,041 81,94 + 0,08 24 1261869 + 20539 21,444 + 0,349 43,61 £ 0,71
27 2287942 + 3785 38,882 + 0,064 79,07 + 0,13 27 1246574 + 6647 21,184+ 0,113 43,08 £ 0,23
30 2221335 + 9895 37,750 + 0,168 77,76 £ 0,34 30 1222641 + 14193 20,778 £ 0,241 42,26 + 0,49
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Czes¢ doswiadczalna

Trodaha mawartodel [

Ryec. 42.

Tiaha Zawvattodel [fa]

Ryec. 43.
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a 3 & 9 12 15 18 21 24 27 30

czas [dnd]

Zmiany zawartoSci ceftazydymu w 1% roztworach wodnych i kroplach w wersjach
recepturowych, przechowywanych w temperaturze 4°C
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czas [dnd]

Zmiany zawartoSci ceftazydymu w 1% roztworach wodnych i kroplach w wersjach
recepturowych, przechowywanych w temperaturze 20°C
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Czes¢ doswiadczalna

Trodaha mawartodel [

Ryec. 44.
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Zmiany zawartoSci ceftazydymu w 5% roztworach wodnych i kroplach w wersjach
recepturowych, przechowywanych w temperaturze 4°C
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recepturowych, przechowywanych w temperaturze 20°C
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Tabela 50. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu w wersjach ,,przemystowych”: 1P0 oraz 2P0, przechowywanych w temperaturze 4°C, wykonanych z uzyciem
Swiezo sporzadzonych rozpuszczalnikow
1% krople do oczu z ceftazydymem (wersje 1P0 i 2P0)
Wersja 1P0 Wersja 2P0
Srednie pole Srednie stezenie Zawarto$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawarto$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartosci Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartosci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3139138 + 9551 10,400 + 0,032 100,00 £ 0,00 0 3131359 + 3433 10,374 £ 0,011 100,00 + 0,00
3 3090674 + 8073 10,239 £ 0,027 98,46 + 0,26 3 3084220 + 5470 10,218 £ 0,018 98,49 £ 0,17
6 3033464 + 2827 10,050 £ 0,009 96,63 + 0,09 6 3040852 + 2609 10,074 + 0,009 97,11 £0,08
9 2978051 + 6577 9,866 + 0,022 94,87 +0,21 9 2964940 + 3591 9,823 +0,012 94,69 + 0,11
12 2943364 + 7339 9,751 £ 0,024 93,76 + 0,23 12 2912663 + 3154 9,649 + 0,010 93,02 +0,10
15 2936092 + 4390 9,727+ 0,015 93,53 +0,14 15 2912460 + 9097 9,649 + 0,030 93,01 £0,29
18 2927285 + 2443 9,698 + 0,008 93,25+ 0,08 18 2920588 + 5490 9,676 + 0,018 93,27 +0,18
21 2922823 + 7138 9,683 £ 0,024 93,11 +0,23 21 2891659 + 7272 9,580 + 0,024 92,35 +0,23
24 2847406 + 6236 9,433 £ 0,021 90,71 + 0,20 24 2859716 + 8240 9,474 + 0,027 91,33 +0,26
27 2799913 + 7957 9,276 + 0,026 89,19 + 0,25 27 2811029 + 5434 9,313 +0,018 89,77+ 0,17
30 2767704 + 8630 9,169 + 0,029 88,17 +0,27 30 2755595 + 11340 9,129 + 0,038 88,00 + 0,36
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Tabela 51.

Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu w wersjach ,przemyslowych”: 3P0 oraz 4P0, przechowywanych w temperaturze 4°C, wykonanych z uzyciem

$wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikéw

1% krople do oczu z ceftazydymem (wersje 3P0 i 4P0)

Wersja 3P0

Wersja 4P0

Srednie pole Srednie stezenie

Zawartos$¢ ceftazydymu

Srednie pole Srednie stezenie Zawartos¢ ceftazydymu

Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartoSci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej + SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3116201 + 8198 10,324 + 0,027 100,00 + 0,00 0 3154766 + 3832 10,451 £0,013 100,00 + 0,00
3 3068135 + 6613 10,164 + 0,022 98,46 + 0,21 3 3125046 + 4530 10,353 £0,015 99,06 + 0,14
6 3003762 3113 9,951 +0,010 96,39 + 0,10 6 3061372 + 5752 10,142 £ 0,019 97,04 £ 0,18
9 2935392 + 9663 9,725 + 0,032 94,20+ 0,31 9 2970548 + 3713 9,841 +0,012 94,16 £ 0,12
12 2891088 + 9030 9,578 + 0,030 92,78 + 0,29 12 2909064 + 39728 9,637+0,132 92,21 £1,26
15 2879418 + 5994 9,539 + 0,020 92,40+ 0,19 15 2875705 + 5633 9,527 +0,019 91,15+0,18
18 2875230 + 14614 9,525 + 0,048 92,27 + 0,47 18 2890923 + 7354 9,577+ 0,024 91,64 + 0,23
21 2815215 + 5430 9,327 +0,018 90,34 + 0,17 21 2856731 + 7433 9,464 + 0,025 90,55+ 0,24
24 2763994 + 7226 9,157 +£ 0,024 88,70 + 0,23 24 2820373 + 8512 9,344 + 0,028 89,40 + 0,27
27 2741569 + 9471 9,083 + 0,031 87,98 £ 0,30 27 2764678 + 5164 9,159 +0,017 87,63 0,16
30 2630825 + 10283 8,716 = 0,034 84,42+ 0,33 30 2652008 + 4931 8,786 + 0,016 84,06 + 0,16
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Tabela 52. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu w wersjach ,przemyslowych”: IP0 oraz IIP0, przechowywanych w temperaturze 4°C, wykonanych z uzyciem
$wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikéw

5% krople do oczu z ceftazydymem (wersje IP0 i ITP0)

Wersja IP0 Wersja I1P0
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartoSci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej + SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3183704 + 9394 52,736 £ 0,156 100,00 + 0,00 0 3185144 + 5496 52,760 + 0,091 100,00 + 0,00
3 3109343 + 13893 51,505 + 0,230 97,66 + 0,44 3 3098546 + 12106 51,326 £ 0,201 97,28 £ 0,38
6 3035180 + 4229 50,276 £ 0,070 95,33+0,13 6 3045576 + 5757 50,448 + 0,095 95,62 +£0,18
9 2970064 + 5220 49,198 £ 0,086 93,29+ 0,16 9 2973613 + 7853 49,256 + 0,130 93,36 £ 0,25
12 2912141 + 6458 48,238 £ 0,107 91,47 £ 0,20 12 2883821 + 16937 47,769 + 0,281 90,54 + 0,53
15 2906047 + 3546 48,137 £ 0,059 91,28 +0,11 15 2874454 + 14384 47,614 £0,238 90,25 + 0,45
18 2875147 + 3437 47,625 £ 0,057 90,31 +0,11 18 2869948 + 11186 47,539 £ 0,185 90,10 + 0,35
21 2857615 + 23208 47,335+0,384 89,76 +£ 0,73 21 2833709 + 11761 46,939 £ 0,195 88,97 + 0,37
24 2817016 + 9923 46,662 + 0,164 88,48 + 0,31 24 2801706 + 10805 46,409 = 0,179 87,96 + 0,34
27 2780328 + 14406 46,055 £ 0,239 87,33 +£0,45 27 2735887 + 9895 45,319 £ 0,164 85,90 + 0,31
30 2670099 + 54644 44,229 £ 0,905 83,87+ 1,72 30 2667926 + 7586 44,193 £0,126 83,76 + 0,24
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Tabela 53. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu w wersjach ,przemyslowych”: IIIP0 oraz IVP0, przechowywanych w temperaturze 4°C, wykonanych z uzyciem

$wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikéw

5% krople do oczu z ceftazydymem (wersje IIIP0 i IVP0)

Wersja I11P0 Wersja IVP0
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartoSci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej + SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3173265 + 10993 52,563 £ 0,182 100,00 + 0,00 0 3155221 + 8419 52,265 £ 0,139 100,00 + 0,00
3 3094499 + 8459 51,259 £ 0,140 97,52+ 0,27 3 3095013 + 10382 51,267 £ 0,172 98,09 + 0,33
6 3015433 +2696 49,949 £ 0,045 95,03 + 0,08 6 3032821 + 4946 50,237 £ 0,082 96,12 £ 0,16
9 2934984 + 4070 49,162 £ 0,161 93,53 +0,31 9 2934696 + 8809 48,612 £ 0,146 93,01 £0,28
12 2967909 + 9734 48,616 £ 0,067 92,49 +0,13 12 2898040 + 15498 48,004 = 0,257 91,85+ 0,49
15 2893078 + 13587 47,922 £ 0,225 91,17+ 0,43 15 2860848 + 7323 47,388 £0,121 90,67 £ 0,23
18 2861090 + 28270 47,392 £ 0,468 90,16 + 0,89 18 2827145 + 25869 46,830 = 0,429 89,60 + 0,82
21 2811798 + 43600 46,576 £ 0,722 88,61 + 1,37 21 2782371 +24317 46,088 += 0,403 88,18 £ 0,77
24 2761829 + 8197 45,748 £0,136 87,03 +£0,26 24 2746709 + 14560 45,498 £ 0,241 87,05 + 0,46
27 2726475 + 14819 45,163 £ 0,245 85,92 + 0,47 27 2701575 + 12481 44,750 £ 0,207 85,62 + 0,40
30 2665488 + 5046 44,152 £ 0,084 84,00+ 0,16 30 2617303 + 38509 43,354 £ 0,638 82,95+ 1,22
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Tabela 54. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu w wersjach ,,przemystowych”: 1P6 oraz 2P6, przechowywanych w temperaturze 4°C, sporzadzonych z uzyciem

rozpuszczalnikow, poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia

1% krople do oczu z ceftazydymem (wersje 1P6 i 2P6)

Wersja 1P6 Wersja 2P6
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu =+ SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartoS$ci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej + SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3157290 + 1012 10,460 + 0,003 100,00 + 0,00 0 3171503 + 1446 10,507 £ 0,005 100,00 + 0,00
3 3105789 + 3290 10,289 + 0,011 98,37+ 0,10 3 3131490 + 11446 10,374 + 0,038 98,74 £ 0,36
6 3044835 + 5667 10,087 £ 0,019 96,44 + 0,18 6 3068542 + 2568 10,166 + 0,009 96,75 + 0,08
9 3001883 +4243 9,945+ 0,014 95,08 + 0,13 9 3031022 + 10000 10,041 £ 0,033 95,57 £ 0,32
12 2972530 + 25595 9,848 + 0,085 94,15 + 0,81 12 2965882 + 6105 9,826 + 0,020 93,52 +0,19
15 2941451 + 23719 9,745 + 0,079 93,64+ 0,17 15 2981112 + 8538 9,876 + 0,028 94,00 £ 0,27
18 2889371 + 25239 9,572 + 0,084 93,16+ 0,75 18 2926865 + 10458 9,696 + 0,035 92,29 + 0,33
21 2892117 + 3575 9,581+0,012 91,60+ 0,11 21 2914654 + 6774 9,656 + 0,022 91,90 + 0,21
24 2853871 + 20732 9,455 + 0,069 91,51 + 0,80 24 2875842 + 3311 9,527 +0,011 90,68 + 0,10
27 2830641 + 13916 9,378 + 0,046 89,65 + 0,44 27 2823563 + 5178 9,354+0,017 89,03 £ 0,16
30 2728798 + 5071 9,040 + 0,017 86,43+ 0,16 30 2756426 + 2496 9,132 + 0,008 86,91 + 0,08
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Tabela 55. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu w wersjach ,przemyslowych”: 3P6 oraz 4P6, przechowywanych w temperaturze 4°C, sporzadzonych z uzyciem

rozpuszczalnikéw, poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia

1% krople do oczu z ceftazydymem (wersje 3P6 i 4P6)

Wersja 3P6 Wersja 4P6
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartoSci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej + SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]

0 3219739 £ 592 10,667 + 0,002 100,00 + 0,00 0 3187348 + 1733 10,559 + 0,006 100,00 + 0,00

3 3177688 + 17336 10,527 £ 0,057 98,69 + 0,54 3 3150187 + 5419 10,436 0,018 98,83 £ 0,17

6 3121449 + 5080 10,341 £ 0,017 96,95 + 0,16 6 3094698 + 10603 10,252 £ 0,035 97,09 + 0,33

9 3081286 + 5870 10,208 £ 0,019 95,70 + 0,18 9 3053256 + 2301 10,115+ 0,008 95,79 £ 0,07

12 3039467 + 6119 10,069 + 0,020 94,40 + 0,19 12 2973871 + 4359 9,852+0,014 93,30+0,14

15 3017040 + 5463 9,995 +0,018 93,70+ 0,17 15 2986236 + 4121 9,893 +0,014 93,69 +£0,13

18 2934882 + 26243 9,723 + 0,087 91,15+ 0,82 18 2924696 + 5481 9,689 +0,018 91,76 £ 0,17

21 2927867 + 23779 9,700 + 0,079 90,93+ 0,74 21 2915672 + 6623 9,659 + 0,022 91,48 +0,21
24 2877873 + 57489 9,534 +£ 0,190 89,38 + 1,79 24 2889291 + 11029 9,572 + 0,037 90,65 + 0,35
27 2836801 + 44951 9,398 + 0,149 88,11+ 1,40 27 2826446 + 11197 9,364 + 0,037 88,68 + 0,35
30 2777128 £20716 9,200 + 0,069 86,25 + 0,64 30 2781640 + 10027 9,215+ 0,033 87,27+ 0,31
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Tabela 56. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu w wersjach ,,przemyslowych”: IP6 oraz IIP6, przechowywanych w temperaturze 4°C, sporzadzonych z uzyciem
rozpuszczalnikéw, poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia

5% krople do oczu z ceftazydymem (wersje IP6 i I1P6)

Wersja IP6 Wersja I1P6
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartoSci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej + SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3138645 + 6593 51,990 £ 0,109 100,00 + 0,00 0 3186762 + 11627 52,787 £ 0,193 100,00 + 0,00
3 3097673 = 7717 51,311 +£0,128 98,69 + 0,25 3 3143958 + 9743 52,078 £ 0,161 98,66 + 0,31
6 3029033 + 8617 50,174 + 0,143 96,51 + 0,27 6 3033850 = 10905 50,254 + 0,181 95,20 £ 0,34
9 2978855 + 5998 49,343 £ 0,099 94,91 +0,19 9 2998886 + 1226 49,675 £ 0,020 94,10 £ 0,04
12 2918201 + 12222 48,338 £ 0,202 92,98 + 0,39 12 2928542 + 15939 48,510 = 0,264 91,90 £ 0,50
15 2892194 + 8730 47,908 £ 0,145 92,15+ 0,28 15 2934414 + 4750 48,607 = 0,079 92,08 £ 0,15
18 2837939 + 7882 47,009 £ 0,131 90,42 + 0,25 18 2877342 + 3681 47,662 + 0,061 90,29 £ 0,12
21 2821233 +22548 46,732 £ 0,373 89,89 + 0,72 21 2866403 + 16957 47,480 £ 0,281 89,95 + 0,53
24 2772117 £ 20674 45,919 £ 0,342 88,32 + 0,66 24 2807698 + 2679 46,508 £ 0,044 88,11 +0,08
27 2709594 + 5235 44,883 £ 0,087 86,33+ 0,17 27 2703612 + 5473 44,784 £ 0,091 84,84 + 0,17
30 2635281 + 13824 43,652 £ 0,229 83,96 + 0,44 30 2661420 + 11179 44,085 £ 0,185 83,51 +£0,35
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Tabela 57. Zmiany zawartosci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu w wersjach ,,przemystowych”: IIIP6 oraz IVP6, przechowywanych w temperaturze 4°C, sporzadzonych z uzyciem

rozpuszczalnikéw, poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia

5% krople do oczu z ceftazydymem (wersje I1IP6 i IVP6)

Wersja I1IP6 Wersja IVP6
Srednie pole Srednie stezenie Zawartos$¢ ceftazydymu Srednie pole Srednie stezenie Zawartos¢ ceftazydymu
Dzien powierzchni piku ceftazydymu = SD w odniesieniu do zawartoSci Dzien powierzchni piku ceftazydymu + SD w odniesieniu do zawartoSci
ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej + SD [%] ceftazydymu + SD [mg/ml] poczatkowej £ SD [%]
0 3163864 + 4252 52,408 £ 0,070 100,00 + 0,00 0 3185220 + 14604 52,761 £ 0,242 100,00 + 0,00
3 3127090 + 7100 51,799 £ 0,118 98,84 + 0,22 3 3146181 + 7467 52,115+0,124 98,77 £ 0,23
6 3027107 + 14501 50,142 + 0,240 95,68 + 0,46 6 3042585 + 15827 50,399 £ 0,262 95,52 £ 0,50
9 2987921 + 9052 49,493 £ 0,150 94,44 + 0,29 9 3004773 £ 6216 49,772 £ 0,103 94,33 £ 0,20
12 2927540 + 9868 48,493 £ 0,163 92,53 +0,31 12 2949897 + 8517 48,863 £ 0,141 92,61 £0,27
15 2920614 + 2234 48,378 £ 0,037 92,31+ 0,07 15 2952080 + 5410 48,900 £ 0,090 92,68 £0,17
18 2852407 + 2039 47,249 £+ 0,034 90,16 + 0,06 18 2892320 + 2674 47,910 £ 0,044 90,30 + 0,08
21 2794141 + 4202 46,283 £ 0,070 88,31 +0,13 21 2822420 + 8340 46,752 £ 0,138 88,61 £ 0,26
24 2737157 +£ 12812 45,340 £0,212 86,51 0,40 24 2735945 + 4215 45,319 +0,070 85,90 +0,13
27 2724622 + 7870 45,132 £0,130 86,12 +£ 0,25 27 2672373 + 54851 44,266 £ 0,909 83,90 + 1,72
30 2706453 + 7394 44,831 £0,122 85,54+ 0,23 30 2647305 +29284 43,851 £0,485 83,11 +£0,92
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Cze$¢ doswiadczalna
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Ryc. 46. Zmiany zawarto$ci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu w wersjach przemystowych” PO,
przechowywanych w temperaturze 4°C
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Ryec.47. Zmiany zawartoSci ceftazydymu w 1% kroplach do oczu w wersjach ,,przemystowych” P6,
przechowywanych w temperaturze 4°C
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Cze$¢ doswiadczalna
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Ryc. 48. Zmiany zawartoSci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu w wersjach ,,przemystowych” PO,
przechowywanych w temperaturze 4°C
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Ryec.49. Zmiany zawartoSci ceftazydymu w 5% kroplach do oczu w wersjach ,,przemystowych” P6,
przechowywanych w temperaturze 4°C
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Czes¢ doswiadczalna

12.  Analiza stezenia pirydyny w kroplach do oczu z ceftazydymem

Mechanizm rozktadu ceftazydymu w roztworach wodnych jest wielokierunkowy
1 jego przebieg zalezy od takich czynnikow jak temperatura, pH, czy od obecnos$ci innych
substancji w roztworze. Mechanizm i produkty rozktadu ceftazydymu byty przedmiotem
wielu badan 1 licznych publikacji, przytoczonych w czesci teoretycznej niniejszej pracy.
Degradacja ceftazydymu zawsze wigze si¢ z otwarciem pierscienia [-laktamowego
oraz jednoczesnym odlgczeniem czasteczki pirydyny. Pirydyna nalezy do grupy produktow
szkodliwych (grupa Xn, Dyrektywa Komisji 2001/59/WE) [151], jest ponadto wymieniona
w wytycznych ICH Topic Q3C (R4) (Impurities: Guideline for residual solvents) [162]
jako rozpuszczalnik 2 klasy w produktach farmaceutycznych, dla ktorych okreslone sa
maksymalne dopuszczalne dobowe limity ekspozycji (PDE). PDE dla pirydyny wynosi
2 mg na dobg. Waznym aspektem przy opracowaniu technologii kropli do oczu
z ceftazydymem bylo stwierdzenie, czy powstajaca podczas uzytkowania kropli pirydyna

nie osigga toksycznych stezen.

12.1. Warunki rozdzialu chromatograficznego

Analiza ilo$ciowa (HPLC) pirydyny byta badaniem, prowadzonym jako oznaczenie
dodatkowe podczas analizy ilo$ciowej ceftazydymu w roztworach wodnych i kroplach
do oczu. Warunki rozdziatu chromatograficznego oraz sklad i sporzadzenie fazy ruchome;j

przedstawiono w punktach 11.1. oraz 11.2.

12.2. Analiza roztworéw wzorcowych pirydyny, wykreslenie Kkrzywych
kalibracyjnych

W analizie zawartosci pirydyny wykorzystano metod¢ wzorca zewngtrznego.
Sporzadzono dwie krzywe kalibracyjne, przedstawiajace zalezno$¢ powierzchni piku
od stezenia wzorca pirydyny (GC) w wodzie ultraczystej. Otrzymane réwnania krzywych

byly podstawa do obliczenia stezen pirydyny w oznaczanych roztworach lub kroplach.
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Kazda z krzywych kalibracyjnych zostala wykre§lona na podstawie analizy
6 roztworow wzorcowych pirydyny w wodzie ultraczystej, o stgzeniach zawierajacych sie
w przedziale od 2,0 pg/ml do 20 pg/ml. Kazdy z roztworé6w wzorcowych nastrzykiwany

byl na kolumne trzykrotnie.

v' Sporzadzenie roztworéw wzorcowych pirydyny

Ze wzgledu na bardzo niskie stezenia roztworéw wzorcowych pirydyny (analiza
pirydyny byta analiza produktu rozktadu), w pierwszej kolejnosci sporzadzono
pomocniczy roztwor pirydyny o stezeniu 0,1%. Nastgpnie w kolbach miarowych
przygotowano szereg rozcienczen, uzyskujac roztwory wzorcowe pirydyny o st¢zeniach
mieszczacych si¢ w zakresie 2,0 - 20 pg/ml. Do otrzymanych roztworéw wzorcowych
dodano uracyl, jako marker czasu martwego. Kazdy z roztworOw przesaczono przez
saczek membranowy Chromafil o $rednicy poréw 0,45 um do vialki o pojemnosci 1,5 ml.
Vialki umieszczono w autosamplerze. Analiz¢ chromatograficzng prowadzono wedtug
punktu 11.1., wykonujac dla kazdego stgzenia roztworu wzorcowego po trzy nastrzyki
na kolumng. Przyktadowy chromatogram roztworu wzorcowego pirydyny o stezeniu
0,01 mg/ml przedstawiono na rycinie 26. Wyniki analiz, na podstawie ktérych wykreslono
dwie krzywe kalibracyjne (A i1 B) pirydyny, zawarto w tabelach 58 i 59. Krzywe
kalibracyjne pirydyny przedstawiaja ryciny 501 51.

12.3. Statystyczna analiza regresji

Przeprowadzono analize statystyczng danych, zastosowanych do wykreslenia

krzywych kalibracyjnych pirydyny: dokonano oceny istotno$ci korelacji migdzy

zmiennymi oraz oceny istotno$ci regresji [159]. Wyniki przeprowadzonej analizy

przedstawiono w tabeli 60.
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Krzywa kalibracyjna A

Tabela 58. Zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia pirydyny w roztworach wzorcowych dla krzywej

kalibracyjnej A

Stezenie roztworu
wzorcowego pirydyny

Pole powierzchni piku

Srednie pole
powierzchni piku

[png/ml] 1 2 3
2,00 26270 26073 26070 26138
3,00 45616 46807 46008 46144
5,00 80233 80565 82275 81024
10,00 196086 189496 189759 191780
15,00 297843 292360 297843 296015
20,00 412819 403354 408703 408292
500 000
400 000 A
Q.
& 300000
£
R
g 200000 -
H y =21 250,19x - 19 894,56
o R? = 0,99944
100 000 -
0 T T T T T T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
stezenie pirydyny [pug/ml]
Ryc. 50. Krzywa kalibracyjna A pirydyny

149



Cze$¢ doswiadczalna

Krzywa kalibracyjna B

Tabela 59. Zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia pirydyny w roztworach wzorcowych dla krzywej

kalibracyjnej B

Stezenie roztworu

Pole powierzchni piku

Srednie pole

wzorcowego pirydyny . >
(i /el 1 2 3 powierzchni piku
2,00 25984 26031 26116 26044
3,00 45328 46018 46103 45816
5,00 81712 81869 81856 81812
10,00 193975 195614 197002 195530
15,00 297843 294561 293911 295438
20,00 4100645 409852 405644 408714
500 000 -
400 000 -
2
[
© 300000
c
S
.E’ 200000 -
g y =21 264,65x - 19 366,98
o R?=0,99943
100000 -
0 T T T T T T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
stezenie pirydyny [pug/ml]
Ryc. 51. Krzywa kalibracyjna B pirydyny
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Tabela 60. Analiza regresji krzywych kalibracyjnych A i B pirydyny

Parametry oceny

Krzywa wzorcowa A

Krzywa wzorcowa B

Wspélezynnik korelacji r

r=0,99972 >r,;=0,8114
(a=0,051f=4),
co potwierdza istotnos$¢ korelacji

r=0,99971 >r,;=0,8114
(a=0,051f=4),
co potwierdza istotnos¢ korelacji

Rozrzut wartosci (Sy)

S’y = 16258611,49

S’y = 16718060,19

Odchylenie standardowe (Sy) Sy =4032,20 Sy =4088,77

Wspolezynnik regresji a a=21250,21 a=21264,64

Blad standardowy wspélczynnika regresji a (Sa) Sa =250,63 Sa =254,15
Przedzial ufnosci wspoélczynnika regresji a 2125021 + 695,75 21264,64 + 705,51

att, Sa(e=0,05if=4)

Istotno$¢ wspolczynnika regresji a (t = a/Sa)

[t| = 84,79 >t r= 2,776
(a=0,051f=4),
co potwierdza istotnos¢ regresji

[t| = 83,67 >t p= 2,776
(a=0,051f=4),
co potwierdza istotnosc regresji

Wspélezynnik regresji b b =-19894,69 b =-19366,79
Blad standardowy wspélczynnika regresji b (Sb) Sb =2826,30 Sb =2865,96
Przedzial ufnosci wspolczynnika regresji b -19894,69 + 784581 - 19366,79 + 7955.89

b £ t,- Sb (0= 0,05if=4)

Istotnosé wspélezynnika regresji b (t = b/Sh)

[t| = 7,04 > t,¢=2,776
(=0,051f=4),

co potwierdza istotnos¢

wspotczynnika regresji

[t| = 6,76 > t,+= 2,776
(0=0,051f=4),

co potwierdza istotnos¢

wspotczynnika regresji

Postaé¢ rownania regresji

y = 21250,21 x - 19894,69

y =21264,64 x - 19366,79
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12.4. Walidacja metody iloSciowego oznaczania pirydyny w roztworach wodnych

oraz kroplach do oczu

Przeprowadzona walidacja metody HPLC oznaczania pirydyny w roztworach
wodnych oraz w kroplach do oczu obejmowata: specyficzno$¢, doktadnos¢, precyzje,

liniowo$¢ w okreslonym zakresie stezen oraz limity wykrywalnos$ci 1 oznaczalnosci.

12.4.1. Specyficznos$¢

Specyficznos¢ zastosowanej metody oznaczania pirydyny zostala udowodniona
w punkcie 11.5.2. W czasie retencji pirydyny nie byla wymywana z kolumny zadna
substancja zastosowana w skladzie kropli (substancja czynna ani pomocnicza).
Roéwniez pozniejsza analiza trwatosci kropli potwierdzita specyficzno$¢ metody
w odniesieniu do pojawiajacych si¢ produktéw rozkladu ceftazydymu: pojawiajace sie

na chromatogramach piki produktow rozktadu nie interferowaty z pikiem pirydyny.

12.4.2. Liniowos¢ metody oznaczania ilosSciowego pirydyny

Liniowo$¢ metody, potwierdzajaca mozliwo$¢ otrzymywania wynikéw wprost
proporcjonalnych do stezenia analitu w probie zostala udowodniona dla pirydyny
w zakresie stezen: 2,0 — 20,0 pg/ml w punkcie 12.2. i 12.3. Wykazano istotno$¢
wspotczynnika przesuniecia (b), ktory zostal uwzgledniony przy obliczaniu stezen

pirydyny na podstawie rownan regresji krzywych kalibracyjnych (punkt 12.4.6.).

12.4.3. Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci pirydyny

Granice wykrywalnosci 1 oznaczalnos$ci pirydyny w badanej probie (w nastrzyku)
okre§lono na podstawie parametrow analizy regresji krzywych kalibracyjnych [159]

1 przedstawiono w tabeli 61.

Granica wykrywalno$ci (DL) =33 - S,/ a

Granica oznaczalnosci (QL) =10 - S,/ a, gdzie:

Sy — odchylenie standardowe

a — wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej
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Tabela 61. Granice wykrywalnoSci i oznaczalnoSci pirydyny

Krzywa
kalibracyjna A B
DL [pg/ml] 0,63 0,63
QL [pg/ml] 1,90 1,92

12.4.4. Dokladnos¢

Doktadnos$¢ oznaczen ilosciowych pirydyny wyznaczono na podstawie analizy
chromatograficznej mieszanin modelowych kropli wersji 3 i III. Mieszaniny modelowe
odpowiednio dla 1% oraz 5% kropli wykonano przy uzyciu rozpuszczalnikow, ktore sktadem
jako$ciowym i ilosciowym substancji pomocniczych odpowiadaty ,,przemystowym” wersjom
kropli: nr 3P oraz IIIP. Mieszaniny modelowe sporzadzono wagowo. Dla kazdej mieszaniny
modelowej przygotowano po 6 probek do nastrzyku wg punktu 11.6.3., odpowiednio
dla wersji 3 1 III i poddano je analizie chromatograficznej. Za miar¢ doktadnos$ci metody

przyjeto procent odzysku, ktory obliczono ze wzoru:

stezenie oznaczone
odzysk = * 100% , gdzie:
stezenie obliczone

stezenie oznaczone - stezenie pirydyny, oznaczone metoda HPLC (obliczone na podstawie

powierzchni piku z rownania regresji krzywej kalibracyjne;j),

stezenie obliczone — stezenie pirydyny, obliczone na podstawie masy nawazki pirydyny i masy
sporzadzonych mieszanin modelowych kropli [mg/g], przeliczone w oparciu o ggstos¢ mieszanin

na stezenie [g/ml].

Wyniki analizy dokladno$ci oznaczania pirydyny w kroplach przedstawiono

w tabelach 62 1 63.
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Tabela 62.

Wyniki oceny dokladno$ci metody oznaczania iloSciowego pirydyny w 1% kroplach do oczu

Numer prébki S.t(;ienie f}qstoé'c’ S'teienie q . . Stezenie pirydyny
mieszaniny modelowej pll)liydyny mle;zzlmm)-r pll)li‘ydyny Pole povylegzchm piku oznaczone Odzysk [%] Wz [%]
1% kropli opliczone modelowe] obliczone plry ylly [mg/g]
[mg/g] w 25°C [g/ml] [mg/ml]

] 47786 0316 100,18
> 48183 0318 100,77
3 47104 0313 99.16
4 0,309 1,0205 0,315 48095 0317 100,64
5 48103 0317 100,65
6 48026 0317 100,54

wartos¢ Srednia + SD 47882 + 405 0.316 + 0,002 100,32 % 0,60 0,60
I 86937 0.500 97.24
) 87309 0.502 97.58
3 86034 0.496 96.41
4 0,503 1,0215 0,514 89361 0511 99.45
5 87987 0.505 98.20
6 86392 0.500 97.19

warto$¢ $rednia + SD 87420 + 1143 0,502 = 0,005 97,68 + 1,05 1,07
I 111629 0.616 102.28
> 107274 0.596 98.88
3 107093 0.595 98.74
4 0,590 1,0208 0,602 109830 0.608 100,88
5 109 356 0.605 100,51
6 109219 0.605 100,40

wartos¢ rednia + SD 109067 + 1695 0.604 + 0,008 100,28 + 1,32 132
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Tabela 63. Wyniki oceny dokladno$ci metody oznaczania iloSciowego pirydyny w 5% kroplach do oczu

Numer prébki S.t(;ienie f}qstoé'c’ S'teienie q . . Stezenie pirydyny
mieszaniny modelowej pll)liydyny mle;zzlmm)-r pll)li‘ydyny Pole povylegzchm piku oznaczone Odzysk [%] Wz [%]
5% kropli obliczone modelowej obliczone pirydyny [mg/g]
[mg/g] w 25°C [g/ml] [mg/ml]

1 71645 2,140 99,72
2 72098 2,151 100,21
3 72672 2,164 100,84
4 2,097 1,0236 2,146 70327 2,109 98,27
5 70619 2,116 98,59
6 71903 2,146 100,00

warto$é Srednia + SD 71544 £901 2,138 £ 0,021 99,61 + 0,99 0,99
1 86937 2,500 97,30
2 88910 2,546 99,10
3 86649 2,493 97,04
4 2,512 1,0225 2,569 87069 2,503 97.42
5 86987 2,501 97,34
6 88892 2,546 99,09

warto$¢ Srednia = SD 87574 + 1038 2,515+ 0,024 97,88 + 0,95 0,97
1 107822 2,991 98,48
2 109439 3,029 99,73
3 111853 3,085 101,60
4 2,976 1,0203 3,037 108903 3.016 99,32
5 108 039 2,996 98,65
6 107294 2,978 98,07

warto$¢ Srednia + SD 108892 + 1643 3,016 £ 0,039 99,31 +£1,27 1,28
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12.4.5. Precyzja

Precyzje metody oznaczania pirydyny w 1% 1 5% kroplach do oczu, okreslong
przez odchylenie standardowe (SD) i procent wzglednego odchylenia standardowego,

czyli wspotczynnik zmiennosci (Wz), przedstawiono w tabelach: 62 1 63.

12.4.6. Zawartos¢ pirydyny w badanym materiale

Zawarto$¢ pirydyny w roztworach wodnych i kroplach do oczu obliczana byta

ze wzorow otrzymanych z przeksztalcenia rownan regresji krzywych kalibracyjnych

pirydyny:

/

s dla 1% wersji roztworéw wodnych i kropli z ceftazydymem:

(y—b) - 100
a - 1000

®

s dla 5% wersji roztworéw wodnych i kropli z ceftazydymem:

(y —b) - 500
a - 1000

gdzie:
x — stgzenie pirydyny [mg/ml] w badanych roztworach i kroplach
y — usrednione pole powierzchni piku pirydyny
a — wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjne;j
b — wspotczynnik przesunigcia (wykazano istotno§¢ wspoétczynnika b: punkt 12.3.)
100 Iub 500 — wspotczynnik rozcienczenia dla roztwordw i kropli 1% lub 5%

1000 — przeliczenie jednostek: z [pug/ml] na [mg/ml]

W celu obliczenia zawartosci pirydyny w roztworach wodnych i kroplach do oczu
korzystano z jednej z dwodch krzywych kalibracyjnych pirydyny. Zawarto§¢ pirydyny
w wersjach recepturowych o niemodyfikowanej lepkosci liczona byta na podstawie
krzywej kalibracyjnej A, dla kropli recepturowych o modyfikowanej lepkosci zastosowano

krzywa kalibracyjng B. W przypadku kropli w wersjach ,,przemystowych”, ktére byty
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przechowywane tylko w temperaturze 4°C, stezenie pirydyny w ciggu 30 dni
przechowywania nie przekroczyto limitu oznaczalnosci, dlatego nie wykreslano

dodatkowych krzywych kalibracyjnych dla wers;ji ,,przemystowych”.

Analiza HPLC zawarto$ci pirydyny byta analiza produktu rozkladu. Oznaczenie
prowadzono jednoczesnie z analizg zawartosci ceftazydymu w roztworach wodnych
1 kroplach do oczu. Wyniki oznaczeh zawarto$ci pirydyny w roztworach wodnych

1 kroplach do oczu z ceftazydymem przedstawiono w tabelach 64 - 66:

v' bezpo$rednio po sporzadzeniu roztworéw wodnych oraz kropli do oczu

z ceftazydymem,

v w ostatnim dniu trwato$ci roztworéw wodnych i kropli, limitowanej zawartoscig

ceftazydymu, nie nizsza niz 90% zawarto$ci poczatkowe;j,

v w 30 dniu analizy roztwor6w wodnych i kropli.
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Tabela 64. Stezenie pirydyny w 1% roztworach wodnych i kroplach do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych

+» Stezenie pirydyny w 1% roztworach wodnych i kroplach bezposrednio po sporzadzeniu:

v' ponizej 0,063 mg/ml (ponizej DL*) dla wszystkich wersji

% Stezenie pirydyny w 1% roztworach wodnych i kroplach przechowywanych w temperaturze 4°C

V' w ostatnim dniu trwalo$ci: ponizej 0,192 mg/ml (ponizej QL*) dla wszystkich wersji

v w 30 dniu analizy: ponizej 0,192 mg/ml (ponizej QL*) dla wszystkich wersji

% Stezenie pirydyny w 1% roztworach wodnych i kroplach przechowywanych w temperaturze 20°C

v w ostatnim dniu trwalo$ci: ponizej 0,192 mg/ml (ponizej QL*) dla wszystkich wersji

v w 30 dniu analizy:

wersja 04, wersja 1R wersja 2R wersja 3R wersja 4R

0,603 + 0,014 mg/ml 0,640 + 0,010 mg/ml 0,708 + 0,015 mg/ml 0,640 + 0,022 mg/ml 0,652 + 0,009 mg/ml

* limity DL 1 QL przeliczono na stezenia pirydyny w kroplach, odpowiednie dla 1% wersji
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Tabela 65. Stezenie pirydyny w 5% roztworach wodnych i kroplach do oczu z ceftazydymem w wersjach recepturowych

+ Stezenie pirydyny w 5% roztworach wodnych i kroplach bezposrednio po sporzadzeniu:

v' ponizej 0,315 mg/ml (ponizej DL*) dla wszystkich wersji

% Stezenie pirydyny w 5% roztworach wodnych i kroplach przechowywanych w temperaturze 4°C

v w ostatnim dniu trwalo$ci: ponizej 0,960 mg/ml (ponizej QL*) dla wszystkich wersji

v w 30 dniu analizy: ponizej 0,960 mg/ml (ponizej QL*) dla wszystkich wersji

% Stezenie pirydyny w 5% roztworach wodnych i kroplach przechowywanych w temperaturze 20°C
v w ostatnim dniu trwalo$ci: ponizej 0,960 mg/ml (ponizej QL*) dla wszystkich wersji

v w 30 dniu analizy:

wersja 0y, ‘ wersja IR ‘ wersja IIR ‘ wersja IIIR ‘ wersja IVR

3,701 + 0,053 mg/ml ‘ 3,770 = 0,073 mg/ml ‘ 4,069 + 0,090 mg/ml ‘ 3,773 £ 0,071 mg/ml ‘ 4,099 + 0,072 mg/ml

* limity DL 1 QL przeliczono na stezenia pirydyny w kroplach, odpowiednie dla 5% wersji
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Tabela 66. Stezenie pirydyny w 1% i 5% kroplach do oczu z ceftazydymem w wersjach ,,przemystowych” P0 i P6

+ Stezenie pirydyny w kroplach ,,przemystowych” bezposrednio po sporzadzeniu:

1% krople 5% krople
ponizej 0,063 mg/ml (ponizej DL*) ponizej 0,315 mg/ml (ponizej DL*)
dla wszystkich wersji dla wszystkich wersji

¢ Stezenie pirydyny w kroplach ,,przemystowych” przechowywanych w temperaturze 4°C

1% krople 5% krople
Y w ostatnim dniu trwalosci: ponizej 0,192 mg/ml (pOl’llZfB] QL*) ponizej 0,960 mg/ml (pOl’llZfB] QL*)
dla wszystkich wersji dla wszystkich wersji
v w 30 dniu analizy: ponizej 0,192 mg/ml (pOIllZF_] QL*) ponizej 0,960 mg/ml (pOIllZF_] QL*)
dla wszystkich wersji dla wszystkich wersji

* limity DL 1 QL przeliczono na stezenia pirydyny w kroplach, odpowiednie dla 1% i 5% wersji
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V OMOWIENIE WYNIKOW
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Omowienie wynikow

W leczeniu bakteryjnych zakazen narzadu wzroku stosowane sg obecnie, jako leki
pierwszego rzutu, antybiotyki aminoglikozydowe. Aminoglikozydy powoduja jednak
wiele dziatan niepozadanych, zar6wno po podaniu ogolnym (ototoksycznos$¢, zaburzenia
pracy nerek i watroby), jak 1 miejscowym (uszkodzenie tkanek oka, uszkodzenie stuchu),
a takze sa przyczyna czestych reakcji alergicznych. Wzrastajaca liczba bakteryjnych
zakazen okulistycznych, spowodowanych mig¢dzy innymi coraz powszechniejszym
stosowaniem soczewek kontaktowych oraz znaczna oporno$¢ bakterii na aminoglikozydy
wskazuje na potrzebe opracowania nowej okulistycznej postaci leku do stosowania

miejscowego, zawierajacej antybiotyk nowszej generacji.

Ceftazydym nalezy do antybiotykéw cefalosporynowych III  generacji.
Charakteryzuje si¢ szerokim spektrum przeciwdrobnoustrojowym. Szczegodlnie silne
dzialanie wykazuje wobec bakterii Gram-ujemnych, m. in.: Pseudomonas aeruginosa,
Haemophillus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Acinetobacter, paleczek z rodziny
Enterobacteriaceae: Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter, Morganella, Salmonella i Shigella. Nie ustgpuje skutecznos$cia
aminoglikozydom, jest natomiast od nich znacznie mniej toksyczny [31-33, 58, 64, 74-75].
Aktywnos¢ ceftazydymu w zakazeniach wewnatrzgatkowych o etiologii Pseudomonas
aeruginosa jest wigksza od piperacyliny, okreslanej czgsto jako penicylina
anty-Pseudomonas. Istotng zaleta ceftazydymu jest ponadto jego oporno$¢ na dziatanie
klasycznych B-laktamaz typu TEM, SHV i PSE-1. Ceftazydym stosowany jest obecnie
m.in. w ci¢zkich zakazeniach dolnych drég oddechowych, moczowych, posocznicy,
zapaleniu opon mozgowo-rdzeniowych, zakazeniach skory, nosa, ucha, gardta - w postaci
iniekcji domig$niowych i dozylnych. Zarejestrowane handlowe preparaty ceftazydymu
stanowig suchg, liofilizowana posta¢ do sporzadzania roztworéw do wstrzykiwan

domigs$niowych i dozylnych oraz do wlewow.

Pomimo znakomitych przeciwdrobnoustrojowych wiasciwosci ceftazydymu
i jego niskiej toksycznos$ci wzgledem tkanek oka, na krajowym i $§wiatowym rynku
farmaceutycznym brakuje okulistycznej postaci leku z ceftazydymem do stosowania
miejscowego. Glowng przyczyng tego stanu rzeczy jest niska trwatos¢ tego antybiotyku
w roztworach wodnych, co wyklucza mozliwo$¢ przemystowej produkcji kropli do oczu
z ceftazydymem w postaci roztworu. Ceftazydym w roztworach wodnych ulega szybkiej

degradacji, w wyniku ktorej nastepuje otwarcie pierScienia B-laktamowego
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z jednoczesnym odlaczeniem czasteczki pirydyny [115-120]. Krople do oczu
z ceftazydymem przygotowywane s3a jedynie ex tempore w aptekach szpitalnych,
wylacznie na potrzeby pacjentdow oddziatow okulistycznych. Zazwyczaj krople te
wykonywane sg przez rozpuszczenie parenteralnej postaci ceftazydymu w roznym
vehiculum, np. w 0,9% roztworze NaCl lub w preparacie sztucznych tez [107-109].
Brakuje danych w pi$miennictwie naukowym, dotyczacych technologii okulistycznych
postaci leku z ceftazydymem, np. kropli lub masci, w tym sposobu ich sporzadzania,
doboru niezbednych substancji pomocniczych oraz trwato$ci antybiotyku w tych

postaciach leku.

Krople do oczu z antybiotykiem o tak  szerokim  spektrum
przeciwdrobnoustrojowym 1 niskiej toksycznosci jaka charakteryzuje si¢ ceftazydym,
moglyby sta¢ si¢ lekiem pierwszego rzutu w cigzkich chorobach bakteryjnych narzadu
wzroku, w szczegdlnosci w zakazeniach pateczka Pseudomonas aeruginosa,

ktora wykazuje znaczng opornos¢ na stosowane obecnie antybiotyki.

W 1999 r. pod kierownictwem dr hab. n. farm. Anny Kodym rozpoczgto badania
nad zastosowaniem w kroplach do oczu niektérych antybiotykéw cefalosporynowych.
Badania prowadzone byly w Katedrze 1 Zaktadzie Technologii Postaci Leku Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu i ich celem bylo opracowanie
technologii 1% kropli do oczu z cefalosporynami, w tym rowniez ocena wptywu substancji
pomocniczych 1 temperatury przechowywania na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
cefalosporyn w kroplach. Wyniki badan pozwolilty migdzy innymi na opatentowanie petnej
technologii sporzadzania 1% recepturowych kropli do oczu z ceftazydymem [139, 163,
164]. Zapoczatkowane w Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu badania byty
kontynuowane w ostatnich latach przez zespot naukowy A. Kodym w Katedrze 1 Zaktadzie
Technologii Postaci Leku Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu. Badania te dotyczyly technologii i trwatosci fizykochemicznej
kropli do oczu z cefazoling [165], cefuroksymem [166, 167] i cefepimem [168], a takze

technologii kropli do oczu z ceftazydymem [152], ktéra jest tematem tej pracy.
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W niniejszej pracy do sktadu kropli wlaczono te same substancje pomocnicze,
ktérych uzyto wczesniej przy opracowaniu technologii 1% kropli recepturowych [139].
Badania rozszerzono ponadto o trwato§¢ chemiczng 5% kropli z ceftazydymem, czyli
kropli ,,wzmocnionych” — do stosowania w warunkach klinicznych oraz o technologi¢
1 trwatos¢ 1% 1 5% kropli w wersjach ,,przemystowych”.

Krople recepturowe oraz ,,przemystowe” zaprojektowano w dwoéch stezeniach:
1% 1 5%, w wersjach zar6wno konserwowanych jak i bez konserwantéw, a takze
w wersjach o zwickszonej lepkosci. Substancje pomocnicze zostaly tak dobrane,
aby krople posiadaly optymalne wtasciwosci z punktu widzenia trwalo$ci antybiotyku
oraz parametry fizyczne zgodne z wymaganiami farmakopealnymi i lezace w granicach

tolerancji oka: pH, ci$nienie osmotyczne oraz lepkos¢.

Zatozeniem niniejszej pracy jest odpowiedz na realne zapotrzebowanie kliniczne
na preparat z ceftazydymem w postaci kropli do oczu o trwalo$ci umozliwiajacej
przeprowadzenie pelnej kuracji w warunkach klinicznych lub w domu przez pacjenta,
produkowanych recepturowo lub dost¢epnych jako gotowy preparat handlowy. Przyjete

zatozenia dotycza opracowania technologii:

v 1% 1 5% recepturowych kropli do oczu, sporzadzanych na podstawie recepty
lekarskiej w warunkach receptury aptecznej, o trwaloSci umozliwiajacej
kilkunastodniowg kuracje przez pacjenta w domu, lub przeznaczonych do stosowania
w warunkach klinicznych i sporzadzanych przez apteki szpitalne na zapotrzebowanie

oddziatow okulistycznych,

v 1% i 5% kropli do oczu w wersjach ,,przemystowych”, czyli w wersjach, ktérych
technologia 1 trwato$¢ umozliwia przemystowa produkcje kropli. Ze wzgledu na niska
trwalo$¢ ceftazydymu w roztworach wodnych — sluszna wydaje si¢ by¢ zatozona
Ww niniejszej pracy koncepcja technologiczna, oparta na opakowaniu dwukomorowym,
zawierajagcym osobno antybiotyk oraz rozpuszczalnik, ktoére bylyby taczone

przed pierwsza aplikacja.

Poniewaz cele i zatoZenia niniejszej pracy realizowano etapowo, uzyskane wyniki

omoOwiono ponizej zgodnie z nastepujacymi po sobie etapami.
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1.  Analiza zgodnoS$ci farmaceutycznej 5% roztworu ceftazydymu z substancjami

pomocniczymi, wiaczonymi do skladu kropli

W pierwszym etapie badan wykonano test zgodnosci farmaceutycznej
5% roztworéw wodnych ceftazydymu z substancjami pomocniczymi, ktére w zatozeniu
pracy miaty by¢ wlaczone 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: ceftazydym w stezeniu 5% wykazal pelng zgodnosé¢
ze sktadnikami buforu cytrynianowego, z alkoholem poliwinylowym w stezeniu okoto 3%,
z boranem fenylorteciowym w stezeniu 0,001% oraz z alkoholem B-fenyloetylowym
w stezeniu 0,4%. Wszystkie sporzadzone roztwory pozostaly przezroczyste przez caty
okres badania. Zaobserwowano natomiast zmian¢ zabarwienia, ktora intensywniej
przebiegala w temperaturze przechowywania 20°C. Przyczyng zmiany zabarwienia byla
degradacja antybiotyku, niezalezna od obecnych w roztworze substancji pomocniczych,
poniewaz identyczne zmiany zaobserwowano w przechowywanym réwnolegle roztworze

kontrolnym, zawierajacym sam antybiotyk.

2. Technologia i wlasciwosci fizyczne roztworow substancji pomocniczych,

zastosowanych w skladzie kropli do oczu

Krople do oczu z ceftazydymem oraz rozpuszczalniki do kropli w wersjach
»przemystowych” sporzadzone zostaly z uzyciem roztworéw substancji pomocniczych,
takich jak: bufory cytrynianowe I 1 II, 0,04% roztwor boranu fenylortgciowego
oraz roztwoér alkoholu poliwinylowego, ktérych tok sporzadzania opisano w punkcie
4 niniejszej pracy’. W ramach oceny jakosciowej buforéw cytrynianowych,
przed procesem wyjatawiania oraz bezposrednio po nim wykonano pomiary pH i ci$nienia
osmotycznego oraz przeprowadzono oceng organoleptyczng pod katem zmian zabarwienia
oraz przezroczysto$ci, a w przypadku roztworu alkoholu poliwinylowego dodatkowo
oznaczono lepko§¢. Na podstawie przeprowadzonej oceny fizycznej nie stwierdzono
istotnych zmian w wyniku procesu wyjalawiania w badanych buforach cytrynianowych
(tabela 2), natomiast w roztworze alkoholu poliwinylowego nastgpito nieznaczne obnizenie

lepkosci z wartosci 43,20 mPa-s do 42,11 mPa-s (tabela 4).

2 Odnoéniki w Oméwieniu Wynikéw do okreslonych punktow pracy dotycza Czesci Doswiadczalnej pracy,
chyba Ze podano inaczej.
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3.  Opracowanie i walidacja metody HPLC, zastosowanej do oznaczen iloSciowych

ceftazydymu w roztworach wodnych i kroplach do oczu

W niniejszej pracy trwato§¢ chemiczna kropli do oczu z ceftazydymem okreslana
byta na podstawie zmian zawartosci ceftazydymu w kroplach w trakcie ich
przechowywania. Zawarto$¢ ceftazydymu oznaczana byla za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), metoda wzorca zewngtrznego, z wykorzystaniem elucji
izokratycznej. Zastosowane warunki rozdzialu zgodne byly z warunkami podanymi
w monografii ceftazydymu w USP 29, jednak ze wzgledu na koniecznos¢ zwickszenia
zawartosci acetonitrylu w fazie ruchomej (punkt 11.1), wykonano calosciowa walidacje
metody HPLC, obejmujaca specyficznos¢, liniowos¢ w okreslonym przedziale stezen,
limity wykrywalnoS$ci i oznaczalno$ci, doktadno$é, precyzje oraz oznaczenie Robustness,

czyli oznaczenie odpornosci metody [160].

Specyficzno$é. W badaniu specyficznosci (punkt 11.5.2.) wykazano, ze cytrynian
sodu, kwas cytrynowy, boran fenylorteciowy, alkohol B-fenyloetylowy oraz alkohol
poliwinylowy, zastosowane w skladzie kropli do oczu, nie miaty wptywu na wynik
oznaczen ceftazydymu, poniewaz przy dlugosci fali 254 nm i1 w czasie retencji
charakterystycznym dla antybiotyku na chromatogramach nie pojawialy si¢ piki
pochodzace od zastosowanych substancji pomocniczych (pik alkoholu B-fenyloetylowego
wymywany byl z kolumny w czasie retencji znacznie przewyzszajagcym czas retencji
ceftazydymu). Zastosowana metoda HPLC pozostata specyficzna réwniez w trakcie
przechowywania kropli, kiedy zaczely pojawiaé si¢ na chromatogramach piki produktow
rozktadu ceftazydymu. Pik gléwnego produktu rozkladu ceftazydymu - pirydyny,
charakteryzowat si¢ odmiennym niz oznaczany antybiotyk czasem retencji a takze

odpowiednig rozdzielczo$cia, umozliwiajaca dodatkowe oznaczenie ilosciowe pirydyny.

Liniowo$¢ metody. W ciagu calego cyklu badan sporzadzono trzy krzywe
kalibracyjne dla ceftazydymu w zakresie stgzen od 25 pg/ml do 150 pg/ml,
czyli obejmujace zakres 25% - 150% w odniesieniu do oczekiwanych wynikéw analizy
swiezo sporzadzonych roztworéw wodnych 1 kropli z ceftazydymem (punkt 11.3.).
Przeprowadzona analiza regresji potwierdzila istotnos$¢ korelacji migdzy stezeniem wzorca
ceftazydymu w analizowanych probach a oznaczanym polem powierzchni piku

(punkt 11.4.).

166



Omowienie wynikow

Granica wykrywalnosci (DL) i granica oznaczalnosci (QL). Zgodnie
z wytycznymi ICH Q2 (R1) [160], granica oznaczalno$ci (QL) powinna by¢ wyznaczona
w przypadku analizy iloSciowej zanieczyszczen lub analizy ilosciowej produktow
rozktadu. Ze wzgledu na fakt, ze przeprowadzone badania byly badaniami trwalosci
substancji czynnej w postaci leku i w trakcie przechowywania nastepowal spadek
zawartosci analitu — parametry DL oraz QL dla ceftazydymu zostaty rowniez wyznaczone.
Granice wykrywalnosci oraz granic¢ oznaczalno$ci okre§lono na podstawie parametrow
analizy regresji krzywych kalibracyjnych ceftazydymu (punkt 11.5.4.). Wyznaczenie DL
1 QL przeprowadzono dla kazdej z trzech krzywych kalibracyjnych ceftazydymu,
przy czym najwyzsze warto$ci uzyskano dla krzywej kalibracyjnej C, gdzie granica
wykrywalnosci (DL) ceftazydymu wyniosta 2,15 pg/ml, a granica oznaczalnosci (QL)
wyniosta 6,52 pg/ml. Wartosci obu wyznaczonych parametrow znajduja si¢ ponizej dolne;j
granicy zakresu metody, wyznaczonego przez krzywe kalibracyjne (ponizej 25 pg/ml),
co potwierdza mozliwo$¢ oznaczen ilosciowych ceftazydymu w granicach obranego

zakresu metody.

Dokladnosé. Za miarg dokladnosci przyjeto procent odzysku ceftazydymu
z mieszanin modelowych o okreslonej zawartosci antybiotyku (punkt 11.5.5.).
Doktadno$¢ oznaczen ceftazydymu w 1% kroplach wyniosta od 97,64% do 98,54%,
natomiast w 5% kroplach od 96,70 % do 98,49%.

Precyzja. Precyzj¢ oznaczen ilosciowych ceftazydymu w badanych kroplach
okreslono na podstawie analizy HPLC mieszanin modelowych antybiotyku (punkt 11.5.6.),
jako procent wzglednego odchylenia standardowego, czyli wspdtczynnik zmiennosci (Wz).
Wspotczynnik zmiennosci, obliczony na podstawie pol powierzchni otrzymanych z trzech
nastrzykow dla kazdej mieszaniny modelowej, wynidst dla 1% kropli od 0,07% do 0,24%,
natomiast dla 5% kropli od 0,11% do 0,33%.

Robustness. Oznaczenie Robustness, czyli oznaczenie odpornosci metody,
przeprowadzono dla parametru, ktory mogt w trakcie trwania analizy ulega¢ zmianie,
czyli dla zawartosci acetonitrylu w fazie ruchome;j. Oznaczenie przeprowadzono poddajac
analizie chromatograficznej roztwor wzorcowy ceftazydymu, stosujac kolejno trzy fazy
ruchome, rdznigce si¢ zawartoscig acetonitrylu: 90%, 100% 1 110% w odniesieniu do ilo$ci
acetonitrylu, zastosowanej w analizie roztworéw i kropli. Uzasadnienie wyboru jednego

zmiennego parametru oraz przeprowadzenie analizy opisano w punkcie 11.5.7. Analizujac
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uzyskane wyniki (tabela 38) zaobserwowano, ze zwigkszenie stezenia acetonitrylu w fazie
ruchomej powodowalo zwigkszenie mocy elucyjnej, czyli zdolnosci wymywania
ceftazydymu z kolumny, co skutkowato obnizeniem czasu retencji (tg) antybiotyku.
10% zwigkszenie zawartosci acetonitrylu w fazie ruchomej powodowato skrocenie czasu
retencji z 9,48 minut do 8,53 minut, natomiast 10% obnizenie jego zawartosci -
powodowato wydtuzenie czasu retencji do 11,04 minut. Nie odnotowano natomiast
wplywu zastosowanych zmian st¢zenia acetonitrylu na uzyskiwane powierzchnie pikow
analitu, a tym samym na obliczong zawarto$¢ antybiotyku w badanych préobach: dla trzech
$rednich po6l powierzchni uzyskanych z analizy roztworu wzorcowego ceftazydymu przy
uzyciu trzech faz ruchomych réznigcych si¢ zawarto$cig acetonitrylu: 90%, 100% i1 110%
(w odniesieniu do ilosci zastosowanej w badaniach) uzyskano wspotczynnik zmiennosci

Wz =0,13% (tabela 38).

Parametry rozdzialu chromatograficznego.

Prowadzac analize HPLC roztworéw wodnych oraz kropli do oczu z ceftazydymem
wyznaczano szereg parametroOw chromatograficznych, ktorych warto$ci $wiadczyty
o sprawnosci kolumny oraz statych warunkach prowadzonych rozdziatéw. Przyktadowe
warto$ci wyznaczonych parametrow dla kazdej wersji kropli oraz dla roztworé6w wodnych
zestawiono w tabeli 39. Sredni czas retencji ceftazydymu wynosit 9,43 minut, $rednia
warto$¢ wspotczynnika retencji wynosita 2,482. Rozdzielczos¢ dla piku ceftazydymu
w kroplach bezposrednio po sporzadzeniu byla nie mniejsza niz 2,305. Podczas
przechowywania, gdy zaczety pojawia¢ si¢ piki produktéw rozktadu, rozdzielczosé
dla piku ceftazydymu malata. Wspolczynnik ogonowania piku ceftazydymu wynosit
0,836 — 1,008 i spelnial wymagania USP 29: 0,75 — 1,5. Liczba potek teoretycznych
wynosita $rednio okoto 17 tysigcy/metr, przy czym najwyzsza sprawno$¢ notowano
na poczatku kazdej serii analiz, najnizsza w ostatnich dniach analizy. Po kazdej serii analiz
kolumna byta wielokrotnie plukana mieszaning metanolu i wody, co powodowato wzrost
jej sprawnos$ci, obnizanej w czasie trwania analiz prawdopodobnie przez bufor
fosforanowy, bedacy sktadnikiem fazy ruchome;.

Przyktadowe chromatogramy oraz parametry rozdzialu chromatograficznego
ceftazydymu w 1% 1 5% kropach w wersjach recepturowych i ,przemystowych”,
w dniu sporzadzenia i w 30 dniu przechowywania, przedstawiono na rycinach 28 - 41

oraz w tabeli 39.
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4.  Technologia i trwalos¢ 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach

recepturowych.

Krople z ceftazydymem o stezeniu 1% 1 5% zaprojektowano w czterech wersjach
recepturowych, ktorych sktad przedstawiono w tabeli 14. Dodatkowo sporzadzono
1% 1 5% roztwory wodne ceftazydymu, ktore ze wzglgdu na zbyt niskie ci$nienie
osmotyczne nie nadajg si¢ do stosowania w celach terapeutycznych i zostaly sporzadzone
oraz byly analizowane jedynie w celach porownawczych. Uzasadnienie sktadu z punktu
widzenia wptywu zastosowanych substancji pomocniczych na trwato$¢ fizykochemiczng
kropli przedstawiono w punkcie 8.2.

Z punktu widzenia terapii — wybor stezenia oraz odpowiedniej wersji kropli zalezy
od intensywnos$ci zakazenia bakteryjnego narzadu wzroku oraz od czynnikow
towarzyszacych, takich jak np. stan nablonka rogowki czy tolerancja oka na $rodki
konserwujace. Krople w wersjach 1R 1 IR - o niemodyfikowanej lepkosci
1 niekonserwowane - przeznaczone sg do stosowania w poczatkowym, ostrym etapie
zakazenia, w ktorym nie jest wskazane stosowanie kropli zawierajacych $rodki
konserwujace i zwigkszajace lepkos¢. Ponadto krople te moga by¢ stosowane w przypadku
uszkodzenia rogdwki lub nietolerancji na srodki konserwujace. Krople w wersjach 2R i I[IR
— konserwowane o niemodyfikowanej lepkosci - moga by¢ stosowane po opanowaniu
ostrej fazy zakazenia u pacjentow, u ktoérych nie ma przeciwwskazan do stosowania kropli
zawierajacych $rodki konserwujace. Zwickszenie lepkosci kropli (wersje 3R, 4R, IIIR
i IVR) ma na celu wydluzenie kontaktu leku z okiem, co pozwala na zmniejszenie
czestotliwosci aplikacji. Krople zawierajace alkohol poliwinylowy moga by¢ stosowane
w przypadku infekcji o tagodnym przebiegu lub po opanowaniu fazy ostrej zakazenia,
przy czym krople niekonserwowane (wersje 3R i IIIR) zalecane sa w przypadku
przeciwwskazan do stosowania $rodkow konserwujacych. Zastosowanie $Srodkéw
konserwujacych w wersjach 2R, IIR, 4R oraz IVR umozliwia sporzadzanie kropli

w opakowaniach wielodawkowych, co jest korzystne ekonomicznie.

Wszystkie wersje kropli oraz roztwory wodne ceftazydymu zostaty sporzadzone
w warunkach aseptycznych, zgodnie z metodyka przedstawiong w punktach 7 1 8.
Kazda z wersji zostala rozdzielona na dwie serie, ktore byly analizowane osobno.
Roztwory wodne 1 krople przechowywano w chtodziarkach farmaceutycznych

w temperaturze 4°C i 20°C przez okres 30 dni. Bezposrednio po sporzadzeniu
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oraz w trakcie przechowywania, w odstepach trzydniowych, dokonywano oceny
jakosciowej roztworéw wodnych i kropli z ceftazydymem, w ramach ktorej oznaczano:
pH, cis$nienie osmotyczne, zabarwienie i przezroczysto$¢ oraz prowadzono analiz¢ zmian
zawartosci ceftazydymu (metoda HPLC). Ponadto w wersjach zawierajacych w skladzie

alkohol poliwinylowy oznaczano lepkos¢.

Analiza zawartosci ceftazydymu w kroplach w trakcie ich przechowywania
umozliwila wyznaczenie okresu trwatosci kazdej wersji kropli. Okres trwatosci podano
jako czas [ilos¢ dni], w ktorym zawarto$¢ antybiotyku pozostala na poziomie
nie mniejszym niz 90% w odniesieniu do zawarto$ci poczatkowej. Zmiany fizyczne,
jakie odnotowano w okresie trwalosci kazdej wersji kropli byly nieznaczne, dlatego
w Omowieniu Wynikow trwato$¢ fizyczng kropli przedstawiono w oparciu o wyniki
catkowitej, 30-dniowej analizy kazdej wersji. Pozwolilo to na lepsze zaobserwowanie
zalezno$ci pomigdzy skladem 1 temperaturg przechowywania kropli a kierunkiem
1 wielko$cig zmian parametrow fizycznych, jakie zaszty w kroplach w trakcie

przechowywania.

pH 1% kropli w dniu sporzadzenia miescito si¢ w granicach od 6,21 (wersja 4R)
do 6,32 (wersja 1R). W czasie 30 dni przechowywania w obu warunkach temperaturowych
pH 1% kropli pozostawalo praktycznie na niezmienionym poziomie: po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 4°C pH 1% kropli miescilo si¢ w granicach: od 6,20
(wersja 4R) do 6,30 (wersja 1R), natomiast po 30 dniach przechowywania w temperaturze
20°C pH 1% kropli wynosito: od 6,19 (wersja 4R) do 6,29 (wersja 1R). Dla poréwnania
1% roztwor wodny ceftazydymu w dniu sporzadzenia charakteryzowal si¢ wyzszym
niz buforowane krople pH, ktére wynosito 7,53 1 w trakcie przechowywania obnizalo si¢
systematycznie. W 30 dniu analizy pH 1% roztworu wodnego przechowywanego
w temperaturze 4°C wynosito 7,30, natomiast przechowywanego w temperaturze 20°C
wynosito 7,24.

pH 5% kropli w dniu sporzadzenia charakteryzowato si¢ nieznacznie wyzszym pH
w porownaniu z 1% kroplami. pH miescito si¢ w granicach od 6,35 (wersja IVR) do 6,48
(wersja IR). Wciggu 30 dni przechowywania w obu warunkach temperaturowych
pH kropli nieznacznie obnizyto si¢: w 30 dniu przechowywania w temperaturze 4°C
pH 5% kropli wynosito: od 6,27 (wersja IVR) do 6,40 (wersja IR), natomiast w 30 dniu
przechowywania w temperaturze 20°C pH 5% kropli wynosito: od 6,27 (wersja IVR)
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do 6,38 (wersja IR). 5% wodny roztwor ceftazydymu w poréwnaniu z 1% roztworem
analogicznie charakteryzowat si¢ wyzszym pH, dla ktérego bezposrednio po sporzadzeniu
odnotowano wartos¢ pH 7,75. W trakcie przechowywania pH 5% roztworu wodnego
obnizato si¢, aby w 30 dniu analizy osiaggna¢ wartosci pH: 7,35 dla temperatury
przechowywania 4°C oraz 7,05 dla temperatury przechowywania 20°C.

Z uwagi na fakt, ze ceftazydym wykazuje najwyzsza trwalo$¢ w roztworach
o pH 4,5 - 6,5 [115] - wyniki przeprowadzonych oznaczen potwierdzaja konieczno$¢
buforowania kropli do oczu z ceftazydymem a takze potwierdzaja stuszno$¢ wyboru
buforu cytrynianowego, ktory gwarantuje nie tylko odpowiednie wyjsciowe pH
dla 1% 1 5% kropli we wszystkich analizowanych wersjach, ale takze zapewnia
praktycznie niezmienne pH kropli w trakcie przechowywania. Dodatkowym atutem
zastosowanego buforu cytrynianowego jest fakt, ze osiggane wartosci pH sa dobrze
tolerowane przez oko.

Wyniki badan pH wodnych roztworéw oraz kropli recepturowych z ceftazydymem

zestawiono w tabelach 171 18.

Ci$nienie osmotyczne 1% kropli z ceftazydymem w dniu sporzadzenia miescito
si¢ w granicach od 332 mOsm/l (wersja 1R) do 386 mOsm/l (wersja 4R). W trakcie 30 dni
przechowywania w obu warunkach temperaturowych cisnienie osmotyczne kropli
wzrastato, by w 30 dniu analizy osiggng¢ warto$ci: dla temperatury przechowywania 4°C:
od 334 mOsm/I (wersja 1R) do 393 mOsm/I (wersja 4R), dla temperatury przechowywania
20°C: od 346 mOsm/l (wersja 1R) do 403 mOsm/l (wersja 4R). Dla pordwnania:
1% roztwor wodny ceftazydymu w dniu sporzadzenia charakteryzowat si¢ duzo nizszym
niz buforowane krople ci$nieniem osmotycznym, ktére wynosito 40 mOsm/l 1 w trakcie
przechowywania ulegato systematycznemu wzrostowi. W 30 dniu analizy ci$nienie
osmotyczne 1% roztworu wodnego przechowywanego w temperaturze 4°C wynosito
45 mOsm/l, natomiast przechowywanego w temperaturze 20°C wynosito 52 mOsm/I.

Cisnienie osmotyczne 5% kropli w dniu sporzadzenia charakteryzowato si¢
znacznie wyzszymi warto$ciami w poréwnaniu z 1% kroplami. Ci$nienie osmotyczne
miedcito si¢ w granicach od 475 mOsm/l (wersja IR) do 521 mOsm/l (wersja IVR).
W trakcie 30 dni przechowywania w obu warunkach temperaturowych ci$nienie
osmotyczne kropli wzrastato, by w 30 dniu analizy osiagna¢ wartosci: dla temperatury
przechowywania 4°C: od 483 mOsm/l (wersja IR) do 534 mOsm/l (wersja IVR),
dla temperatury przechowywania 20°C: od 521 mOsm/l (wersja IR) do 592 mOsm/I

171



Omowienie wynikow

(wersja IVR). 5% wodny roztwdr ceftazydymu w poréwnaniu z 1% roztworem
analogicznie charakteryzowat si¢ wyzszym ci$nieniem osmotycznym, ktore bezposrednio
po sporzadzeniu wynosito 197 mOsm/l. W trakcie przechowywania w temperaturze 4°C
ciSnienie osmotyczne 5% roztworu wodnego nieznacznie obnizyto si¢ do wartosci
193 mOsm/l, natomiast w trakcie przechowywania w temperaturze 20°C ulegto znacznemu
wzrostowi do warto$ci 230 mOsm/l. Oprdécz pojedynczego i nieznacznego obnizenia
ciSnienia osmotycznego dla 5% roztworu wodnego ceftazydymu przechowywanego
w temperaturze 4°C (obnizenie warto$ci o 4 mOsm/l), we wszystkich pozostatych
przypadkach  zaobserwowano wzrost cisnienia osmotycznego, intensywniejszy

dla roztworow i kropli o stezeniu 5% oraz przechowywanych w temperaturze 20°C.

Wzrost ci$nienia osmotycznego spowodowany jest zwickszeniem st¢zenia
czasteczek lub jonéw w roztworze. W przypadku analizowanych roztworow wodnych
i kropli z ceftazydymem odzwierciedla on degradacje ceftazydymu, polegajaca przede
wszystkim na hydrolizie ugrupowania B-laktamowego, odigczeniu pirydyny i powstaniu
pochodnej metylidenowej ceftazydymu. Najwigeksze zmiany ci$nienia osmotycznego
zaobserwowano dla kropli o zwiekszonej lepkosci 1 konserwowanych (wersje 4R 1 IVR).
Pozniejsza analiza HPLC zawarto$ci ceftazydymu w kroplach do oczu potwierdzita takze
najmniejszg trwato$¢ chemiczng tych wersji, dla ktérych notowano najwigkszy wzrost

ci$nienia osmotycznego.

Wyniki przeprowadzonych oznaczen ci$nienia osmotycznego potwierdzajg
konieczno$¢ buforowania kropli do oczu z ceftazydymem. 1% oraz 5% roztwory wodne
ceftazydymu nie spetniaja wymagan Farmakopei Polskiej VII i Farmakopei Europejskiej
6.0 pod wzgledem cisnienia osmotycznego. W niniejszej pracy zastosowano bufory
cytrynianowe: bufor cytrynianowy I oraz dwukrotnie ste¢zony bufor cytrynianowy II,
przeznaczony do sporzadzania wersji kropli o zwigkszonej lepkosci. Sktady obu buforow
(tabela 1) byly takie same dla 1% 1 dla 5% wersji kropli. Spowodowato to uzyskanie
ci$nienia hiperosmotycznego w przypadku 5% wersji kropli. Decyzja o zastosowaniu
takich samych buforéw dla 1% 1 5% kropli podyktowana zostata wynikami wstepnych,
nie zamieszczonych w niniejszej pracy badan, dotyczacych miedzy innymi doboru
buforéw dla kropli z ceftazydymem. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly,
ze zastosowanie buforéw cytrynianowych o dwukrotnie nizszym stezeniu niz zastosowane
W niniejszej pracy gwarantowaly 5% kroplom izoosmotyczno$¢ z ptynem tzowym,

jednakze takie rozcienczenie buforow powodowalo obnizenie ich wlasciwosci
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buforujacych: w trakcie przechowywania 5% kropli sporzadzonych z wuzyciem
rozcienczonych buforéw obserwowano znaczne zmiany fizyczne kropli (pH, ci$nienia
osmotycznego, zabarwienia), §wiadczace o szybkim rozktadzie antybiotyku. Zastosowane
W niniejszej] pracy bufory cytrynianowe gwarantuja zgodne 2z Wwymaganiami
farmakopealnymi ci$nienie osmotyczne kropli (dozwolone jest stosowanie kropli
hiperosmotycznych) bezposrednio po sporzadzeniu oraz w okresie ich trwatosci
chemicznej. Wyniki badan ci$nienia osmotycznego wodnych roztworéw oraz kropli

recepturowych z ceftazydymem przedstawiono w tabelach 21 1 22.

Lepkos$¢ kropli do oczu z ceftazydymem oznaczana byla w przypadku wersji,
zawierajacych w sktadzie alkohol poliwinylowy, czyli wersji 3R 1 4R oraz IIIR i IVR.
Lepko$¢ wyznaczano w dniu sporzadzenia oraz w 30 dniu przechowywania kropli
(tabela 25). Lepkos¢ 1% kropli w dniu sporzadzenia wynosita: 7,82 mPa-s dla wersji 3R
17,48 mPa-s dla wersji 4R. Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C nie ulegla
zmianie, natomiast po 30 dniach przechowywania w temperaturze 20°C wynosita
odpowiednio: 7,82 mPa-s dla wersji 3R 1 7,50 mPa-s dla wersji 4R. Lepkos$¢ 5% kropli
w dniu sporzadzenia wynosita: 7,70 mPa's w przypadku wersji IIIR i 7,57 mPa‘s
w przypadku wersji IVR. Podczas 30 dni przechowywania w temperaturze 4°C lepko$¢
nie uleglta zmianie, natomiast po 30 dniach przechowywania w temperaturze 20°C
wynosilta odpowiednio: 7,71 mPa-s dla wersji IT1IR i 7,59 mPa-s dla wersji IVR. Niewielkie
zmiany lepkosci, jakie odnotowano w kroplach do oczu z ceftazydymem pozwalaja
na wyciggnigcie wniosku, ze zmiany zachodzace w kroplach w trakcie ich
przechowywania nie powoduja zmian wilasciwosci poliwinyloalkoholu, ktory utrzymuje

lepkos$¢ kropli na praktycznie niezmiennym poziomie.

Ocena organoleptyczna. W ramach oceny organoleptycznej okre$lano
przezroczysto$¢, zabarwienie oraz zapach roztwordow 1 kropli. Bezposrednio
po sporzadzeniu wszystkie wersje 1% kropli byty bezbarwne 1 takie pozostaly przez caty
okres przechowywania w temperaturze 4°C. 5% wersje kropli po sporzadzeniu mialy
barwe stomkowsa, ktora podczas przechowywania poglebiata si¢, intensywniej
w temperaturze 20°C. Zmiany zabarwienia zachodzity bardziej dynamicznie w roztworach
wodnych antybiotyku niz w buforowanych kroplach. 1% i 5% roztwory wodne oraz krople
do oczu z ceftazydymem pozostaly przezroczyste przez caly okres przechowywania.
Wszystkie wersje kropli konserwowanych miaty charakterystyczny zapach pochodzacy

od alkoholu B-fenyloetylowego. W trakcie przechowywania pojawiat si¢ stopniowo zapach
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produktu rozktadu ceftazydymu — pirydyny, intensywniej w temperaturze przechowywania
20°C. Zaobserwowane zmiany organoleptyczne: zabarwienia oraz zapachu — $wiadczyly
o postepujacym rozktadzie antybiotyku, znacznie bardziej intensywnym w temperaturze

przechowywania 20°C.

Zmiany zawartosci ceftazydymu w roztworach wodnych i kroplach

Trwato$§¢ chemiczna roztworow wodnych i kropli do oczu z ceftazydymem
oznaczana byla metoda HPLC. Za granice trwatosci przyjeto czas [ilo$¢ dni], w ktorym
zawarto$¢ ceftazydymu w kroplach chronionych przed $wiatlem utrzymywata si¢
na poziomie nie nizszym niz 90% zawartosci poczatkowej. Za zawarto$¢ poczatkowa
(zawartos¢ 100%) przyjeto stezenie ceftazydymu w roztworach wodnych 1 kroplach
bezposrednio po sporzadzeniu.

Gléwnym czynnikiem decydujacym o trwalosci ceftazydymu w roztworach
wodnych 1 kroplach do oczu byla temperatura przechowywania. Krople nie moga by¢
przechowywane w temperaturze 20°C, poniewaz nie spelniajg zatozen niniejszej pracy:
dla zadnej wersji 1% ani 5% kropli ich trwato$¢ nie przekroczyta 3 dni. Analiza kropli
przechowywanych w temperaturze 20°C prowadzona byla jedynie w celach
poréwnawczych oraz w celu obserwacji ,,przyspieszonego” rozktadu kropli, co dodatkowo
umozliwilo oznaczenie st¢zenia produktu rozktadu ceftazydymu — pirydyny. Wyniki
analizy trwato$ci kropli przechowywanych w temperaturze 4°C spehnily zalozenia pracy
1 potwierdzily stuszno§¢ przechowywania kropli w tych warunkach temperaturowych.
Najwyzsza trwalo$cia chemiczng charakteryzowaly si¢ roztwory wodne oraz krople
buforowane, bez dodatku alkoholu poliwinylowego oraz $rodkéw konserwujacych.
Z uwagi na fakt, ze 1% 1 5% roztwory wodne ceftazydymu nie speitniajg jednego
z podstawowych wymagan jakosciowych dla kropli do oczu, dotyczacego ci$nienia
osmotycznego - nie moga by¢ stosowane w terapii, pomimo ich znacznej trwatosci
chemicznej, wynoszacej dla 1% oraz 5% kropli odpowiednio: 27 dni oraz 18 dni. Trwato$¢
kropli buforowanych, nie zawierajacych alkoholu poliwinylowego 1 S$rodkow
konserwujacych byla identyczna jak trwato$¢ roztworéw wodnych o tym samym stezeniu:
wynosila dla wersji 1R oraz IR odpowiednio: 27 dni oraz 18 dni. Zaréwno dla roztworow
wodnych jak 1 dla kropli - trwatos¢ wszystkich 1% wersji byla wyzsza niz trwatosé
odpowiadajacych im 5% wersji. Zaobserwowano réwniez, ze obecnos¢ w sktadzie kropli
alkoholu poliwinylowego oraz $rodkéw konserwujacych skutkowato obnizeniem

ich trwalodci: trwatos¢ 1% kropli wynosita: dla konserwowanej wersji 2R — 24 dni,
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dla wersji o zwiekszonej lepkosci: 3R 1 4R — 18 dni. Trwalo$¢ pozostatych wersji 5%
kropli wynosita: dla wersji IR — 18 dni, dla wersji IIIR — 15 dni, dla najbardziej ztozonej
wersji IVR - 12 dni. Wyniki przedstawiono w tabelach 40 — 49 oraz na rycinach 42 — 45.

Pomimo notowanego obnizenia trwalo$ci kropli, szczegdlnie przez alkohol
poliwinylowy, wszystkie wersje 1% 1 5% kropli do oczu spehnity zatoZenia niniejszej pracy
pod wzgledem trwatoéci chemicznej. Przechowywane w temperaturze 4°C powinny
z powodzeniem umozliwi¢ przeprowadzenie pelnej miejscowej antybiotykoterapii

w przypadku infekcji narzagdu wzroku.

¢ Trwalo$¢ chemiczna a aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa kropli z ceftazydymem

Poniewaz mechanizm rozkladu ceftazydymu polega na odlaczeniu pirydyny
z jednoczesnym otwarciem pierScienia B-laktamowego — dochodzi do utraty aktywno$ci
przeciwdrobnoustrojowej przez ten antybiotyk. Porownujac jednak wyniki badan trwatosci
chemicznej 1% kropli z wynikami badan ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [139],
zaobserwowano znaczgce roznice. Dla kropli przechowywanych w temperaturze 4°C
obnizenie zawartosci ceftazydymu o 10% nastgpowalo po 18 — 27 dniach, w zaleznosci
od wersji recepturowej (tabele 41 — 44). Natomiast wyniki badan Kodym i wsp. [139]
wykazaly brak zmian aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej kropli, ktora pozostawata
na niezmienionym, 100% poziomie przez 30 dni, czyli przez caty okres przechowywania
w temperaturze 4°C. Rowniez w przypadku kropli przechowywanych w temperaturze
20°C, ich trwato$¢ w aspekcie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej byla znacznie wyzsza
niz wyznaczona w niniejszej pracy trwato$¢ chemiczna. Taka rozbiezno$¢ wynikoéw
moze mie¢ dwojakg przyczyne. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa kropli okreslona
zostata metoda cylinderkowo-plytkowa, poprzez pomiary S$rednicy stref zahamowania
wzrostu. Strefa zahamowania wzrostu nie jest proporcjonalna do stezenia, lecz
do logarytmu ze stezenia antybiotyku [18], dlatego wyniki obu oznaczen nie pokrywaja
si¢. Ponadto analiza trwato$ci mikrobiologicznej oraz trwatosci chemicznej (HPLC)
prowadzone byly odrebnie a metody nie zostaly zwalidowane rownocze$nie pod katem
przeliczenia: aktywnos$c¢-zawartos¢ antybiotyku. Z tego wzgledu nie mozna jednoznacznie
porownywa¢ wynikow badan przeprowadzonych obiema metodami. W przypadku
konieczno$ci jednoczesnego okreslenia trwalo$ci chemicznej 1 mikrobiologicznej,
nalezatoby przeprowadzi¢ jednoczesna wstgpna walidacje poréwnawcza a nastgpnie

rownoczesng analiz¢ obiema metodami.
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5.  Technologia i trwalos¢ 1% i 5% kropli do oczu z ceftazydymem w wersjach

»przemystowych”

Ze wzgledu na niskg trwato$¢ ceftazydymu w roztworach wodnych, nie jest
mozliwa produkcja przemystowej postaci leku do stosowana miejscowego
z ceftazydymem w postaci tradycyjnych kropli do oczu. Dla handlowej wersji kropli
z ceftazydymem zalozono w niniejszych badaniach zastosowanie technologii
dwukomorowej. Technologia dwukomorowa polega na rozdzieleniu antybiotyku
od rozpuszczalnika: w jednej z komoér umieszezony jest suchy, liofilizowany antybiotyk,
w drugiej jalowy rozpuszczalnik. Zawarto$¢ obu komor taczona bylaby przez pacjenta
przed pierwsza aplikacjg kropli. Przy zastosowaniu takiej technologii konieczne stato si¢

okreslenie:

v trwalosci kropli w opakowaniu dwukomorowym przed potgczeniem zawartosci

komor, czyli osobno trwato$ci antybiotyku oraz trwatosci rozpuszczalnika,

v trwalosci kropli od momentu potgczenia antybiotyku z rozpuszczalnikiem,

czyli trwatosci kropli - roztworu.

Rozpuszczalniki do kropli ,,przemystowych”

Z oceny fizykochemicznej 1% 1 5% recepturowych kropli do oczu z ceftazydymem,
przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 4°C wynika, ze wszystkie
zaprogramowane do badan recepturowe wersje kropli spetniaja zatozenia niniejszej pracy,
czyli pozwalaja na przeprowadzenie peinej antybiotykoterapii w miejscowym leczeniu
infekcji narzadu wzroku. Pomimo obnizania trwatosci kropli z ceftazydymem
przez alkohol poliwinylowy oraz zastosowane s$rodki konserwujgce - trwalo$¢ kropli
recepturowych, w zalezno$ci od wersji wynosita 12 - 27 dni. W oparciu o wyniki analizy
trwatosci  kropli w wersjach recepturowych - jako rozpuszczalniki dla wersji
»przemystowych” zastosowano w niniejszej pracy placebo wersji recepturowych. Sktady
rozpuszczalnikow podano w tabeli 7, natomiast sposob sporzadzania przedstawiono
w punkcie 6.2.

Po pofaczeniu antybiotyku z rozpuszczalnikiem, w zaleznosci od wersji
rozpuszczalnika, otrzymuje si¢ krople w postaci roztworu (wersje P) o skladzie

identycznym ze skladem kropli odpowiedniej wersji recepturowej (wersje R).
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Zastosowanie opakowania dwukomorowego umozliwia sporzadzenie kropli gotowych
do aplikacji w bardzo krétkim czasie, potrzebnym jedynie na potaczenie obu komor
1 wymieszanie sktadnikoéw. Tak znaczne skrocenie czasu sporzadzania kropli mozliwe jest
dzigki bardzo dobrej rozpuszczalnosci ceftazydymu w zastosowanych w badaniach
rozpuszczalnikach. W technologii kropli ,przemystowych” pominigte takze zostaly
czasochlonne i wymagajace specjalistycznej aparatury etapy sporzadzania kropli
recepturowych. Wyeliminowano konieczno$¢ przygotowania roztworéw substancji
pomocniczych, takich jak bufory cytrynianowe, roztwér poliwinyloalkoholu czy roztwor
boranu fenylorteciowego. Wyeliminowano réwniez osobny etap konserwowania kropli
a takze etap saczenia mikrobiologicznego, poniewaz wszystkie sktadniki sg jatowe.
Mozliwos¢ sporzadzania kropli do oczu z ceftazydymem w tak krotkim czasie jest
duzym utatwieniem technologicznym, ale ma takze ogromne znaczenie terapeutyczne,
poniewaz w przypadku zakazen narzadu wzroku, szczegodlnie tak niebezpiecznym dla oka

patogenem jak paleczka ropy biekitnej, wazne jest jak najszybsze rozpoczecie kuracji.

X/

s Trwalos$¢ kropli ,,przemyslowych” przed polaczeniem zawartosci komor
2

v' Trwalo$¢ antybiotyku

Preparaty ceftazydymu w postaci suchej wykazuja znaczng trwato$¢. Chronione
przed $wiattem moga by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej; w przypadku

preparatu Biotum producent deklaruje okres trwatosci: dwa lata [111, 112].

v Trwalo$¢ rozpuszczalnikéw

Rozpuszczalniki ,,przemystowe” (sktad — tabela 7) poddano ocenie fizycznej,
obejmujacej pomiar pH, cisnienia osmotycznego oraz lepkosci w przypadku
rozpuszczalnikow zawierajacych alkohol poliwinylowy — bezposrednio po sporzadzeniu
oraz w trakcie przechowywania. Warunki i czas przechowywania rozpuszczalnikow
»przemystowych” zgodne byly z wytycznymi ICH, dotyczacymi badania stabilno$ci
nowych substancji i produktow leczniczych: Q1A(R2) [157]. Badania stabilno$ci
rozpuszczalnikow prowadzone byly przez okres 12 miesigcy w warunkach badan
dlugoterminowych (temperatura 25°C + 2°C, wilgotnos$¢ wzgledna 60% + 5%) oraz przez

okres 6 miesigcy w warunkach przyspieszonego starzenia (temperatura 40°C + 2°C,
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wilgotno$¢ wzgledna 75% + 5%). Celem badan dlugoterminowych bylo okreslenie
warunkow przechowywania rozpuszczalnikow. Badania w warunkach przyspieszonych
umozliwily oceng¢ wplywu wyzszych temperatur na zmiany wlasciwosci fizycznych
rozpuszczalnikow, a takze okreSlenie wpltywu ,zestarzonych” rozpuszczalnikow
na trwato$¢ sporzadzonych z ich uzyciem kropli z ceftazydymem (badania trwatosci kropli

»przemystowych”).

+ Badania dlugoterminowe (25°C + 2°C, 60% * 5% RH)

W trakcie przechowywania rozpuszczalnikow ,,przemystowych” w warunkach
badan dlugoterminowych, w odstgpach trzymiesi¢cznych prowadzono ocen¢ fizyczna,
ktéra obejmowata pomiar pH, ci$nienia osmotycznego oraz lepkosci w przypadku
rozpuszczalnikow zawierajacych w skladzie alkohol poliwinylowy. Szczegdlowa ocene
przedstawiono w tabelach 8 i 9. Po 12 miesigcach przechowywania zaobserwowano

niewielkie zmiany parametréw fizycznych.

Bezposrednio po sporzadzeniu i wyjatowieniu pH rozpuszczalnikéw dla 1% kropli
mies$cito si¢ w granicach od 6,13 (wersja 3) do 6,26 (wersja 2), natomiast dla 5% kropli
w granicach od 6,13 (wersje III 1 IV) do 6,28 (wersja II). Po 12 miesigcach
przechowywania w temperaturze 25°C + 2°C pH rozpuszczalnikéw nieznacznie obnizyto
sig: dla 1% kropli miescito si¢ w granicach od 5,95 (wersja 3) do 6,18 (wersja 2),
dla 5% kropli w granicach od 5,95 (wersja III) do 6,14 (wersje I 1 II).

Bezposrednio po sporzadzeniu 1 wyjalowieniu ciSnienie osmotyczne
rozpuszczalnikéw dla 1% kropli wynosito od 300 mOsm/l (wersja 1) do 367 mOsn/l
(wersja 4), natomiast dla 5% kropli - od 300 mOsm/l (wersja I) do 368 mOsm/l (wersja
IV). Po 12 miesigcach przechowywania w temperaturze 25°C + 2°C ci$nienie osmotyczne
rozpuszczalnikow nieznacznie wzrosto: dla 1% kropli miesScilo si¢ w granicach
od 311 mOsm/l (wersja 1) do 380 mOsm/l (wersja 4), dla 5% kropli miescito si¢
w granicach od 311 mOsm/l (wersja I) do 382 mOsm/1 (wersja IV).

Lepko$¢ rozpuszczalnikow w dniu sporzadzenia i wyjatowienia wynosita:
7,88 mPa-s i 7,47 mPa-s (odpowiednio dla wersji 3 i 4) oraz 7,88 mPa's i 7,56 mPa‘s

(odpowiednio dla wersji III i IV). Po 12 miesigcach przechowywania w temperaturze
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25°C + 2°C lepko$¢ rozpuszczalnikow osiagnela wartosci: 8,79 mPa's 1 8,53 mPa:'s

(odpowiednio dla wersji 3 1 4) oraz 8,79 mPa-s i 8,57 mPa-s (dla wersji Il 1 [V).

Prowadzono réwniez ocen¢ organoleptyczna, ktora nie wykazata zadnych zmian
zabarwienia ani utraty przezroczysto$ci rozpuszczalnikéw podczas 12 miesigcy
przechowywania w temperaturze 25°C + 2°C. Dla wszystkich wersji rozpuszczalnikéw
zawierajacych $rodki konserwujace utrzymywat si¢ charakterystyczny zapach alkoholu

B-fenyloetylowego.

Test konserwacji

Zgodnie z wymaganiami Farmakopei Polskiej VII i Farmakopei Europejskiej 6.0
w przypadku kropli do oczu zawierajacych srodek konserwujacy nalezy potwierdzi¢ jego
skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowg przez caly okres stosowania preparatu. Badanie
skuteczno$ci ochrony przeciwdrobnoustrojowej zostato wykonane w Katedrze i Zaktadzie
Bakteriologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu dla rozpuszczalnikow ,,przemystowych”, przechowywanych przez okres
12 miesiecy w warunkach badan dlugoterminowych (temperatura 25°C + 2°C, wilgotnos¢
wzgledna 60% + 5%). Badanie przeprowadzono w oparciu o szczepy drobnoustrojow
testowych wymienione w monografii 5.1.3. Farmakopei Polskiej VII oraz dwa dodatkowe,
pozafarmakopealne drobnoustroje: Listeria monocytogenes 1 Bacillus  cereus.
Przeprowadzone oznaczenie wykazato, ze boran fenylorteciowy w potaczeniu z alkoholem
B-fenyloetylowym w zastosowanych st¢zeniach po 12 miesigcach przechowywania
w temperaturze 25°C + 2°C spelniaja wymagania w zakresie skuteczno$ci ochrony
przeciwdrobnoustrojowej w stosunku do szczepow bakterii podanych w FP VII
oraz w stosunku do dodatkowego szczepu testowego Listeria monocytogenes. Po 28 dniach
odnotowano rowniez wysoki stopien redukeji komoérek szczepow testowych Bacillus cereus,

jednak nie osiggni¢to wymaganej przez FP VII 100% redukcji (tabele 12 1 13).

Zaré6wno wyniki badania skuteczno$ci ochrony przeciwdrobnoustrojowej
zastosowanych w rozpuszczalnikach $rodkow konserwujacych jaki 1 wyniki oceny
fizycznej rozpuszczalnikdbw — po 12 miesigcach przechowywania w warunkach testow
dlugoterminowych - potwierdzity mozliwo$¢ przechowywania rozpuszczalnikow

dla kropli przemystowych w temperaturze do 25°C. Poniewaz ceftazydym w postaci suchej
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jest trwaty w temperaturze 25°C (trwalo$¢ preparatu Biotum wynosi 2 lata) — powyzsze
badania moglyby sta¢ si¢ podstawa do rejestracji produktu leczniczego - kropli do oczu
z ceftazydymem w opakowaniu dwukomorowym z rocznym okresem waznos$ci preparatu

w tych warunkach temperaturowych.

¢ Badania przyspieszone (40°C = 2°C, 75% + 5% RH)

W  przypadku badan rozpuszczalnikow ,przemystowych” w warunkach
przyspieszonych, ocen¢ fizyczng przeprowadzono bezposrednio po sporzadzeniu
oraz po 3 1 po 6 miesigcach przechowywania rozpuszczalnikow. Analogicznie jak
w przypadku badan w warunkach dlugoterminowych, oznaczono pH, ci$nienie osmotyczne
oraz lepko$¢ w przypadku rozpuszczalnikow dla wersji kropli o zwigkszonej lepkosci.
Szczegotowa ocene przedstawiono w tabeli 10. Po 6 miesigcach przechowywania pH
rozpuszczalnikdbw nieznacznie obnizylo si¢, natomiast ci$nienie osmotyczne wzrosto.
Odnotowano réwniez wzrost lepkosci dla wersji zawierajacych w  sktadzie alkohol
poliwinylowy. Przechowywanie rozpuszczalnikow przez okres 6 miesigcy w 40°C
nie spowodowato zadnej zauwazalnej zmiany w zabarwieniu 1 przezroczystosci ani zmiany

zapachu.

Dla obu warunkéw przechowywania (badania dlugoterminowe i przyspieszone)
pH rozpuszczalnikow ulegato obnizeniu, jednak w rozpuszczalnikach poddanych dziataniu
temperatury 40°C przez okres 6 miesigcy zmiany te byly bardziej widoczne
niz w rozpuszczalnikach, objetych testem dlugoterminowym, pomimo dwukrotnie
krétszego okresu przechowywania. Dla obu warunkéw temperaturowych wzrost ci§nienia
osmotycznego byl zblizony. Dla kazdej wersji zawierajacej alkohol poliwinylowy
zaobserwowano zwigkszenie lepkosci, bardziej intensywne dla testu dtugoterminowego.
Na podstawie powyzszych danych mozna wywnioskowa¢, ze zmiana pH
w rozpuszczalnikach zalezy przede wszystkim od temperatury przechowywania, natomiast
wzrost lepkosci - od czasu przechowywania rozpuszczalnikow. Wyniki oceny jakoSciowej

rozpuszczalnikow w trakcie przechowywania przedstawiono w tabelach 8, 9 1 10.
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% Trwalo$¢ kropli ,,przemystowych” wykonanych na bazie $§wiezo sporzadzonych

rozpuszczalnikow

Pierwszy etap badan trwalosci kropli ,,przemystowych” stanowita ocena trwatosci
1% 1 5% kropli do oczu z ceftazydymem, wykonanych z uzyciem §wiezo sporzadzonych
rozpuszczalnikow  ,przemystowych”, ktéore przygotowano zgodnie z opisem
zamieszczonym w punkcie 9.2. Wykonanie kropli polegato na rozpuszczeniu w warunkach
aseptycznych ceftazydymu w jalowych rozpuszczalnikach ,,przemystowych”, czyli metoda
sporzadzania odpowiadata zatozeniu technologii dwukomorowej dla handlowej postaci
leku. Kazda z wersji kropli ,,przemystowych” zostata rozdzielona na dwie serie, ktore byty
analizowane osobno. Krople przechowywano w chlodziarkach farmaceutycznych
w temperaturze 4°C przez okres 30 dni. Wyniki przeprowadzonych uprzednio badan
trwatosci kropli recepturowych jednoznacznie wskazuja, ze aby krople z ceftazydymem
spelnialy zalozenia niniejszej pracy odnos$nie trwato$ci chemicznej, powinny by¢
przechowywane w temperaturze 4°C. Przechowywanie w temperaturze 20°C powoduje
bardzo szybki rozktad antybiotyku, z tego wzgledu w badaniach wersji ,,przemystowych”
pomini¢to juz te warunki temperaturowe i1 krople przechowywano tylko w temperaturze
4°C. Bezpos$rednio po sporzagdzeniu oraz w trakcie przechowywania w temperaturze 4°C,
w odstepach trzydniowych, dokonywano oceny jakosciowej kropli, w ramach ktorej
oznaczano, analogicznie jak dla wersji recepturowych: pH, ci$nienie osmotyczne,
zabarwienie 1 przezroczysto$¢ oraz prowadzono analiz¢ zmian zawartosci ceftazydymu
za pomocg metody HPLC. Ponadto w wersjach zawierajacych w sktadzie alkohol

poliwinylowy oznaczano lepkos¢.

pH 1% kropli ,,przemystowych” sporzadzonych na bazie $wiezo wykonanych
rozpuszczalnikow wynosito w dniu sporzadzenia od 6,20 (wersja 4P0) do 6,30 (wersja
1P0). Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C pH kropli nieznacznie obnizyto
si¢ do wartosci: od 6,17 (wersja 4P0) do 6,27 (wersja 1P0). pH 5% kropli
»przemystowych” sporzadzonych na bazie swiezo wykonanych rozpuszczalnikéw w dniu
sporzadzenia miescitlo si¢ w granicach od 6,39 (wersja IIPO) do 6,56 (wersja IIIPO).
Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C pH rowniez obnizyto si¢ i wynosito:
od 6,33 (wersja IVP0) do 6,41 (wersja IIIP0). Wyniki oznaczen pH przedstawiono w tabeli
19.
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Ci$nienie osmotyczne 1% kropli ,,przemystowych” sporzadzonych z uzyciem
swiezo wykonanych rozpuszczalnikéw wynosito w dniu sporzadzenia od 326 mOsm/I
(wersja 3P0) do 380 mOsm/1 (wersja 4P0). Po 30 dniach przechowywania w temperaturze
4°C ci$nienie osmotyczne nieznacznie wzrosto do warto$ci: od 329 mOsm/l (wersje 1P0O
1 3P0) do 391 mOsm/I (wersja 4P0). Cisnienie osmotyczne 5% kropli ,,przemystowych”
sporzadzonych na bazie $wiezo wykonanych rozpuszczalnikéw w dniu sporzadzenia
miescito si¢ w granicach od 470 mOsm/l (wersja IPO) do 520 mOsm/l (wersja IVPO).
Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C ci$nienie osmotyczne wzrosto
do warto$ci: od 474 mOsm/I (wersja [P0) do 532 mOsm/1 (wersja IVP0). Wyniki oznaczen

ci$nienia osmotycznego przedstawiono w tabeli 23.

Lepkos¢ 1%  kropli, sporzadzonych na bazie $wiezo wykonanych
rozpuszczalnikbw w dniu sporzadzenia wynosita dla wersji 3P0 i 4P0 odpowiednio:
7,80 mPa-s 1 7,52 mPa-s, po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C praktycznie
nie zmienita si¢ 1 wynosita odpowiednio: 7,82 mPa's 1 7,52 mPa-s. Lepkos¢ 5% kropli
wersji IITPO 1 IVPO w dniu sporzadzenia wynosita odpowiednio: 7,67 mPas i 7,48 mPa-s,
po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C rowniez ulegla nieistotnym zmianom
1 wynosita: 7,67 mPa's 1 7,45 mPa-s. Wyniki oznaczenia lepkosci kropli zestawiono

w tabeli 26.

Ocena organoleptyczna. W ramach oceny organoleptycznej okre$lano
przezroczysto$¢, zabarwienie oraz zapach kropli. Bezposrednio po sporzadzeniu wszystkie
wersje 1% kropli ,,przemystowych” byly bezbarwne i takie pozostaty przez caly okres
przechowywania w temperaturze 4°C. 5% wersje kropli ,,przemystowych”
po sporzadzeniu mialy barwe stomkowa, ktéra podczas przechowywania stopniowo
pogtebiata sie¢ az do barwy jasnozoltej. Wszystkie wersje kropli konserwowanych mialy
charakterystyczny zapach pochodzacy od alkoholu p-fenyloetylowego. W trakcie
przechowywania pojawiat si¢ stopniowo zapach produktu rozktadu ceftazydymu -
pirydyny. Wszystkie wersje kropli pozostaly przezroczyste przez caly okres

przechowywania.

Trwalos¢ ceftazydymu w 1% 1 5% kroplach do oczu otrzymanych
przez rozpuszczenie antybiotyku w  $wiezo  sporzadzonym = rozpuszczalniku
»przemystowym” okreslono analogicznie jak w przypadku kropli recepturowych, metoda

wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Trwalos¢ wszystkich 1% wersji byta wyzsza
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niz trwato$¢ odpowiadajacych im 5% wersji kropli. Trwalos¢ kropli o niemodyfikowane;j
lepkosci w przypadku 1% kropli (wersje 1P0 i 2P0) wynosita 24 dni, w przypadku
5% kropli (wersje IPO 1 ITPO) wynosita 18 dni. Obecnos¢ w sktadzie kropli alkoholu
poliwinylowego spowodowalo obnizenie ich trwatosci: dla 1% kropli wersji 3P0 1 4P0
zawartos¢ ceftazydymu na poziomie powyzej 90% zawartosci wyjSciowej utrzymywala si¢
przez 21 dni. W przypadku 5% kropli o zwigkszonej lepkos$ci trwato§¢ wyniosta dla wersji
IITPO — 18 dni, natomiast dla wersji [IVPO — 15 dni.

Wyniki oznaczen podano w tabelach 50 — 53 oraz na rycinach 46 i 48.

% Poréwnanie trwalosci kropli ,przemyslowych” wykonanych z uzyciem

rozpuszczalnika Swiezo sporzadzonego z kroplami recepturowymi

Zmiany pH po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C kropli
recepturowych oraz kropli ,,przemystowych”, wykonanych na bazie $wiezego
rozpuszczalnika byly porownywalne. W obu przypadkach odnotowano obnizenie pH
podczas przechowywania, jednak zmiany te byly niewielkie. Najwicksza zmiana® pH
dla kropli recepturowych wyniosta -0,08 pH dla wersji IR i IVR, natomiast dla kropli
»przemystowych”: -0,15 pH dla wersji I1IPO.

Zmiany cis$nienia osmotycznego po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C
kropli recepturowych oraz kropli ,,przemystowych”, wykonanych na bazie $wiezego
rozpuszczalnika byty poréwnywalne. W obu przypadkach odnotowano wzrost ci$nienia
osmotycznego, co mozna tlumaczy¢ pojawianiem si¢ produktéw rozkiadu antybiotyku
w kroplach. Najwigkszy wzrost ciSnienia osmotycznego dla kropli recepturowych wyniost:
+13 mOsm/l dla wersji IVR, natomiast dla kropli ,,przemystowych”: +12 mOsm/l
dla wersji 2P0 i IVPO.

Zmiany lepko$ci podczas przechowywania w temperaturze 4°C byly nieistotne
zardbwno w przypadku kropli recepturowych jak i ,,przemystowych”. W obu przypadkach
krople przez caty okres przechowywania pozostaty przezroczyste, natomiast zmiany barwy

i zapachu odpowiadajacych sobie wersji byty zblizone.

3 Zmiany warto$ci parametrow oceny fizycznej podano jako ,,-,, (spadek wartosci) lub ,,+” (wzrost wartosci)
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Zmiany zawartoS$ci ceftazydymu w kroplach recepturowych i ,,przemystowych”,
wykonanych z uzyciem $wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikow byty zblizone. Trwatos¢
kropli recepturowych, w =zaleznosci od wersji, wynosita 27 - 12 dni, kropli
»przemystowych” 24 - 15 dni. Dla wersji ,,przemystowych” o zwigkszonej lepkosci
zaobserwowano wigksza o 3 dni trwato$¢ w poréwnaniu z odpowiadajagcymi im wersjami
kropli recepturowych. Poréwnanie trwato$ci wersji recepturowych i ,,przemystowych”,
wykonanych z uzyciem $wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikéw, przedstawiono
w zbiorczej tabeli 67.

X/

¢ Trwalos¢ kropli ,,przemyslowych” wykonanych z uzyciem rozpuszczalnikow,

poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia

Kolejnym etapem badan, dotyczacych trwatosci kropli ,przemystowych”,
bylo okre§lenie wplywu zmian zachodzacych w rozpuszczalnikach ,przemystowych”
podczas ich przechowywania na trwalo$¢ sporzadzonych z ich uzyciem kropli do oczu
z ceftazydymem. Do tego etapu badan wybrano rozpuszczalniki przechowywane uprzednio
w temperaturze 40°C, poniewaz wigksze zmiany wilasciwosci fizycznych odnotowano
dla rozpuszczalnikéw przechowywanych w warunkach testow przyspieszonych niz testow
dlugoterminowych. Wybor ten oparto na zatozeniu, ze jezeli zmiany, jakie zaszty w trakcie
przechowywania rozpuszczalnikow beda miaty istotny wptyw na trwato$¢ kropli, to wptyw
ten bedzie bardziej uwypuklony, gdy krople zostang sporzadzone =z uzyciem

rozpuszczalnikow, w ktorych zaszty wigksze zmiany podczas przechowywania.

Krople do badan sporzadzono z uzyciem rozpuszczalnikow poddanych uprzednio
6-miesigcznemu testowi przyspieszonego starzenia (40°C + 2°C; 75% RH + 5% RH)
wedtug sktadéw podanych w tabeli 16, zgodnie z opisem wykonania przedstawionym
w punkcie 9.2. Trwatos$¢ fizykochemiczna kropli okreslana byta analogicznie jak trwatos¢
kropli, wykonanych na bazie §wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikow. Krople
umieszczono w chtodziarkach farmaceutycznych w temperaturze 4°C bez dostepu $wiatla
na okres 30 dni. Bezposrednio po sporzadzeniu a nast¢pnie w odstepach trzydniowych
dokonywano ich oceny organoleptycznej i fizycznej, obejmujacej pomiar pH, ci$nienia
osmotycznego oraz lepkosci w przypadku kropli zawierajacych w sktadzie alkohol
poliwinylowy. Za pomoca metody HPLC prowadzono analize¢ zmian zawarto$ci

ceftazydymu w kroplach.
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pH 1% kropli ,,przemystowych” sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnikow,
poddanych uprzednio 6-miesigcznemu testowi przyspieszonego starzenia, w dniu
sporzadzenia miescito si¢ w granicach od 6,04 (wersja 4P6) do 6,20 (wersja 1P6).
Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C pH kropli nieznacznie obnizyto sie
do wartosci: od 6,01 (wersja 3P6) do 6,18 (wersja 1P6). pH 5% kropli ,,przemystowych”
wynosito w dniu sporzadzenia od 6,19 (wersja [IP6) do 6,31 (wersja I1IP6). Po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 4°C pH uleglo nieznacznie obnizeniu i miescito sie
w granicach: od 6,11 (wersja IVP6) do 6,20 (wersja IP6). Wyniki oznaczen pH

przedstawiono w tabeli 20.

Ci$nienie osmotyczne 1% kropli ,,przemyslowych”, sporzadzonych na bazie
rozpuszczalnikobw poddanych uprzednio 6-miesigcznemu testowi przyspieszonego
starzenia, wynosito w dniu sporzadzenia od 331 mOsm/l (wersja 1P6) do 396 mOsm/I
(wersja 4P6). Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C ci$nienie osmotyczne
nieznacznie wzrosto do wartosci: od 335 mOsm/l (wersja 1P6) do 404 mOsm/l
(wersja 4P6). Analogicznie ci$nienie osmotyczne 5% kropli ,,przemystowych” w dniu
sporzadzenia wynosito od 479 mOsm/l (wersja IP6) do 542 mOsm/l (wersja IVP6).
Po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C ci$nienie osmotyczne wzrosto
do warto$ci: od 483 mOsm/I (wersja [P6) do 555 mOsm/1 (wersja IVP6). Wyniki oznaczen

ci$nienia osmotycznego przedstawiono w tabeli 24.

Lepkos¢ 1% kropli, sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnikéw poddanych
uprzednio 6-miesigcznemu testowi przyspieszonego starzenia w dniu sporzadzenia
wynosita dla wersji 3P6 1 4P6 odpowiednio: 8,41 mPa's i 8,28 mPa-s, po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 4°C nieznacznie obnizyla si¢ 1 wynosita: 8,40 mPa-s 1
8,26 mPa-s. Lepko$¢ 5% kropli wersji IIIP6 i IVP6 w dniu sporzadzenia wynosita
odpowiednio: 8,49 mPa-s i 8,29 mPa-s, po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C
rowniez ulegta niewielkim zmianom i wynosita: 8,46 mPa's 1 8,27 mPa-s. Wyniki

pomiardéw lepkosci zestawiono w tabeli 27.

Ocena organoleptyczna. W ramach badan organoleptycznych dokonano oceny
przezroczystosci, zabarwienia oraz zapachu kropli. Bezposrednio po sporzadzeniu
wszystkie wersje 1% kropli ,,przemystowych” byly bezbarwne i takie pozostaly przez caty
okres przechowywania w temperaturze 4°C. 5% wersje kropli ,,przemystowych”

po sporzadzeniu miaty barwe stomkowa, ktdéra podczas przechowywania stopniowo
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poglebiata si¢ az do barwy jasnozoltej. Wszystkie wersje kropli konserwowanych miaty
charakterystyczny zapach pochodzacy od alkoholu B-fenyloetylowego. W trakcie
przechowywania pojawiat si¢ stopniowo zapach produktu rozktadu ceftazydymu —
pirydyny. Wszystkie wersje kropli pozostaly przezroczyste przez caly okres

przechowywania.

Trwalos¢ ceftazydymu w 1% i 5% kroplach do oczu otrzymanych przez
rozpuszczenie antybiotyku w rozpuszczalniku ,,przemystowym”, ktéry uprzednio zostat
poddany testowi przyspieszonego starzenia, okreslono analogicznie jak w przypadku kropli
recepturowych oraz kropli ,,przemystowych”, wykonanych na §wiezo sporzadzonym
rozpuszczalniku, za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Trwatosé
wszystkich 1% wersji byla wyzsza niz trwato$§¢ odpowiadajacych im 5% wersji kropli.
Trwalos¢ 1% kropli wersji 1P6, 2P6 1 4P6 wynosita 24 dni, wersji 3P6 — 21 dni.
W przypadku 5% kropli trwalo$¢ wersji niekonserwowanych: IP6 i IIIP6 wynosita 18 dni,
pozostatych wersji: 21 dni (wersja IIP6) oraz 15 dni (wersja IVP6).

Wyniki oznaczen przedstawiono w tabelach 54 — 57 oraz na rycinach 47 i 49.

X/

< Porownanie trwalosci kropli ,przemystowych” wykonanych 2z uzyciem
rozpuszczalnika  poddanego  6-miesiecznemu  testowi w  warunkach
przyspieszonego starzenia z kroplami wykonanymi z uzyciem rozpuszczalnika

Swiezo sporzadzonego

Zmiany, jakie nastgpity w rozpuszczalnikach ,,przemystowych” podczas 6 miesigcy
przechowywania w warunkach testow przyspieszonych (temperatura 40°C + 2°C,
wilgotnos$¢ wzgledna 75% =+ 5%), nie wptynely w sposob istotny na wtasciwosci fizyczne
kropli sporzadzonych z ich uzyciem. Zmiany fizyczne, jakie zaobserwowano w kroplach
sporzadzonych na bazie obu rozpuszczalnikow (Swiezo sporzadzonych oraz poddanych
testowi przyspieszonego starzenia) podczas przechowywania przez okres 30 dni
w temperaturze 4°C byty zblizone. W obu przypadkach odnotowano obnizenie pH podczas
przechowywania, jednak zmiany te byly niewielkie. Najwigksza zmiana pH dla kropli
na bazie $wiezo sporzadzonego rozpuszczalnika wyniosta: -0,15 pH dla wersji IITPO,
natomiast dla kropli na bazie ,,zestarzonego” rozpuszczalnika: -0,17 pH dla wersji

I11P6 1 IVP6.
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W obu przypadkach odnotowano takze podobny wzrost ci$nienia osmotycznego:
najwigkszy dla kropli wykonanych z uzyciem $§wiezo sporzadzonego rozpuszczalnika:
+12 mOsm/1 dla wersji 2P0 i IVPO, dla kropli sporzadzonych z uzyciem rozpuszczalnika

poddanego uprzednio testowi przyspieszonego starzenia: +13 mOsm/l dla wersji [VP6.

Nie zaobserwowano rowniez istotnych zmian lepkosci dla wersji zawierajacych
alkohol poliwinylowy. Ponadto krople przez caly okres przechowywania pozostaty
przezroczyste, natomiast zmiany barwy i zapachu dla odpowiadajacych sobie wersji bytly

zblizone.

Zmiany zawartosci ceftazydymu w kroplach ,przemystowych”, wykonanych
z uzyciem §wiezo sporzadzonych rozpuszczalnikoéw oraz rozpuszczalnikow poddanych
uprzednio testowi przyspieszonego starzenia byly zblizone. Poréwnanie trwatos$ci wersji

»przemystowych” PO i P6 przedstawiono w zbiorczej tabeli 67.
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6.  Pirydyna — szkodliwy produkt rozkladu ceftazydymu

Mechanizm rozktadu ceftazydymu w roztworach wodnych jest wielokierunkowy,
przy czym zawsze dochodzi do otwarcia pierScienia B-laktamowego z jednoczesnym
odlagczeniem czasteczki pirydyny [115-120]. Zgodnie z Dyrektywa 67/548/EWG
w sprawie klasyfikacji niebezpiecznych substancji chemicznych - pirydyna nalezy
do grupy produktéw szkodliwych — grupa Xn, R20/21/22 (wykazuje szkodliwe wtasno$ci
w przypadku potknigcia, inhalacji lub kontaktu ze skorg) [151]. Jest wymieniona rowniez
w wytycznych ICH Topic Q3C (R4): Impurities: Guideline for Residual Solvents
jako rozpuszczalnik 2 klasy w produktach farmaceutycznych, dla ktorych okreslone sg

maksymalne dopuszczalne dobowe limity ekspozycji (PDE) [162].

Obok szkodliwych dziatan ogdlnych pirydyna podana do worka spojowkowego
moze wykazywaé¢ miejscowg toksycznos¢ w stosunku do tkanek oka. Z powyzszych
wzgledow przy opracowaniu technologii kropli do oczu z ceftazydymem nalezato okreslic,

czy pojawiajace si¢ w trakcie przechowywania kropli stezenia pirydyny:

1. nie przekraczaja maksymalnych dopuszczalnych stgzen pirydyny w preparatach
farmaceutycznych,
2. nie osiagaja stezen, ktore moga powodowac podraznienie oka lub moga wykazywac

miejscowg toksyczno$¢ w stosunku do tkanek oka.

Ad 1. Poniewaz nie istnieje handlowy preparat z ceftazydymem w postaci kropli do oczu,
nie sg okreslone réwniez maksymalne dopuszczalne stezenia pirydyny jako produktu
rozktadu ceftazydymu w tej postaci leku. W monografiach szczegdtowych Ceftazidime
for Injection (Ph.Eur 6.0, USP 29), czyli preparatéw z ceftazydymem do przygotowania
roztworéw do iniekcji, okreslone sg tylko maksymalne dopuszczalne limity pirydyny
w suchej postaci leku do sporzadzenia roztworu do podania pozajelitowego.
Z tego powodu w niniejszej pracy skorzystano z danych, zawartych w wytycznych ICH
Topic Q3C (R4), dotyczacych rozpuszczalnikéw stosowanych w produktach
farmaceutycznych, zgodnie z ktorymi pirydyna, jako rozpuszczalnik 2 klasy, ma okreslony
limit PDE (Permitted Daily Exposure), czyli limit maksymalnego dopuszczalnego

dobowego spozycia (the maximum acceptable intake per day), wynoszacy 2 mg na dobg.
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Ad 2. W kontakcie ze skorg pirydyna powoduje bol 1 zaczerwienienie. Niewiele jest jednak
danych literaturowych dotyczacych konkretnych badan nad szkodliwo$cig pirydyny przy
narazeniu na jej dziatanie tkanek oka. Nawet w obszernym opracowaniu z 1992 roku:
Toxicological profile for pyridine [148], autorzy odwotluja si¢ do wynikéw badan
z 1951 roku [169]: po podaniu czystej pirydyny do oczu krdlikéw odnotowano efekty
zmiennego podraznienia ocenianego na 7 stopni w 10-stopniowej skali. Inne badania
dowiodly, ze po podaniu do oka krélika pirydyny w stezeniu 63 mg/ml nie odnotowano
okulistycznych efektow toksycznych [135]. W oparciu o masy molowe ceftazydymu®
i pirydyny” przeliczono, ze 63 mg pirydyny moze powsta¢ w wyniku rozkladu 435,33 mg
ceftazydymu. W zastosowanych w niniejszych badaniach kroplach o oznaczonych
stezeniach wyjsciowych: 10 mg/ml oraz 50 mg/ml nie ma mozliwosci powstania pirydyny

w stezeniu 63 mg/ml.

Ze wzgledu jednak na okreslony limit PDE, czyli limit maksymalnego
dopuszczalnego spozycia, wynoszacy dla pirydyny 2 mg na dobg [162], nalezato

sprawdzi¢, czy ilo$¢ powstajacej pirydyny nie przekracza dopuszczalnego limitu w okresie
trwatosci leku, czyli w okresie, w ktorym zawarto$¢ ceftazydymu utrzymuje sie

na poziomie nie nizszym niz 90% zawartosci poczatkowej w kroplach.

Analiza pirydyny metodg HPLC byla analizg dodatkowa, prowadzong rownolegle
z oznaczeniem ilo§ciowym ceftazydymu w kroplach, w jednym nastrzyku na kolumng.
Parametry rozdzialu oraz walidacja metody zostaly oméwione w punktach 12.1. 1 12.4.
Wyniki oznaczen zawartosci pirydyny w kroplach przedstawiono w tabelach 64 - 66.
We wszystkich wersjach kropli, przechowywanych w temperaturze 4°C, zawarto$¢
pirydyny, zarowno w ostatnim dniu trwatosci kropli, jak i w 30 dniu analizy byla ponizej
limitu oznaczalno$ci pirydyny, czyli dla 1% kropli: ponizej stg¢zenia 0,192 mg/ml,
dla 5% kropli: ponizej stezenia 0,960 mg/ml. Mozna przyjac, ze w przypadku 1% kropli -
w okresie trwatosci kropli, limitowanym 10% spadkiem zawartosci ceftazydymu,
przy zwykle stosowanym dawkowaniu kropli, limit PDE dla pirydyny nie powinien zosta¢
przekroczony. Jednak w przypadku 5% kropli moze by¢ to kwestia dyskusyjna i zalezna

od schematu dawkowania.

! M ceftazydymu bezwodnego — 546,58 g/mol [18]
5 M pirydyny = 79,10 g/mol [149]
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Z przeliczenia stechiometrycznego mas molowych ceftazydymu i pirydyny wynika,
ze maksymalna dawka dobowa pirydyny (PDE = 2 mg) powstaje na skutek degradacji
13,82 mg ceftazydymu. Przy zatozeniu 10% degradacji ceftazydymu w kroplach
(limit trwatosci kropli), 2 mg pirydyny powstatyby podczas 10% rozktadu 138,2 mg
ceftazydymu. Przeliczono 1 przedstawiono ponizej, jaka ilos¢ kropli (ml), przy zatozeniu
maksymalnej, 10% degradacji antybiotyku, mozne zosta¢ zaaplikowana pacjentowi
w ciggu doby, aby nie przekroczy¢ limitu PDE pirydyny = 2 mg. Ilo$¢ ta zalezy

od wyjsSciowego stezenia ceftazydymu w kroplach, co zostato przedyskutowane ponizej.

Wyjsciowe stezenie Ilos¢ kropli do oczu z ceftazydymem, zawierajaca nie wigcej niz 2 mg pirydyny
ceftazydymu w kroplach (przy zatozeniu 10% degradacji antybiotyku)
1% 13,82 ml
5% 2,76 ml

1% krople, zar6wno w wersjach recepturowych i przemystowych, przeznaczone sa
do stosowania w przypadkach tagodnych zakazen lub jako kontynuacja intensywnego
leczenia klinicznego. Przy zwykle stosowanym dawkowaniu nie ma mozliwosci zuzycia
w ciggu jednej doby wiecej niz 13,82 ml kropli, czyli takiej ilosci, ktora nawet przy
zatozeniu 10% degradacji antybiotyku nie zawiera wigcej niz 2 mg pirydyny. Potwierdzaja
to réwniez wyniki analizy HPLC zawartosci pirydyny w 1% kroplach (tabela 64 i 66):
w okresie trwatosci kazdej wersji 1% kropli zawarto$¢ pirydyny jest ponizej limitu

oznaczalnosci, czyli ponizej 0,192 mg/ml.

W przypadku zwykle stosowanego dawkowania 5% kropli: kilka razy dziennie
po 1-2 krople do oka, nawet przy zalozeniu 10% degradacji kropli ,,wzmocnionych”
nie powinien zosta¢ przekroczony limit PDE pirydyny. Jednak krople o stezeniu 5%
przeznaczone s3 przede wszystkim do stosowania w przypadku zakazen o ostrym
przebiegu, w tym takze zakazen wywotanych pateczka ropy biekitnej. Dawkowanie moze
by¢ woéwczas bardzo intensywne. W oparciu o dawkowanie kropli z ceftazydymem,
zastosowane w przypadku bardzo szybko rozwijajacego si¢ bakteryjnego owrzodzenia
rogowki [100] przeliczono, ze w ciggu doby moze zosta¢ zuzyte nawet 6 ml kropli.
Moglby zosta¢é wowczas przekroczony maksymalny dobowy limit spozycia pirydyny.
Nalezy jednak uwzgledni¢ fakt, ze tak intensywne dawkowanie prowadzone bylo

tylko przez pierwsze 3 dni terapii, w ciagu ktorych rozktad ceftazydymu wynosi okoto 2%
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(warunki przechowywania kropli: 4°C, w oparciu o wyniki: tabele 46 - 49). Wowczas ilo$¢
pirydyny w dawce dobowej nie przekroczytaby dopuszczalnych limitoéw. Ponadto nie jest
znana biodostepnos¢ pirydyny po podaniu do oka. W celu doktadnego okres$lenia trwatosci
kropli z ceftazydymem, limitowanego réwniez stezeniami pirydyny, nalezaloby
w pierwszej kolejnosci przeprowadzi¢ badania dostgpnosci biologicznej pirydyny z worka
spojowkowego. Wyniki takich badan mogtyby by¢ podstawa do okreslenia maksymalnych
stezen pirydyny w preparatach do oczu, ktére prawdopodobnie okazalyby si¢ nizsze

niz limity PDE, w oparciu o ktore przeprowadzono powyzsza analizg.

Analiza zawartosci pirydyny prowadzona bylta takze w kroplach przechowywanych
w temperaturze 20°C. Ze wzgledu na intensywniejszy rozklad ceftazydymu w tej
temperaturze przechowywania, odnotowano rowniez pojawiajace si¢ wieksze stezenia
pirydyny (tabele 64 i 65). W 30 dniu analizy kropli najwyzsze st¢zenie pirydyny
odnotowano dla 5% kropli konserwowanych i o zwigkszonej lepkos$ci, czyli dla wersji
IVR. Stezenie pirydyny wynosito 4,1 mg/ml i odpowiadato stechiometrycznie ilo$ci
roztozonego ceftazydymu w 30 dniu analizy tej wersji kropli. Dla pozostalych wersji
roztworoOw wodnych 1 kropli oznaczona ilo$¢ pirydyny réwniez odpowiadata
stechiometrycznie ilosci roztozonego ceftazydymu, lub byta nieznacznie nizsza, co mozna

thumaczy¢ sorpcja pirydyny do gumowych korkow [109].
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s Mozliwo$¢ wykorzystania opracowanych technologii w praktyce

Zalozeniem niniejszej pracy byla odpowiedZ na realne zapotrzebowanie kliniczne
na preparat z ceftazydymem w postaci kropli do oczu, produkowanych recepturowo
lub dostepnych jako gotowy preparat handlowy, o trwaloSci umozliwiajacej

przeprowadzenie pelnej kuracji w warunkach klinicznych lub w domu przez pacjenta.

Przyjete w niniejszej pracy cele i zalozenia zostaty zrealizowane. Przeprowadzone
badania wykazaly mozliwo$¢ sporzadzania 1% lub 5% kropli do oczu z ceftazydymem
w  zaproponowanych  wersjach  recepturowych o  trwatosci  umozliwiajacej
kilkunastodniowa miejscowa antybiotykoterapi¢. Udowodniono roéwniez zasadno$¢
1 mozliwo$§¢ wykorzystania w praktyce zaproponowanej technologii dwukomorowe;j
dla wersji przemystowych kropli. Zastosowane do wersji przemystowych rozpuszczalniki
sg trwate 1 nie powodujga obnizenia trwatosci kropli, takze po uprzednim poddaniu
rozpuszczalnikow testowi przyspieszonego starzenia. Rozwigzanie dwukomorowe
dla kropli do oczu z ceftazydymem jest takze technologiczng odpowiedzia na propozycje
mrozenia gotowych kropli z ceftazydymem, podang przez zespdt Chédru-Legros i wsp.

[136-137].

Wyniki zrealizowanych w niniejszej pracy badan moga sta¢ si¢ podwalinami
do wprowadzenia na rynek gotowego preparatu z ceftazydymem w postaci kropli do oczu,
wykonanych w technologii dwukomorowej. Wyniki przeprowadzonych badan moga by¢
takze z powodzeniem zastosowane w praktyce klinicznej przy produkcji recepturowych
kropli z ceftazydymem, zarowno przez apteki szpitalne jak i apteki otwarte. Preparat ten
moze sta¢ si¢ lekiem pierwszego rzutu w przypadkach ciezkich zakazen bakteryjnych
narzadu wzroku, o burzliwym, gwattownym przebiegu, w szczegdlnosci zakazen pateczka
Pseudomonas aeruginosa, ktéra wykazuje znaczng oporno$¢ na stosowane obecnie

antybiotyki.

Badaniami, ktére nalezaloby rozwing¢ w przypadku wprowadzania preparatu
na rynek farmaceutyczny sa badania dotyczace produktu rozktadu ceftazydymu - pirydyny,
poniewaz w chwili obecnej nie istniejg normy dotyczace maksymalnych stezen pirydyny

w preparatach stosowanych do oka.
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Substancje pomocnicze, zastosowane w sktadzie kropli do oczu, wykazuja pelng zgodnos¢
z ceftazydymem 1 gwarantuja sporzadzonym z ich uzyciem kroplom zgodnosé¢

z wymaganiami FP VII i Ph.Eur. 6.0, dotyczacymi pH, ci$nienia osmotycznego i lepkosci.

Koncepcja kropli ,,przemystowych”, oparta na technologii dwukomorowej jest trafna,
uzasadniona oraz mozliwa do =zastosowania w praktyce. Trwato$¢ fizyczna
rozpuszczalnikow, okreslona testem dlugoterminowym 1 przyspieszonym (ICH),
a takze skuteczno$¢ ochrony przeciwdrobnoustrojowej w przypadku rozpuszczalnikow
zawierajacych $rodki konserwujace, gwarantuje sporzadzonym z ich uzyciem kroplom
»przemystowym” zgodno$¢ z wymaganiami farmakopealnymi oraz z zatozeniami

przyjetymi w celu pracy.

Jalowe rozpuszczalniki, przeznaczone do sporzadzania kropli ,,przemystowych”, powinny
by¢ przechowywane w temperaturze nie przekraczajacej 25°C. Gwarantuje to ich trwalos¢
fizyczng (brak istotnych zmian pH, ci$nienia osmotycznego i lepkosci) przez okres
minimum 12 miesiecy. Krotkotrwala ekspozycja rozpuszczalnikow na wyzsza
temperature, nie przekraczajaca 40°C, nie powinna w istotny sposob wplyngé
na ich wlasciwosci fizyczne oraz trwato$¢ fizykochemiczng sporzadzonych z ich uzyciem

kropli z ceftazydymem.

1% 1 5% roztwory wodne ceftazydymu, bez dodatku $rodkéw izotonizujacych, nie moga
by¢ stosowane w charakterze kropli do oczu ze wzglgdu na hipoosmotycznos¢ z ptynem
tzowym. Zastosowanie buforu cytrynianowego gwarantuje zgodnos¢ 1% 1 5% kropli

z wymaganiami farmakopealnymi pod wzglgdem ci$nienia osmotycznego.

Krytycznym czynnikiem trwatosci kropli do oczu z ceftazydymem jest temperatura
przechowywania. 1% 1 5% krople z ceftazydymem w zaproponowanych wersjach
recepturowych oraz ,,przemystowych” po polaczeniu antybiotyku z rozpuszczalnikiem

powinny, chronione przed $wiattem, by¢ przechowywane w temperaturze 4°C.

Trwalo$¢ kropli z ceftazydymem zalezy od st¢zenia antybiotyku w preparacie.
Wyznaczony okres trwalosci 5% wersji kropli jest §rednio o 6 dni krotszy od okresu

trwalosci 1% wersji kropli.

Sposrod zastosowanych w technologii kropli substancji pomocniczych istotny wpltyw
na ich trwato$¢ wywiera alkohol poliwinylowy. Wyznaczony okres trwalosci kropli
w wersjach o zwigkszonej lepkosci jest $rednio o 4 dni krotszy od okresu trwatosci kropli
w wersjach o niemodyfikowanej lepkosci. Obecnos¢ w sktadzie kropli substancji
konserwujacych, tj. boranu fenylortgciowego oraz alkoholu B-fenyloetylowego obniza

ich trwato$¢ w stopniu nieistotnym.
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Alkohol poliwinylowy moze by¢ z powodzeniem stosowany w celu modyfikacji lepkos$ci
1% 1 5% kropli recepturowych 1 ,,przemystowych” z ceftazydymem. W kroplach
wykazuje odpowiednig trwato$¢, o czym $§wiadczy niezmienna lepkos¢ kropli w czasie

ich przechowywania w temperaturze 4°C.

Zastosowana w analizie iloSciowej ceftazydymu w kroplach metoda HPLC
jest specyficzna, liniowa w przyjetym zakresie stezen, charakteryzuje si¢ wysoka
doktadnoscig i precyzja a takze odpornoscig na niewielkie zmiany sktadu fazy ruchome;j
w przebiegu analizy. Umozliwita réwniez dodatkowe oznaczenie produktu rozktadu

ceftazydymu - pirydyny.

Trwato$¢ chemiczna 1% kropli z ceftazydymem nie pokrywa si¢ z ich trwalosciag
w aspekcie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ze wzgledu na zupelnie odmienng
metodologi¢ oznaczen. Poréwnanie trwatosci kropli obiema metodami jest mozliwe

jedynie po uprzedniej wspotbieznej walidacji.

Oznaczone stezenia pirydyny sa znacznie nizsze od stezen, dla ktérych udowodniono
brak toksyczno$ci miejscowej po podaniu do oka. Ze wzgledu na brak norm dotyczacych
dopuszczalnych stgzen pirydyny w preparatach do oczu, nie mozna jednoznacznie
okresli¢, czy powstala w okresie trwatosci kropli pirydyna bedzie dodatkowym

czynnikiem limitujgcym trwatos¢ kropli z ceftazydymem.

Zaproponowane technologie 1% 1 5% kropli z ceftazydymem w wersjach recepturowych
oraz ,,przemystowych” po polaczeniu antybiotyku z rozpuszczalnikiem, charakteryzuja si¢
trwato$cig umozliwiajaca przeprowadzenie peinej, kilkunastodniowej miejscowej

antybiotykoterapii.

Zaproponowane technologie 1% i 5% kropli z ceftazydymem w wersjach recepturowych
moga z powodzeniem zosta¢ zastosowane w praktyce klinicznej. Krople recepturowe

mogg by¢ sporzadzane zarowno przez apteki szpitalne jak i apteki otwarte.

Zaproponowana handlowa posta¢ 1% 1 5% kropli do oczu z ceftazydymem, oparta
na  technologii  dwukomorowej, charakteryzuje  si¢ = znaczng  trwalo$cia
oraz nieskomplikowang i1 szybka zasadg przygotowania preparatu gotowego do uzycia.
Stanowi propozycje dla przemyshu farmaceutycznego wprowadzenia na rynek nowej
i pozadanej klinicznie postaci leku do stosowania miejscowego w bakteryjnych infekcjach

0oCzZu.
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Badania, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy, dotyczyly technologii kropli do oczu
z ceftazydymem, antybiotykiem nalezacym do III generacji cefalosporyn, o szczegdlnej aktywnosci
wobec Pseudomonas aeruginosa. Zaproponowano technologi¢ oraz dokonano oceny trwalosci
fizykochemicznej 1% i 5% kropli do oczu w wersjach recepturowych oraz ,,przemystowych”.
Punktem wyj$cia do realizacji zatozen pracy byly badania prowadzone wczesniej przez A. Kodym
1 wsp. w Katedrze Technologii Postaci Leku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, dotyczace
technologii 1% kropli do oczu z ceftazydymem 1 ich trwalo$ci w aspekcie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;.

Pierwszy etap badan dotyczyl technologii i trwatosci kropli recepturowych.
Zaprojektowano krople w dwoch stezeniach: 1% i 5%, w wersjach zarowno konserwowanych
jak i bez konserwantow, a takze w wersjach o zwigkszonej lepko$ci. Substancje pomocnicze
zostaty tak dobrane, aby krople posiadaly optymalne wilasciwosci z punktu widzenia trwatosci
antybiotyku oraz parametry fizyczne, lezace w granicach tolerancji oka i zgodne z wymaganiami
farmakopealnymi: pH, cisnienie osmotyczne oraz lepkos¢. Jako zroédto ceftazydymu uzyto
preparatu Biotum, handlowej postaci leku do sporzadzania roztworéw do iniekcji, zawierajacej
ceftazydym z weglanem sodu. Krople buforowane byly buforem cytrynianowym o pH 6,24.
Jako substancji konserwujacych uzyto boran fenylorteciowy w potgczeniu z alkoholem
B-fenyloetylowym, natomiast w celu zwigkszenia lepkosci zastosowano alkohol poliwinylowy.
Ponadto zostaty sporzadzone 1% i 5% roztwory wodne antybiotyku, ktére postuzyly jako proby
odniesienia w prowadzonych analizach. Krople i roztwory wodne przechowywano bez dostepu
swiatla przez okres 30 dni w temperaturze 4°C oraz w celach porownawczych w temperaturze
20°C. Bezposrednio po sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania, w trzydniowych odstepach
czasu dokonywano oceny fizykochemicznej i organoleptycznej roztworow i kropli. W ramach
oceny fizycznej oznaczano pH, ci$nienie osmotyczne oraz w przypadku wersji zawierajacej alkohol
poliwinylowy oznaczano lepko$¢. Trwatos¢ chemiczng okreslano metoda HPLC. Zastosowana
metoda HPLC zostata zwalidowana pod katem specyficznosci, liniowosci, doktadnosci, precyz;ji,
granic wykrywalno$ci i oznaczalno$ci, a takze odpornosci metody na zmiany sktadu fazy

ruchome;j.

Wyniki badan wykazaly, Zze wszystkie wersje kropli recepturowych byly zgodne
z wymogami farmakopealnymi pod wzgledem wlasciwosci fizycznych oraz spetniaty zatozenia
celu pracy. Trwatos¢ kropli, okreslona czasem, w ktorym zawartos¢ ceftazydymu w kroplach
chronionych przed $wiattem i przechowywanych w temperaturze 4°C utrzymywalta sie na poziomie
nie nizszym niz 90% poczatkowego stezenia wynosita od 12 do 27 dni, w zalezno$ci od wersji
recepturowej. Stwierdzono, ze decydujacy wpltyw na trwalo$¢ ceftazydymu w kroplach miata

temperatura przechowywania. W temperaturze 20°C krople zachowaty 90% zawarto$ci
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poczatkowej ceftazydymu maksymalnie przez okres 3 dni. Odnotowano réwniez wptyw st¢zenia
antybiotyku w kroplach na ich trwatos¢. 5% krople charakteryzowaty si¢ o okoto 6 dni krétszym
okresem trwatosci niz 1% krople. Natomiast sposrod zastosowanych substancji pomocniczych
istotny wplyw na trwato$¢ preparatu wywieral alkohol poliwinylowy, obnizajac okres trwatosci
kropli srednio o 4 dni w poréwnaniu do wersji o niemodyfikowanej lepkosci.

Wyniki badan wersji recepturowych kropli byly punktem wyj$ciowym w opracowaniu
technologii kropli ,,przemystowych”. Ze wzgledu na niska trwalos¢ ceftazydymu w roztworach
wodnych, wersje ,,przemystowe” oparto na technologii dwukomorowej, polegajacej na osobnym
przechowywaniu antybiotyku i gotowego rozpuszczalnika, ktore sa taczone dopiero przed aplikacja
kropli. Sktad i sposob sporzadzania rozpuszczalnikow do ,,przemystowych” kropli z ceftazydymem
opracowano na podstawie wynikow badan trwatosci fizykochemicznej kropli recepturowych.
Zatozono, ze przed polaczeniem antybiotyku z rozpuszczalnikiem gotowy produkt w postaci
dwukomorowej powinien by¢ przechowywany w temperaturze pokojowej, tj. 15-25°C. Trwato$¢
antybiotyku w postaci suchej, deklarowana przez producenta preparatu Biotum, wynosi w tych
warunkach temperaturowych 2 lata. W celu okres$lenia trwatosci rozpuszczalnikow, zgodnie
z wytycznymi ICH zamieszczonymi w zalaczniku Q1A(R2), przeprowadzono badania trwato$ci
rozpuszczalnikow testem dlugoterminowego starzenia przez okres 12 miesiecy i testem
przyspieszonego starzenia przez okres 6 miesigcy. Bezposrednio po sporzadzeniu oraz w trakcie
przechowywania w warunkach podanych przez ICH, w odstepach trzymiesigcznych prowadzono
ocen¢ fizyczng i1 organoleptyczng rozpuszczalnikow. Ponadto po przeprowadzonym tescie
dhugoterminowym wykonano badanie skuteczno$ci przeciwdrobnoustrojowej wg FP VII dla wersji
rozpuszczalnikow konserwowanych. Wyniki otrzymanych badan wykazaty, ze sktad i sposéb
sporzadzania rozpuszczalnikéw gwarantuje ich trwatos$¢ fizyczng przez okres 12 miesigcy
w temperaturze pokojowej oraz zgodno$¢ kropli ,,przemystowych” z wymogami farmakopealnymi
oraz z zatozeniami przyjetymi w celu pracy.

Ostatnim etapem badan byto okreslenie trwatosci kropli z ceftazydymem, sporzadzonych
z uzyciem gotowych rozpuszczalnikow. Kazda wersje kropli ,,przemystowych” sporzadzono
przez rozpuszczenie jatowej, handlowej postaci ceftazydymu w odpowiednim rozpuszczalniku.
Do  wykonania  kropli uzyto  rozpuszczalnikow  bezposrednio po  sporzadzeniu
oraz rozpuszczalnikow, poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia. Krople
»przemystowe”, w trakcie przechowywania bez dostgpu $wiatla przez okres 30 dni w temperaturze
4°C, poddano ocenie fizykochemicznej, zgodnie z kryteriami wczesniej przyjetymi dla wersji
recepturowych kropli. Trwato$¢ wszystkich wersji ,,przemystowych” 1% i 5% kropli do oczu
z ceftazydymem, wykonanych zaréwno z uzyciem rozpuszczalnikow $wiezo sporzadzonych jak

i poddanych uprzednio testowi przyspieszonego starzenia, przechowywanych w temperaturze 4°C
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byla zblizona do trwalo$ci wyznaczonych wczesniej wersji recepturowych. Nie odnotowano
rowniez zadnych istotnych zmian fizycznych w kroplach ,,przemystowych”.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja mozliwos¢ sporzadzania kropli
w zaproponowanej technologii dwukomorowej. Krople takie moga by¢ przechowywane
w temperaturze pokojowej do momentu potgczenia antybiotyku z rozpuszczalnikiem przez okres
co najmniej 12 miesigcy. Przygotowanie preparatu gotowego do uzycia z wykorzystaniem
technologii kropli ,,przemystowych” jest duzo prostsze niz wykonanie kropli recepturowych,
poniewaz polega jedynie na potaczeniu komoér i rozpuszczeniu antybiotyku w gotowym
rozpuszczalniku. Trwato$¢ kropli recepturowych i ,,przemystowych”, jako gotowego preparatu, jest
zblizona.

Badania, zrealizowane w ramach niniejszej pracy moga sta¢ si¢ podwalinami
do wprowadzenia na rynek gotowego preparatu z ceftazydymem w postaci kropli do oczu,
wykonanych w technologii dwukomorowej. Zaproponowana technologia kropli recepturowych
moze by¢ natomiast z powodzeniem zastosowana w praktyce klinicznej. Krople te moga by¢

sporzadzane zaro6wno przez apteki szpitalne jak i apteki otwarte.
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Research conducted for this study was associated with the technology of ceftazidime-
containing eye drops. Ceftazidime is an antibiotic belonging to the group of 3™ generation
cephalosporins, demonstrating a special activity towards Pseudomonas aeruginosa. A technology
was suggested and physical-chemical stability of 1% and 5% eye drops in both formulary
and “commercial” versions was evaluated. The starting point for realisation of assumptions
of the study was the previous research by A. Kodym et al. at the Department of Drug Form
Technology of the Poznan University of Medical Sciences, regarding technology of 1% eye drops
with ceftazidime and their stability in aspect of antimicrobial activity.

The first stage of the research was focused on technology and stability of formulary
eye drops. Eye drops in two concentrations — 1% and 5% - were designed, both with and without
preservatives, as well in versions demonstrating increased viscosity. Excipients were selected
to ensure eye drops’ optimal properties from the point of view of antibiotic stability, and to ensure
physical properties of pH, osmotic pressure and viscosity consistent with eye toleration
and with requirements of the Pharmacopoeia. The Biotum preparation being a commercial form
of drug for preparation of injection solutions, containing cefazidime and sodium carbonate,
was used as a source of ceftazidime. Eye drops were buffered with citrate buffer, pH 6.24.
Phenylmercuric borate combined with B-phenylethyl alcohol was used as a preservative. Polyvinyl
alcohol was used to increase viscosity. 1% and 5% aqueous solutions of the antibiotic were also
prepared. They were used as reference for analysis. Eye drops and aqueous solutions were stored
for 30 days at 4°C, protected from light, and also at 20°C for comparison purposes. Physical-
chemical and organoleptic evaluation of eye drops and solutions was performed directly after
preparation and in three-days intervals during the storage period. Physical evaluation involved
determination of pH, osmotic pressure and — in case of the polyvinyl alcohol-containing version -
viscosity. Chemical stability was determined using HPLC. The applied HPLC method was
validated for specificity, linearity, accuracy, precision, limit of detection and limit of quantification,
and also for robustness of the method towards the mobile phase composition changes.

Results of the study demonstrated that all versions of formulary eye drops were consistent
with requirements of the Pharmacopeia in scope of physical properties and met assumptions
of the purpose of the study. Stability of eye drops, defined as a time during which ceftazidime
content in eye drops protected from light and stored at 4°C, was maintained at the level not lower
than 90% of the initial concentration for 12 to 27 days, depending on the version of formulation.
It was found out that storage temperature was the deciding factor for stability of ceftazidime
eye drops. At 20°C the eye drops maintained 90% of the initial ceftazidime content for maximum
of 3 days. An effect of antibiotic concentration on eye drops’ stability was also noted. 5% eye
drops were characterised by 6 days shorter stability period compared to 1% eye drops. Among the

applied excipients, a significant effect on stability of the preparation was exerted by polyvinyl
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alcohol. Addition of the alcohol caused mean reduction of the stability period by 4 days compared
to the version of unmodified viscosity.

Results of tests of formulary versions of eye drops constituted a starting point
for development of “commercial” eye drops. Considering low stability of ceftazidime in aqueous
solutions, “commercial” versions were based on a double-chamber technology: separate storage
of the antibiotic and the solvent. They would be combined immediately before application
of eye drops. Composition and method of preparation of solvents for “commercial” eye drops
with ceftazidime were developed based on results of physical-chemical stability testing
of formulary eye drops. It was assumed that before combination of the antibiotic with solvent,
a finished product in its double-chamber form should be stored at room temperature, 15 — 25°C.
Stability of the antibiotic in a dry form declared by the manufacturer of the Biotum preparation
for those temperature conditions is 2 years. According to ICH guidelines published in the Q1A(R2)
annex, long-term stability testing for 12 months, and accelerated stability testing for 6 months
were used to determine stability of solvents. Physical and organoleptic evaluation of solvents
were performed directly after preparation and in three-months intervals of storage in conditions
defined by ICH. Moreover, after conclusion of long-term stability tests, an antimicrobial activity
test was performed, according to Polish Pharmacopoeia VII for preserved solvent versions.
Obtained results demonstrated that composition and preparation method of solvents guarantee their
physical stability for 12 months at room temperature, and consistence of “commercial” eye drops
with requirements of the Pharmacopoeia and assumptions of the purpose of the study.
The last stage of the study was determination of stability of ceftazidime-containing eye drops
prepared with ready-made solvents. Each version of “commercial” eye drops was prepared
by dissolution of sterile, commercial form of ceftazidime in an appropriate solvent. Freshly
prepared solvents and solvents after the accelerated stability test were used for preparation
of eye drops. Physical-chemical properties of “commercial” eye drops, stored for 30 days at 4°C
and protected from light, were evaluated according to criteria previously accepted for formulary
versions of eye drops. Stability of all “commercial” versions of 1% and 5% ceftazidime eye drops,
prepared both with freshly prepared solvents and with solvents after the accelerated stability test,
stored at 4°C was similar to values determined previously for formulary versions. No significant
physical changes were detected in “commercial” eye drops.

Results of the study confirm possibility of preparation of eye drops using the suggested
double-chamber method. Those eye-drops may be stored at room temperature for at least
12 months, before the antibiotic becomes combined with a solvent. Preparation of a ready to use
preparation with “commercial” eye drops is much simpler comparing to preparation of formulary
eye drops, as it involves only fusion of both chambers and dissolution of the antibiotic in a ready-

made solvent. Stability of formulary and “commercial” eye drops in form of a preparation ready

203



Summary

for use is similar. Research completed for this study may become a basis for introduction
of a ready-made ceftazidime preparation in form of eye drops, produced in the double-chamber
technology, to the market. The suggested technology of formulary eye drops may be successfully
applied to clinical practice. Those eye drops may be prepared by both hospital pharmacies and open

ones.
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