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uvoD

Mikrobioloska kakovost je bistveni del celokupne kakovosti
vsakega farmacevtskega izdelka. Vanje jo »vgradimo« z
upostevanjem dobre proizvodne prakse (DPP) ter smernic,
ki zagotavljajo ustrezno kakovost izdelkov tekom celotnega
cikla zdravila, od izdelave do njegove uporabe. Predmet
tega prispevka so nesterilne in steriine farmacevtske oblike
z vidika specificnih zahtev glede mikrobioloSke kakovosti
in uporabe konzervansov. Kriteriji sprejemljivosti za neste-
rilne farmacevtske oblike se razlikujejo glede na nacin
aplikacije zdravila in so podani v Evropski farmakopeiji (Eur.
Ph.) v poglavjih »Mikrobioloska kakovost nesterilnih farma-

147

POVZETEK

MikrobioloSka kakovost farmacevtskih izdelkov je
eden izmed klju¢nih aspektov zagotavljanja kako-
vostnih, varnih in uc¢inkovitih zdravil. Zaradi strogih
standardov zagotavljanja kakovosti v farmacevtski
industriji jo lahko dojemamo kot samoumevno. Pa
vendar, kot smo izkusili v letu pandemije, ni ni¢
samoumevno. V prispevku predstavljamo razlicne
pristope mikrobioloSke zascite farmacevtskih iz-
delkov z glavnim poudarkom na konzervansih, ki
Scitijo izdelek pred sekundarno mikrobioloSko kon-
taminacijo med shranjevanjem, distribucijo in upo-
rabo izdelka. Na primeru konzervansov, katerih
varnostno vpraSanje je bilo izpostavljeno v zadnjih
letih in je v primeru benzilalkohola, benzalkonije-
vega klorida in benzojske kisline oz. benzoatov
tudi vodilo v nedavno revizijo oznacevanja zdravil
s strani Evropske agencije za zdravila, zelimo skozi
prispevek izpostaviti tudi potrebo po nenehnem
skrbnem spremljanju in oceni varnostnega tvega-
nja, zlasti za najranljivejSo pediatricno skupino bol-
nikov.

KLJUCNE BESEDE:
benzalkonijev klorid, benzilalkohol, konzervansi, mi-
krobioloSka kakovost, parabeni

ABSTRACT

The microbiological quality of pharmaceutical prod-
ucts is one of the key aspects of ensuring quality,
safety and effectiveness of medicines. Due to strict
quality assurance standards in the pharmaceutical
industry, it can be considered as self-evident. Yet,
as we experienced in the year of the pandemic,
nothing really is. This review presents various ap-
proaches to microbiological protection of pharma-
ceutical products with the main emphasis on
preservatives posing protection from secondary
microbiological contamination of products during
their storage, distribution and usage. Finally, case
studies of preservatives which safety concerns
have been raised up in recent years, are presented.
In the case of benzyl alcohol, benzalkonium chlo-
ride and benzoic acid/benzoates, it resulted in a
recent revision of medicine labelling by the Euro-
pean Medicines Agency, which highlights the need
for continuous careful monitoring and safety risk
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assessment of preservatives and other excipients,
especially for the most vulnerable paediatric group
of patients.

KEY WORDS:
benzalkonium chloride, benzyl alcohol, microbio-
logical quality, parabens, preservatives

ceviskih izdelkov in substanc za farmacevtsko uporabo«
(5.1.4.) ter »Mikrobioloska kakovost zdravil rastlinskega iz-
vora za peroralno uporabo in ekstraktov za njihovo izde-
lavo« (5.1.8.). Temeljijo na skupnem Stevilu aerobnih mi-
kroorganizmov in skupnem Stevilu kvasovk in plesni ter
odsotnosti specificnih patogenov. Sterilne farmaceviske
oblike (vkljuCujo€ parenteralne farmaceviske oblike, far-
macevtske oblikeza oko in dermalne farmacevtske oblike
za uporabo na hudo poskodovani kozi) pa izdelujemo iz

snovi in po postopkih, ki zagotavljajo sterilnost in prepre-
¢ujejo vnos in rast kontaminantov v skladu z zahtevami v
poglavju »Metode priprave sterilnih izdelkov« (5.1.1.) (1).

Do mikrobioloske kontaminacije izdelka lahko pride bodisi
v fazi izbora sestavin, izdelave in polnjenja izdelka v pri-
marno ovojnino (primarna kontaminacija) ali v Sasu shra-
njevanja, transporta in uporabe (sekundarna kontami-
nacija) (slika 1). Ker je primarna kontaminacija izdelka
posledica uporabe surovin neustrezne mikrobioloSke ka-
kovosti ali neustrezne proizvodne prakse, je klju¢no do-
sledno upostevanie kriterijev sprejemljivosti za mikrobiolo-
Sko kakovost substanc za farmacevisko uporabo ter
proizvodnja v skladu z zahtevami dobre proizvodne prakse.
Do sekundarne kontaminacije pa pride zaradi kontaminacije
in/ali razraSCanja mikroorganizmov med shranjevanjem in
distribucijo  izdelka (npr. zaradi  neustreznega
konzerviranja/ovojnine) ali v ¢asu uporabe. Poznamo razli-
¢ne strategije zaScite izdelkov pred sekundarno kontami-
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Slika 1: Vzroki in posledice kontaminacije izdelkov z mikroorganizmi (MO) ter mozni ukrepi za zagotavijanje ustrezne mikrobioloske (MB)

kakovosti; prirejeno po (2).

Figure 1: Causes, consequences and ways of preventing microbial contamination, adapted from (2).




nacijo. Medtem ko pri fizikalnem pristopu omejimo mi-
krobiolosko kontaminacijo v izdelku z izbiro ustrezne ovoj-
nine (npr. zrakotesno zaprti vsebniki z aplikatorjem), pri fi-
zikalno-kemijskem pristopu zagotovimo vzpostavitev
pogojev, ki so neugodni za prezivetie mikroorganizmov.
Kemijski pristop pa vkljuCuje uporabo konzervansov kot
pomoznih snovi, ki preprecujejo rast mikroorganizmov pri
normalnih pogojih shranjevanja in uporabe (2, 3).

FIZIKALNO-KEMIJSKI
PRISTOP MIKROBIOLOSKE
ZASCITE

Poleg razpolozljivih hranil sta za rast mikroorganizmov nujni
tudi ustrezna temperatura in vsebnost vlage. Fizikalno-ke-
mijski pristop v veliki meri temelji na znizanju aktivnosti
vode v izdelku. Z aktivnostjo vode (a,) opiSemo vsebnost
t. i. proste (bulk) vode in se razlikuje od celokupne vsebnosti
vode, ki poleg proste vkljuCuje tudi vezano vodo. Ker je
mikroorganizmom razpoloZzljiva le prosta voda, poznavanje
a,, nesterilnih formulacij poda pomembno informacijo o
dovzetnosti izdelka za sekundarno mikrobioloSko konta-
minacijo. a,, opisuje enacba

a, =P/Py=n,/(n, +n,),

pri emer so P delni tlak vodne pare nad izbranim izdelkom
in P, delni tlak vodne pare nad Cisto vodo pri enaki tem-
peraturi, n, moli topila (vode) in n, moli toplienca.

Znano je, da razli¢ni mikroorganizmi za svojo rast potre-
bujejo razlicne kolicine proste vode. Na osnovi poznavanja

a,, izdelka in potrebne minimalne a,, za rast posameznih
mikroorganizmov (preglednica 1) lahko bolje nacrtujemo
ustrezno mikrobioloSko za&¢ito izdelka tako s pristopi za
znizanje a,, kot tudi z izbiro konzervansa, ki je prilagojena
najverjetnejSim kontaminantom izdelka. V formulaciji lahko
znizamo a,, z Vkljucitvijo pomoznih snovi, ki vezejo vodo
(npr. hidrofilni polimeri, sotopila in soli) ali pove€ajo osmo-
larnost izdelka (npr. sladkorji). Tako pri sirupih visoka vse-
bnost sladkorjev bistveno zmanjSa a, in s tem tudi potre-
bno koncentracijo konzervansa, ki mora izdelek zascititi
predvsem pred osmotolerantnimi kvasovkami. DoloCene
farmacevtske oblike, kot so praski, tablete, sveCke in ma-
zila, pa Ze v osnovi izkazuijejo zelo nizko a,, (tj. < 0,6) (4, 5).
Na rast mikroorganizmov v formulaciji vpliva tudi tip emul-
zije. Zaradi prisotnosti vode v notranji fazi so emulzije tipa
V/O manj dovzetne za kontaminacijo kot emulzije tipa O/V.
K boljsi mikrobioloski stabilnosti pripomore tudi velikost
kapljic, zato so nanoemulzije v prednosti pred klasicnimi
emulzijami. Na zascito izdelka lahko ugodno vpliva tudi
sestava oljne faze (npr. z vecjo vsebnostjo fenolnih spojih).
Tako tekoCe emulzije kot tudi poltrdne emulzijske gele (tj.
kreme) obeh tipov dodatno zaS¢itimo s konzervansi; iziema
so sterilne formulacije, napolnjene v zrakotesnih vsebnikih
(pogosto z zaporko z aplikatorjem) (2, 3).

Na mikrobioloSko odpornost pomembno vpliva tudi pH for-
mulacije. Ker je optimalna vrednost pH za proliferacijo glav-
nine mikroorganizmov med 5 in 8, predstavijajo izdelki z
vijim ali nizjim pH manj ugodno okolje za njihovo rast in ra-
zmnozevanie. To Se zlasti velja za formulacije s pH pod 3 ali
nad 9; pri pH pod 3 lahko rastejo le nekatere odporne plesni.
pH vrednost izdelka pa pomembno vpliva tudi na izbiro
ustreznega konzervansa, tako z vidika njegove ucinkovitosti
kot tudi stabilnosti, kot predstavljamo v nadaljevanju (6, 7).

Preglednica 1: Aktivnosti vode (aw), pri kateri so dolo¢eni mikroorganizmi sposobni prezivetja; povzeto po (3).
Table 1: Proliferation ability of microorganisms in correlation to water activity (aw); adapted from (3).

a Mikroorganizmi, zmozni proliferacije

w

0,96-0,99 | G*in G bakterije (npr. Pseudomonas species), kvasovke in plesni

0,90-0,95

Nekatere G in vecina G* bakterij (npr. Enterobacter aerogenes, Echericchia coli, Bacillus species),
kvasovke (npr. Saccharomyces cerevisiae) in plesni

0,80-0,89 | G* bakterije (npr. Staphylococcus aureus), kvasovke in plesni

0,70-0,79 | Halofilne bakterije (npr. Halobacterium halobium), kvasovke in plesni (npr. Aspergillus niger)

0,62-0,69 | Osmotolerantne kvasovke (npr. Zygosaccharomyces rouxii)

pod 0,60 |/

G* - po Gramu pozitivne bakterije, G- — po Gramu negativne bakterije
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KEMIJSKI PRISTOP
MIKROBIOLOSKE ZASCITE

Konzervansi so pomozne snovi, ki v izdelku preprecijo rast
mikroorganizmov v ¢asu roka njihove uporabe, tudi po od-
priju. Njihova uporaba je nujna v veCodmernih tekocih in
poltrdnih izdelkih. Ceprav mikroorganizmi za svoje razmno-
Zevanje potrebujejo vodo, je potrebno ustrezno zascCiti tudi
lipidne in trdne formulacije, saj se lahko v slednjih tvorijo po-
droCja s prosto vodo, ki omogocajo njihovo rast in razmno-
zevanie (npr. mikrobioloSko kvarjenje mazil in razlicnih stikov).
Vsi konzervansi in njihove koncentracije, dovoliene za upo-
rabo v farmaciji, so navedeni v Handbook of Pharmaceutical
Excipients in Eur. Ph. Dodatek konzervansov nikoli ne sme
nadomestiti postopkov dobre proizvodne prakse, niti jih ne
smemo dodajati z namenom, da bi preprecili razraSCanje
mikroorganizmov v ze kontaminiranih surovinah ali izdelkih.
Glede na mehanizem delovanja (preglednica 2) lo¢imo
konzervanse, ki poskodujejo celicno steno in/ali membrano,
s &imer vplivajo na permeabilnost in aktivnost (trans)mem-
branskih encimov in ovirajo transport vode in hranilnih
snovi. Tretja tarCa je citoplazma mikroorganizmov, kjer ne-
kateri konzervansi povzrocijo denaturacijo proteinov in en-
cimov ali strukturne spremembe pomembnih komponent
celic, zavirajo celi¢ni metabolizem ali poskodujejo DNK oz.
RNK. Pogosto je tezko predvideti to¢no mesto delovanja
konzervansov, saj je slednje odvisno tudi od uporabliene
koncentracije (6, 8).

Pri izbiri primernega konzervansa moramo upostevati tako
vrsto farmacevtske oblike kot nacin aplikacije zdravila (pre-
glednica 3) in starost bolnika. Ker idealen konzervans ne

obstaja, v praksi izbiramo taksne, ki imajo ¢im vec nasled-
njih lastnosti: 1) delovanje pri ¢im nizji koncentraciji (pri
kateri mora biti tudi netoksi€en in nealergen), 2) definirano
kemijsko zgradbo, 3) Sirok spekter delovanja, 4) ucinkovi-
tost v Sirokem pH obmodju, 5) ustrezno stabilnost (tudi pri
poviSani temperaturi, na svetlobi, pri razli¢nih vrednostih
pH, ki jim je lahko izpostavlijen med izdelavo, shranjevanjem
in uporabo izdelka), 6) primerno vodotopnost in porazde-
litveni koeficient, ki omogoca, da ostane prednostno po-
razdelien v vodni fazi, 7) kompatibilnost z drugimi sestavi-
nami izdelka in ovojnino, 8) v primeru (per)oralne in nazalne
aplikacije pa so pomembne tudi ustrezne organolepti¢ne
lastnosti (okus, vonj) (7, 9).

Vecina konzervansov le delno ustreza navedenim kriterijem,
zato pogosto uporabliamo kombinacije konzervansov oz.
konzervansov in drugih sestavin s sinergisti¢nim delovanjem,
kar nam omogoca uporabo niZie koncentracije posameznega
konzervansa. UcCinek slednjin podpirajo npr. kelatorji kovinskih
ionov, nekatera topila, higroskopne spojine, zdravilne ucin-
kovine in eteri¢na olja. V praksi pogosto kombiniramo metil-
in propilparaben, saj je protimikrobna aktivnost parabenov
obratno sorazmerna z vodotopnostjo in naras¢a z daljSanjem
alkilne verige (butil > propil > etil > metil). Veliko se uporablja
tudi kombinacija parabenov in EDTA (7, 10, 11).

Pri izbiri konzervansa moramo upoStevati tudi morebitne
inkompatibilnosti s sestavinami formulacije (npr. povrsinsko
aktivnimi snovmi) in izbrano ovojnino (Moznost adsorpcije
konzervansa na nekatere umetne mase in gumijaste za-
porke) (preglednica 3). Dodaten izziv predstavlja konzervi-
ranje vecfaznih sistemov zaradi porazdeljevanja kon-
zervansa med oljno in vodno fazo v skladu z njegovim
porazdelitvenim koeficientom (v primeru emulzijskih siste-
mov) oz. moznosti adsorpcije konzervansa na trdne

Preglednica 2: Mesto delovanja izbranih konzervansov v mikrobni celici; povzeto po (8).
Table 2: Site of selected preservatives' activity in microbial cell; adapted from (8).

Celi¢na stena

Citoplazemska membrana

Citoplazma

Fenoli

2-fenoksietanol

2-fenoksietanol in drugi organski
alkoholi

Alifatske in aromatske karboksilne kisline | parabeni

alifatske in aromatske karboksilne
kisline

Organske zivosrebrove spojine

organske zivosrebrove spojine

halogenirani konzervansi

EDTA EDTA

/

Klorheksidin, cetrimid

klorheksidin, heksaklorofen

klorheksidin (visoke koncentracije)

Glutaraldehid

spojine, ki sproscajo formaldehid
(npr. bronopol, imidurea)

spojine, ki sproscajo formaldehid
(npr. bronopol, imidurea)

Anionske povrsinsko aktivne snovi

benzalkonijev klorid /
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Plasticna ovojnina, guma

Oljna

k Adsorpcija /
o/v permeacija

Konzervans lonizacija

Miceli povrsinsko
aktivnih snovi

Vodna faza

Adsorpcija

Suspendirani
trdni delci,
polimeri

Slika 2: Koncentracija molekule konzervansa v vodni fazi formulacije je odvisna od stopnje ionizacije molekule, porazdeljevanja v oljno fazo ali
micele povrsinsko aktivnih snovi, moZna je tudi adsorpcija na suspendirane delce ter adsorpcija/permeacija v plasticne zaporke. Prirejeno po

(12).

Figure 2: The concentration of active form of preservative molecules in an aqueous phase of formulations depends on the state of ionisation
of the molecule, partitioning into oil droplets or surfactant micelles, as well as adsorption onto suspended solids or adsorption/permeation of

plastic closures. Adapted from (12).

delce (v primeru suspenzij) ali polimere, ki se uporabljajo
kot zgoSCevala. Na porazdelievanje v oljino fazo moramo
biti pozorni npr. pri bolj lipofilnih analogih parabenov (pro-
pil- in butilparaben), medtem ko je za klorheksidin znacilno
porazdeljevanje v micele in adsorpcija na polimerna su-
spendirajo¢a sredstva. Oboje vodi v znizanje koncentracije
konzervansa v vodni fazi, zato je potrebno ustrezno pove-
Cati njegovo koncentracijo v formulaciji (slika 2) (7, 9).

Od pH formulacije ni odvisna le rast mikroorganizmov, am-
pak tudi interakcije konzervansov s komponentami njihove
celine stene in s tem minimalna inhibitorna koncentracija
konzervansa. U&inkovitost slednjih je najboljsa, ko je pH
formulacije znotraj pH obmocja njihove optimalne aktivnosti
(preglednica 3). Od pH odvisna aktivnost je povezana s
kemijsko strukturo konzervansov. Kadar so slednji aktivni
v neionizirani obliki (npr. kisline, alkoholi ali fenoli), je njihova
ucinkovitost najooljsa, ko je PH 1 acie = PKyonzenansa
Vpliv pH na aktivnost konzervansov je sicer kompleksen,
saj je protibakterijsko delovanje benzojske pa tudi propion-
ske in sorbinske kisline veliko bolj odvisno od pH kot njihova
aktivnost proti glivam, ki je ohranjena tudi pri visjih vredno-
stih pH (2, 6, 7).

3.1 VREDNOTENJE UCINKOVITOST!
KONZERVANSOV

Za vse konzervirane farmacevtske izdelke moramo dokazati
upravicenost uporabe in ucinkovitost izbranin konzervansov

s farmakopejskim preskusom »Uc¢inkovitost konzervansov«
(5.1.3), s katerim vrednotimo celokupno protimikrobno za-
&¢ito izdelka (1). K slednji skupno prispevajo znacilnosti
formulacije, vgrajeni konzervansi in primarna ovojnina. Os-
novni princip testa je masovna in namerna inokulacija iz-
delka (najbolje v originalnem vsebniku) s standardnimi mi-
kroorganizmi ter spremljanje njihovega Stevila skozi
predpisano ¢asovno obdobje. Protimikrobna zaScita je
ustrezna, v kolikor pride po inokulaciji do znacilnega (in
trajnega) zmanjSanja Stevila mikroorganizmov.

Eur. Ph. definira inokulacijo testiranih izdelkov s Pseudo-
monas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albi-
cans ter Aspergillus brasiliensis do koncnega inokuluma
108 (v primeru gliv) oz. 108 (v primeru bakterij) kolonizirajocih
enot (CFU) na ml oz. g izdelka. Dodatno lahko uporabimo
tudi verjetne kontaminante kot Escherichia coli za peroralne
formuacije ter Zygosaccharomyces rouxii za peroralne far-
macevtske oblike z visoko koncentracijo sladkorja (sirupe).
Koli¢ina dodane suspenzije mikroorganizmov pri tem ne
sme presegati 1 % volumna izdelka, s Cimer se izognemo
redéenju izdelka oz. konzervansa. Inokulirano formulacijo
shranjujemo zaSciteno pred svetlobo pri 20 do 25 °C in
glede na vrsto izdelka spremljamo Stevilo mikroorganizmov
v ¢asovnem intervalu O do 28 dni. Kot rezultat podamo lo-
garitem zmanjSanja koncentracije mikroorganizmov
(CFU/mI) glede na zacetni inokulum, ki mora glede na zah-
tevano stopnjo mikrobioloSke zaScite farmacevtskih izdel-
kov ustrezati kriteriju A ali B. Kriterij A izraza priporocljivo
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Preglednica 3: Skupine pogosto uporabljanih konzervansov za razlicne nacine aplikacije s pH-obmocji, pri katerih so optimalno aktivni, ter
nekaterimi substrati oz. adsorbenti, ki jih lahko deaktivirajo. Povzeto po (6-8).
Table 3: Common preservatives for pharmaceutical products: pH of optimum activity plus some adsorbents/substrates playing a part in their
inactivation. Adapted from (6-8).

Na?m .. Konzervans Kemijska skupina |pH Adsorbent / substrat
aplikacije
Metil-, etil-, propilparaben (in | estri aromatskih nekatere plastike, ionsko izmenjevalne
T o 4-8 N
kombinacije) karboksilnih kislin smole, zelatina
Na-benzoat in benzojska aromatska ,
L \ o <4,5 kaolin
kislina karboksilna kislina
(Per)oralno - — : ;
Sorbinska kislina, K-sorbat alifatske karboksilne | 4,5 olipropilen (PP), PVC, polietilen (PE)
propionska kislina kisline 3,9 poliprop ’ P
Metilparaben + Na-benzoat )
(kombinacija)
Benzalkonijev klorid,
cetrimonijev bromid, kvarterne amonijeve
benzetonijev klorid, spojine; kelator 4-10 HPMC
alkiltrimetilamonijev klorid kovinskih ionov
(tudi v kombinaciji z EDTA)
Metil-, etil-, propil-, estri aromatskih 4-8 nekatere plastike, ionsko izmenjevalne
butilparabeni (in kombinacije) | karboksilnih kislin smole, zZelatina
Benzilalkohol, cetil- in aromatski in alifatski <5 PE. quma
stearilalkohol alkoholi = "9
Benzojska kislina, sorbinska :E?ar?si[zizlrgoksilne <45 kaolin
Dermalno | qjinq -~ 4,5 PP, PVC, PE
(vkljuéno z Kisline
nazalno) Kloroacetamid, alifatski in aromatski |
triklorokarban amidi
Tiomersal cv)lrganske . Nl PE/druge plastike, guma
zivosrebrove spojine | pH
. spojine, ki sproscajo | 3-9
Imidurea, bronopol formaldehid 5-8
Klorheksidin bigvanidi 5-7 Na-karbosimetil celuloza
Klorkrezol, klorooksilenol, 4-9
CINSTEER, MASITEIE o 0o PVC, celulozni derivati
2-fenoksietanol 3-10
Benzilalkohol, aromatski in alifatski
2-etoksietanol, ) <5 PE, gumaPE
alkoholi
klorobutanol
Metil-, etil-, propil-, estri aromatskin 4-8 nekatere plastike, ionsko izmenjevalne
butilparaben (in kombinacije) | karboksilnih kislin smole, Zelatina
Pail(lifanvteralno Benzojska kislina, sorbinska zﬁ?gsi[:izlrgoksilne <45 kaolin
(vkljuénos | icing e 45  |PP PVC, PE
cepivi) kisline
Klorheksidin bigvanidi 5-7 Na-karbosimetil celuloza
Fenol, m-krezol, . 4-9 , o
5_fenoksietanol fenoli 3-10 PVC, celulozni derivati
Tiomersal, fenil Zivosrebrove | organske kisel pH | PE/druge plastike, gumarazli¢na
soli zivosrebrove spojine | 5-8 suspendirajoCa sredstva
1 52 farm vestn 2021; 72




Kvarterne amonijeve spojine .
B o kvarterne amonijeve
(benzalkonijev klorid in .
) ; L spojine; kelator 4-10 HPMC

druge); tudi v kombinaciji z kovinskin ionov

EDTA

2-fenoksietanol fenoli 3-10 PVC, celulozni derivati

Tiomersal, fenil Zivosrebrove | organske Zivosrebrove | kisel pH | PE/druge plastike, gumarazlicna

soli spojine 5-8 suspendirajo¢a sredstva
Okularno E:Q;gikzgrlzlilr?:l‘(e’\\lz_slina aromatske in alifatske | < 4,5 kaolin

. ’ karboksilne kisline 4.5 PP, PVC, PE

K-sorbat

Klorheksidin,

poliaminoproilbigvanid, bigvanidi 57 Na-karbosimetil celuloza

poliheksametilbigvanid

, spojine, ki sprosc¢ajo g
Imidurea formaldehid 59

ucinkovitost, ki jo je potrebno doseci. V utemeljenih pri-
merih, Kjer kriterija A ne moremo doseci (na primer zaradi
vecCje moznost nezelenih reakcij), pa mora biti izpolnjen
kriterij B (1).

PRIMERI UPORABE IN_
OZNACEVANJE DOLOCENIH
KONZERVANSOV V ZDRAVILIH

V1. 2017 je EMA revidirala navodila za oznaCevanje zdravil
v povezavi z nekaterimi pogosto uporabljanimi pomoznimi
snovmi, s posebnim poudarkom na njihovem varnostnem

profilu, zlasti za pediatricno populacijo (13). Podrobneje je
proucila tudi konzervanse, in sicer benzilalkkohol, benzal-
konijev klorid in benzojsko kislino oz. benzoate, ki so ob
tiomersalu in parabenih (slika 3) tudi sicer pod drobnogle-
dom zaradi potencialnih skodljivih u¢inkov na zdravje.

4.1 BENZILALKOHOL IN TIOMERSAL V
VECODMERNIH PARENTERALNIH
FARMACEVTSKIH OBLIKAH

Poseben izziv za konzerviranje predstavljgjo veCodmerne
vodne parenteralne farmacevtske oblike, ki morajo zaradi
moznosti kontaminacije med veckratnim odvzemom nujno

@) )
©/\QH ©)L OH ONa
.Hg _CH
Benzilalkohol Benzojska S g‘/ 3
kislina Tiomersal
O OR
ﬁ/ Cl Metilparaben R=-CH,
\C H Etilparaben R =-CH,CH,
| nti2n+1 Propilparaben R = -CH,CH,CH,
Butilparaben R = -CH,CH,CH,CH;
Benzalkonijev klorid
(najpogostejen = 12, 14, 16) OH

Slika 3: Kemijske strukture izbranih konzervansov.
Figure 3: Chemical strukture of selected preservatives.
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vsebovati konzervans (razen ¢e sama farmacevtska oblika
izkazuje ustrezne protimikrobne lastnosti). Parenteralne far-
macevtske oblike s klasi¢nimi zdravilnimi u¢inkovinami, t.
i. majhnimi molekulami, so najpogosteje konzervirane z
benzilkoholom ali kombinacijo metil- in propilparabena (raz-
merje 9 : 1 do skupno 0,2 %), pogosto se uporabljajo tudi
fenol, klorbutanol, m-krezol, fenoksietanol ter tiomersal,
vecinoma v zelo nizkih koncentracijah od 0,002 do 1 %
(14-16). Konzerviranje parenteralnih farmacevtskih oblik s
proteinskimi ucinkovinami, vkljuCujo¢ monoklonska proti-
telesa, pa je zlasti zahtevno zaradi moznih interakcij s kon-
zervansom, ki lahko vodijo v fizikalno nestabilnost ali oksi-
dacijo proteinske molekule. To je problemati¢no tako z
vidika ucinkovitosti kot dolgoro¢ne (ne)stabilnosti. Zaradi
specificnih lastnosti so ti pripravki v obliki liofilizatov, kjer je
v primeru veC¢odmernih farmacevtskih oblik konzervans
(najpogosteje m-krezol, fenol, benzilalkohol ali benzalkonijev
klorid) dodan v medij za rekonstitucijo (17).
Benzilalkohol v parenteralnih farmacevtskih oblikah kla-
siéno uporabliamo v koncentraciji 0,5 do 2 %, v parente-
ralnih proteinskih pripravkih pa od 0,9 do 1,1 % (14). Deluje
tudi kot lokalni anestetik, zaradi Cesar je intramuskularna
aplikacija manj boleCa. Dodajamo ga tudi v peroralne far-
macevtske oblike (do 2 %) in kozmeticne izdelke (do 1 %).
Ucinkovit je proti vecini po Gramu pozitivnih bakterij, kva-
sovk in plesni, manj pa proti po Gramu negativnim bakte-
rijam. |zrazito problematiCen je za nedonosencke in novo-
rojenCke po intravenski aplikaciji. Zaradi Se nerazvitega
encimskega sistema pride do akumulacije benzilalkkohola
in njegovega metabolita benzojske kisline, ki ob socasni
metabolni acidozi vodi v zivljenje ogrozajoce stanje z zna-
¢ilnim »sindromom lovljenja sape« (gasping syndrome), hu-
dimi nevroloskimi in hematoloskimi motnjami ter odpovedjo
srca (18). UpoStevaje nove smernice EMA za oznaCevanje
morajo zato navodila za uporabo tako za zdravila za pa-
renteralno pa tudi peroralno dostavo vsebovati opozorilo,
da je/se benzilalkohol 1) povezan z nevarnostjo pojava
resnih nezelenih uc¢inkov, vklju€ujo¢ »sindrom lovljenja
sapex, pri mlajSih otrocih; 2) ne uporablja pri novorojenckih
do Cetrtega tedna starosti, razen po navodilu zdravnika; 3)
ne uporablja ve€ kot en teden pri otrocih do tretjega leta
starosti, razen po navodilu zdravnika ali farmacevta ter 4)
morajo nosecnice in dojeCe matere ter bolniki z boleznimi
ledvic ali jeter posvetovati z zdravnikom ali farmacevtom o
uporabi zaradi moznosti akumulacije v telesu in nastanka
metabolne acidoze (19).

Tiomersal v cepivih je Se vedno aktualna tema, tako kot
varnost cepiv v celoti, ki Se zlasti v luci trenutne epidemio-
loske situacije zaradi covid-19 le pridobiva na razseznosti.

Tiomersal je tako Se vedno tema razli¢nih polemik, Ceprav
njegove morebitne vpletenosti v pove¢ano pojavnost avt-
izma in ostalih razvojnih motenj niso dokazali v nobeni iz-
med raziskav, izvedenih s tiomersalom v koncentracijah,
ki se uporabljajo v cepivih (20, 21). Metil zivo srebro (metil
Hg), s katerim najpogosteje pridemo v stik z morsko hrano
(npr. tunino), je dejansko nevrotoksi¢na oblika organskega
Hg, zlasti za nerojene in majhne otroke. Svetovna zdrav-
stvena organizacija je zato dolocila zgornjo varno vrednost
za dnevno izpostavitev metil Hg, ki je za majhne otroke,
nosecnice, dojece matere in Zenske v rodni dobi Se bi-
stveno nizja v primerjavi s povprecnim odraslim; v obeh
primerih pa so upostevani veliki varnostni faktorji. Navedene
vrednosti se upoStevajo tudi za tiomersal, ki je skupaj s
svojim metabolitom etil Hg sicer veliko manj toksi¢en kot
metil Hg. Za razliko od slednjega, ki se nalaga v telesu, je
za etil Hg znacilna zelo hitra eliminacija. Kljub temu so iz
previdnostnih razlogov na zaCetku 21. stoletja v ZDA umak-
nili tiomersal iz vecine cepiv, cemur je sledila tudi Evropa.
Po trenutno dostopnih podatkih v Sloveniji dostopna cepiva
ne vsebujejo tiomersala (22).

4.2 BENZALKONIJEV KLORID V
PRIPRAVKIH ZA OKO

Za konzerviranje pripravkov za oko priporo¢ajo razlicne
konzervanse (preglednica 3). Po razSirjenosti moc¢no iz-
stopa benzalkonijev klorid, ki se uporablja ze od I. 1950
in je zaradi visoke ucCinkovitosti, ustreznega varnostnega
profila in nizke alergenosti prisoten v treh Cetrtinah izdelkov.
V vlogi konzervansa ga pogosto najdemo tudi v vodnih
pripravkih za inhaliranje ali aplikacijo v nos, redko pa v far-
macevtskih oblikah za druge poti vnosa (23). Kot konzer-
vans se uporablja v koncentracijah 0,004 do 0,025 %. De-
luje fungicidno ter baktericidno predvsem na po Gramu
pozitivne bakterije, medtem ko se aktivnost proti po Gramu
negativnim bakterijam ojaca v kombinaciji z EDTA (0,1 %).
Zaradi dolge zgodovine uporabe so dobro raziskani tudi
nezeleni ucinki po nanosu benzalkonijevega klorida, pred-
vsem v povezavi s kapljicami za zdravljienje glavkoma in
uporabo umetnih solz za blazenje sindroma suhega ocesa,
kjer kroniCna in progresivna narava obeh bolezni zahteva
vecletno uporabo pripravkov za oko. V obSirnih klini¢nih
raziskavah so potrdili koncentracijsko in ¢asovno odvisne
nezelene ucinke benzalkonijevega klorida na povrSino
oCesa, ki se odrazajo v paleti klini¢nih znakov, od obdcutka
poveCanega nelagodja, suhega oCesa, ostrega, boleCega
ali srbeCega obcutka in zmanjSane tvorbe ter obstojnosti
solznega filma do vnetnih sprememb. Ker lahko sledniji
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zelo poslabsajo sodelovanje bolnikov, so zazelene formu-

lacije s podaljSanim delovanjem, ki mo¢no zmanjsajo iz-

postavljenost oCesa benzalkonijevemu kloridu in omilijo
navedene sopojave. Nasprotno pa njegova uporaba ni
problemati¢na pri kratkotrajni uporabi, kot je v primeru

zdravljenja vnetij ali infekcij (24-26).

Tezave, ki lahko spremljajo dolgotrajno uporabo benzal-

konijevega klorida v pripravkih za oko, so obsli z enood-

mernimi farmacevtskimi oblikami za oko. Slednje imajo iz-
boljSan varnostni profil, a so tudi neprimerljivo drazje (za
faktor 5-10) in v primerjavi z veCodmernimi konzerviranimi
farmacevtskimi oblikami tudi bolj obremenjujejo okolje. Vse-
bnik vsebuje 0,1 do 1 ml tekoCine in naj bi ga po aplikaciji
ene do dveh kapljic v posamezno oko ali obe ocesi zavrgli
skupaj z zaostalo tekocino. V praksi jih ljudje zelo pogosto

uporabljajo, dokler ne zmanjka vsebine, kar predstavlja vi-

soko mikrobioloSko tveganje. Omeniti velja tudi otezeno

rokovanje z enoodernimi vsebniki pri starejsih ali ljudeh z

zmanj$ano fino motoriko (npr. nerodno odpiranje pokrovcka

ter tezavno stiskanje vsebnika zaradi trSe plastike). Alter-
nativo slednjim predstavljajo inovativni ve¢odmerni vsebniki,
ki med uporabo zagotavljajo sterilnost vsebine s pomocdjo
tehnoloskih resitev, ki vkljuCujejo bifunkcionalno membrano

s protimikrobnimi lastnostmi, globinski filter ali posebni

enosmerni ventil, ki prepre€uje vstop mikroorganizmov v

notranjost vsebnika po odprtju (26). Zanimivo inovacijo na-

menjeno konzerviranim kapljicam pa predstavljajo vsebniki

s filtri, na katere se konzervans med aplikacijo adsorbira in

tako ne pride v stik z oCesno sluznico (24).

V veCodmernih kapljicah za oko uporabljamo tudi alterna-

tivne konzervanse, vendar je nabor relativno majhen zaradi

zahtevanih visoke protimikrobne ucinkovitosti in netoksi-
¢nosti (26). Glede na mehanizem delovanja v osnovi loimo
dve skupini:

a) Oksidirajo€i konzervansi, ki oksidirajo posamezne
komponente mikroorganizmov in vplivajo na sintezo niji-
hovih proteinov. Po aplikaciji se pod vplivom svetlobe
ali v stiku s solzno tekocino razgradijo ne neskodljive
produkte. V uporabi so natrijev perborat (GenAqua®,
Dequest®), stabiliziran oksiklorokompleks (Purite®, Ocu-
Pure®) ter Sofzia®, ki je pufrna raztopina cinkovega klo-
rida, borata, propilen glikola in sorbitola. Natrijev perborat
je eden izmed prvih oksidirajoCih konzervansov in v
skladu z idejo »disappearing« konzervansov ob stiku z
vodo tvori vodikov peroksid, ki ga v oesni sluznici pri-
sotne katalaze razgradijo na kisik in vodo. Stabiliziran
oksiklorokompleks v raztopini tvori radikale klorovega
dioksida, po aplikaciji na oko pa se pod vplivom svetlobe
razgradi v natrijev klorid, kisik in vodo. Sicer malostevilne
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raziskave potrjujejo znacilno manj izrazene nezelene
ucinke na oCesno povrsino v primerjavi z benzalkonijevim
kloridom (26).

b) Polikvarternij-I (polyquaternium-I, Polyquad®) kot kon-
zervans Vv tekocinah za le¢e uporabliamo Ze vec kot 30
let in Stevilne raziskave potrjujejo njegovo ucinkovitost
ter biokompatibilnost. Ceprav je kvarterna amonijeva
spojina, ima v primerjavi z benzalkonijevim kloridom zna-
¢ilno manj izrazene nezelene ucinke na oCesni povrsini.
Polikation polikvarternij-l je namreC polimer in kot tak
bistveno vecja molekula z manjSo sposobnostjo pene-
tracije v tkiva (26, 27).

Zadnje izdano mnenje EMA z leta 2009 glede uporabe

konzervansov v pripravkih za oko sicer ne podaja splos-

nega priporocila 0 odsotnosti konzervansov, poudarja pa
smotrnost uporabe pripravkov brez konzervansov v primeru
dolgotrajne terapije ali za ljudi, ki so nanje obcutljivi. Ne-
konzervirane farmacevtske oblike za oko EMA moc&no pri-
poroca za uporabo pri otrocih, zlasti novorojenckih. Kon-
koncentraciji glede na rezultat preskusa »U&inkovitost kon-
zervansov, izogibati pa se je potrebno Hg spojinam (npr.
tiomersalu), tudi z vidika zmanjSevanja izpostavljenosti oko-
lia Hg (28). Upostevaje aktualne smernice EMA je potrebno
v primeru zdravil za o€i, ki vsebujejo benzalkonijev klorid,
oznaciti, da 1) se le-ta lahko absorbira v mehke lece in jih
obarva; 2) je potrebno pred aplikacijo zdravila leCe odstraniti
in jih ponovno vstaviti po 15 minutah; 3) benzalkonijev
klorid lahko povzroci drazenje oci, zlasti v primeru sindroma
suhega oCesa ali tezav z rozenico. V primeru izrazitega
neugodja, zbadanja ali bole€ine po uporabi zdravila se je
potrebno posvetovati z zdravnikom (29).

4.3 BENZOJSKA KISLINA IN BENZOATI
V PERORALNIH, PARENTERALNIH
IN DERMALNIH FARMACEVTSKIH
OBLIKAH

Za konzerviranje navedenih farmacevtskih oblik se ben-
zojska kislina in predvsem njene K- ali Na-soli (benzoati)
uporabljajo v koncentraciji 0,01 do 0,2 %. Glavno varnostno
vpraSanje se nanasa na njeno sposobnost spros¢anja bi-
lirubina z albumina, varnostno tveganje pa je veliko zlasti
za novorojencke, kar je tudi vodilo v revizijo navodil. Fizio-
loska zlatenica je pogost pojav pri novorojenckih, prevelike
koncentracije nevezanega oz. prostega bilirubina v serumu
pa delujejo nevrotoksicno in lahko povzrodijo okvaro osred-
njega ziv€evja (kernikterus). Tveganije je povezano tako s
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peroralno, parenteralno kot tudi dermalno aplikacijo (obseg
dermalne absorpcije benzojske kisline je pri novorojenckih
zelo velik) ter tudi s socasno aplikacijo benzilalkohola, ki
se metabolizira do benzojske kisline. Na navodilih za upo-
rabo zdravil za opisane poti aplikacije je zato potrebno
oznaciti, da lahko benzojska kislina povzroci zlatenico (pre-
poznavno po rumenem obarvanju koze in o&i) pri dojenckih
do Cetrtega tedna starosti. V primeru dermatikov je zahte-
vana Se navedba dodatnega opozorila 0 moznosti lokal-
nega drazenja (30).

4.4 PARABENIV PERORALNIH IN
DERMALNIH FARMACEVTSKIH
OBLIKAH

Parabeni so estri parahidroksibenzojske kisline in njihove
natrijeve soli in so zadnjih 80 let eni najpogosteje upora-
bljanih konzervansov v hrani, kozmeti¢nih in farmacevtskih
izdelkih, ki jih u€inkovito za&citijo proti kvasovkam in ples-
nim, manj pa proti po Gramu negativnim bakterijam. Med-
tem ko se po peroralni aplikaciji zelo hitro absorbirajo in
metabolizirajo v jetrih ter izlogijo z urinom, se po dermalnem
nanosu absorbirajo le v manjSem obsegu (za izraCun meje
varnosti se uposteva 3,7-odstotna dermalna absorpcija).
Ker hidroliza do parahidroksibenzojske kisline v kozi ni po-
polna, jih zaradi moznega estrogenega delovanja ne mo-
remo obravnavati kot popolnoma varne spojine. V EU tako
sistemati¢no zbiramo in proucujemo podatke o njihovi var-
nosti, s ¢imer je povezano tudi redno posodabljanje pred-
pisov, ki urejajo njihovo uporabo v razlicnih izdelkih, ki smo
jim pogosto so¢asno izpostavljeni. Z namenom doseganja
sinergisticnega ucinka in s tem ¢&im nizje vsebnosti kon-
zervansov v izdelkinh pogosto uporabljamo kombinacijo
metil- in propilparabena. V farmaciji je najbolj razsiriena v
peroralnih farmacevtskih oblikah, kjer je njuna vsebnost
najveckrat 0,015 do 0,2 % (metilparaben) oz. 0,02 do
0,06 % (propilparaben) (31). EMA sicer maksimalno dovo-
lieno koncentracijo propilparabena omejuje na 100
mg/kg/dan. Etilparben in butilparaben se manj uporabljata,
slednji predvsem v dermalnih pripravkih.

Parabeni imajo dolgo zgodovino uporabe tudi v kozmeticni
industriji, kjer so jinh povezovali zgolj z moznostjo pojava
alergijskih reakcij. Odkar je bila I. 2004 v reviji Journal of
Applied Toxicology objavljena raziskava, v kateri so porocali
0 povecani vsebnosti parabenov v tumorjih dojk onkoloskih
bolnic, v strokovni in SirSi javnosti poteka intenzivna diskusija
0 varnosti njihove uporabe v kozmetic¢nih izdelkih (za pod
pazduho) in tveganjem za razvoj raka dojk. Ceprav sta tudi

avtorja raziskave dodatno pojasnila, da parabenov nista
oznacila kot vzrok za pojav raka in da nenazadnje niti ni
znano, po kateri poti so parabeni prisli v tumorje oz. kaj je
bil njihov izvor, je dvom o varnosti parabenov ostal. Znan-
stveni odbor za potroSniSke izdelke (Scientific Committee
on Consumer products, SCCP) tako ze 15 let intenzivho
spremlja varnost parabenov v kozmeticnih izdelkih in je od
leta 2005 izdal ve€ mnenj (zadnje v I. 2021). V vseh so prisli
do zakljuCka, da ni znanstvenih dokazov, ki bi kazali na po-
vecano tveganje za razvoj raka dojk ob uporabi konzervira-
nih kozmeticnih izdelkov za pod pazduho. So pa na podlagi
teh raziskav uvrstili parabene med morebitne endokrine
motilce, Cemur so prilagodili njihove maksimalne dovoliene
koncentracije in prepovedali uporabo dolgoveriznih deriva-
tov (izopropil- in izbobutil- ter pentil-, fenil- in benzilparabeni
niso dovolieni v kozmeticnih izdelkih, ki so prisli na trzis¢e
po |. 2014). Metil- in etilparaben Se naprej veljata kot varna,
njuna vsebnost v kozmeti¢nih izdelkih pa je lahko do 0,4 %
(kot posamezen ester) oz. do 0,8 % (za zmesi parabenov).
Od leta 2016 je maksimalna dovoliena koncentracija za
propil- in butilparaben znizana na 0,14% (posamezno ali v
kombinacijij. SCCS je pred kratkim izdal novo mnenje o
varnosti propilparabena, ki je potrdilo izsledke iz leta 2016,
za butilparaben pa je ponovna presoja varnosti Se v teku.
Na predlog SCCS je Evropska komisija leta 2016 tudi pre-
povedala uporabo propil- in butilparabena v kozmeti¢nih
izdelkih, ki se ne spirajo in so namenjeni negi plenicnega
podrocja pri otrocih, miajSih od treh let (32-34).

Pri proucevanju varnosti parabenov sodeluje tudi Evropska
agencija za varnost hrane (EFSA), saj parabene v viogi
konzervansov uporabliamo tudi v zivilih (maksimalna do-
voliena vsebnost v konénem Zivilu je do 0,2 % 0z. 0,1 % v
pijacah) (35). EFSA maksimalni skupni dnevni vnos metil-
in etilparabena (navajana kot E218 in E214) omejuje na do
10 mg/kg telesne mase, medtem ko je uporaba propilpa-
rabena v ziviih v EU od I. 2006 prepovedana zaradi po-
tencialnega vpliva na razvoj moskih reproduktivnih organov.
Pri metilparabenu tovrstnih ucinkov niso zaznali in Se naprej
velja za varnega tudi za celotno pediatricno populacijo. Na
podlagi prepovedi uporabe propilparabena v hrani lahko
utemeljimo tudi prepoved njegove uporabe v zdravilih za
novorojencke, dojencke in majhne otroke, tudi v primeru
kratkotrajne uporabe (36).

4.5 KONZERVANSI V ZDRAVILIH ZA
OTROKE

Primeri zgoraj opisanih konzervansov osvetljujejo zahtev-
nost in ve¢plastnost oblikovanja zdravil za otroke, kjer sle-
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dimo sploSnemu vodilu po ¢im bolj enostavni konéni for-
mulaciji z minimalnim Stevilom in vsebnostjo pomoznih
snovi, brez nepotrebnih dodatkov. Ce je mogoce, se na-
mesto konzervansov raje posluzujemo inovativnih tehno-
loskih reSitev. Kadar to ni mozno, mora biti uporaba kon-
koncentracijah, ki Se zagotavljajo ustrezno zascito. Po-
manjkanje relevantnih Kklini¢nih raziskav postavija klju¢no
vpraSanje, ali so varnostni podatki, pridoblieni na odraslih
prostovoljcih, relevantni za pediatricno populacijo. Ali naj
bo uporaba konzervansov prepovedana v vseh starostnih
skupinah ali le za novorojencke in dojencke, morda le v
primeru dolgotrajne uporabe? Morebiti so lahko dovoljeni
za starejSe otroke, vendar koliko stare? Al je vprasljiva tudi
kratkotrajna uporaba (36)? Nesteto vpraSanj, odgovor pa
ni en sam in Se zdale€ ne enoznacen. V pomoc¢ glede dol-
gotrajne izpostavljenosti lahko sluzijo podatki EFSA ter na
novo vzpostavljena podatkovna baza STEP (Safety and
Toxicity of Excipients for Pediatrics (37)), vsekakor pa je
prva izbira vedno uporaba pripravkov brez konzervansov.
Izpostavljenost konzervansom lahko zmanjsamo tudi s
tem, da tradicionalne veCodmerne tekoCe pripravke na-
domestimo z alternativnimi otrokom prijaznimi farmacevt-
skimi oblikami, kot so npr. orodisperzibilne tablete, minita-
blete, oralni filmi in slamice, ki jih praviloma ni potrebno
konzervirati (38, 39).

SKLEP

MikrobioloSka kakovost je integralni del vsakega farma-
cevtskega izdelka. Ustrezno nacrtovanje pomoznih snovi,
vklju¢no s konzervansi, je klju€nega pomena za razvoj op-
timalnega zdravila. Poleg osnovnih informacij o konzer-
vansih, katerih poznavanje je pomembno s tehnoloskega
vidika, moramo redno spremljati tudi informacije o njihovi
varnosti, ki jih z namenom zagotavljanja kakovostnih in
varnih zdravil kontinuirano nadgrajujejo. Regulatorni organi
namre€ nenehno spremljajo varnostni profil pomoznih
snovi, vklju€ujo¢ konzervanse, kar se odraza tudi v prila-
gajanju zgornjih varnih mej uporabe in reviziji oznacevanja
zdravil na osnovi najnovejsih znanstvenih dognanj. Klju¢no
je, da bodo takSnemu trendu sledili tudi v prihodnje, zato
so relevantne znanstvene raziskave, predvsem z vidika
ocene varnostnega tveganja za razlicne nacine aplikacije
in specificne skupine bolnikov, Se kako upravicene.
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