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1 Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceuticka techonologie
Skolitel: doc. PharmDr. Zderika Sklubalova, Ph.D.
Posluchaé¢: Jana Markova

Nazev diplomoveé prace: Davkovani veterinarnich o¢nich kapek 1.

Cilem této diplomové prace bylo hodnoceni vlivu rychlosti kapani, thlu kapani (90°, 65°,
45°) a objemu napln¢ lahvicky (30 ml, 15 ml, 5 ml) na hmotnost komer¢nich o¢nich kapek
urenych k vakcinaci driibeze. Kapky byly dispensovany manudlné z konvenéniho
davkovaciho systému (plastova 30 ml lahvicka a kapéatko) nebo pomoci prototypu
poloautomatického davkovaciho zafizeni. S vys$i dispenza¢ni rychlosti se hmotnost
kapek zvySovala ve vSech experimentalnich kombinacich sledovanych v praci. Pro
konvenéni systém se pfi sniZzeni dispenza¢niho tthlu hmotnost kapky sniZzovala pouze pii
konstantni rychlosti kapani, v ostatnich situacich zejména pfi redukci objemu naplné na
15 ml a 5 ml se zvySovala diky smaceni zaoblen¢ho kapatka. V disledku toho rostla 1
variabilita davky. Vliv objemu na vyslednou hmotnost kapky byl pfi pouziti prototypu
podle doporuceni vyrobcem nevyznamny. U studovanych suspenznich kapek vSak byla

zaznamenana zvysena variabilita davky.



2 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical technology

Consultant: doc. PharmDr. Zderika Sklubalova, Ph.D.
Student: Jana Markova

Title of Thesis: Dosing of veterinary eye drops 1.

The main purpose of this thesis was to find out, whether and to what extent the rate of
dispensing, the dispending angle (90°, 65°, 45°) and the volume of preparation (30 ml,
15 ml, 5 ml) had effected the mass of commercial eye drops for poultry vaccination.
Drops were produced manually by using conventional dispensing system (plastic 30 ml
dropper bottle and dropper tip) and by using a new prototype of semi-automatic device.
The drop mass increased with increasing the rate of drop formation in every examined
combination of factors. With decreasing of the dispensing angle, the drop mass decreased
only in a case of constant rate dropping. In all other cases, especially with volume
reduction to 15 ml and 5 ml, the drop size often increased due to the wetting of
hemispherical dropper tip. As a result, higher variability of drop masses had occurred.
With using the semi-automated prototype, the preparation volume had no impact on the
final drop mass. On the other hand, higher variability of doses was noted for studied

suspension eye drops.



3 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam Jednotky
EM Migrujici erytém -
PCR Polymerazova fetézova reakce -
TK Tkéanova kultura -
VNT Virus neutraliza¢ni test -
SPC Souhrn udaji o 1é¢ivém piipravku -
ELISA Enzymové imunoanalyza na
imunosorbentech -
AGID Agar-gel imunodifuzni detekce -
MALT Celotélovy systém slizni¢ni imunity -
IgA Imunoglobulin A -
CALT Lymfaticka tkan v oblasti spojivky -
gG Glykoprotein G -
NK Ptirozeni zabijec¢i (natural killers) -
IL Interleukin -
INF Interferon -
DA Dispenzacni thel ° (stupn¢)
CRD Standardni dispenzace -
FRD Rychla dispenzace -
CPD Dispenzace za konstantniho tlaku -
CRDA Standardni dispenzace za pouziti
poloautomatického prototypu -
ERDA Rychlé dispenzace za pouziti
poloautomatického prototypu -
SD Smérodatna odchylka -
ILT Infekéni laryngotracheitida -




4 Zadani

Teoreticka cast této diplomové prace bude zamétena na biofarmaceutické aspekty oc¢ni
aplikace. Protoze pfedmétem prace je pfipravek uzivany pro vakcinaci kufat, bude
pozornost vénovana anatomii oka a specifikaci zédkladnich rozdili mezi okem ¢loveka a
dritbeze a zakladnim informacim o vakciné a onemocnéni, proti kterému je vakcina

uréena. Ve stru¢nosti budou prezentovany faktory, ovliviiujici ddvkovani o¢nich kapek.

V experimentalni ¢asti budou charakterizovany fyzikdln¢ chemické vlastnosti
vakcinacniho ptipravku Poulvac ILT a hodnocena hmotnost kapky pfi manualnim kapani
pomoci konven¢niho dispenzaéniho obalu: plastové lahvicky a kapatka. Bude studovan
vliv rychlosti kapéani (konstantni, rychlé, kontinuélni), vliv dispenza¢niho uhlu (90°, 65°,
45°) a vliv objemu (30 ml, 15 ml, 5 ml) na hmotnost kapky. Vysledky budou porovnany
s hmotnosti kapky dispensované pomoci prototypu poloautomatického davkovaciho

pfistroje.



5 Uvod

Oc¢ni kapky ptedstavuji mnohdy jediny zptsob 1€€by nemoci oci jako jsou napi. suché
oko, bakteridlni zanét, ¢i nemoci vicka a spojivky. Oc¢ni sliznice predstavuje také vhodné
aplika¢ni misto pro vakciny. O¢ni kapky je mozné vyuzit k vytvoreni nejen specifické
imunitni odpovédi, jako k tomu dochazi po parenteralni aplikaci, ale také k vytvoreni
slizni¢ni imunitni odpovédi.!

Samotné piipravky pro aplikaci do oka podléhaji ptisnym kritériim. Pfedevsim je dilezita
sterilita pfipravku, pro co nejefektivnéjsi aplikaci jsou velmi dilezité jeho fyzikalné-
chemické vlastnosti jako viskozita ¢i povrchové napéti. V neposledni fad¢ hraje velkou
roli 1 samotny kapaci systém, tj. lahvicka a kapatko, které jsou regulovany predevsim ve
vztahu k pouzitelnosti materialti. Tvar kapatka a primér kapaci kapilary maze ovliviiovat
velikost kapky aplikované do oka a tim i pfipadnou nezddouci systémovou absorpci
piipravku.? Proto je pii vyrobé kapacich systémi cileno na to, aby se vyprodukovani
kapka pohybovala v doporu¢eném rozmezi mezi 5 a 15 ul.> Takové kapky je oviem
obtizné odkapnout a v oku identifikovat, proto kapaci nastavce obvykle produkuji vétsi
kapky.

V této praci jsem se v€novala hodnoceni dispenzacnich systémi pro aplikaci o¢nich
kapek pro vakcinaci driibeZe proti laryngotracheitid¢ a sledovala jsem faktory, které maji

vliv na hmotnost kapek.



6 Teoreticka cast

vvvvvvvvvvvv

schopnosti okamzité zachytit a ndsledné zpracovat obrovské mnozstvi informaci
pfenasenych svétlem. Pomoci oka ¢lovek ziska az 90% informaci z vnéjSiho prostiedi a
procesu pienosu svételného podnétu.* Vidéni viak neni pouhé vnimani urité &asti
elektromagnetického zateni, ale proces pienosu podnétu do mozku, ktery ndm umoziuje
1 identifikaci a zatfidéni pozorovaného predmétu do védomi a do paméti pro dalsi
pouziti.® Je proto logické, Ze prevence a terapie o¢nich chorob byla oded4vna predmétem

zajmu lidi a o¢ni piipravky patfily vzdy k zékladnim aplika¢nim formam.®

6.1 Anatomie lidského oka

Oko je uloZeno v orbitu, neboli dutin€ ocnicové. Je to prostor, ktery je kostény a vyplnény
tukovym vazivem, slznou zlazou, slzovodem, ocnicovymi svaly, cévami a nervy. Oc¢ni
koule ma tii vrstvy — tunica fibrosa bulbi, tunica vasculosa bulbi a tunica nervosa bulbi.

Soucasti o¢ni koule jsou také refrakéni struktury oka.”

Tunica fibrosa bulbi

Tato zevni vrstva chrani vnitini struktury oka a je tvofena z vétSiny bélimou (sclera) a
z malé Casti rohovkou (cornea). Rohovka je tlustSi nez bélima, je transparentni, coz
zajistuje pravidelné uspotadani kolagenich fibril, a sklada se z péti vrstev. Epitely jsou

schopny transportovat ionty pfes bunéénou membranu’

Tunica vasculosa bulbi

Jde o stfedni cévnatou vrstvu, vysoce vaskularizovanou, kterd oko vyzivuje a spolu se
svaly se podili na akomodaci a regulaci pfisunu svétla do oka. V této vrstvé se nachazi
cévnatka (choroidea), fasnaté télisko (corpus ciliare) a duhovka (iris) s otvorem zornicky
(pupilla). Cévnatka se podili na zdsobeni oka krvi. Duhovka je kruhovity blanity vybézek,
pokraCovani fasnatého tcliska. Jeji predni Cast obsahuje melanofory a zadni hladké

svalstvo je zodpovédné za mydriasu nebo miosu.”



Tunica nervosa bulbi

Tato posledni vrstva je tvofena sitnici (retina), jejiz receptory vnimaji svételné podnéty a
piitomné neurony jsou nutné pro prevod nervovych dé&ji optickym nervem do mozku.”
Sitnice predstavuje vnitini vrstvu o¢ni koule a topograficky se ¢leni na dva oddily —
svetloCivy (pars optica retinae) a slepy (pars caeca retinae).

Svétlocivy oddil predstavuje tenkd, sklovité prihledna blanka tvotfena tiemi vrstvami za
sebou fazenych neuront. Soucasti této prihledné blanky je misto sjednou vrstvou
cylindrickych bunék obsahujici zrna ¢ernohnédého pigmentu ze skupiny melaninu —
stratum pigmenti retinae.

Histologicky se sitnice déli na deset vrstev (viz obr. 2). Patii sem vrstva tyCinek a ¢ipkil,
vnitini jadrova vrstva, ktera obsahuje t¢la a jadra bipolarnich, amakrinnich a
horizontalnich bunék a jadra Mullerovych bunék. Tycinky a ¢ipky jsou zrakové buiky
sitnice, které predstavuji prvni neuron zrakové drahy.® Ty maji schopnost reagovat na
dopad svétla — tyCinky i na slabé svétlo, Cipky zajist'uji barevny obraz a ostrost obrazu,
ale potiebuji dostateéné osvétleni. Cipky obsahuji fotopigmenty s riiznymi absorp&nimi
maximy, tudiZ je rozliSujeme na 3 druhy dle jejich citlivosti k vinové délce.” V dalsi
vrstvé najdeme pigmentové buiiky, které zabranuji zpétnému odrazu svétla, které bylo jiz
zaznamenano ty¢inkami a ¢ipky mechanismem pohlceni svétla. Dale je soucasti vrstva
zevni jadrova, nervovych vldken, ¢ivych vybézki, zevni a vnitini ohranicujici membrana,
vrstva gangliovych bunék a vnitini plexiformni vrstva.’

Gangliové buiiky sbiraji informace, které dale posilaji do mozku. Jejich axony pak tvoii
zrakovy nerv. V misté na sitnici, ze kterého zrakovy nerv vystupuje najdeme tzv. slepou
skvrnu, bez ptitomnosti tyCinek. Slepa skvrna proto, Ze pokud sem dopadnou svételné
paprsky, ¢lovék vnimany predmét nevidi. Naopak misto na sitnici obsahujici nejvyssi

hustotu ¢ipktl, zajist'ujici nejostiejsi vidéni je Zluta skrvna (fovea centralis).”
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Obr. 1 — Lidské oko s popisem vrstev sitnice!
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Obr. 2 — Schematické zobrazeni vrstev sitnice!’

Refrakeni struktury oka maji za ukol lamat svétlo za ucelem jeho zaméfeni na sitnici.
Skladaji se z ¢ocky (lens crystallina), komorové tekutiny (humor aquaeus) a sklivce
(corpus vitreum,).

Oko se sklada ze dvou struktur — z vySe popsané ocni koule a poté z akcesornich struktur
oka. Mezi akcesorni struktury oka patii spojivka (conjuctiva), horni a dolni vicko, slzny

aparat a okohybné svaly.’
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6.2 Anatomie driubeziho oka

v

Zrak patii mezi nejdilezitéjsi smysly i1 u ptakli obecné a to spolecné se sluchem. Chut a
¢ich jsou u téchto zvifat vyvinuty pouze slab¢. Maji v§ak vyvinuta i jind smyslova téliska,
kterymi jsou schopni zaznamenat tlak, vibrace, bolest nebo teplotu. Jednotlivé smysly
jsou ovsem u rtiznych ptakli vyvinuty na riiznych arovnich, tudiz o jejich smyslech nejde
hovotit pouze obecné. !

Informace o anatomii oka dritbeze byly Cerpany predevsim z ¢lanku z ¢asopisu Progress
in Retinal and Eye Research, ktery navic piehledné srovnal jednotlivé anatomické ¢asti
oka drtibeze s lidskym.!?

Oko kura domaciho se ¢asto pouziva ke studiu o¢nich vad a nemoci s nimi spojenych.
Mezi jeho zna¢né vyhody patii nizké ekonomické naklady, velikost a snadnost zachédzeni
v porovnani s jinymi modelovymi zvitaty. Pfesto stale piedstavuje nedostatecné vyuzity
zviteci model. !2

Stejné jako u clovéka, je oko ulozeno v orbitu. Rozdil ptedstavuje rozloha, kterou oko
v lebe¢nim prostoru zaujima. U ¢lovéka zabird zhruba 5%, kdezto u driibeze az 50%.
Sclera je velice podobna té lidské, pouze s vyjimkou pfitomnosti sklerdlnich ktistek. Jsou
tvofené vrstvou hyalinni chrupavky a dodéavaji oku urcitou podporu a ochranu a slouzi
jako misto pfipojeni ciliarniho svalu uvnitt oka, ktery pak napoméha akomodaci ¢ocky.
Cornea je stejné jako lidska slozena z péti vrstev. V porovnani s ostatnimi zvifaty jsou
jejich rohovky tenc¢i, ovsem s lidskou rohovkou jsou srovnatelné. Rozdil je tedy jen v jeji
funkci, kdy rohovka kufete napoméha v akomodaci oka, kdezto lidska nikoli.'?
Choroidea se sklada z n€kolika vrstev, je to pigmentovana a skvéle cévné zadsobena tkan.
Na pfedni strané pfechazi v duhovku, zadni vrstvy obsahuji kapilarni laminu cévnatky,
ktera dodéava sitnici Ziviny a kyslik. Zajimavosti cévnatky u kurat je, ze muze slouzit jako
ocni chladici zatizeni. Rozptyluje teplo generované jak ze svétla, tak z metabolickych
procest probihajicich v oku.

Corpus ciliare hraje u clovéka roli v procesu akomodace ¢ocky pomoci cilidrnich svalt,
ale v pfipadé¢ kufete jesté tato schopnost potvrzena nebyla. Stejn¢€ jako u ¢loveka i1 u kutat
hraje tasnaté télisko roli v tvorbé a odtoku komorové vody (humor aquaeus). Ma tvar
mezikruZzi, do jehoZ vnitfniho okraje je na vlaknech zavésného aparatu pfipevnéna ocni

c¢ocka. Komorova voda vyplituje prostor mezi ¢ockou a rohovkou a jejim tkolem je
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zachovat nitroo¢ni tlak, vyzivit okolni tkdn¢ oka, odvadét odpadni produkty metabolismu
a transportovat vitamin C do rohovky, kde je pisobi jako antioxidant. Odtéka pies zadni
komoru trabekularni tram&inou.'?

Iris predstavuje prvni farmakologicky rozdilnou tkan mezi okem kuiete a okem clovéka.
Nachazi se za rohovkou a na rozdil od lidského oka je sloZena piedevsim z piicné
pruhovaného svalstva, ve kterém se nachazi receptory muskarinové i nikotinové.
Dilatator pak obsahuje receptory adrenergni. Lidské oko je sloZzeno ze svaloviny hladké
a dilatator obsahuje alfa-1 adrenergni receptory. Svéra¢ duhovky pak obsahuje receptory
muskarinové, nikoli muskarinové a nikotinové. K tomu jsou jesté jinak citlivé na rizné
chemické latky, nez jsou ty u kufat, coz je pfi vyvoji ocnich pfipravkl slozité
zkoordinovat a navodit miozu piipadné¢ mydriazu s ekvivalentnim uc¢inkem.

Retina kuiete se od sav¢i anatomicky ptilis nelisi. Najdeme zde vnitini a vnéjsi jadrovou
vrstvu a vrstvu gangliovych bunék liSici se svou tloustkou od lidskych vrstev.
Anatomicky rozdil ptfedstavuje absence zluté¢ skvrny. Naopak ale kufata maji nejvice
vyvinutou schopnost barevného vidéni, protoze praveé v misté fovey maji ptiblizné milion
¢ipktina 1 mm? (150 tisic u lidi).!2

Ptaci maji obecné posunutou senzitivitu k ultrafialovému spektru, vnimaji tudiz barvy
jinak nez my a jejich obraz je zietelngjsi a jednoduseji rozliSitelny. Lep$i rozliSovaci
schopnost zajist'uji fotoreceptory, které maji ve svém vnittku barevné olejové kapky
tvorici filtr, kterym svétlo projde diive nez zrakovym pigmentem. Vyznamné plisobi na
kone¢ny prubéh michani barev v receptorech, mohou intenzitu barev zvyraznit nebo ji
naopak zeslabit.'* Tato schopnost u lidi chybi.!?

Dosud bylo rozliseno Sest typt fotoreceptori u kufat dle genové exprese a absorpce
olejovymi kapkami. Olejové kapky mohou nabyvat riznych barev — ¢ervend, oranzovo-
7luta, Zluto-zelend a to diky karotenoidovym pigmentiim. MiiZzou viak byt i bezbarvé. 1
Miillerovy buriky, specializovany typ gliovych bunék, které jsou soucasti sitnice zajist'uji
vyzivu nervovych elementd sitnice a udrzuji jejich homeostazu. Ve strukture lidské
sitnice jsou fazeny mezi tzv. neuroglie (podptrné buiiky neuronti), kam jsou fazeny i
astrocyty a buniky mikroglii, avSak u kufat astrocyty chybi. Astrocyty, hvézdicovité
struktury s dlouhymi vybézky, které zajist'uji vyzivu neuronu, obvykle pfiléhaji na sténu

kapilary jednim vybéZkem a druhym se dotykaji povrchu neuronu.'* Misto astrocytl
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ovSem maji svilj vlastni typ neuroglii, které jsou oznacovany terminem ,,NIRG* (non-
astrocytic inner retinal glia-like) sidlici na hlavé optického nervu.'?

Rozdil také predstavuje pomér Cipkt k ty¢inkam, kdy kuie ma pomér 3:2 a ¢lovek 1:20.
Pecten oculi je jedine¢nd struktura v pta¢im oku, kterou u ¢lovéka nenajdeme. Pod
elektronovym mikroskopem vypadé spiSe jako harmonika ve tvaru lichobé&zniku (viz
obr.3). Je to vysoce vaskularizovana tkan, ktera zac¢ind v misté, kde o¢ni nerv vstupuje do
ocni koule; konec pak vyc¢niva do sklivce. Od sklivce je oddéleny povrchovou
membranou, ktera je slozena ze dvou vrstev. Bazalni lamina obklopuje kazdou ptfitomnou
cévu a obsahuje velké mnozstvi jemnych retikularnich mikrovlaken. Druhd vrstva je
amorfni struktury. Bylo zjiSténo, ze pecten obsahuje mimo husté sité cév také bunky
podobné fagocytim a hyalocyty.!> Hyalocyty jsou u ¢lovéka soucasti sklivce a jsou
zodpovédné za syntézu kolagennich fibril a glykosaminoglykant.!¢ Tato struktura
vykazuje chovani podobné hematoencefalické bariéie, proto slouzi pti vyzkumu jako in
vivo model.!’

Pecten oculi je bohaty na melanin — pigment, ktery je schopen absorbovat infracervené,
viditeln¢ a UV svétlo. Je pravdépodobné, Ze diky pfitomnosti vysoké hladiny katalazy,
karboanhydrazy a alkalické fosfatdzy je melanin zapojeny do vytvareni metabolické
energie z absorbovaného svétla, coz u ptakd pravdépodobné hraje roli v dopliovani

energie zejména kdyz chybi zdroje potravy nebo pii dlouhych migra¢nich letech.!

Obr. 3 - pecten oculi zobrazen elektronovym mikroskopem '°
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6.3 Infekcni laryngotracheitida drubeze

Jedna se o infekéni onemocnéni driibeze zplsobené alfaherpesvirem, konkrétné Gallid
herpesvirem 1 (GaHV-1), objevujici se u mladé a pohlavné dospélé dribeze zejména
v prvnim roce véku. Virus zpisobuje nebezpecnou nakazu respiracniho traktu a do téla
muze vstoupit pres respiracni trakt, konjunktivalni cestou nebo ordlné. M4 kapacitu
vybudovat celozivotni asymptomatickou latentni infekci. Onemocnéni se prenasi
horizontaln€, tj. ptimo kapénkovou infekci nebo nepiimo pies krmivo, podestylku,
oSetrovatele, technické zazemi nebo pomucky. Vertikalni pfenos neboli pienos z rodice
na potomky nebyl prokézany. K replikaci viru dochazi v prvnim tydnu infekce, ve
spojivkové a trachedlni sliznici, kde tento proces vede k zanétu, slizni¢nimu vytoku a
dychacim obtizim.!® Inkubac¢ni doba je 6-15 dnd, ale infekce miize pietrvavat az po dobu
jednoho roku, coz ptedstavuje potencidlni zdroj pro rekurentni infekce, tudiz nejveétsi
zdroj nebezpe¢i predstavuji rekonvalescentni ptaci.'® Virus se rozmnozuje lytickym
cyklem v epitelu trachey, a hornich cest dychacich a zaklada latentni infekci v gangliu
trojklanného nervu a trachey. K jeho reaktivace dochazi pii stresovych podminkach

organismu.?’

Stress

1 Trigeminal ganglion

Virus activated due to stress

@ o Nucleopore .‘"
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/ \%no\

( E ih L l
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|.I

E gene proteins afessential 4
for viral replication and
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Virus enters latency in
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Obr. 4 - Replikace ILT viru'®
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Stézejni roli hraji prvni interakce viru s buiikami vystylajici nosni sliznici, se sliznici
spojivky a Harderianskou zlazou, kde se virus za¢ina rozmnozovat a také predikuji pribch
celé infekce.'® Priibéh infekce miize mit tfi formy: perakutni, subakutni nebo chronicky.
Perakutni a subakutni forma jsou charakteristické rychlym §ifenim, vysokou morbiditou
a perakutni 1 vysokou mortalitou, ktera Casto piekracuje i 50%. Pro perakutni formu je
typické namahavé dychani s natazenym krkem, chrceni, kasel a krevni srazeniny po celé

délce pridusnice (viz obr. 5), na sténach stije a na technologii.'”

9

Obr. 5 — Hemoragicka priidugnice’

Subakutni formu také postihuji respiracni ptiznaky, avSak zde je hlavnim vodicim
znakem pokles snasky az o 60% a zlutavé kasedzni difterické membrany (viz obr. 6).

Po ptedchozich prodélanych formach nemoci se vétSinou u ptezilé driitbeze mize objevit
chronicka forma, ktera postihuje v hejnu pouze 1-2%, doprovdzend nepravidelnymi
uhyny. Mezi hlavni pfiznaky patii kieovity kasel a lapani po dechu, rhinitis a zakrslost.'
Diagnostika onemocnéni spociva v identifikaci typickych znaki (hemoragicka
priduSnice a krevni srazeniny na sténach, zlutavé kasedzni difterické membrany),
histologické vySetfeni, laboratorni identifikace (EM, PCR, kultivace na TK) a
v neposledni fadé také serologické vysetteni (VNT, ELISA, AGID)."

16



Obr. 6 — Zlutava kaseodzni difterickd membrana'®

Pfi projevu onemocnéni se neprovadi symptomaticka 1écba, protoze dosud neni znama,
avSak do terapie je zapotifebi zahrnout kontrolu sekundéarnich bakterialnich infekci
komplexni véda, ktera se zabyva faktory prostfedi, které piisobi na zvirata a ovliviuji
jejich welfare, zdravi a uzitkovost. Pii velké koncentraci zvifat na omezeném prostoru
muze i mensi chyba v prostfedi mit plosné a zavazné dusledky na welfare chovanych

zvitat, jejich uZitkovost a tudiz i rentabilitu chovu.?!

6.3.1 Ochranna funkce imunitniho systému

Pted invazi cizich mikrobi do téla lovéka chrani bariéry, které se rozdé€luji do ti skupin
— anatomické, mechanické a chemické. Funk¢ni sliznice se se svymi produkty fadi mezi
anatomické bariéry spolu s neporuSenou kizi a jejimi funkénimi produkty. Plocha
funkéni sliznice tvoii pfiblizné 400 m? a svou velikosti tudiZ pfedstavuje moznost vstupu
pro mnohé patogeny jako jsou napft. viry, bakterie nebo kvasinky. 22

Casto se stavé, ze jsou viechny slizni¢ni bariéry piekonany a patogen pronikne hloubé&ji
do téla. V takovém piipadé ma télo ptipraveno podslizni¢ni imunitni mechanismy — volné
buiikky se svymi produkty a podslizni¢ni lymfoidni tkan. Tato imunita je soucasti
piirozené imunity a humoralniho komplementového systému a prostiednictvim svych
bunék, protilaitek a cytokini jsou spolu vSechny sliznice v neustdlém kontaktu.

Celotélovy systém slizni¢ni imunity se nazyva MALT (mucosa-associated-lymphoid
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tissue). Ten mizeme déle rozdélit dle mista v téle na: slizni¢ni imunitni systém traviciho
traktu (GALT), dychaciho traktu (BALT), nasalni (NALT), mocopohlavni, o¢ni, oralni
(ptisobenim slin), a systém stfedniho ucha. Bunky, které¢ jsou aktivované napft. ve stfevni
sliznici a zpusobi vzestup protilatek IgA migruji télem prostfednictvim lymfy a krve a
zpusobi vzestup IgA i v bronchidlnim sekretu nebo mocovém traktu. Kazdy regiondlni
imunitni systém ma vlastni anatomii a sekundarni lymfoidni tkén€, specidlni typy bunék
a molekuly specifické pro dané misto a pfedevsim své imunoregulaéni mechanismy. !
Dilezity organ k zachyceni antigenu, ktery nasledné brani jeho rozptyleni po téle jsou
lymfatické uzliny, které u kufat chybi. Ptaci maji vyvinuty lymfatické noduly, shluky
MALT tkanég, kterd zastupuje funkci lymfatickych uzlin a stim spojenou produkci
naivnich lymfocyti, tj. lymfocyti, které se jesté¢ nesetkaly s antigenem. Sekundarni
lymfatické tkan¢ maji spiSe difuzni charakter. V piipadé ptakt mezi soucasti MALT
fadime: slizni¢ni imunitni systém spojeny s hlavou (HALT), spojivkou (CALT), nasélni
(NALT) a Harderidnské zlazy. Harderidnské zlazy se dale déli na paraokuldrni a
paranasalni a jsou s dalS§imi organy jako je slezina, kostni dfen a lymfatické tkané
v oblasti spojivky (CALT), pradusek (BALT) a stieva (GALT) fazeny mezi sekundarni
lymfatické organy.!

V kontextu této diplomové prace je dulezité zminit imunoglobuliny (Ig), coz jsou
molekuly, které jsou schopny vézat antigeny. Takové imunoglobuliny, které vazou
antigeny pak nazyvame protilatky. Ig je oznaceni strukturni a délime je do péti tiid liSici
se stavbou konstantnich domén tézkych fetézct a tim 1 svymi vlastnostmi — IgA, IgD,
IgE, IgG, a IgM."

Imunoglobulin, ktery cirkuluje v krvi a je tvofen plazmatickymi bunikami, pfedstavuje
vyznamny faktor protiinfekcni rezistence slizni¢nich povrchi. IgA ma schopnost vazat se
na mikroby, shlukovat je a bréanit v jejich adhezi na sliznici. IgA se vaze pod povrchem
sliznice na sekre¢ni komponentu — specialni bilkovinu tvotfenou epitelidlnimi buiikami,
spolu pak transcyt6zou prochazi na povrch sliznice a uvoliuji se do sekretu. Sekrecni

komponenta hraje ulohu v ochrang IgA pied poskozenim proteolytickymi enzymy.!
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6.3.2 Prevence

Dulezitd forma prevence mortality je vakcinace, ktera muze byt provadéna bud
intrakonjuktivalng, sprejové nebo muze byt podéna v pitné vodé€. Jednd se o zivé
apatogenni atenuované vakciny, které¢ jsou bézn¢ dostupné. Na trhu se také objevily
vakciny geneticky upravené a vektorové, které brani predevsim vzniku latentni neboli
skryté infekce.'”

Mnoho dokladii poukazuje na resistenci proti ILT zprostfedkovanou primarné bunéénou
imunitou, avSak jak pfesn¢ bunky imunitniho systému na sliznicich pracuji je jiz
predmétem vyzkumu malokdy. Je zndmo, ze kliCcovou roli hraji lymfocyty (CD4, CD8
IgM a IgA), interleukin (IL)-12, interferon gama a Granzym A v CALT. Studie také
zjistily, Ze IgA protilatky nemaji na replikaci viru az tak zésadni vliv, protoze primarné
osidluji povrchy sliznic a blokuji vstup patogenu, avSak z Harderidnské Zlazy jsou
schopny putovat do jinych sliznic a vyvolat humoralni odpovéd’.!”

Imunogenicita viru spociva v jeho glykoproteinech, které prezentuje na své obadlce.
Glykoproteiny jsou schopny stimulovat jak humoralni, tak i bunéénou imunitni odpovéd’.
Cela tada glykoproteint hraje v cyklu ILT viru stézejni roli, avSak glykoprotein G (gG)
byl specificky identifikovan jako zprostiedkovatel vstupu viru do buiiky, mezibunééného
Siteni a funguje také jako Sirokospektralni virovy protein vazajici chemokiny.
Glykoprotein G se vaze na urcité chemokiny a znemoznuje jejich interakce s receptory a
navazani glykosaminoglykant, které jsou nezbytné pro aktivitu chemokint.'® Nedochazi
pak tudiz k migraci bungk do mist potiebnych napf. k iniciaci zanétlivé odpovédi.?* Bylo
zjisténo, ze gG ma v oblibé povolavat B-lymfocyty namisto T-lymfocytti do sliznice
trachey. To mé& za nasledek intenzivnéjsi humoralni odpovéd’ s vice cirkulujicimi
protilatkami proti viru ILT. Tato reakce ma ale za nésledek pouze vétsi poskozeni sliznice
trachealniho epitelu a navic napomaha persistenci viru. K eradikaci viru ze sliznice
spojivky se vSak ukazaly jako Gc¢inné€jsi cytotoxické T-lymfocyty a NK buiiky, v ptipadé
Harderianské Zlazy hraje roli $ir$i spektrum imunitnich reakci — generace IgA, zvyseni
poétu CD4 bungk a produkce Granzymu A CD8 buitkami.'’

Reakce imunitniho systému na vakcinaci oproti bézné ndkaze spociva ve vyvolané

zanétlivé odpovedi zptisobené IL-12 a IFN-gama v CALT, kterd vSak nezplsobuje

19



eradikaci viru, nybrz ma negativni vliv na sliznici. Po vakcinaci je tato odpovéd’ o poznani

mensi a nedochazi k destrukei a nekroze sliznic.'®

6.3.3 Slizni¢ni vakcinace

Oc¢ni sliznice pfedstavuje moznou cestu vstupu antigent a patogent z vnéjsiho prostiedi,
které Gasto osidluji okoli o¢i. Cast oéni sliznice, kterou piedstavuje spojivka, ma
imunologické vlastnosti srovnatelné s dalSimi slizni¢énimi povrchy — srovnatelné
mnozstvi epitelidlni CD8*, CD4" T- lymfocyti, B-lymfocytli a zirnych bunék jako
Langerhansovy bunky kiZze nebo lamina propria. Slizni¢ni vakcinace ma vyhodu
produkce sekrecni IgA ve sliznicich a IgG v séru, oproti parenteralni cesté aplikace, ktera
indukuje pouze produkeci IgG protilatek v séru. IgA ve sliznici tak navic predstavuje prvni
linii obrany proti patogenim.' Vakcina aplikovand na oéni sliznici dokaZe spustit
imunitni odpovéd’ posilenim slizni¢ni imunity a tak je efektivni cestou, jak zastavit
patogen, aby k infekce nemuselo dojit. Experimentalni studii bylo dokazano, ze aplikaci
vakciny pomoci o¢nich kapek doslo k vyvolani specifické imunitni odpovédi a ucinné
ochrané organismu pted cholera toxinem, virem influenzy a rekombinantnim kmenem
Salmonely. O¢ni sliznice tak pfedstavuje dobrého kandidata pro aplikaci vakcin a tim 1
teoreticky bezpecnou alternativni cestu podani.'

Vakcina Poulvac ILT byla poprvé registrovana v roce 2005 anglickou spolecnosti Zoetis
UK Limited a to pod ATCvet kodem QIO1ADOS. Je to vakcina atenuovand, sklada se
z 7ivého lyofilizovaného infekéniho alfaherpesviru, ktery je piivodcem nemoci zvané
infek¢ni laryngotracheitida. Princip této vakciny spociva v nakaze driibeze ovSem bez
vypuknuti nemoci. Nutnou soucasti doprovazejici tento lyofilizat je voda pro injekce,
zajistyjici tvorbu suspenze, ktera je nasledné pouzita jako vakcina k aplikaci do oka.
Vakcina je ur€ena pro driibez jako je kur domadci, bazant, krtta, koroptev nebo perlicka.
Je indikovana k prevenci mortality a klinickych pfiznakii zpasobené infekéni
laryngotracheitidou. Dle SPC je uvadéna Ctrnactidenni imunita proti této infekci, ale
pouzivanim vakciny v praxi bylo zjisténo, ze imunita v driibezi pfetrvava celé obdobi
snasky, tj. 12 mésic. Vakcinu je mozné podat driibezi od ¢tyf mésict véku, neméla by
byt aplikovéana jiz nemocné dritbezi a méla by byt aplikovana celému chovu najednou,

aby se predesSlo Sifeni kmenu, kterym se ockuje z oCkovanych kufat na ty zatim
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nenaockované. Mezi nezadouci G€inky patii otok spojivky a jeji zarudnuti, které ale samo

vymizi do ti dn@i p¥i dodrZovani &istého hygienickych prostiedi.?*

6.4 Faktory ovlivnujici velikost o¢nich kapek

Pted samotnou aplikaci o¢nich ptipravkl je doporuceno si umyt ruce, po odsroubovani
uzaveéru zajistit, aby nedoslo k jeho kontaminaci. Pro spravnou aplikaci o¢nich kapek je
doporuceno umistit lahvicku do svislé polohy (90°), mirné zaklonit hlavu, odtdhnout
dolni vicko a pfizpusobit vzdalenost kapatka od oka tak, aby se nedostalo do kontaktu
s okem ¢i jeho okolim. Po aplikaci davky je vhodné o€i na par minut zaviit a zakrouzit
o¢nimi bulby. V p¥ipadé potieby aplikace dalsi kapky je vhodné pockat alespoit 6 minut.?
Davkovani ocnich kapek je ovlivnéno mnoha faktory. Kapka musi mit pfedevSim
spravnou koncentraci l1é¢iva potiebnou pro zadany efekt a spravny objem, aby 1é¢iva latka
ptsobila pouze lokaln€ a nezpisobila systémovou absorpci. Obecné bylo zjisténo, ze
objem jednotlivé kapky by mél byt ptiblizné 20 pl, aby 1é¢iva latka dosahla optimalniho
Gi¢inku. Ve skutecnosti je objem zna¢né& variabilni s primérnou hodnotou cca 39 ul.2°

Davkovani o¢nich kapek je ovlivnéno mnoha faktory, které se ¢leni primarné do dvou

skupin a to na faktory technologické a faktory dispenzaé¢ni.?>

6.4.1 Technologické faktory

SloZeni pripravku je primarn¢ uréeno vyrobcem, v souladu s Iékopisnymi pozadavky na
vlastnosti o¢nich kapek a stabilitu konkrétniho 1é¢iva.® Cesky 1ékopis povoluje obsah
pomocnych latek napt. kupravé viskozity, pH, osmotického tlaku, ke zvySeni
rozpustnosti 1éCivych latek nebo ke stabilizaci piipravku. Tyto pomocné latky ovSem
nesmi nepfiznivé ovlivilovat 1écebny ucinek piipravku a nesmi mistné drazdit. Oc¢ni
kapky ve vicedavkovych obalech by mély obsahovat vhodné protimikrobni latky, které
chrani pfipravek pfed mikrobialni kontaminaci po celou dobu pouzitelnosti, avSak po
otevieni vicedavkového obalu nesmi byt doba pouziti delsi nez 4 tydny. Lékopis uvadi u
o¢nich kapek pouze jednu zkousku, kterou je velikost &astic.?’” Nespecifikuje tudiz
pozadavky na stejnomérnost davkovych jednotek z vicedavkového obalu.

Davkovani ocnich kapek je ovlivnéno fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi lé¢ivého
pripravku a vlastnostmi davkovaciho zatizeni, které je predstavovano kapatkem a

kapaci lahvickou.
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Teoretickou hmotnost kapky snadno uréime pomoci rozméru kapaciho usti a
povrchového napéti piipravku — tyto dva faktory hraji hlavni roli pii tvorbé kapky. Cim
niz$i je povrchové napéti, tim mensi kapky se tvofi.?® Mensi roli na hmotnost kapky maji
ostatni zbylé fyzikalné-chemické vlastnosti jako je teplota, kterd vice ¢i méné ovliviiuje
hustotu, viskozitu, povrchové napéti i elasticitu lahvicky. Viskozitni ptisady se ptidavaji
pro lubrikaéni efekt, optimélni viskozita je v rozmezi 15 — 25 mPa.s.?

Kapatka mohou mit obvod vymezen hranou ¢i vyhloubenim nebo mohou byt obla. Obla
kapatka jsou nadchylnéa ke smaceni, které zvysSuje hmotnost kapky zvétSenim efektivniho

obvodu kapatka a to predevsim pii sniZeni dispenzaéniho thlu.?®

6.4.2 Dispenzacni faktory

Mezi dispenza¢nimi faktory hraje diilezitou roli sdm pacient a jeho technika kapani, t;.
piijakém dispenzac¢nim thlu a s jakou rychlosti kapky kape (rychlost tvorby kapky). Oba
faktory ovliviiuyji velikost (hmotnost, objem) odkapnuté kapky.

Obecné¢ je doporuceno, aby kapky byly odkapdvany ze svislé polohy lahvicky
(dispenzaéni uhel 90°).° Cim se dispenza¢ni uhel snizuje, tim se zmen3uje i velikost
kapky, protoZe se zmensuje efektivni obvod kapatka, kde se kapka tvoii.2’ Opaény efekt
byl pozorovan v ptipad¢ oblého kapatka. Oblé zakonceni méa pfi snizeni dispenzacniho
uhlu z vertikalni polohy tendenci ke smécent, tj. ke zvétSovani svého efektivniho obvodu.
Vznikla kapka je pak vétsi a soucasné stoupa i variabilita hmotnosti jednotlivych kapek.*°
Na velikost vysledné kapky ma dale vliv rychlost, s jakou je lahvicka dispenza¢niho
systému stlacena. Zde vstupuje faktor rigidity lahvicky — pokud je lahvicka mékkéa a lehce
stlacitelna, pacient je schopny aplikovat davku rychleji, nez v ptipad¢ tvrdého a hiife
stlacitelného materidlu. Rychleji tvofené kapky (sndze stlacené davkovaci zafizeni) ma

tendenci k tvorbé vétsich kapek.?s %
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7 Experimentalni cast
7.1 Pouzité suroviny

registrovany ptipravek:

Vakcina Poulvac ILT (ATC vet. kod: QI01ADO08) (Zoetis, Spanélsko)

Voda na injekci v plastovych lahvi¢kach 30 ml (Zoetis, Spanélsko)

Voda ¢isténa (Farmaceuticka fakulta)

7.2 Pouzité pristroje

Tensiometr (vyrobce - Kriiss, model - K100, Némecko)

Traubeho stalagmometr

Hustomér (vyrobce - Anton Paar, model — DMA 4100 M, Rakousko)
Viskozimetr Ubbelohde (vyrobce — Sklarny Kavalier, Ceska republika)
Analytické vahy (vyrobce — Kern, model — ABJ 120-4M, d = 0,1 mg, Némécko)

Prototyp piistroje na automatické kapani (Elanco, Spanélsko)

7.3 Pouzité metody

7.3.1 Méreni hustoty

Hustotu jsem méfila hustomérem Anton Paar. Pfistroj jsem zapnula a nechala 15 minut
stabilizovat. Zkontrolovala jsem nastaveni hustoméru vzduch/voda pomoci ultracisté
vody a porovnala spravnost namétené hodnoty. Déle jsem nastavila pozadovanou teplotu
(20 °C nebo 25 °C). Naplnila jsem vzorek do stfikacky a zasunula do bo¢niho vstupu.
Nasledné jsem promyla méftici celu vzorkem. Celu jsem poté vzorkem plnila dokud se na
vystupni hadi¢ce neobjevil souvisly sloupec kapaliny. Ujistila jsem se, ze byl vzorek bez
bublin. Nakonec jsem stlacila tlacitko start.

Hustotu jsem zméfila vzdy pétkrat (g/ml) pfi pozadované teploté. Naméfené hodnoty

jsem zprimérovala.
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7.3.2 Méreni povrchového napéti

Pro méfeni povrchového napéti jsem pouzila tensiometr Kriiss K100 s platinovou
destickou nebo krouzkem. Méfila jsem povrchové napéti jak rekonstituované vakciny,
tak samotného vehikula pfi teplotach 25 + 0,5°C a 20 + 0,5C°.

Vzorek jsem naplnila do méfici nddobky a vytemperovala za pomoci tensiometru na
pozadovanou teplotu, kterou jsem kontrolovala digitdlnim teplomérem. Dle navodu jsem
tensiometr spustila a méfila jsem silu potfebnou k odtrzeni desticky, piip. krouzku od
hladiny kapaliny. Po zméfeni vzorku jsem desticku/krouzek oplachla ¢isténou vodou,
vyzihala nad kahanem a méfeni jsem opakovala. Krouzek i1 desticka byly velmi citlivé na
dotek, proto jsem je drzela za jejich prodlouzenou cast, kterou se uchytavaly na
tensiometr. Opatrné¢ jsem je vzdy ponofila do destilované vody a poté vyzihala nad
kahanem, abych je zbavila vSech ptipadnych necistot, které by mohly ovlivnit hodnoty
méfeni.

Kazdy vzorek jsem méfila tiikrat pii obou teplotach, kde program zaznamenal vzdy deset
hodnot povrchového napéti (mN/m). Vypocitala jsem priimér a smerodatnou odchylku,
vysledky jsem zaznamenala do tabulky 1.

Kromé¢ tensiometru jsem povrchové napéti méfila 1 stalagmometrem, metodou pocitani
kapek. Stalagmometr jsem nejdiive zkalibrovala pomoci ¢isténé vody. Méteni probihalo
za teploty 20 + 0,5C°.

Balonkem jsem naséla kapalinu nad horni rysku, balonek jsem poté sundala a nechala
kapalinu samovoln¢ vykapavala do kadinky. Pocitala jsem kapky, které se odtrhnou od
zabrouSeného usti kapilary pii prichodu kapaliny mezi horni a dolni ryskou.

Zaznamenala jsem pocet kapek a vypocitala povrchové napéti dle nasledujici rovnice.>!

_M.yv (1)

Yr = Pt py

Povrchové napéti (Y1) vzorku, pocet kapek vody (Pv), pocet kapek zkoumaného vzorku

(Pr), hustota vody (pv), hustota vzorku (pr), povrchové napéti vody (yv).
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7.3.3 Méreni viskozity
Pro meéfeni viskozity jsem pouzila

kapilarni viskozimetr Ubbelohde (viz
obr. 7) stypovym cislem UOA a
prumérem  kapilary 0,46  mm.
Viskozimetr jsem naplnila kapalinou po
rysku, potom jsem na trubici 2 nasadila
hadicku a trubici 3 utésnila. Davala jsem
pozor, aby byl vzorek bez vzduchovych
bublin. Vzorek jsem nechala 30 minut
temperovat pii laboratorni teploté 23 C°.
Naséla jsem vzorek nad horni rysku a

nechala voln¢ stékat kapilarou.

Obr. 7 — viskozimetr Ubbelohde
Me¢fila jsem cas prutoku celkem pétkrat a vypocitala jsem pramér. Poté jsem vypocitala

kinematickou viskozitu v (mm?/s) podle rovnice:

v=Axt—(2) @)
kde A je konstanta viskozimetru (0,002998 °C/s), t je Cas (s)

Z kinematické viskozity jsem po dosazeni hustoty vypocitala dynamickou viskozitu.

n=v-p 3)
dynamicka viskozita m (mPa-s), kinematicka viskozita (v), hustota (p). Hodnoty

kinematické i dynamické viskozity jsou uvedeny v tabulce 1.

7.3.4 Méreni hmotnosti kapek

Ptred experimentalni praci bylo nutné nejprve rekonstituovat vakcinu Poulvac ILT
smisenim lyofilizadtu ve sklenéné lahvicce s vehikulem, které predstavovala voda pro

injekci v plastové lahvicce. Pomoci plastového néstavce, ktery jsem nasadila na lahvicku
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s lyofilizatem a zaroven na lahvicku s vodou pro injekcei, jsem byla schopna dikladné a
bez ztraty kapaliny promisit a rozpustit lyofilizat. Po promiseni vznikla suspenze krémové
barvy, kterou jsem ponechala v plastové lahvicce po vehikulu, na kterou jsem nakonec
nasadila plastové kapatko.

Sledovala jsem vliv uhlu kapani DA (°) 90°, 65° a 45°, objemu roztoku v lahvi¢ce 30 ml,
15 ml, a 5 ml a rychlosti kapani na hmotnost kapky. Hmotnost kapek jsem vazila na
analytickych vahach s pfesnosti na 0,1 mg.

Kapala jsem manudlné, tj. manualnim stiskem konvenc¢ni kapaci lahvicky, nebo

s pouzitim poloautomatického kapaciho prototypu.

Manualni kapani
Vliv rychlosti kapani na hmotnost kapek jsem pro manuélni kapani sledovala tfemi
zpusoby dispenzace kapek — CRD, FRD, CPD, které jsou popsany nize. Té€mito zpisoby

se kapalo pfi tiech dispenzacnich tihlech a se vSemi tfemi objemy.

Konstantni rychlost kapani (CRD, Constant rate dropping)

Pti konstantni rychlosti kapani jsem do lahvicky naplnila pozadovany objem pfipravku
(30 ml, 15 ml nebo 5 ml), pfipevnila kapatko a pti zvoleném dispenzacnim uhlu (90°, 60°
nebo 45°) jsem pomalym stiskem lahvicky odkapla kapku do predem vytarované kadinky.
Kontrolovanou rychlosti jsem eliminovala vliv rychlosti kapani. Hmotnosti deseti
jednotlivych kapek jsem zaznamenala do tabulky. Po dvou sériich (20 kapek) jsem
lahvicku znovu naplnila poc¢ate¢nim objemem. V priibéhu experimentu jsem také kazdé
dvé série obménila kapatko k zachyceni variability vlastnosti kapatek. Métfeni jsem
opakovala desetkrat; ziskala jsem tak vzdy 100 hodnot pti kazdém uhlu a objemu.

Vysledky pro danou kombinaci faktorti jsem zpracovala do tabulky v MS Excel,
z kazdych deseti zaznamenanych hmotnosti vypocitala primér a smérodatnou odchylku

(SD), tyto hodnoty jsou shrnuty v tab. 2.

Rychlé kapani (FRD, Fast rate dropping)

Pii rychlém kapani jsem do vytarované¢ kadinky co nejrychleji nakapala deset

jednotlivych kapek za sebou, pfitom zméfila ¢as na stopkach. Celkovou hmotnost jsem
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zaznamenala, vyjadfila jsem primérmé hmotnosti jedné kapky a SD a vypocitala cas

potiebny pro dispenzaci jedné kapky. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 9, 10 a 11.

Kontinualni kapani (CPD, Continuous pressure dropping)

Pti kontinualnim kapani jsem se spusténim stopek stlacila lahvicku a bez pteruseni, tudiz
1 bez vyrovnani tlaku, jsem do vytarované kadinky nakapala deset kapek. Opét jsem
zaznamenala konecnou hmotnost vSech deseti kapek, vyjadfila primérnou hmotnost
jedné kapky, SD a Cas pottebny pro dispenzaci jedné kapky. Hodnoty jsou uvedeny
v tabulkach 18, 19, 20.

Kromé¢ vlivu uhlu, objemu a rychlosti kapani na hmotnost kapky jsem sledovala d¢je
spojené s chovanim kapaciho systému, tj. tuhost (flexibilitu) lahvicky a celkové chovani
ptipravku pfi aplikaci kapek (tvorbu bublinek, sméaceni pii ndklonu, samovolné kapant,

apod.).

Automatické kapani

Automatické kapani probihalo za pouZiti prototypu pouze dvéma zplsoby, oznacenymi
v souladu s manualnim kapanim jako CRDA a FRDA. Zatizeni ma lahvicku s pfipravkem
pripevnénou v poloze dnem vzhliru a umoziuje kapat pouze pii dispenzacnim uhlu 45°.
Hmotnost kapek jsem sledovala se vSemi tfemi objemy (30 ml, 15 ml a 5 ml).

Pted vlastnim testovanim jsem k zafizeni upevnila lahvicku s pozadovanym objemem
vakciny. Z ptistroje jsem odstranila vzduchové bubliny a uréenym postupem jsem
provedla kalibraci, kterd byla detailné popsana v navodu. Kalibrace jsem opakovala vzdy

po vymeéne naplné lahvicky.

Konstantni kapani (CRDA, Constant rate dropping — automatic)

Metoda CRDA spocivala v tom, Ze stiskem tlacitka jsem produkovala jednotlivé kapky
v souladu s doporu¢enim vyrobce prototypu, v sérii po deseti kapkach, a jejich hmotnost
jsem zaznamenala. Vypocitala jsem primér a smérodatnou odchylku SD. Vysledky jsou

shrnuty v tabulce 27.
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Rychlé kapani (FRDA, Fast rate dropping — automatic)

U této metody jsem nakapala deset kapek co nejrychleji (v moznostech automatického
zafizeni) za sebou a hmotnost vSech deseti kapek a potiebny ¢as zaznamenala. Vypocitala
jsem primérnou hmotnost jedné kapky, Cas potiebny pro dispenzaci jedné kapky a

hodnoty uvedla do tabulky 29.

7.3.5 Vyhodnoceni vysledku

Vyhodnoceni vyznamnosti vlivu hodnocenych faktorti na hmotnost kapek jsem

hodnotila pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) na hladiné o = 0,05.
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8 Vysledky a diskuse

V této diplomové praci byly studovany tii faktory: rychlost kapéani (design), dispenzacni
uhel a objem néplné¢, a jejich vliv na hmotnost komer¢nich oc¢nich kapek pro vakcinaci
driibeze. Vysledky manudlni dispenzace =z lahvicky s kapatkem byly porovnany
s vysledky ziskanymi novée vyvinutym poloautomatickym dévkovacim zatizenim. Mimo
faktory studované v této diplomové praci davkovani ocnich kapek ovliviiuje mnoho

dalSich faktori zminénych v teoretické Casti této prace.

8.1 Fyzikalné-chemické viastnosti vakciny

Fyzikaln€ chemické vlastnosti piipravku mohou ovlivnit velikost kapky produkované
kapacim systémem. V souladu s Tateho zdkonem je hmotnost kapky pfimo tmérna
povrchovému napéti kapaliny a priméru zakonceni kapilary; ¢im vétSi povrchové napéti,
tim vy$§i hmotnost kapky.?’ Povrchové napéti lidskych slz se nachdzi mezi
43,0 — 46,0 mN/m. ProtoZe mucin chrani rohovku zajistovanim fyziologické ptilnavosti
slz k jejimu povrchu, adheze mucindzni vrstvy slz k rohovce nesmi byt naruSena. Za
hrani¢ni hodnotu povrchového napéti o¢niho pfipravku je povazovana hodnota
30 mN/m.?® Ochranna mucindzni vrstva je i u driibeZe a je stejné tak dilezitd. Mucin,
stejné jako u ¢lovéka, je tvofen v poharkovych buiikach spojivky.*

V této diplomové praci bylo povrchové napéti méfeno dvéma metodami (krouzek,
desticka). Zjisténa hodnota povrchového napéti 39,64 mN/m je pro Poulvac ILT oproti
slzam niZz8i, ale stale vyhovujici (Tab. 1)

Jak je patrné z Tab. 1, hustota ptipravku Poulvac ILT byla srovnatelna s vodou a jeji
hodnota mirn¢€ klesla pti vyssi teploté 25 °C.

Registrovany piipravek Poulvac ILT méa dynamickou viskozitu 0,989 mPa-s (Tab. 1),
tedy srovnatelnou s vodou, protoze neobsahuje viskozitni pfisadu. Aplikace o¢nich kapek
s nizkou viskozitou je charakterizovana velmi rychlym odplavenim kapky z oka.*’
Potiebnou dobu kontaktu ptipravku s okem zajiSt'uje zvySena viskozita ocniho ptipravku,
jejiz optimalni uvadéné rozmezi je mezi 15 — 30 mPa-s.* S rostouci viskozitou oéni
piipravky ovliviiuji zrakové vnimani, kdy dochazi ke zvySenému odporu pro pohyb vicek,

k slzeni a vytvéieji se depozita okolo vicek, krusty a film polymeru na rohovce nebo
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fasach. Bylo zjisténo, ze pokud je viskozita mensi nez 15 mPa-s, vyslednou hmotnost
kapky neovliviiuje.>*

Tab. 1: Fyzikalné-chemické vlastnosti vakciny (v zavorce jsou uvedeny SD)

Hustota (g/ml) 20 °C 1,0028 (0)
25°C 1,0016 (0)
Viskozita v (mm?/s) 0,987 (0,99)
n (mPa-s) 0,989 (0,99)
Povrchoveé napéti | Krouzek 39,64 (0,52)
(mN/m) Desticka 40,30 (1,12)

8.2 Dispenzace kapek manualnim kapanim

Rychlost kapéani a dispenzacni uhel jsou fazeny mezi dispenzacni faktory ovliviujici
hmotnost kapky. Pro hodnoceni vlivu rychlosti kapani na hmotnost kapek jsem pro
manudlni kapani pouzila tii riizné rezimy dispenzace kapek, liSici se stiskem plastové
lahvicky: standardni kapani (CRD), rychlé kapani (FRD) a kapani s pouzitim
kontinualniho stlaceni (CPD).

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 2, 9 - 11, 18 - 20 a na obrazcich 8 -13 v kombinaci
s dal$imi studovanymi faktory — dispenza¢nim uhlem a objemem naplné¢ Iékovky.

Tabulky 3 -8, 12 — 17 a 21 - 26 uvadi vysledky analyzy rozptylu (ANOVA).
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8.2.1 CRD

Tab. 2: Vliv dispenzac¢niho thlu a objemu vakciny na hmotnost kapek (mg) pfi dispenza¢nim rezimu CRD.

hmotnost
kapek (mg) 30 ml 15 ml 5ml
90° 65° 45° 90° 65° 45° 90° 65° 45°
1 22,1 19,4 26,2 21,9 20,5 17,3 19,6 20,2 21,5
2 22,2 20,1 30,9 22,4 20,8 18,2 21,2 20,6 22,1
3 20,8 23,2 23,8 21,8 19,0 20,4 21,6 19,4 21,9
4 20,1 23,4 25,0 21,9 19,8 20,3 22,2 21,3 242
5 21,1 23,0 28,6 21,9 20,3 21,3 21,4 19,7 25,3
6 21,1 20,3 30,7 22,0 20,5 21,3 22,6 19,8 19,8
7 22,0 21,6 23,0 19,1 20,3 19,2 20,8 19,8 21,0
8 223 21,1 22,2 19,8 20,2 19,0 21,2 19,9 23,8
9 21,2 19,6 22,8 22,4 19,2 22,0 20,1 18,2 23,8
10 22,2 20,8 23,2 22,4 21,5 21,6 21,7 18,0 21,7
priumér 21,5 21,2 25,6 21,6 20,2 20,1 21,2 19,7 22,5
SD 0,76 1,51 3,32 1,15 0,72 1,57 0,90 0,99 1,69
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Terminem standardni kapani (CRD) Ize oznacit aplikaci pomalym stiskem lahvicky, ktera
vede k produkci kapky. Pfi tomto rezimu kapani byl sledovan vliv dispenza¢niho uhlu a
objemu vakciny v 1ékovce na hmotnost kapky. Vysledky hodnoceni vlivu thlu kapani
90°, 65° a 45° a objemu napIn€ 30 ml, 15 ml a 5 ml jsou uvedeny v tabulce 2 a zobrazeny
na obrazcich 8 a 9. Jsou uvedeny vzdy souhrny deseti primérnych hodnot hmotnosti
kapky, které jsem vypocitala vzdy zdeseti jednotlivych naméfenych hmotnosti, tj.
z celkovych 100 hodnot.

Vime, Ze zména thlu dispenzace ovliviiuje hmotnost kapky.? 26 28 2% 30 pyj vertikalnim
kapani (dispenzacni tthel 90°) je hmotnost kapky pfimo umérnad povrchovému napéti
piipravku a efektivnimu obvodu kapatka (Tateho zékon).” Pfi naklanéni lahvicky ze
svislé polohy se zmensuje efektivni obvod kapéatka, na kterém kapka vznika, a kapka se
proto zmensuje. > 3 33

Vliv dispenza¢niho thlu pii rizném objemu naplné¢ lahvicky je ilustrovan na obr. 8 a-c,
naopak vliv objemu naplné lahvicky pii zvoleném dispenza¢nim uhlu 90°, 65° a 45° je
ilustrovan na obr. 9 a-c.

Pfi pocatecnim objemu piipravku 30 ml je z obr. 8a ziejmé, Ze hmotnost kapky se
snizenim thlu na 65° sniZila v souladu s teoretickymi predpoklady, ale pfi dispenza¢nim
uhlu 45° se zvysila. Soucasné s tim byla zaznamenana i vyssi variabilita naméfenych
hodnot. Jak ukazuji obr. 8b a 8c, pfi odklonu od vertikalniho kapani, ovlivituje hmotnost
kapky nejen thel, ale také objem ptipravku.

Vliv objemu naplné je samostatné zachycen na obr. 9. Pti thlu 90° byla hmotnost kapky
pro naplné¢ 5 - 30 ml pfiblizné¢ 21 mg a byla ovlivnhéna pouze variabilitou
experimentalniho stanoveni (obr. 9a). Pfi dispenza¢nim tthlu 65° (obr. 9b) jiz byl patrny
mirny pokles hmotnosti kapky (z 21,2 mg na 20,2 az na 19,7 mg) pii zmenSeni objemu
piipravku v obalu. Pfi dal§im snizeni dispenza¢niho thlu (45°) byly vSak v hmotnosti
kapky pozorovany rozdily oproti svislému kapani. Zatimco pii naplni 30 ml se primérna
hmotnost kapky zvysila (21,5 mg vs. 25 mg), pfi naplni 15 ml byla nizsi (21,6 mg vs.
20,1 mg) a pii naplni 5 ml opét vyssi (21,2 mg vs. 22,5 mg).

Ptechozimi studiemi bylo zjisténo, ze hmotnost kapky miize byt pii zméné dispenzacniho
uhlu ovlivnéna i smacenim kapatka. K CastéjSimu smaceni kapatka dochazi u roztokt
s niz§i hodnotou povrchového napéti. Na smaceni kapatka mé vliv i tvar zakonceni

kapatka.?’ Zejména u kapalin s povrchovym napétim mensim neZ 45 mN/m miize pii
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snizeni dispenza¢niho thlu na 45° dochéazet ke smaceni zevni bo¢ni stény kapatka, a to

pfedevs§im u zaoblenych kapatek, diky ¢emuz ma vytvofena kapka vyS$si hmotnos

t36

Kapatko pouzitého komercniho dispenza¢niho systému meélo tvar zaobleny a vyse

komentované vysledky pro thel 45° tedy potvrzuji literarni tdaje, zejména pii naplni

30 ml.

Vyznamnost studovanych faktorti pti konstantni rychlosti kapani byla hodnocena pomoci

jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA). Ze statistickych udaju v tabulkach 3 — 5

vyplyva, Ze dispenzacni thel ma na hmotnost kapky vyznamny vliv pfi vSech objemech

v rozmezi 5 — 30 ml.

Tab. 3: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho thlu pfi objemu 30 ml a

rezimu CRD (ANOVA).
| Soucet Stupeni Primérny Hladina .
Zdroj variability ) F-hodnota | F-kriticka
ctverct volnosti [ Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 1200,088 2 600,044 101,29 <0,01 3,03
Vsechny vybéry | 1759,444 297 5,92
Celkem 2959,532 299

Tab. 4: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho thlu pii objemu 15 ml a

rezimu CRD (ANOVA).
| Soucet Stupent Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
ctvercii volnosti ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 138,817 2 69,408 39,25 <0,01 3,03
Vsechny vybéry | 525,183 297 1,77
Celkem 664 299
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Tab. 5: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho tihlu pfi objemu 5 ml a

rezimu CRD (ANOVA).
o Soucet | Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
¢tvercii |volnosti [ Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 399,313 2 199,657 105,49 <0,01 3,03
Vsechny vybéry | 562,136 297 1,89
Celkem 961,45 299

U plastovych kapacich systémt byl studovan vliv objemu piipravku v lahvicce na

vyslednou hmotnost kapky a bylo zjisténo, Ze pii objemu 4 — 10 ml je vliv na hmotnost

kapek nevyznamny.?® Vysledky této prace ale ukazuji, Ze s vyjimkou dispenzaéniho uhlu

90° - svislé kapani ovlivnil objem napln¢ hmotnost kapky vyznamné (P<0,01, viz tab. 7

a 8) a navic se s niz§im objemem zvySovala variabilita.

Tab. 6: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pfi tthlu dispenzace 90° a

rezimu CRD (ANOVA).
~|Soucet |Stupen |Primérny Hladina .
Zdroj variability ) F-hodnota | F-kriticka
¢tvercit | volnosti | Etverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 5,521 2 2,76 1,94 0,15 3,03
Vsechny vybéry | 423,379 | 297 1,43
Celkem 428,899 | 299
Tab. 7: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pii thlu dispenzace 65° a
rezimu CRD (ANOVA).
o Soucet [ Stupent Primérny Hladina .
Zdroj variability ) F-hodnota | F-kriticka
Ctvercli  [volnosti | cCtverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 1548,742 2 774,3621 119,25 <0,01 3,03
Vsechny vybéry |1928,581 297 6,49
Celkem 3477,305 299
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Tab. 8: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pii thlu dispenzace 45° a rezimu

CRD (ANOVA).
L Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
¢tverci |volnosti | Etverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 126,373 2 63,187 37,93 <0,01 3,03
Vsechny vybéry | 494,804 297 1,67
Celkem 621,177 299

Standardni dispenzaci kapek bylo potvrzeno, Ze zmenSovanim dispenzac¢niho uhlu se
snizuje hmotnost kapky, objem za standardnich podminek, tj. dispenzacni tthel 90° a
napln 30 ml, nemd na hmotnost kapky vliv. Z vysledki je zfejmé, Ze vertikalni kapani
ocnich kapek za podminek kontrolovaného stisku lahvicky lze doporucit pro eliminaci
vlivu objemu naplné a sniZzeni variability hmotnosti. To je dilezité zejména u systému

s oblym kapatkem.

8.2.2 FRD

Rezim dispenzace FRD (fast rate dropping) se provadi rychlym nakapanim kapek pomoci
stiskl lahvicky rychle za sebou. Zaroveil je méfen Cas, ktery je pro dispenzaci deseti
kapek potteba. Méfila jsem vzdy hmotnost série deseti kapek a Cas potiebny pro jejich
dispenzaci. Do tabulek 9 — 11 jsem zaznamenala primérnou hmotnost jedné kapky, Cas
potiebny pro dispenzaci deseti kapek a smérodatnou odchylku deseti méteni. Dispenzace

opét probihala pod tthlem 90°, 65° a 45° s objemy 30 ml, 15 ml a 5 ml.
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Tab. 9: Vliv dispenza¢niho uhlu na hmotnost kapky (mg) a ¢as potiebny pro nakapani

deseti kapek pti objemu 30 ml a dispenza¢nim rezimu FRD.

Kapani 90° ¢as (s) 65° ¢as (s) 45° ¢as (s)
1 22,0 17,8 20,4 12,3 32,0 18,1
2 21,8 16,0 21,7 13,1 22,4 14,7
3 22,6 22,0 19,1 12,8 32,0 15,9
4 21,1 13,9 22,9 14,5 32,2 13,5
5 20,2 14,9 21,1 16,1 30,0 13,7
6 21,3 13,7 22,8 14,6 29,6 12,7
7 24,2 16,3 26,7 12,6 22,4 12,4
8 21,3 13,8 22,1 12,0 21,4 13,9
9 22,2 14,5 21,3 11,3 20,9 12,3
10 21,7 14,3 20,1 11,4 25,9 13,8
prumér 21,9 15,7 21,8 13,1 26,9 14,1
SD 1,1 2,6 2,1 1,5 4,6 1,8
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Tab. 10: Vliv dispenza¢niho uhlu na hmotnost kapky (mg) a ¢as pottebny pro nakapani

deseti kapek pfi objemu 15 ml a dispenzac¢nim rezimu FRD.

Kapani - ¢as (s) pro ¢as (s) pro ¢as (s) pro
p e () p . ) p e () p
pokusy 90° 65° 45°
1 20,9 13,5 27,1 15,1 34,4 15,3
2 22,4 15,0 28,8 16,0 34,5 15,1
3 21,9 13,2 28.9 15,4 36,0 11,8
4 20,6 18,3 23,2 15,2 31,5 12,0
5 22,1 13,6 22,3 15,4 32,3 14,0
6 22,1 14,6 23,3 15,5 33,7 12,1
7 21,7 15,2 22,2 14,7 26,1 11,7
8 22,4 13,2 22,2 13,9 29,6 14,9
9 22,9 15,8 23,7 14,7 30,0 15,1
10 22,6 14,6 249 17,4 29,3 17,2
Vysledny
22,0 14,7 24,7 15,3 31,7 13,9
priumér
Smérodatna
0,7 1,6 2,7 0,9 3,0 1,9
odchylka

38




Tab. 11: Vliv dispenza¢niho uhlu na hmotnost kapky (mg) a ¢as pottebny pro nakapani

deseti kapek pfi objemu 5 ml a dispenza¢nim rezimu FRD.

Kapani - ¢as (s) pro ¢as (s) pro ¢as (s) pro
p o p . ) p e () p
pokusy 90° 65° 45°
1 20,2 15,0 30,5 16,8 19,6 15,4
2 20,9 12,2 31,4 15,9 36,0 16,6
3 20,7 14,9 32,5 16,4 37,4 15,9
4 21,0 15,4 23,7 15,5 30,2 11,3
5 21,7 14,5 24,7 13,5 29,9 14,1
6 19,8 13,5 22,0 14,1 33,9 12,2
7 21,9 17,9 21,3 16,1 34,1 14,3
8 21,7 13,9 22,3 15,3 29,2 17,9
9 22,0 15,4 20,1 11,9 28,3 15,9
10 20,3 15,9 23,5 12,7 29,1 14,1
Vysledny
21,0 14,9 25,2 14,8 30,8 14,8
priumér
Smérodatna
0,8 1,5 4,6 1,7 5.1 2,0
odchylka
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Obr. 11: Vliv objemu V (ml) na primérnou hmotnost kapky m (mg) pii dispenza¢nim thlu a) 90°, b) 65°, ¢) 45° dispenzacnim rezimu FRD
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Nameétené hodnoty jsou shrnuty v tabulkach 9 — 11. Vliv dispenza¢niho tihlu pfi rizném

objemu pfipravku je ilustrovan na obrazku 10 a vliv dispenzac¢niho objemu pifi zménéch

dispenzacniho thlu na obrazku 11.

Z obr. 10 je patrné, ze s vyjimkou pocatecniho objemu 30 ml (obr 10a), kdy se pfi snizeni

na 65° hmotnost kapky snizila, pozorujeme, Ze se hmotnost kapky se snizovanim

dispenzac¢niho uhlu hmotnost zvySuje. V piipadé objemu 15 ml (obr 10b) az o témét 10

mg pii porovnavani svislé polohy s thlem 45° v dasledku sméceni kapatka. Pti vSech

objemech néplné byl vliv dispenza¢niho thlu vyznamny (ANOVA, P<0,01) diky tvaru

kapatka a niz§imu povrchovému napéti vakeiny (tab. 12 — 15).

Tab. 12: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho thlu pii objemu 30 ml a

rezimu FRD (ANOVA).

o Soucet | Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability ' F-hodnota | F-kriticka
¢tverci |volnosti | Etverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 169,624 2 84,812 8,99 <0,01 3,35
Vsechny vybéry | 254,46 27 9,423
Celkem 424,084 29

Tab. 13: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho thlu pii objemu 15 ml a

rezimu FRD (ANOVA).

L Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
¢tvercit |volnosti [ Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 509,355 2 254,678 45,82 <0,01 3,35
Vsechny vybéry | 150,083 27 5,56
Celkem 659,439 29
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Tab. 14: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho uhlu pfi objemu 5 ml a

rezimu FRD (ANOVA).

L Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
¢tvercl [volnosti [ ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 477,540 2 238,77 15,26 <0,01 3,35
Vsechny vybéry |422,503 27 15,648
Celkem 900,043 29

Zkoumanim zdznamu pro vliv objemu na hmotnost kapky vidime, Ze pti thlu 90° (tab.

15) objem ptipravku mél na vyslednou hmotnost kapky vliv (P=0,044), ptestoze hmotnost

kapky byla téméf stejnd pro vSechny tii objemy (~ 21,6 mg). Rovnéz pfi thlu 45° byl

prokézan vyznamny vliv objemu (tab. 17, P = 0,046); pramérna hmotnost kapek byla

25,2 mg pii objemu 15 ml a 30,8 mg pii objemu 5 ml. NejvySsi variabilita byla

pozorovatelnd pro 5 ml. Pro uhel 65° nebyla vyznamnost prokazéna (P = 0,061), 1 kdyz

se hmotnost kapky pfevazné se snizujicim objemem zvySovala, az o 20%. Pfi¢inou byla

vysoka variabilita vysledku.

Tab.15: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pii tthlu 90° a rezimu FRD

(ANOVA).
L Soucet [ Stupen Primérny Hladina o
Zdroj variability ) F-hodnota | F-kriticka
ctverci |volnosti | Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 5,272 2 2,636 3,52 0,044 3,35
Vsechny vybéry | 20,197 27 0,750
Celkem 25,470 29
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Tab. 16: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pii tthlu 65° a rezimu FRD

(ANOVA).
L Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
¢tvercii |volnosti [ Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 66,709 2 33,354 3,11 0,061 3,35
Vsechny vybéry |289,732 27 10,731
Celkem 356,441 29
Tab. 17: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pfii tthlu 45° a reZimu FRD
(ANOVA).
L Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability ) F-hodnota | F-kriticka
¢tvercli |volnosti | Etverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 132,678 2 66,339 3,46 0,046 3,35
Vsechny vybéry | 517,117 27 19,152
Celkem 649,795 29

Prakticky vyznam m¢l v této ¢asti experimentu Cas pro aplikaci deseti kapek, ktery se
pohyboval od 13 do 16 s.

Rychlosti stisku lahvicky, kterd ovliviiuje hmotnost kapky se pii bézné aplikaci
nepiiklada tak velky diraz, protoze pacient ve vétSin€ piipadi aplikuje pouze jednu
kapku.*° Pro kontext této diplomové prace rychlost oviem vyznam ma z divodu efektivni
vakcinace vétSiho poctu kutat. Porovnani primérné hmotnosti kapky pfi rezimu CRD a
FRD ukazuje, Ze pii rychlejSim kapani je hmotnost kapky vyssi. Vyjimkou je dispenzacéni
uhel 90°. Pii pomalém stisku dochazi k pomalé tvorbé kapky a u Gsti kapatka tak zlstane
neodtrzeny zbytek kapaliny, tudiz findlni hmotnost kapky je mensi. Pfi rychlém kapani

dodavame jednotlivym kapkam vétsi impuls a kapky se tak odtrhnou celé.?

8.2.3 CPD

Za rezimu kontinudlniho stlateni CPD jsem na jedno stlaceni lahvicky odkapala deset
kapek a zméftila ¢as. Touto metodou kapani, mohl byt eliminovan vliv nasavani vzduchu

do lahvicky a tim neZzadouci tvofeni bublin, které maji vliv na variabilitu hmotnosti
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kapek.’® Kapala jsem deset sérii pii tthlech 90°, 65°, 45° a pii dispenzaénich objemech
30 ml, 15 ml a 5 ml. V tabulce 18 — 20 jsou uvedeny primérné hodnoty jedné kapky
z ptislusnych deseti méfeni, Cas potiebny pro dispenzaci kapky a smérodatné odchylky.
Vlivy dispenzacniho uhlu pii danych objemech ptipravku jsou zobrazeny na obr. 12 a
vlivy objemu naplné pii riznych thlech shrnuty na obr. 13. S vyjimkou pro uhel 65° a
napln 30 ml vedlo snizeni dispenza¢niho uhlu ke zvySeni hmotnosti kapky (obr. 12 a —
¢). Pti vSech objemech m¢l dispenzacéni thel vyznamny vliv (P<0,01) na hmotnost kapky
(tabulky 21 — 23) vlivem smaceni zaoblen¢ho kapatka pii naklonu. Navic byla
zaregistrovana vysokd variabilita, kdy se hmotnost kapky liSila pfi kombinaci thlu 45° a
objemu 5 ml o vice nez 50% pro nesmacené a smacené kapatko.

Tab. 18: Vliv dispenzacniho thlu na hmotnost kapky (mg) a ¢as potiebny pro nakapani

deseti kapek pti objemu 30 ml a dispenza¢nim rezimu CPD.

Kapani - ¢as (s) pro ¢as (s) pro ¢as (s) pro
poll)msy il ;0)°p 67 25)°p ° 4(15)°p
1 22,4 7,6 23,5 9,0 34,5 9,1
2 21,8 8,7 21,6 8,0 23,7 8,3
3 22,2 8,4 19,0 7,2 34,8 9,8
4 22,6 8,0 21,1 8,8 36,3 9,8
5 21,3 8,2 21,2 6,7 33,4 9,2
6 21,6 8,0 23,8 6,7 32,7 9,8
7 22,0 8,0 20,1 7,1 28,7 8,1
8 21,5 7,8 23,3 9,4 21,8 8,1
9 22,5 7,6 20,7 8,5 20,9 7,1
10 22,6 8,7 20,6 8,1 242 8,8
Vysledny
. 22,0 8,1 21,5 7,9 29,1 8,8
pramér
SD 0,5 0,4 1,6 1,0 6,0 0,9

44




Tab. 19: Vliv dispenza¢niho uhlu na hmotnost kapky (mg) a ¢as potiebny pro nakapani

deseti kapek pti objemu 15 ml a dispenza¢nim rezimu CPD.

Kapani - ¢as (s) pro ¢as (s) pro ¢as (s) pro
P 90° P 65° P 45° P
pokusy 90° 65° 45°
1 22,8 7,5 28,1 7,5 35,7 8,9
2 23,0 7,1 29,5 7,3 35,4 9,3
3 23,6 6,8 30,0 6,4 35,6 8,9
4 21,7 7,4 25,5 5,9 37,3 7,9
5 23,2 7,1 23,3 6,7 34,5 6,7
6 23,1 6,8 24,5 6,5 35,0 6,5
7 22,3 7,6 22,1 6,5 27,7 7,4
8 23,0 6,9 23,7 7,4 29,6 8,2
9 22,8 8,5 24,0 8,3 30,7 10,3
10 23,4 8,0 24,7 7,0 29,0 8,4
Vysledny
22,9 7,4 25,5 7,0 33,1 83
priumér
Smérodatna
0,6 0,6 2,7 0,7 3.4 1,2
odchylka

45




Tab. 20: Vliv dispenza¢niho uhlu na hmotnost kapky (mg) a ¢as potiebny pro nakapani

deseti kapek pfi objemu 5 ml a dispenza¢nim rezimu CPD.

Kapani - ¢as (s) pro ¢as (s) pro ¢as (s) pro
p o () p . ) p e () p
pokusy 9(° 65° 45°
1 18,5 6,0 28,3 8,0 19,6 6,2
2 20,2 5,8 32,3 9,3 37,5 7,8
3 20,6 9,9 32,4 10,1 35,5 7,1
4 21,8 7,3 25,1 7.3 32,6 6,7
5 22,3 10,2 25,5 6,5 31,8 5,9
6 21,3 6,8 19,8 6,0 40,8 6,9
7 22,1 6,6 21,3 6,5 35,4 7,0
8 21,1 6,3 22,3 7,3 25,3 6,8
9 22,1 5,3 22,1 8,6 29,7 6,6
10 22,1 7,6 21,0 7,0 29.9 6,3
Vysledny
21,2 7,2 25,0 7,6 31,8 6,7
pramér
Smérodatna
1,2 1,7 4,6 1,3 6,1 0,5
odchylka
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Vliv dispenza¢niho thlu pii danych objemech piipravku jsou zobrazeny na obr. 12. Se
snizovanim dispenza¢niho uhlu se hmotnost kapky linearné¢ zvysovala, s vyjimkou pro
uhel 65° pii objemu ndplné 30 ml. SouCasné narasta variabilita. Jak ukazuje obr. 13c,
nejvetsi problémy s davkovanim byly zaznamenany pii DA 45° pro vSechny pouzité
objemy napln¢; pro uhel 65° byla vyssi hmotnost kapky zaznamenana pouze pro objemy
15mla5ml

Z analyzy rozptylu (ANOVA) v tab. 24 a 25 vyplyva vyznamnost vlivu objemu pfii
dispenzac¢nim uhlu 90° a 65°, zatimco pro tthel 45° byl vliv objemu ptipravku na hmotnost
kapky nevyznamny (tab. 26, P = 0,24). V tomto pfipadé je hodnoceni ovlivnéno vysokou

variabilitou vysledkd.

Tab. 21: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho thlu pti objemu 30 ml a

rezimu CPD (ANOVA).
L Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability . F-hodnota _| F-kriticka
ctverci |volnosti [ cCtverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 357,916 2 178,958 14,03 <0,01 3,35
Vsechny vybéry | 344,5 27 12,76
Celkem 702,412 29

Tab. 22: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho thlu pti objemu 15 ml a

rezimu CPD (ANOVA).

o Soucet | Stupen Primé&rny Hladina -
Zdroj variability ' F-hodnota | F-kriticka
¢tvercii |volnosti [ Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 556,136 2 278,068 43,03 <0,01 3,35
Vsechny vybéry | 174,494 27 6,46
Celkem 730,631 29

48




Tab. 23: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu dispenza¢niho uhlu pfi objemu 5 ml a

rezimu CPD (ANOVA).

Tab. 24: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pii tthlu 90° a rezimu kapani

o Soucet [ Stupent Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
¢tvercii  |volnosti | Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 579,669 2 289,834 14,35 <0,01 3,35
Vsechny vybéry | 545,426 27 20,20
Celkem 1125,095 29

CPD (ANOVA).
o Soucet |Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability ) F-hodnota | F-kriticka
¢tvercli [volnosti | Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 14,45 2 7,225 10,91 <0,01 3,35
Vsechny vybéry | 17,888 27 0,663
Celkem 32,339 29
Tab. 25: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pii tthlu 65° a reZimu kapani
CPD (ANOVA).
Soucet |Stupeni Primérny Hladina
Zdroj variability . F-hodnota | F-kriticka
¢tvercli |volnosti | Etverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 96,619 2 48,310 4,63 0,02 3,35
Vsechny vybéry | 281,755 27 10,445
Celkem 378,375 29
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Tab. 26: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pii thlu 45° rezimu kapani

CPD (ANOVA).
L Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka
¢tvercii |volnosti [ Ctverec pravdépodobnosti
Mezi vybéry 82,848 2 41,424 1,46 0,24 3,35
Vsechny vybéry | 746,774 27 28,33
Celkem 847,622 29

Obecné plati, ze ¢im je objem kapaliny v lahvicce mensi, tim vice vzduchu v lahvicce je
a tim vetsi sila musi byt pouzita k produkci kapky. Sila pouzita pii bo¢nim stisku lahvicky
pomoci palce a ukazovacku je nepiimo aplikovana na vzduch nachazejici se v lahvicce
nad kapalinou, pies zvySovani hladiny kapaliny. Kdyz se lahvicka nakloni, naptiklad na
uhel 45°, dochazi ke zvétSeni plochy rozhrani voda/vzduch uvnitt lahvicky oproti svislé
poloze, avSak pomér objemu vzduchu ani vody se neméni. Pfesto je potieba aplikovat
vétsi silu na stisk lahvicky, aby doslo ke zvySeni hladiny kapaliny v lahvicce, kterd nyni
musi stoupnout vyse, aby se vytvofil stejny vnitini tlak vzduchu jako pfi svislé poloze.
Naklonéni lahvicky ma tak za nésledek delsi dobu davkovéni a nutnost pouzit vétsi silu
k aplikaci mensich kapek.?’

Z vysledki v tabulkach 18 — 20 vidime, ze oproti svislé poloze se Cas aplikace deseti
kapek prodlouzil pti dispenza¢nim uhlu 45° pro objemy 30 ml a 15 ml, v pfipad¢ 15 ml
se Cas prodlouzil o 8,1%. Pfi uhlu 65° se naopak Cas aplikace zkratila pro oba objemy
v porovnani s 90°. Pfesn¢ naopak to bylo pro objem 5 ml, kdy zatimco se Cas aplikace
zvysil o ptl vtetfiny pro dispenzacni thel 65°(oproti svislé poloze), pro 45° se ¢as naopak

o pul vtefiny snizil oproti svislé poloze.
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8.2.4 Vliv pouzitého dispenzacniho rezimu pfi manualni dispenzaci
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Obr. 14: Vliv rezimu dispenzace na hmotnost kapky pfi dispenza¢nim thlu 90° a objemu a) 30 ml, b) 15 ml, a ¢) 5 ml a rezimech dispenzace
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Obr. 15: Vliv rezimu dispenzace na hmotnost kapky pfi dispenza¢nim thlu 65° a objemu a) 30 ml, b) 15 ml, a ¢) 5 ml a rezimech dispenzace
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Piehledové obrazky 14 — 16 porovnavaji vliv rezimu manudlni dispenzace na hmotnost
kapky v kombinaci s jiz diskutovanymi faktory uhlu a objemu. Je patrné, Ze pti uhlu 90°
(svislé kapani) je vliv hodnocenych faktort 1 rychlosti kapani nejmensi a hmotnost kapky
oproti doporu¢enému pomalému kapani, zejména pii nédklonu; soucasné se zvySovala
variabilita davky. Nejmensi vliv snizeni dispenza¢niho thlu z 90° na 65° je patrny pro
plnou lahvicku (objem 30 ml), nejmensi vliv méla redukce objemu pii konstantni

rychlosti kapani CRD.

8.3 Dispenzace kapek pomoci prototypu

Prototyp dévkovaciho automatu byl vyvinut za Ucelem snizeni variability hmotnosti
kapky a zkraceni celkového ¢asu vakcinace. Aby bylo mozné dispensovat kapky, musi
byt kapaci lahvicka ve svislé poloze (pozadavek vyrobce). Davkovaci kapilara tak
produkuje kapky pfti uhlu cca 45° a vliv dispenza¢niho thlu tudiz nemohl byt hodnocen.

Dispenzace a méfeni hmotnosti kapek probihalo pti objemu 30 ml, 15 ml a 5 ml.

8.3.1 CRDA

Produkce kapek v tomto rezimu probihala podle instrukci stiskem tlacitka a odkapnutim
kapky. Odkapala jsem deset sérii vzdy po deseti kapkach s celkovym poctem 100 hodnot.
Vysledky jsou zaznamenany v tabulce 27.

I kdyz pfi snizovani objemu piipravku v lahvicce hmotnost kapky mirné rostla, vliv
objemu na vyslednou hmotnost kapky byl nevyznamny (tab. 28, P = 0,05). Ptekvapivé
byly zaregistrovany pomérné vysoké hodnoty smeérodatné odchylky. Pfi¢inou byla

obcasna blokada davkovaciho zatizeni ¢asticemi vakciny piitomnymi v pfipravku.
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Tab. 27: Vliv objemu naplné na hmotnost kapek (mg) pti dispenza¢nim rezimu CRDA.

Kapani 30 ml 15 ml 5 ml
1 28,4 29,5 26,6

2 27,9 29,6 27,1

3 25,7 28,4 27,8

4 24,4 27,7 25,7

5 24,0 26,4 28,2

6 24,2 29,4 27,9

7 25,9 28,8 28,6

8 27,4 26,3 28,6

9 28,4 223 28,2

10 29,7 24,8 28,1
priumér 26,6 27,3 27,7
SD 2,0 2,4 0,9

Tab. 28: Vysledky hodnoceni vyznamnosti vlivu objemu pfi rezimu kapani CRDA

(ANOVA)

o Soucet [ Stupen Primérny Hladina -
Zdroj variability F-hodnota F-kriticka

¢tvercii |volnosti | Ctverec pravdépodobnosti

Mezi vybéry 60,384 2 30,192 2,95 0,05 3,03
Vsechny vybéry |3036,847 297 10,23
Celkem 3097,231 299
8.3.2 FRDA

Metoda rychlého kapani spocivala v odkapani deseti kapek za sebou, co nejrychleji, jak

bylo mozné; soucasné jsem méfila ¢as dispenzace. Opét jsem kapala se vSemi tfemi

objemy v deseti sériich vzdy po deseti kapkach. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 29

vcetné Casu na produkci deseti kapek.
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Tab. 29: Vliv objemu na hmotnost kapek (mg) a ¢as potfebny pro nakapani deseti kapek

(s) pti dispenzaénim rezimu FRDA.

Kapani - ¢as (s) pro ¢as (s) pro ¢as (s) pro
S 30 ml ©)p 15 ml ©p 5 ml ©p
pokusy 30 ml 15 ml 5 ml
1 31,6 9,2 28,3 11,0 28,2 11,2
2 31,3 10,3 29,5 10,3 27,5 11,8
3 30,2 11,4 29,9 11,6 29,2 12,9
4 29,1 10,1 29,8 10,1 27,5 13,8
5 32,4 10,2 29,1 10,9 31,7 10,1
6 29,9 11,3 28.9 10,5 31,2 9,6
7 30,1 12,4 28,6 10,8 28,1 10,2
8 31,2 11,7 27,7 11,5 29,4 10,9
9 31,8 9,3 29,3 13,0 28,1 9,7
10 29,9 11,4 27,8 11,3 28,2 11,6
Vysledny
30,8 10,7 28,9 11,1 28,9 11,2
pramér
Smérodatna
1,1 1,1 0,8 0,9 1.5 1,4
odchylka

Nejveétsi hmotnost kapky (30,8 mg) se zarovei nejkratSim ¢asem byla zaznamenana pro

objem 30 ml. Pro zbyl¢ dva dispenzacni objemy byly primérné hmotnosti kapky 1 jejich

dispenzacni ¢asy velmi podobné, s rozdilem ve smérodatnych odchylkach. Pro objem

5 ml byla smérodatna odchylka témét o polovinu vétsi nez pro objem 15 ml.

Porovnani rezimiit CRDA a FRDA umoziiuje obr. 17. Je patrné, Ze objem piipravku mél

na vyslednou hmotnost kapky jen maly vliv. Pfi reZimu dispenzace FRDA byla hmotnost

kapky pfi jednotlivych objemech vzdy vyssi nez pii rezimu CRDA. To opét potvrzuje

dilezitost rychlosti kapani na produkovanou hmotnost kapky.
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Obr. 17: Vliv objemu V (ml) na hmotnost kapky a rezimu dispenzace CRDA, FRDA
pfi pouziti prototypu.

8.4 Viastnosti dispenzacnich systému

V této Casti jsem se zaméfila na porovnani aplika¢niho systému z pohledu jeho designu
(tvar kapatka) a snadnosti aplikace (rigidita lahvicky), které mohou ovliviiovat hmotnost
kapky.

Kapatka mizeme rozliSovat dle materialu, ze kterého jsou vyrobena (sklo, plast), jejich
tvaru (zaoblenda, plochd) a jejich geometrickych parametrii. Velikost kapky vyrazné
ovlivituji predevsim rozméry kapaci kapilary. Pii konstantnim vnitinim priméru kapatka
se kapka zvétSuje linearn€ s rostoucim vnéjSim prumérem odkapavaciho obvodu. U
plochych kapatek je tento obvod jasné definovan hranou zakonceni. U zaoblenych
kapatek je jejich efektivni obvod definovan ve svislé poloze, ale mize byt ovlivnén

sméacenim, zejména pii snizeni dispenzaéniho thlu. 3’

8.4.1 Manualni dispenzace

Lahvicka ptipravku Poulvac ILT byla pomérné flexibilni, pro jeji stlaceni nebylo potieba
vyvinout velkou silu. Pfi plném objemu (30 ml) bylo mozno pozorovat nezadouci
samovolné odkapnuti jedné az dvou kapek pfi obraceni lahvicky do vertikalni polohy.

Aplikace vétsi sily za ucelem zvysSeni tlaku v lahvicce bylo nejvice potieba pti thlu 45°
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a pifi menSim objemu vakciny v lahvi¢ce, kdy byla zaznamenina vys$i variabilita
hmotnosti.

Kapatko ptipravku Poulvac ILT pouzivané pro tento experiment mélo zaobleny tvar,
rozméry davkovaciho usti v milimetrech jsou vyznaceny na obr. 18. Pokud je kapatko
nesmaceng, tvori se ve standardni svislé poloze 90° kapka z vnitiniho obvodu kapaciho

asti.

?m lvac

Obr. 18: Rozméry kapatka a dispenzace kapky pii tthlu 90°

Jak ilustruje obr. 19, pfi snizeni dispenza¢niho uhlu sklouzla kapka po obvodu a kapatko
se smacelo, coz mélo za nasledek zvyseni hmotnosti kapky. Tento efekt dominoval pfi
rychlejsim kapéani (FRD, CPD), ale byl zaznamenan pro thel 45° i pti rezimu CRD pro
napln 30 ml.

Obr. 19: Kapatko pti dispenzacnim uhlu 45°
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Béhem experimentu se v kapatku tvotily bubliny, které mély za nasledek mensi hmotnost
kapky. Rovnéz byla pozorovana ob¢asna blokada kapilary ptitomnymi ¢asticemi vakciny,
coz zvySovalo variabilitu davky.
Teoretickou hmotnost kapky M (mg) lze ziskat po dosazeni obvodu kapaci kapilary,
kterou jsem dle vzorce (4) vypocitala. Je zapotiebi dosadit polomér kapilary kapatka
r (4,0 x 10* m), povrchové napéti vakciny o (40 mN/m) a gravitaéni zrychleni.*
F=M-g =2nr - o (4)
Teoretickou hmotnost kapky Ize pfevést na objem kapky pii znalosti hustoty vakciny
(1,002 g/ml). V souladu s Tateho zadkonem (rovnice 4) jsem vypocitala, Ze primérna
hmotnost kapky byla 19,8 mg, coz odpovida objemu 20 pl.
V SPC drzitel o registraci uvadi, ze jedna lyofilizovana vakcina obsahuje 1000 davek
v objemu 30 ml.?>* Jedna odkapnuta kapka m4 tedy teoreticky objem 30 pl.
Pti konstantni doporucené rychlosti kapani (CRD) dispenzacnim thlu 90° (svisle) a
naplni lahvicky 30 ml byla experimentalné zjisténa primérna hmotnost kapky 21,5 mg,
coz odpovida objemu kapky 22 pl. Je tedy mirn€¢ vyssi oproti teoretické, ale nizsi nez

uvedena vyrobcem. M¢li bychom byt schopni z jedné lahvicky odkapnout 1364 kapek.

8.4.2 Dispenzace pomoci prototypu

Pfi standardnim automatickém kapanim (CRDA) je davkovaci kapilara v poloze dané
pozadavkem vertikdlniho umisténi lahvicky. Primérna hmotnost kapky piirezimu
CRDA a objemu naplné 30 ml byla 26,6 mg, tj. 27 ul, coz vychéazi na 1111 kapek na
30 ml. Kapatko (obr. 20) mélo rovné zakonceni a tudiz se béhem dispenzace nesmacelo.
Pti dispenzaci dochézelo k ob¢asné blokade, diky ptitomnym ¢asticim suspenze vakciny,
kdy pfi jednom stisknuti tlacitka z kapilary kapka neodképla a pii stlaeni nésledujicim
pak odkapnul objem odpovidajici dvéma kapkam - v disledku byla zaznamenana
vys$i variabilita naméfenych hmotnosti. Proto by bylo vhodné;si prototypové zatizeni

pouzivat na roztoky namisto suspenzi, aby se tomuto problému predeslo.
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Obr. 20: Dispenzace kapky z prototypu

8.4.3 Porovnani dispenzacnich systému

35
30
25 :[
20
15

10

CRD CRDautomat FRD

Obr. 21: Vliv rezimu kapani na hmotnost kapky pfi manualnim kapani a pii kapani

pouzitim poloautomatického prototypu pii dispenzacnim uhlu 45° a objemu 30 ml

Zaverecné srovnani manualniho kapéni pti dispenza¢nim thlu 45° v rezimu CRD a FRD
s kapanim z prototypu ve srovnatelném rezimu (CRDA) ukazuje obr. 21. Primérna
hmotnost kapky pfi naplni 30 ml odkapnuté standardnim manualnim kapanim je nizsi nez
hmotnost kapky odkapnuté z poloautomatického zatizeni. V reZimu srovnatelné rychlosti
je vSak hmotnost srovnatelna.

Variabilitu hmotnosti kapek produkovanych ze zaobleného konven¢niho kapatka

ovlivituje jeho smaceni; tento vliv je u prototypu eliminovan pouzitim tenké hladicky
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(viz obr. 20). Piekvapivé byla u prototypu zaznamenina vyS$$i variabilita, coz je
zpiisobeno vyse zminénou Castou blokadou.

Rychlost produkce jednotlivé kapky zavisi u manudalniho kapéani na stlaceni lahvicky,
zatimco u prototypu ji nelze ovlivnit, nebot’ je nastavena stlacenim ovladaciho tlacitka.
V porovnani c¢asu dispenzace poloautomatickym zafizenim s manudlnim kapanim
(tab. 9 a 29) pozorujeme, ze prototypem se zkratil ¢as kapani deseti kapek v priméru o

3,2 vtefiny.
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9 Zaver

Diplomové prace zaméfend na hodnoceni dispenzacnich systému pro veterinarni ocni

kapky pfinesla nésledujici zavery:

Hodnocené¢ kapky byly charakterizovany hustotou 1,002 g/ml, dynamickou viskozitou

0,987 mm?/s a povrchovym napétim 40 Nm/m.

1.

Dispenzacni thel mél pfi vSech dispenzacnich rezimech manudlniho kapani
(CRD, FRD, CPD) a pii vSech objemech naplné lahvicky (30 ml, 15 ml, 5 ml)
vyznamny vliv na vyslednou hmotnost kapky. Hmotnost kapky se snizovala se
zmenSovanim dispenza¢niho thlu pouze pifi konstantni rychlosti kapani.
V ostatnich pfipadech byla hmotnost kapky vyssi v disledku smaceni zaobleného
kapatka a byla ovlivnéna objemem napln¢.

Vysledna hmotnost kapky se zvySovala se snizujicim se uhlem dispenzace
pfevazné u objemu 15 ml a 5 ml.

Objem piipravku nemél vliv na vyslednou hmotnost kapky pouze za rezimu
standardniho pomalého kapani CRD pfi dispenza¢nim uhlu 90°. Pti dispenzacnich
uhlech 65° a 45° se hmotnost kapky vyznamné sniZzovala pfi sniZzeni objemu
naplné. Pii rezimu FRD byl vliv objemu vyznamny s vyjimkou tthlu 65°, kde diky
vysoké variabilit¢ nebyla vyznamnost prokazana (P = 0,061). Stejn¢ variabilita
ovlivnila i statistickou analyzu pii rezimu CPD pro thel 45°, v ostatnich piipadech
byl vliv objemu na hmotnost kapky vyznamny.

S vyssi dispenzacni rychlosti se hmotnost kapek zvySovala ve vSech
experimentalnich kombinacich sledovanych v praci.

Nejmensi variabilita davky byla pozorovéana pifi konstantnim pomalém kapani
(CRD) ve vertikalni poloze (90°). Plna lahvicka s objemem 30 ml v takovém
pripadé€ produkuje kapky o hmotnosti 21,5 mg (objemu), coz odpovida teoreticky
vypocitané hmotnosti 19,8 mg podle Tateho zékona. Proto je dispenzace pomalym
kapanim ve vertikélni poloze doporucena.

Primérnd hmotnost kapky pii naplni 30 ml odkdpnuté pii standardnim pomalém

manualnim kapani (CRD) pii dispenza¢nim thlu 45° je nizsi (25,6 mg) nez
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hmotnost kapky odkapnuté z poloautomatického zatizeni (26,6 mg). V rezimu
srovnatelné rychlosti FRD je vSak hmotnost srovnatelné (26,9 mg).

Vliv objemu na vyslednou hmotnost kapky byl pii pouziti prototypu v rezimu
doporu¢eném vyrobcem (CRDA) nevyznamny.

Vys$i variabilita davky u prototypu byla zptsobena ¢astou blokddou davkovaciho
systému suspendovanymi ¢asticemi vakciny. Prototyp je proto vhodnéjsi pro

davkovani roztokda.
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