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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmdde til fremstilling
af en pille, der kan anvendes ved testning af mikroorganismer.

Det er velkendt, at mikroorganismers, f.eks. bakteriers, fglsomhed
over for antibiotika kan bestemmes bekvemt i mikroskala. Ved en
sedvanlig metode fremstilles en seriefortynding af antibiotiket

og inkorporeres i et egnet medium, f.eks. dyrkningsvaske eller
agar, og hver fortyndingsstyrke podes pd sadvanlig mdde med bak-
terierne. Ved at iagttage den mindste antibiotikumkoncentration,
ved hvilken bakterievakst ikke forekommer, kan MIC-vardien for
antibiotiket bestemmes. Ved en anden sadvanlig metode anbringes
papirplader, der er impragneret med antibiotiket, pa agarplader,
der er podet med bakterien, og vaksten iagttages. Der f&s en zone

rundt om hver plade (forudsat at antibiotikumkoncentrationen i pla-
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den er tilstrakkelig), i hvilken den diffunderede antibiotikum-
koncentration har varet hgj nok til at forhindre vakst. Ud fra
zonernes dimensioner og antibiotikumkoncentrationen i pladerne

kan MIC-vardien for antibiotiket over for bakterien beregnes.

Det er ogsé kendt at undersgge en ukendt mikroorganismes identi-
tet ved at anvende stoffer, som giver en positiv reaktion i ner-

verelse af en given mikroorganisme.

I tysk fremlaggelsesskrift nr. 2.205.986 er beskrevet papirskiver,
hvorpa et reagens er anbragt. Det har imidlertid vist sig, at an-
vendelse af frysetgrringsteknik pa sadvanlige papirskiver, der

er fugtet med reagensoplgsningen, har flere ulemper, f.eks. dir-
lig eller ufuldstandig kontakt med varmeoverfgringsmediet og store

héndteringsproblemer, bdde fgr og efter tgrringstrinnet.

Det har nu vist sig, at man kan fremstille piller indeholdende
testreagenser. Disse piller er bekvemme, let hé&ndterbare kilder
til ngjagtige mikrodoseringsmezngder af testreagenserne og kan

f.eks. anvendes som sadanne ved sadvanlig mikroorganisme-under-

spgelse af den ovenfor beskrevne art.

Den foreliggende opfindelse bygger pa denne erkendelse og angir
en fremgangsméde til fremstilling af en pille, der kan anvendes
ved testning af mikroorganismer, hvilken fremgangsmdde er ejen~
dommelig ved, at en oplgsning i et til frysetgrring egnet oplgs-—
ningsmiddel af et testreagens og et vandoplgseligt barestof valgt
blandt polyvinylpyrrolidon, polyvinylpyrrolidon/polyvinylacetat-
copolymere, natriumcarboxymethylcellulose og saccharose, fryse-
tgrres til dannelse af legemer, der er en ikke-smuldrende mikro-
porgs fast oplgsning af testreagenset i barestoffet. Kernen i den
foreliggende opfindelse ligger i, at testreagenset kan formuleres
i ikke-smuldrende piller, som kan anvendes bade til seriefortyn-
dingstestning og sensitivitetstestning p8 agarplader. De kan an-
vendes til seriefortyndingstests i agar i almindelige Petri-sk&-

le, idet der gds frem p& den mdde, at en pille oplgses i en kendt
me&ngde agar-neringsvaske, og den siledes fremstillede agarplade

derefter podes med &n eller flere organismer, der skal testes,
og der iagttages vakst eller ikke-vazkst p& hvert podningssted.
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Der kan fremstilles en serie af sddanne agarplader med varierende
antibiotikumkoncentrationer ved at variere mangden af agar-na-

ringsvaske, antallet af anvendte piller eller begge dele. Piller-
ne er desuden velegnede til anvendelse pd agarplader, idet test-

reagenset kan migrere fra pillen ud pa agaren.

De papirskiver, der er beskrevet i vesttysk fremlaggelsesskrift
nr. 2.205.986, gg¢r ikke de héndteringsmassige fordele ved de ved
fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse fremstillede
piller nerliggende, idet papirskiverne kun kan anvendes, nar de
placeres i kontakt med en agarplade, der indeholder den organis-
me, der testes. Arbejdsgangen i laboratoriet vil vare, at der
fremstilles en agartestplade af en kultur af den organisme, der
testes, og der anbringes forskellige papirskiver pé& overfladen,
hvilke papirskiver hver indeholder et forskelligt antibiotikum.
T mods®tning hertil har de piller, der fremstilles ved frem-
gangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse, generel anven-
delighed ved sensitivitetstests. De kan anvendes i stedet for

de ovenfor beskrevne papirskiver eller som middel til at til-
fgre en kendt mangde antibiotikum ved fremstilling af en oplgs-
ning og seriefortyndinger deraf, til anvendelse ved sadvanlige
seriefortyndingstests eller til den ovenfor beskrevne agar-

fortyndings—sensitivitetstest.

Den ikke-smuldrende mikroporgse faste oplgsning af testreagenset
i barestoffet er hydrofil og ikke-hygroskopisk, og den er natur-
ligvis bakteriologisk inert og forenelig med reagenset. De der-
af dannede piller er tilstrazkkeligt faste til, at det undgas,

at de deformeres ved handtering.

Bzrestoffet skal vare vandoplgseligt, for at reagenset let skal
kunne friggres fra pillen ved kontakt med vandige medier.

Et szrlig egnet organisk barestof er polyvinylpyrrolidon (f.eks.
det stof, der f&s fra BASF under handelsnavnet "Kollidon“c>(25))
og polyvinylpyrrolidon/polyvinylacetat—copolymer (f.eks. det stof,
der f&s fra BASF under handelsnavnet "Kollidon“<f)VA64).
Testreagenset kan vare et stof, som er i stand til at give en
positiv identifikation af en bestemt mikroorganisme eller klasse

af mikroorganismer, f.eks. cytochrom-oxidasereagens.
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Testreagenset kan ogsa vare et antibakterielt middel. Eksempler

pa egnede antibakterielle midler omfatter B-lactam-antibiotika
s&som benzylpenicillin, phenoxymethylpenicillin, carbenicillin,
methicillin, propicillin, ampicillin, amoxycillin, epicillin,
ticarcillin, cyclacillin, cephatriazin, cephaloridin, cephalo-
thin, cefazolin, cephalexin, cefoxitin, cephacetril, cephamandol,
cephapirin, cephradin, cephaloglycin og andre velkendte penicilli-
ner og cephalosporiner eller pfo—drugs derfor sdsom hetacillin,
metampicillin, acetoxymethyl-, pivaloyloxymethyl- eller phthali-
dylesterne af benzylpenicillin, ampicillin, amoxycillin eller
cephaloglycin, eller phenyl-, tolyl- eller indanyl-a-esterne af
carbenicillin eller ticarcillin; og, hvis det er hensigtsmessigt,
salte deraf; aminoglycosid-antibiotika sésom gentamycin; macrolid-
-antibiotika sidsom erythromycin; pseudomonsyre og salte og estere
deraf; det antibiotika, der er kendt som MM4550 og salte deraf;
det antibiotikum, der er kendt som MM13902 og salte deraf; det
antibiotikum, der er kendt som MM17880 og salte deraf; thieno-

mycin; og clavulansyre samt salte, estere og ethere deraf.

Pseudomonsyre har formlen I

7Z2aN

COO(CH2)8.COOH

og er beskrevet i britisk patentskrift nr. 1.395.907,

MM4550 har formlen IT
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Fremstillingen af og egenskaberne ved MM4550, MM13902 og MM17880
og salte deraf er beskrevet i dansk fremlaggelsesskrift nr.
140.151, 140.150 og 139.532.

Clavulansyre har formlen V

H
!

1,70, . ;HZOH

cooH

Fremstillingen af og egenskaberne ved clavulansyre, salte og estere
deraf er beskrevet i dansk patentskrift nr. 141.254. Fremstillingen
af og egenskaberne ved etherne (f.eks. methyl- og ethyletherne) af
clavulansyre er beskrevet i dansk patentansggning nr. 4574/76.

MM4550, MM13902, MM17880 og salte deraf samt clavulansyre og

dens salte, estere og ethere er B-lactam-antibiotika-synergister.
S&ledes vil testreagenset i pillen ofte vare et R-lactam—-antibio=-
tikum og en af de ovenfor nevnte synergister. Vagtforholdet mellem
B-lactam-antibiotikum og synergist ligger bekvemt mellem ca. 10:1
og 1:10.
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Serlig velegnede synergister til anvendelse heri er salte af cla-
vulansyre sdsom lithium=-, natrium-, kalium- og calcium og lignende
salte, der sadvanligvis dannes med penicilliner og cephalosporiner,

is@r natrium- og kaliumsaltene; og ethere af clavulansyre sasom

methyl- og ethyletherne.

Serlig velegnede B-lactam—-antibiotika til anvendelse sammen med
clavulansyrederivater omfatter en penicillin eller en cephalo-
sporin med en sidekade (knyttet til henholdsvis 6- eller 7-stil-

lingen) med den almene formel VI

D
R~-CH - CO - VI

NH2

hvor R betegner phenyl, p-hydroxyphenyl eller cyclohexadienyl, (09
D angiver, at det drejer sig om den hgjredrejende optiske isomer) s
eller et salt deraf. Egnede penicilliner af denne type omfatter
ampicillin og amoxycillin og salte deraf sdsom natrium- og ka-
liumsaltene. Egnede clavulansyrederivater omfatter de ovenfor

angivne clavulansyresalte.

I disse prazparater vil forholdet mellem antibiotikum og clavulan-
syrederivat normalt ligge i omrddet mellem 10:1 og 1:10 (vegt/vagt),
f.eks. mellem 5:1 og 1l:1.

Forholdet mellem reagenset og barestoffet i pillen kan varieres efter
gnske, naturligvis under forudsatning af, at der bliver tilstrek-
keligt barestof tilbage til dannelse af matricen. F.eks. kan velegnede
piller indeholde 0,1 - 25% reagens, navnlig 0,1 - 10% reagens.

Pillens form er uden betydning, nar blot den er tildannet til at
blive oplgst i et oplgsningsmiddel (f.eks. i et vandigt medium

til dannelse af en oplgsning af en standardreagenskoncentration
som ved MIC-forsgg ved seriefortynding). I sé&danne tilfelde kan
pillen vare sfarisk, hemi-sfarisk, frustro-konisk, pladeformet
eller have en hvilken som helst anden bekvem form. Nar pillerne
imidlertid skal anvendes i stedet for papirsensitivitetsplader ved

sensitivitetsforsgg i agarplader, er det vigtigt, at de har mindst én
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flad cirkular overflade til at komme i kontakt med agaren, sédledes at
reqguleret diffusion af reagenset derfra bliver mulig. Piller til denne
anvendelse er derfor hensigtsmazssigt af samme generelle stgrrelse

og form som kendte papirsensitivitetsplader.

F.eks. kan pillerne hensigtsmessigt have en stgrste diameter pa mellem
ca. 2 og 10 mm, f.eks. ca. 6 mm. Pillerne kan f.eks. ogsd hensigts-

nessigt veje 0,001 - 0,1 g, navnlig 0,005 - 0,05 g.

Hensigtsmassigt fyldes portioner af oplgsningen i forme eller dryppes
pé& en egnet .flad overflade, hvorefter frysetgrringen udfgres.

Alt afhangig af reagensets og barestoffets oplgselighed kan den
ngdvendige oplgsning fremstilles i vandigt, organisk eller blan-

det oplgsningsmiddel. Reagenset og barestoffet oplgses i oplgsnings-
midlet i de relative forhold, som ¢gnskes i de piller, som fremstil-
les ud fra denne oplgsning. Eksempler pa egnede oplgsningsmidler
omfatter inerte flygtige oplgsningsmidler, f.eks. sadanne oplgs-
ningsmidler, som er egnede til anvendelse ved frysetgrring, f.eks.
vand, tert.butanol, acetonitril, dimethylcarbonat og dimethylsulf-

oxid. Hvis det er muligt, anvendes vand som oplgsningsmiddel.

Hensigtsmessigt indeholder den oplgsning, som skal frysetgrres,
3 - 25% barestof.

De omhandlede piller bgr oplagres sammen med et tgrringsmiddel.

De omhandlede piller kan anvendes til at stille en kendt mikro-
dosismangde af et reagens til r&dighed til afprgvning af mikro-

organismer. F:eks.:

i) N&r reagenset er en indikator for en bestemt mikroorganisme,
kan pillerne anvendes til at fastsla identiteten af en ukendt
mikroorganisme, hvorved det bliver muligt at planlagge en effektiv

medikamentterapi imod denne.

ii) N&r reagenset er et antibakterielt middel, kan en bestemt mikro-
organismes fglsomhed over for dette antibakterielle middel bestem-

mes ved sadvanlige MIC- eller agarpladezone-inhiberingsmetoder.
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Pillerne kan ogs& anvendes til at bestemme ngjagtige mikrodosis-
mengder af testreagenset til andre formdl end mikroorganisme-fg@l-
somhedsafprgvning, f.eks. til kemiske tests pd selve reagenset.

Der er yderligere fordele forbundet med pillerne, nemlig

i) de forbedrer oplgseligheden af tungtoplgselige eller uoplgselige

reagenser.

ii) Efter fremstilling ved frysetgrring har de god stabilitet med
reagenser, som er ustabile i oplgsning eller under t¢rring ved

normale temperaturer.

iii) Anvendelsen af vandoplgselige barestoffer resulterer i, at

reagenset bliver helt tilgangeligt i vandigt miljé.
iv) De har god reproducerbarhed.

v) De kan, om gnsket, ggres sterile.

vi) De hé&ndteres let, f.eks. med pincet.

Opfindelsen belyses narmere ved nedenstdende eksempler:

Eksempel 1.

Piller indeholdende natriumamoxycillin og lithiumclavulanat i

fast oplgsning med "Kollidon“<:§(25).

110 mg natriumamoxycillin oplgses i 25 ml vand. 64 mg lithiumcla-
vulanat oplgses for sig i 20 ml vand. 3 ml af amoxycillinoplgsnin-
gen og 2 ml af clavulansyreoplgsningen sattes til en oplgsning af

2 g "Kollidon" (25) i 10 ml vand. Oplgsningen fyldes derefter

op til 20 ml med vand. Draber pd 50 mg af oplgsningen anbringes

p& en bakke af rustfrit stdl ved stuetemperatur og fryses derefter
ved -40°C i 1 time. Der palaggges derefter vakuum, og prgverne fry-
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setgrres i lgbet af 24 timer med en endelig tgrringstemperatur pé

40°C, hvorved der f&s piller.

Disse piller er harde, ikke-smuldrende, mikroporgse plader.

Eksempel 2.
Piller indeholdende dinatriumticarcillin og lithiumclavulanat.

100 mg dinatriumticarcillin oplgses i 50 ml vand. 33 mg lithium-
clavulanat oplgses for sig i 100 ml vand. 5 ml af ticarcillin-
oplgsningen og 5 ml af clavulansyreoplgsningen sattes til en op-
lgsning af 3 g "Kollidon" 2 Va64 i 10 ml vand. Drdber pa 75 mg

af den samlede oplgsning anbringes pa en bakke af rustfrit stal
ved stuetemperatur og fryses derefter ved -40°C i 1 time. Der pa-
lagges vakuum, og prgverne frysetgrres i lgbet af 24 timer med en

endelig tgrringstemperatur pa 40°c, hvorved der £f&s piller.
Disse piller er harde, ikke-smuldrende, mikroporgse plader.
De i tabellen angivne piller fremstilles péd lignende made som oven-

for beskrevet. De er generelt af pladeform, og de er alle ikke-

-smuldrende og mikroporgse.



10

auoooxdusunToAs ms\om
%ST u n /3ab=a gg esoxeyooes u utTTToTdue ¢T
m 50’ oz
MN u " u " puea Tw 00T T buw 9¢ uTTTToTdUWe 1T
M“ mS\om
) ausooxd UTITTTORXOTO
-~ 377 u " ~usumtioa/3beA g DWOS puea Tw Q0T T bu y’gg ~nTFUNTIIReU 0T
Wm ausooxdusumTon mﬂ\om jeueT
_ 2GT n " /ab=a g osoxeydOES " —NARTOUNTYITT 6
jusooxd ms\om 3euerT
&7 bur 0€T u -ustmioa/A62A g DWOS puea Tw 00T F bBw g€’g¢g —naeTounTYITT 8
mﬂ\om JeueT
u " u " puea Tw 0 T Bw gz  -nARTOWNTUITT L
50/ 001
susbroxosep
" " " " pueA TW 0z T Bw zG -—TXO-woIynol Ao 9
(g) Tw g 50’ 0ge
" u + (¥) Tw g " puea Tw ¢ T bw g¢ sxisuouwopnasd S
50/ 057
" n n u n ut U\HEO.H.QQ.%.HO ¥
(g) TW Z oumﬁoﬁﬁaob\umﬁwzwm puel b0/ 05z
- T A b
86T Bur 9/ + (¥) Tu Z YOVA @) wUOPTTTON, e T o448 T43 U 0c uroluerusb €
butusgTdo
3oaxaparesiaz
T UOTRRIIUSO (g) butusgTdo (¥¢) buTtusgt
~UOMJO SO IR 3162 opojow ~Jolsaied Je uoTieirl ~-dosusbesa BTTOpPUTX speTd/susbesax —
bTTopuUd -odvId —-SHOUTTTTISWOIL —usouoy Ho Foassiamg ~do e UOTIRIFUDOUOY mﬂ\+ susbeoy Todwosim

Toqed,



» _ DK 152296 B

Fodnoter.

S.C.M.C. er natriumcarboxymethylcellulose.

“Kollidon"(:>VA64 er en vandoplgselig copolymer af 60% vinyl-
pyrrolidon og 40% vinylacetat.

De i eksempel 3 - 12 fremstillede piller fremstilles ogséd i
"blister pack tops" og i metalforme, hvorved der fés piller af
henholdsvis overvejende frustro-koniskform og pladeform.

S.C.M.C.-pladerne er deformerbare, men ikke smuldrende.

PATENTKRAV

1. Fremgangsmdde til fremstilling af en pille, der kan anvendes
ved testning af mikroorganismer,

kendetegnet ved, at en oplgsning i et til frysetgrring
egnet oplgsningsmiddel af et testreagens og et vandoplgseligt
barestof valgt blandt polyvinylpyrrolidon, polyvinylpyrrolidon/po-
lyvinylacetatcopolymere, natriumcarboxymethylcellulose og saccha-
rose, frysetgrres til dannelse af legemer, der er en ikke-smuld-

rende mikroporgs fast oplgsning af testreagenset i barestoffet.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1,

kendetegnet ved, at testreagenset er et antibakterielt
middel.

3. Fremgangsmade ifglge krav 2,

kendetegnet ved, at testreagenset er et B-lactam-anti-
biotikum.

4, Fremgangsmdde ifglge krav 2,

kendetegnet ved, at testreagenset er et B-lactam—anti-
biotikum og en synergist derfor.
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5. Fremgangsméde ifglge krav 4,

kendetegnet ved, at testreagenset er en penicillin eller
en cephalosporin med en sidekade (knyttet til henholdsvis 6- eller
7-stillingen) med den almene formel VI

D
R-CH - CO - VI

NH2

hvor R betegner phenyl, p-hydroxyphenyl eller cyclohexadienyl,
(og D angiver, at det drejer sig om den hgjredrejende optiske
isomer), eller et salt deraf, og clavulansyre eller et salt, en

ester eller en ether deraf.

6. Fremgangsmade ifglge krav 5,
kendetegnet ved, at vegtforholdet mellem penicillin el-

ler cephalosporin og clavulansyrederivat er 5:1 - 1l:1.

7. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af kravene 1 - 6,
kendetegnet ved, at reagenset udggr 0,1 - 25% af pillen.

8. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af kravene 1 - 7,
kendetegnet ved, at pillen vejer 0,001 - 0,1 g.

9. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 1 - 8,
kendetegnet ved, at dens stgrste diameter ligger mellem

ca. 2 og 10 mm.

10. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 1 - 9,

kendetegnet ved, at den er pladeformet.

11. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 1 - 10,

kendetegnet ved, at den indeholder en specifik mikro-

dosering af testreagenset.

12. Fremgangsmade ifglge krav 1,

kendetegnet ved, at frysetgrringen foregar ved, at
oplgsningen fyldes i forme eller dryppes pd en flad overflade
og derefter frysetgrres.
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13. Fremgangsmdde ifglge krav 12,
kendetegnet ved, at det til frysetgrring egnede

oplgsningsmiddel er vand.

14. Fremgangsmdde ifglge krav 12 eller 13,
kendetegnet ved, at den frysetgrrede oplgsning har

en barestofkoncentration p& 3 - 25 vagt/volumenprocent.
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