Dwuetapowy proces produkcji bakteriofagdéw

Przedmiotem wynalazku jest dwuetapowy proces produkcji bakteriofagdw.
Uzyskane bakteriofagi moga by¢ zastosowane w zwalczaniu infekcji u ludzi i zwierzat
hodowlanych, ktére s3 wywotane antybiotykoodpornymi szczepami bakterii.

Bakteriofagi mozna otrzymaé¢ na drodze izolacji z dowolnego Zrédla
Srodowiskowego, w ktorym wystepuja. Najbardziej efektywnym zrodlem sa Scieki,
szczegolnie te pochodzace ze szpitala, poniewaz wystepuja w nich fagi zwigzane z
okreslonymi szczepami bakterii waznymi klinicznie wystepujacymi w $rodowisku
szpitalnym. W celu wyodrebnienia bakteriofagéw z probki usuwa si¢ niepozadane
mikroorganizmy oraz po tym procesie tak przygotowana probke umieszcza sie w
organizmie gospodarza (wybrany szczep bakterii).

W praktyce proces produkcji bakteriofagdéw opiera sie¢ na zastosowaniu
bioreaktorow wyposazonych w mieszadto mechaniczne. Obecnie stosuje si¢ réznego typu
rezimy prowadzenia tego typu procesu lub optymalizacje procesowa polegajaca na
doborze (za pomoca metod matematycznych) odpowiedniego zestawu parametrow
operacyjnych. Takie podejscie umozliwia otrzymanie zadawalajacych parametréw, ktore
pozytywnie wplywaja na kinetyke wzrostu gospodarz-fag. Wezesniejsze badania
wykazaly, ze warunki do optymalnej produkcji bakteriofaga nie sa takie same jak warunki
optymalnego wzrostu zywiciela. Hadas i in. wykazali, ze proces produkcji bakteriofagdw
wymaga dokladnej réwnowagi migdzy dynamika wzrost bakteriofaga i gospodarza
[Hadas H., Einav M., Fishov L, Zaritsky A. (1997). Bacteriophage T4 development
depends on the physiology of its host Escherichia coli. Microbiology, 143:179-185. DOI:
10.1099/00221287-143-1-179]. Nalezy zauwazy¢, ze na dynamike populacji wplywa
wiele czynnikéw, m.in. np.: tempo wzrostu zywiciela, aktywnos$¢ metaboliczna,
temperatura, pH, sktad pozywki, szybkos$¢ napowietrzania, mieszanie, obecnos¢ jonow
lub kofaktorow. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze stosowane bioreaktory odgrywajg wazng
role w procesie produkcji bakteriofagéw. Bioreaktor do produkcji bakteriofagéw
pracujacy w rezimie okresowym pozwala na uzyskanie wysokich mian bakteriofagow
oraz pozwala na prosta obstuge i kontrole procesu produkcyjnego. Wadami tego typu
procesu s3: dos$¢ dlugi czas przestoju potrzebny na przygotowanie urzadzenia,

koniecznos¢ przeprowadzenia procesu sterylizacji i czyszczenia bioreaktora.
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Alternatywg do wyzej opisanego procesu jest produkcja bakteriofagdw w
uktadach pracujacych w rezimie ciaglym. Proces ten pozwala na uzyskanie zadawalajacej
masy bakteriofagow, ale wigze si¢ réwniez z obecnoscia zbyt duzej liczby mutantéw oraz
usuwaniem z objetosci reakcyjnej komoérek gospodarzy (bakterii) bez infekeji. Usuniecie
tych niedogodnosci jest mozliwe prowadzac proces produkcji bakteriofagéw z
zastosowaniem metody dwuetapowej lub wieloetapowej. Gléwnym celem tej metody jest
oddzielenie wzrostu gospodarza (bakterii) od produkcji bakteriofagéow, tzn. w etapie
pierwszym prowadzony jest proces produkcji bakterii bez obecnosci bakteriofaga. Po
osiggnieciu zadawalajacej ilosci biomasy bakterie przenoszone sa do drugiego
bioreaktora w celu przeprowadzenia drugiego etapu procesu, czyli infekcji komorek
gospodarzy bakteriofagiem. Nalezy podkresli¢, ze proces ten powinien by¢ prowadzony
w sposob ciagly, czyli biomasa bakterii do drugiego bioreaktora powinna by¢ podawana
7 szybkoscig proporcjonalng do czestosci infekcji (warunek koniczny do utrzymania
warunkow ustalonych infekcji). Wada tego procesu jest koniecznos$¢ podawania
dodatkowych sktadnikéw odzywczych podczas dwdch etapéw prowadzonego procesu
oraz mozliwo$¢é wystapienia probleméw ze wzrostem biomasy komédrek gospodarza przy
zmiennych warunkach prowadzonych dwoch etapdéw procesu. Korzyscig wynikajaca z
tego typu prowadzania procesu jest otrzymanie wyzszych mian bakteriofagéw oraz
zmniejszenie prawdopodobienstwa wystepowania mutantow.

Oh i in. wykazali, ze proces produkcji bakteriofagéw prowadzonych w formie
dwuetapowej z hodowlg ciagla pozwolit uzyskaé wysoka efektywnos¢ [Oh, J.S., Cho, D.,
Park, T.H. (2005) Two-stage continuous operation of recombinant Escherichia coli using
the bacteriophage 1 Q- vector. Bioprocess Biosyst Eng 28:1-7. DOI: 10.1007/s00449-
005-0418-0]. Dwuetapowy proces produkcji bakteriofagéw zostal rowniez
przetestowany przez Sauvageau i Coopera [Sauvageau D., Cooper D.G. (2010) Two-
stage, self-cycling process for the production of bacteriophages. Microb Cell Fact 9:81-
91. DOI: 10.1186/1475-2859-9-81]. Badanie to koncentrowalo si¢ na opracowaniu
dwuetapowego procesu polciaglego produkcji bakteriofagow (w etapie pierwszym
prowadzono proces fermentacji — hodowle komorek gospodarza; w etapie drugim
— wprowadzenie do biomasy bakterii bakteriofaga). Podgornik i in. opracowali model
matematyczny opisujacy proces produkcji bakteriofaga w jednoetapowym procesie

prowadzonym w rezimie ciagltym [Podgornik, A., Janez, N., Smrekar, F., Peterka, M.
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(2014) Continuous production of bacteriophages in: Continuous Processing in
Pharmaceutical ~ Manufacturing, Wiley-VCH Verlag ~ GmbH & Co.
DOI:10.1002/9783527673681.chl2]. Proces dwuetapowy prowadzony w rezimie
ciagltym byl modelowany przez Krysiak-Baltyn i in. [Krysiak-Baltyn K., Martin G.J.O.,
Gras S.L. (2018) Computational modelling of large scale phage production using a two-
stage batch process. Pharmaceuticals, 11:E31, DOI: 10.3390/ph11020031] oraz Park i
Park (2000) [Park S.H., Park T.H (2000) Analysis of two-stage continuous operation of
Escherichia coli containing bacteriophage J. vector. Bioprocess Eng, 23:557-563. DOI:
10.1007/5004499900194].

Proces produkcji bakteriofagdw opisany jest w zgtoszeniach patentowych. W
opisie patentowym US 8252519 przedstawiono proces produkcji bakteriofagéw
prowadzony w rezimie ciaglym. Wedlug wynalazku, bakterie gospodarza oraz
bakteriofagi wprowadzone sg z przeplywajacym strumieniem do bioreaktora lub systemu
potaczonych kaskadowo bioreaktorow. W patencie US 20120040329 réwniez
przedstawiono proces produkcji bakteriofagéw w rezimie cigglym. W reaktorze taczone
sq dwa, zawierajace bakterie oraz fagi, strumienie przez co zwicksza si¢ liczba fagow i
ich stezenie w roztworze. Zastosowane rozwigzanie pozwala na kontrolowanie
koncowego stezenia bakteriofagdw poprzez sterowanie szybkoscig przeptywu, czasem
przebywania oraz poczatkowym stezeniem bakterii. W opisie patentowym
US20140220660 podano sposdb produkcji bakteriofagdw, ktdry opiera na zastosowaniu
fermentora okresowego oraz pozywki o odpowiednio dobranym skladzie.
W patencie EP1726642 przedstawiono opis procesu fermentacji bakteriofagow
prowadzony w skali laboratoryjnej oraz sposob przeniesienia tego procesu na duzg skale
(powyzej 50 dm3). Zgodnie z patentem PL 212286 prowadzi si¢ hodowle szczepu
gospodarza bakteryjnego w odpowiedniej dla niego pozywce, hodowle zaszczepia
si¢ bakteriofagami 1 uzyskuje sie lizat bakteriofagowy. Nastepnie prowadzi sie
oczyszczanie lizatu bakteriofagowego technika chromatografii powinowactwa oraz z
uzyskanego przesaczu przygotowuje si¢ oczyszczony preparat bakteriofagowy. Zgodnie
z PL 217019 wuzyskuje sie kolekcje szczepow bakteriofagowych zawierajaca
szczep bakteriofaga specyficzny wobec wybranego szczepu bakterii, prowadzi sie
hodowle wybranego szczepu bakterii na jatowym medium hodowlanym, prébki hodowli

nanosi si¢ na specjalng wielodotkowa ptytke pomiarowa, dodaje si¢ zawiesiny badanego
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szczepu bakteriofaga w roznych stezeniach i inkubuje sie w temperaturze okoto 37°C
przez co najmniej 4 godziny. Nastepnie do probek hodowli dodaje si¢ resazuryny i
kontynuuje sie inkubacje¢ bez dostepu $wiatta w temperaturze okolo 37°C przez co
najmniej 3 godziny, kontroluje si¢ barwe lub fluorescencje hodowli i
szczep bakteriofagowy zawarty w hodowli ktora zachowala barwe niebieska lub nie
wykazata istotnego wzrostu fluorescencji w poréwnaniu z préba kontrolng identyfikuje
si¢ jako szczep bakteriofaga specyficzny wobec wybranego szczepu bakterii, przy czym
jako probe kontrolng stosuje si¢ jatowa probe poddang takiej samej inkubacji. Zgodnie z
PL 237975 dwuetapowy proces produkcji bakteriofagéw, polegaja na tym, ze w
pierwszym etapie przygotowuje si¢ hodowle bakterii Escherichia coli w temperaturze
37°C na podlozu LB suplementowanym 10 mM CaCl, oraz 10 mM MgSOs, do czasu
osiagniecia ogolnej liczby bakterii 1 x 105, a w drugim etapie dodaje sie
roztwor bakteriofagdéw o stezeniu niezbednym do uzyskania warto$ci koncowej
wielokrotnosci infekeji 0,001, charakteryzuje sie tym, ze po pierwszym etapie hodowle
poddaje sie¢ oddzialywaniu zmiennego pola magnetycznego o czestotliwosci pradu
zasilajacego uzwojenie 50 Hz przez czas rowny potowie czasu podzialu komoérek bakterii,
a po drugim etapie hodowle poddaje sie oddzialywaniu zmiennego pola magnetycznego
o czestotliwosci pradu zasilajacego uzwojenie 50 Hz przez 1 godzine, po czym hodowle
prowadzi si¢ do uzyskania catkowitej lizy komoérek bakterii.

Podsumowujac, proces namnazania bakteriofagéw prowadzi si¢ zazwyczaj w
bioreaktorach, czyli w urzadzeniach umozliwiajacych efektywne prowadzenie procesow
mikrobiologicznych i w warunkach maksymalnego ograniczenia mozliwosci zakazen.
Bioreaktory mozna z powodzeniem stosowacé przy produkcji bakteriofagdéw w procesach
jedno- lub dwuetapowych. Szczegdlnie proces dwuetapowy pozwala na uzyskania
zadawalajacej ilo$ci biomasy przy uniknigciu wad procesu prowadzonego jednoetapowo.
Pomimo kilku metod produkcji bakteriofagoéw istnieje konieczno$¢ poszukiwania
nowych sposobdw namnazania bakteriofagow, ktore sa podstawa do wytwarzania tzw.
»koktajli bakteriofagowych” lub ,preparatéw fagowych”. Preparaty tego typu z
powodzeniem sg stosowane w zwalczaniu antybiotykoodpornych zakazen bakteryjnych
oraz stanowig alternatywe dla antybiotykow.

Problemem technicznym do rozwigzania jest opracowanie nowej metody

namnazania bakteriofagéw, poprzez odpowiednie dobranie warunkéw prowadzenia



procesu, co pozwoli na uzyskanie wickszej ilosci biomasy bakteriofagow w jak
najkrétszym czasie.

Dwuetapowy proces produkeji bakteriofagéw wedlug wynalazku, polegajacy na
tym, ze w pierwszym etapie przygotowuje si¢ hodowle bakterii Escherichia coli
w temperaturze 37°C na podlozu LB suplementowanym 10mM CaCl, oraz 10mM
MgSO0a, do czasu osiagniecia ogdlnej liczby bakterii ok. 1 x 108, a w drugim etapie po
czasie 3 godzin od rozpoczecia hodowli dodaje sie roztwor bakteriofagéow o stezeniu
niezbednym do wuzyskania warto$ci koncowej wielokrotnosci infekcji 0,001,
charakteryzuje sie tym, ze w pierwszym i drugim etapic hodowle prowadzi sie
w bioreaktorze z zastosowaniem mieszania z czegstos$cig obrotow 300 obrotéw/minute
przez okres co najmniej 5 godzin, przy czym hodowle prowadzi si¢ do uzyskania
catkowitej lizy komorek bakterii.

Korzystnie w pierwszym lub drugim etapie hodowle w bioreaktorze wspomaga sie,
poprzez zastosowanie pola elektromagnetycznego.

Zaletg zastosowania samego mieszania bez obecnosci pola elektromagnetycznego
jest wyrdwnanie stezen i temperatury w mieszanym plynie (mediom hodowlanym), co
moze przelozyé sie na zwigkszenie efektywnosci procesu produkcji z udziatem
mikroorganizmow. Zastosowanie jednoczesnego mieszania i pola elektromagnetycznego
w pierwszym etapie procesu produkcji bakteriofagow pozwala na intensyfikacje
przyrostu biomasy oraz na wzrost aktywnosci metabolicznej materii ozywione;j.
Natomiast zastosowanie jednoczesnego mieszania i pola elektromagnetycznego w
drugim etapie proces produkcji bakteriofagéw wplywa na proliferacje i aktywnosé
metaboliczng komodrek bakterii, co indukuje proces produkcji bakteriofagow.

Proces produkcji bakteriofagéw, wedlug wynalazku przedstawiony jest w
przyktadach wykonania i na rysunkach, na ktérych fig. 1 przedstawia zalezno$¢ gestosci
optycznej (ODsgso) od czasu trwania procesu i czestosci obrotow stosowanych w
bioreaktorze dla temperatury prowadzenia procesu 35°C (etap pierwszy procesu wzrost
komorek gospodarza E. coli); fig. 2 przedstawia zalezno$é gestosci optycznej (ODsso) od
czasu trwania procesu i czestosci obrotow stosowanych w bioreaktorze dla temperatury
prowadzenia procesu 37 C (etap pierwszy procesu wzrost komérek gospodarza E. coli);
fig. 3 przedstawia zalezno$¢ gestosci optyczne] (ODsso) od czasu trwania procesu i

czestosci obrotdéw stosowanych w bioreaktorze dla temperatury prowadzenia procesu
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39°C (etap pierwszy procesu wzrost komérek gospodarza E. coli); Fig. 4 przedstawia
zalezno$¢ gestosci optycznej (ODsgso) od czasu trwania procesu dla optymalnych
warunkow wzrostu komorek gospodarza (7' = 37°C i n = 300 obr./min), dla probek z
dodatkiem roztworu bakteriofagdw i probki kontrolnej (bez dodania bakteriofagdw); fig.
5 przedstawia zmiang liczby wirionéw w czasie dla optymalnych warunkéw wzrostu
komorek gospodarza (7= 37°C i n =300 obr./min; wyniki przeprowadzonego oznaczenia
dla wybranych punktéw czasowych prowadzonego procesu produkeji bakteriofagdw).
W przyktadzie 1 przedstawiono wyznaczenie optymalnych warunkéw do hodowli
bakterii.

Przyktad 1

W celu wyznaczenie optymalnych warunkéw do hodowli bakterii (komdrek gospodarza)
zbadano kinetyke wzrostu wybranego szczepu bakterii Escherichia coli C 600. W celu
zapewnienia odpowiedniego $rodowiska zycia i rozwoju dla szczepu bakterii E. coli
przygotowano pozywke, w ktorej nastepnie prowadzono hodowle wykorzystywane do
badan kinetyki wzrostu tej bakterii. Wykorzystano pltynna pozywke jaka jest bulion ,,.LB”
firmy ,.Biomaxima” skladajaca sie z pankreatynowego hydrolizatu kazeiny (Trypton),
ekstraktu drozdzowego oraz chlorku sodu. W celu odpowiedniego przygotowania
podtoza pobrano 6 g pozywki i rozcieficzono z 300 ml wody destylowanej (stosunek
1:50), nastepnie intensywnie mieszano i poddano sterylizacji w autoklawie w
temperaturze 126 °C przez 15 minut. Po przyrzadzeniu pozywki dla bakterii E. coli,
sprawdzono jej gesto$¢ optyczng, ktdéra wynosita okoto 0,045. Nastepnie przygotowano
hodowle calonocng poprzez dodanie jednej kolonii tej bakterii do pozywki i inkubowano
ja w 37 °C. Nastepnego dnia sprawdzano zawarto$¢é wczesniej przygotowane] hodowli
przy uzyciu pomiardw gestosci optycznej, ktdra zazwyczaj wyniosta okoto 0,175. Po
weryfikacji czy bakterie nie zostaly zakazone i nie obumarly, przygotowywano
eksperyment za pomocg rozcienczenia wystandaryzowanej hodowli catonocnej w
stosunku 1:100 w pozywce LB, tak aby gesto$é optyczna przygotowanej probki wynosita
okoto 0,1. Po spelnieniu wszystkich wyzej wymienionych warunkéw otrzymang probke
przenoszono do bioreaktora i prowadzono proces wzrostu komdrek gospodarzy (etap

pierwszy procesu produkcji bakteriofagow).



Przykilad 2

Proces produkcji bakteriofagéw prowadzony jest dwuetapowo, zar6wno w pierwszym
jak i drugim etapie hodowle prowadzi sic w bioreaktorze z czgstoscig obrotéw 300
obr./min.

W pierwszym etapie prowadzona jest hodowla bakterii Escherichia coli w temperaturze
37°C i dla czestosci obrotdw bioreaktora 300 obr./min na podtozu LB suplementowanym
10mM CaCly oraz 10mM MgSO4, do czasu osiagniccia ogdlnej liczby bakterii
ok. 1 x 108, Uzyskane warunki prowadzenia procesu wzrostu komoérek gospodarza
(pierwszy etap prowadzenia procesu produkcji bakteriofagow) sa optymalne, czyli
krzywa wzrostu charakteryzuje si¢ najwicksza warto$cig maksymalnego wspolezynnika
szybkosci wzrostu. Po rozpoczeciu procesu monitorowano gestos¢ optyczna w hodowli i
po trzech godzinach, gdzie gesto$é ta wynosila 0,25 zatrzymano proces mieszania w
bioreaktorze i do hodowli badanej dodano lizat. Po zaszczepieniu bakteriofagéw
wznowiono proces mieszania, ktéry prowadzony jest przez 21 godzin, co ma umozliwié¢
uzyskanie catkowitej lizy. Po 4, 5, 6, 7, 8 i 24 godzinie prowadzenia procesu okreslana
jest ilos¢ bakteriofagdbw z wykorzystaniem techniki miareczkowania ,,podwdjng
warstwg” okreslajac ilos¢ nowopowstatych wiriondw. Zaobserwowano, ze prowadzona
w ten sposoéb hodowla bakteriofagdéw pozwala na uzyskanie po 8 godzinach liczby
wirionow rownej 10° PFU/mL.

Przyktad 3

Analogicznie jak w przykladzie drugim, przy czym w pierwszym etapie proces hodowli
bakterii E. coli wspomagany jest zastosowaniem w bioreaktorze pola
elektromagnetycznego. Obecno$¢ tego oddzialywania w pierwszym etapie procesu
produkcji bakteriofagdw pozwala na intensyfikacje przyrostu biomasy oraz na wzrost
aktywnog$ci metabolicznej materii ozywione;.

Przyktad 4

Analogicznie jak w przykladzie drugim, przy czym w etapie drugim proces produkeji
bakteriofagdbw  wspomagany  jest  zastosowaniem w  bioreakotrze  pola
elektromagnetycznego. Tego typu oddzialywanie wplywa na proliferacje i aktywnosé

metaboliczng komodrek bakterii, co indukuje proces produkcji bakteriofagow.
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