Antibiotikaproduktion

Fermentering og oprensning af specialantibiotika

Af Kenneth Johanson, kenneth-holst.johanson@alpharma.dk og Emil Poulsen, Alpharma Ap$

Antibiotika er en fellesbetegnelse for stoffer, der virker
gdeleggende pa mikroorganismer. De laves naturligt i kulturer
af mikroorganismer, hovedsageligt bakterier og skimmel-
svampe, og kan forholdsvis nemt oprenses fra disse kulturer.

Alle mikroorganismer laver primare metabolitter. Det er
stoffer, som bruges til veekst og stofskifteprocesser. De fleste
antibiotika er sekundare metabolitter og er ikke relateret til
mikroorganismens vekst. Det betyder, at de, i de fleste tilfel-
de, fgrst produceres nar mikroorganismens vakst stagnerer.

Der er forskellige teorier om, hvorfor produktionen af
antibiotika induceres. En af dem gér pa, at mikroorganismen
mangler et vigtigt neringsstof, f.eks. kulstofkilden. Nar den
registrerer denne mangel vil den tro, at der er andre organismer
i nerheden, som prgver at stjele dens fgde. Herefter vil den
straks begynde at forsvare sig mod denne trussel og lave
antibiotika.

Virkningsmekanismer for antibiotika

Et antibiotikum skal kunne opfylde nogle meget vigtige
betingelser for at kunne leve op til forbrugernes krav. Paul
Ehrlich formulerede: »Et effektivt antibiotikum skal veere i
stand til at dreebe eller begreense veeksten af patogene bakterier
uden at fordrsage alvorlige skader i veertsorganismen«. 1 tilleg
til dette princip om selektiv toksicitet, ma antibiotikaet ikke
pavirke den normale bakterieflora. Det skal ogsa vare nemt at

Nogle milepzle i antibiotikahistorien

Ar

1674 Bakterier opdages

1867 Fenol tages i brug som desinficerende middel ved
operationer

1882 Tuberkulosebakterien opdages af Koch

1909 Salvarsan introduceres som middel mod syfilis

1929 Penicillin opdages af A. Fleming

1930 + Sulfapraparater bruges til behandling af infektioner

1943 Bacitracin opdages

1944 Streptomycin opdages af Waksman

1944 + Penicillin bliver almindelig til brug pa sygehuse

1954 Bacitracin produceres af Apothekernes Laboratorium

1983 A.L. kgber Dumex og far vancomycin med i
produktportefgljen

1986 Fgrste pavisning af MRSA
(methicillinresistente stafylokokker)

administrere og at fa medikamentet frem til infektionsstedet.
Den store fordel med antibiotika er, at de virker meget sterkere
pa mikroorganismer end pa mennesker og dyr, og derfor kan
bruges i m@ngder som er store nok til at udrydde de sygdoms-
fremkaldende mikroorganismer uden at skade patienterne. Men
uskadelige er de ikke, og de kan have alvorlige bivirkninger
sdsom nyretoksicitet, Red man’s syndrom (pseudohistamin-
reaktion) og ortotoxin (nedsat hgreevne).

Antibiotika kan deles ind i 4-5 grupper alt efter deres forskel-
lige virkningsmekanismer, figur 1, side 10.

- En stor gruppe antibiotika virker pa bakteriernes cellevaeg;
enten ved at cellevaegssyntesen blokeres eller at celle-
membranen pavirkes og brydes i stykker.

- En stor gruppe antibiotika virker pa bakteriernes cellevag;
enten ved at cellevegssyntesen blokeres eller at celle-
membranen pavirkes og brydes i stykker.

- En anden stor gruppe antibiotika virker pa bakteriernes
apparat for proteinsyntese.

- Andre antibiotika pavirker cellens evne til at kopiere arve-
materiale (DNA).

- Sidste gruppe virker som antagonister og interfererer med
biosyntese og metabolisme i cellen, som er ngdvendig for
bakterievekst.

2 L. fermentorer der bruges
til medie- og procesoptime-
ring i R&D.

Fermentorerne i produkti-
onshallen.
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LIDT HISTORIE:

* 1903: Apothekernes Laboratorium AS bliver grundlagt af en
gruppe af farmaceuter i Norge.

¢ 1946: A/S DUMEX bliver grundlagt af @K i Danmark.

¢ 1954: Produktion af bacitracin

* 1958: Produktion af bacitracin zink.

* 1968: Produktion af polymyxin B sulfat.

¢ 1969: Produktion af colistin.

e 1975: A.L.Laboratories Inc. i USA bliver dannet af
Apothekernes Laboratorium AS

* 1983: A/S DUMEX bliver et datterselskab af A.L.
Laboratories Inc.

* 1985: Produktion af amphotericin B.

* 1987: Produktion af vancomycin hydrochloride.

e 1991: Gramicidin og tyrithricin kommer pa markedet.

* 1993: A.L.Laboratories Inc. og Apothekernes Laboratorium
AS. kombineres, og koncernen far hovedkvarter bade i Fort
Lee, New Jersey, og i Oslo.

* 1995: Koncernen skifter navn til Alpharma Inc.

e 1996: A/S DUMEX tager navne®ndring til
Dumex-Alpharma A/S.

¢ 1997: Produktion af tobramycin.

e 1998: SKW Biotech Kft. i Ungarn kgbes.

¢ 2001: Dumex-Alpharma A/S skifter navn til Alpharma ApS.

Produktionen af antibiotika

Pa Alpharmas Fine Chemical Division (FCD) er antibiotika-
produktionen baseret pa at isolere antibiotika fra en ren og
ensartet kultur af mikroorganismer. Denne kultur, ogsa kaldet
fermentatet, er forskellig for de forskellige antibiotika, der
produceres. For at nevne nogle eksempler dyrkes i Kgbenhavn
bakterien Bacillus polymyxa til produktion af de to antibiotika

polymyxin og colistin. Actinomyceten Amycolatopsis
orientalis, en filamentgst (bakterierne vokser ikke som enkelte
celler som Bacillus men derimod i kader, der godt kan minde
om svampevakst) voksende bakterie, der laver vancomycin,
fermenteres i Kgbenhavn og i Budapest. I Oslo fremstilles
bacitracin af Bacillus licheniformis.

Alpharma har i tidens Igb foretaget en reekke investeringer
for at opretholde produktionsfaciliteterne pa et hgjteknologisk
stade, sa de lever op til de krav, der er defineret i »cGMP-
guidelines for Active Pharmaceutical Ingredients« (cGMP =
current Good Manufacturing Practice). Samtidig leves der op
til de krav, der stilles fra US Food and Drug Administration
(FDA).

Et af de emner, der er kraftig fokus pa, er feerdigvarens
forureningsprofil. Der er et stadigt stigende krav om kendskab
til, hvad bulkprodukterne indeholder af stoffer, der er relateret
til aktivstoffet. Det betyder, at der garanteres en hgj renhed af
antibiotikumet og samtidig et kendskab til, hvad indholdet af
de sidste procent bestar af. Derfor stilles der store krav til
oprensningsprocesserne

Forskning og udvikling

For at kunne fglge med udviklingen, forny sig og forblive
konkurrencedygtige er enhver virksomhed ngdt til have en
forsknings- og udviklingsafdeling (R&D). R&D i FCD er
placeret i Kgbenhavn og i Norge med et teet samarbejde mellem
de to enheder. R&D-gruppen i Kgbenhavn er delt ind i fire
afdelinger: Fermenterings Teknologi, Oprensnings Teknologi,
Analyse Teknologi og Pilot.

I Fermenterings Teknologi arbejdes der med optimering af
bakteriestammer og fermenteringsprocesser. Stammeudviklin-
gen foretages pa traditionel vis med mutagenisering med
kemiske stoffer eller UV-lys og efterfglgende screening og
selektion af interessante stammer.
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Udviklingen af og ikke mindst optimeringen af fermente-
ringsprocesserne foregar ved afprgvning af forskellige rgre-
verkstyper, forskellige beluftnings- og omrgringsparametre,
afprgvning af pH-profiler og profiler for forbrug af oplgst ilt i
fermenteringsvasken. Der ligger ogsa en del arbejde i at
optimere pa de flydende substrater, som mikroorganismerne
vokser i. Det gelder om hele tiden at have den bedste mikro-
organisme, i det bedste substrat og den bedste fermenterings-
proces.

Oprensnings Teknologi besk®ftiger sig med optimering af
de forskellige oprensningstrin eller afprgvning af nye tiltag
inden for det omrade. Primzert for at fa et renere produkt og et
bedre udbytte. Der arbejdes hovedsagelig med vandige
processer, og kun hvor dette ikke kan lade sig ggre, arbejdes
der med oplgsningsmidler. Hvis der bruges oplgsningsmidler
i oprensningsprocesserne, bruges disse i mindst mulig mang-
de og genindvindes og genbruges i det omfang, det kan lade
sig ggre.

Analyse Teknologi beskaftiger sig med optimering af
analysemetoder (primert HPLC, GC og LC-MS) til brug i
QC/QA-regi. En anden arbejdsopgave er karakterisering af
eventuelle urenheder eller komponenter relateret til hovedkom-
ponenten, som man ikke har kunnet fjerne helt i oprensnings-
processen. Hovedkomponenten karakteriseres med ovennavnte

Funktion af de forskellige antibiotika

Polymyxin B:

Et polypeptid, der bruges som behandling mod infektioner,
der er opstaet som fglge af sensitive Gram-positive bakte-
rier.

Colistin (Polymyxin E):

Et polypeptid, der bruges som behandling mod overfladiske
infektioner, der er opstaet som fglge Gram-positive meka-
nismer.

Vancomycin:

Et glykopeptid, der er aktivt imod Gram-positive bakterier.
Det bruges is@r mod Staphylococcus-infektioner, hvor
andre antibiotika ikke er tilstrekkelige (hospitalet).
Bacitracin:

Et polypeptid, der bruges som behandling mod lokale
infektioner forarsaget af Gram-positive bakterier.

Se virkningsmekanismer figur 1.

metoder suppleret med kemisk karakterisering (elementer
analyse) og NMR til strukturforklaring.

Pilot Teknologi arbejder primart med oprensning af nye
produkter, hvor markedet gnsker smé meengder bulkvare til
afprgvning og forskellige test i deres produkter.

Litteratur
G. Evensen, B. Reitstgen. (2000), »Introduksjon til ANTIBIOTIKA«,
Informal, Alpharma, 3; 12-18.
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