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Wolne aminokwasy szczepionki przeciwkrztuScowej
CBo0OHBIE AMMHOKMCJIOTE NPOTHBOKOKJIIOIIHOM BaKIMHEI

Free Amino Acids in Pertussis Vaccine

Szczepionka przeciwkrztuscowa jest zawiesina zabitych fenolem pateczek
Haemophilus pertussis w plynie fizjologicznym. 1 ml szczepionki zawiera okoto 10
miliardéw bakterii. Gesto§¢ zawiesiny bakteryjne) oznaczana jest metoda nefelo-
metryczng wg wzorca pyrexowego. Do konserwowania szczepionki stosuje sig
fenol o stezeniu 9,4% lub mertiolat 0,01%/,. Szczepiorka podawana jest podskoérnie.

W celu otrzymania wyjéciowej zawiesiny do produkecji szczepionki bakterie
krztu$ca hoduje si¢ na podiozu plynnym Hornibrooka, zmodyfikowanym przez
Cohena i Wheelera. Podsiawowym skladnikiem tego podioza jest kwasny
hydrelizat kazeiny wzbogacony dodatkiem cysteiny, aminokwasu wplywajgcego
korzystnie na wzrost paleczek krztusca. Poza tym w sklad podloza wchodza rézine
sole mineralne jak np. NaCl, KCl, CaCl,, MgCl,, Na,CO,;, KH,PO, oraz skrobia
i dializat drozdzy jako czynniki wzrostowe,

Iskierko J, Sabbo M, i Franaszczyk R. jako 2rodlo aminokwaséw
zastosowali do podioza zamiast kwasnego hydrolizatu kazeiny, kwas$ny hydrolizat
fasoli (1). Inne modyfikacje podloza Hornibrooka dokonane przez Wilsona
Verwey (4) i innych roznig sie w zasadzie tylko 1ilo$ciowg zawarto$cia roznych
skladnikéw mineralnych i hydrolizatu kazeiny.

W przedstawione) pracy zajeto sie przebadaniem wolnych aminokwasow za-
wartych w szczepionce przeciwkrztuscowej, ktore wraz z zabita zawiesing dostaja
sie do organizmu szczepionego dziecka. Przebadano tez sklad wolnych aminokwa-
sow kwasnegu hydrolizatu kazeiny celem stwierdzenia czy wolne aminokwasy
szczepionki sg wylgcznie pochodzenia podiozowego, czy tez niektére z nich powsta-
ja w procesach metabolizmu bakterii Haemophilus pertussis.

METODY I MATERIALY

Do badan uzyto 9 ampulek &4 1 ml z 9 roznych serii szczepionki produkcji
Warszawskiej Wytwoérni Surowic i Szczepionek. Kwasny hydrolizat kazeiny spo-
rzadzano z kazeiny firmy Merck.
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Przygotowanie materiatu do padan. Szczepionke zawarta w 2
ampulkach a 1 ml wylewano do parowniczki i odparowywano promiennikami pod-
czerwonymi do sucho$ci. Lampa promiennikéw umieszczona byla nad parowniczkg
w odlegloéci 5—6 cm, aby temperatura odparowywanego roztworu nie przekracza-
la 60°C. Sucha pozostalo$é zalewano 5 mi 969/, etanolu i po dokladnym przemyciu
pozostawiano na 15 minut. Nastepnie etanol z rozpuszczonymi w nim aminokwa-
sami oddzielanc przez dekantacje od chlorku sodu i komodrek bakteryjnych i odpa-
rowywano promiennikami do suchosci; krysztaltki aminckwasOw rozpuszczano
w 0,5—1,0 ml wody redestylowanej i nanoszono na bibute w ilosci 0,05 ml — 0,1 ml.
Nakraplan dokonywano mikropipetka lub melanzerem, Hydrclizat kazeiny przy-
gotowywano hydrolizujgc kazeing 6 n HCl w ciggu 48 godzin. Kwasny hydrolizat
do nzkroplen na bibule przygotowywano metodg promiennikowa wg J. Iskierko.

BADANIA WLASNE

Aminokwasy rozdzielano metods chromatografii bibulowej krazkowej
oraz jedno- i dwuwymiarowej wstepujacej. Uzywano bibuly Whatman
Nr 3 i 1. Rozdzial chromatograficzny przeprowadzano przy uzyciu
uk?’adu rozpuszczalnikéw: 1) n-bunatol-kw. octowy-woda, 4:1:1, 2) pro-
panol — woda 7:3, 3) fenol — woda, 7:3. Chromatogramy wywoly-
wano acetonowym roztworem ninhydryny o stezeniu 0,15% i izatyny
o stezeniu 0,25% Do identyfikacji stosowano wzorcowe roztwory amino-
kwaséw o stezeniu 0,1%,. Chromatogramy z rozdzielonymi aminokwasa-
mi utrwalano metodg termiczng wg I. Krzeczkowskiej (2), (3).
Sktad wolnych aminokwaséw Vaccinum pertussis oraz kwasnegc hydro-
lizatu kazeiny zestawiono w tabeli 1.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

W szczepionce przeciwkrztuscowej wykryto 13 wolnych aminokwa-
sow, ktére wraz z zabitg zawiesing bakterii Haemophilus pertussis dostaja
sie droga podskorng do organizmu szczepionego dziecka. Wymienione
aminokwasy sg pochodzenia podlozowego i zawarte sa w hydrolizacie
kwasnym kazeiny — gléwnego skladnika podioza Hornibrooka wg
modyfikacji Cohena i Wheelera, Szczepionka zawiera o 3 amino-
kwasy mniej niz hydrolizat kwasny kazeiny.

Treonina i kwas asparaginowy nie zostaly wykryte w szczepionce
przeciwkrztuscowej, w hydrolizacie kazeiny wystepowaly w $ladowych
stezeniach i nie we wszystkich seriach.

Na niektérych chromatogramach szezepionki przeciwkrztuscowej nie
wykryte argininy,

W przedstawionej pracy okreslono réowniez w jakim srodowisku
aminokwasowym sg hodowane bakterie krztusca do celow produkeji
azczepionki przeciwkrztuscowe].
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Tab. 1. Zestawienie skiadu wolnych aminokwaséw szczepionki przeciwkrztu§cowej
oraz hydrolizatu kazeiny
Free amino acid composition of pertussis vaccine and casein hydrolysate

kwasny szczepionka
Lp. aminokwas hydrolizat Vaccinum
kazeiny pertussis
1 Lizyna + +
2 Arginina + +—
3 Histydyna + +
4 Kw. asparaginowy +— —
5 Glicyna + +
6 Seryna + +
7 Kw. glutaminowy -+ +
8 Treonina +— —
9 Alanina + +
10 Prolina + +
11 ; Tyrozyna + +
12 | Tryptofan + +
13 | Metionina + +
14 ‘ Walina + +
15 ’ Fenyloalanina + -+
16 Leucyna -+ +
I
Legenda: -+ oznacza obecno$¢ aminokwasu, -+ — obecno$¢ malych stezen
i nie na wszystkich chromatogramach, — nieobecno$§¢ aminokwa-
sOw.
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PE3IOME

O6caenoBaHo 9 pas3yiMuHBIX cepuii NMPOTMBOKOKJIIOIIHOM BaKIMHBI Ha
cofepxaHue cBOOOAHBIX aMMHOKHMCJOT. KpoMe TOro ompezeseH TaKKe
aMMHOKMCJIOTHBIN COCTaB IMAPOJIM3ATa KMUCJIOTO Ka3euHa, IJIABHOro Ccoc-
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TaBHOro osemenra cyberpara Topuubpyka B Moaudukammy Koena
v Bunepa — npuMMeHAeMOro B IPOM3BOACTBE Vaccinum pertussis. ycra-
HOBJIEHO, YTO CBODOAHBIE aMMHOKMCJIOTHI, IIONAJallMe B OPraHU3M pe-
6eHka BMecTe ¢ BaKUMHOM, cyOCTPaTHOTO IPOMCXOKIACHMUA.

B BakumMHe He o0OHapy:KeH TPEOHMH M aclaparMHOBas KMCJIOTA,
a B HEKOTODPBIX CepMAX M apruHuH; 9TM aMMHOKMCJIOTHI aBTOPOM oOHapy-
KEeHbl B KMCJIOM TMAPOJM3aTe Ka3eMHa.

SUMMARY

9 different series of pertussis vaccine were investigated for the pre-
sence of free amino acids. 'The authors also determined the amino acid
composition of the acid hydrolysate of casein, main componznt of Horni-
brook’s base modified by Cohen and Wheeler, which is used for the
production of Vaccinum pertussis. It was found that the free amino acids
which enter the child’s organism derive from the base.

Threonine and aspartic acid were not found in the vaccine; arginine
was also absent from some series. These amino acids were found in the
acid hydrolysate of casein.
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