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DEVELOPMENT OF A VACCINE FOR THE TREATMENT OF URINARY
TRACT INFLAMMATORY DISEASES
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VYVOJ VAKCINY PRO LECBU ZANETLIVYCH ONEMOCNENI MOCOVYCH CEST
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Recidiving uroinfections are predominantly treated with anti-
biotics and chemotherapeutics. An effective alternative treat-
ment can be immunotherapy with inactivated bacteria. The
authors have focused on the development of polybacterial vac-
cine with both specific and nonspecific immunostimulatory
activity. The vaccine contains killed bacteria which most fre-
quently occur as an etiological agent in urinary tract infec-
tions. Determining for the selection of particular strains for
the vaccine preparation were their immunostimulatory pro-
perties evaluated after intraperitoneal application of killed ce-
IIs to mice. The results were evaluated according to weight
gain of liver and spleen and verified by histological examina-
tion of these organs. The final form of the vaccine URVAKOL
contains immunogenically most active strains of Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa and Enterococcus faecalis, representing specific ef-
fective part of the preparation,adjuvant activity is provided
by Propionibacterium acnes. (Tab. 1, Fig. 2, Ref. 27.)

Key words: recidiving uroinfection, vaccine URVAKOL, im-
munostimulatory effect.

Recidivujici infekce mocovych cest pfedstavuji zdvazny tera-
peuticky problém; asi polovina akutnich infekci, zvladnutych 1é¢-
bou antibiotiky nebo chemoterapeutiky, se opakuje do 1 roku po
vyléceni (Sabra, 1995). Pfi¢inou recidiv mize byt imunologicky
defekt v odolnosti sliznic vulvy, vaginy a distalni ¢asti mocové
trubice, ktery umoziuje adhezi stievnich mikroorganismi na epi-
telie urogenitalniho systému (Prat a spol., 1989).

Dalsi skupinu chronickych infekci mocového traktu pred-
stavuji nakazy komplikujici strukturalni abnormality mocové-
ho systému, jakymi jsou naptiklad obstrukéni uropatie, konge-
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K 1é¢bé recidivujicich uroinfekei jsou vétSinou pouzivana an-
tibiotika a chemoterapeutika. U¢innou alternativou je imuno-
terapie inaktivovanymi bakteriemi. Autofi se ve své praci za-
méfili na vyvoj polybakteridlni vakciny se specifickou i ne-
specifickou imunostimulaéni aktivitou. Vakcina obsahuje
usmrcené bakterie, které se vyskytuji jako nejéastéjsi etiolo-
gické agens u infekci mocového traktu. Pro zatazeni jednotli-
vych kment do vakcina¢niho preparatu byly rozhodujici je-
jich imunostimulaéni vlastnosti hodnocené po intraperitone-
alni aplikaci usmrcenych bun¢k mysim. Vysledky byly posu-
zovany podle hmotnostnich pfirustkl jater a sleziny
a verifikovany histologickym vySetfenim téchto organi. Fi-
nalni forma vakciny URVAKOL obsahuje imunogenné nejak-
tivn€j§i kmeny druhu Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a Entero-
coccus faecalis, které predstavuji specificky ucinnou slozku
preparatu, adjuvantni aktivitu zajistuje Propionibacterium
acnes. (Tab. 1, obr. 2, lit. 27.)

Klicova slova: recidivujici uroinfekce, vakcina URVAKOL,
imunostimulaéni Gcinek.

nitdlni anomalie, neurogenni méchyf nebo urolitidza (Sabra,
1995). Vaznouci periodické omyvani sliznic mocovych cest
proudem moci a Casté instrumentace podporuji chronicitu za-
nétlivych procesu.

K zvladnuti recidivujicich uroinfekci jsou vétSinou pouziva-
na antibiotika a chemoterapeutika. Jejich alternativou je imunote-
rapie autovakcinou (Mosnova a spol., 1985) nebo komer¢nim pre-
paratem Uro-Vaxom, pfipadné SolcoUrovac (Prat a spol., 1989).
Snahou této 1écebné metody je zamezit nebo alespon redukovat
adherenci bakterii na uroepitelie.
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Cilem nasi prace byl vybér vhodnych kment nejcastéji se uplat-
nujicich etiologicky u infekci vyvodnych cest moc¢ovych a nasled-
na priprava polybakteridlni vakciny se specifickou i nespecific-
kou imunostimula¢ni aktivitou.

Material a metody

Studie byla zahajena izolaci 260 bakterialnich kmen, které ne-
j€astéji vyvolavaji infekce mocovych cest (Lochmann a spol., 1993).
Jejich vybér byl zaméfen na identifikaci druhtt Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a En-
terococcus faecalis. Anaerobni kultivaci bylo dale izolovano 65 kme-
ni rodu Propionibacterium, které mohou mit mimotadné vysokou
nespecifickou imunomodulacni aktivitu (Berd, 1978).

Od nemocnych s infekci mocovych cest byly odebrany vzor-
ky moce (porce stiedniho proudu). Bezprostiedné po odbéru byla
zahajena kultivace na krevnim agaru a Endové pud¢ za aerobnich
podminek, pfi 37 °C, po dobu 24 h semikvantitativni metodou
(Duben a spol., 1986). Do pokusi byly vybrany kmeny narostlé
v poétu 105—107. Jejich ptedbéznd identifikace podle 12 kritérii
(makroskopicky vzhled, motilita, §tépeni indolu, tvorba plynu, si-
rovodiku, uredzy, oxidazy, utilizace citratu, dekarboxylace lyzinu
a ornitinu, rust v 6,5 % roztoku NaCl, hydrolyza eskulinu) byla
doplnéna podrobnou diagnostikou na zékladé 23 reakci v komer-
¢né vyrabénych setech ENTEROtest 1, 2 a NEFERMtest (Lache-
ma) (Rojickova a spol., 1994).

Pro zachyt propionibakterii byl odebran hnis z koznich 1ézi
pacienti s akné. Vzorky byly kultivovany na VL agaru s 10 %
berani krve pfi 37 °C, v dusikové atmosféie obohacené 10 % CO,,
po dobu 48 h. Rodové zatazeni ziskanych kment bylo provedeno
na zakladé¢ makroskopického a mikroskopického vzhledu. K je-
jich podrobné identifikaci bylo pouzito sady 12 testi komeréné
vyrabéného setu ANAEROtest (Lachema) a 11 doplikovych re-
akci (motilita, zkapalfiovani zelatiny, produkce lecitinazy, katala-
zy, lipazy, ureazy, pigmentu, redukce nitratli, koagulace a digesce
mléka, citlivost k penicilinu) (Neubauer, 1988; Zavadova, 1986).
Experimentalni prace s propionibakteriemi pro piipravu vakciny
jiz byly zvetejnény (Koukalova a spol., 1992; Koukalova, 1996).

Z kazdého izolovaného kmene byla ptipravena vakcina, jejiz
imunomodulacni aktivita byla posuzovéana v dalsi ¢asti pokusu na
zivém modelu.

Jednotlivé bakteridlni kmeny byly mnozeny celofanovou me-
todou, kmeny druhu Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus fae-
calis na krevnim agaru, v aerobnim prostfedi obohaceném 10 %
CO,, pfi 37 °C, po dobu 24 h. Kmeny propionibakterii byly kulti-
vovany na VL agaru s 10 % berani krve, v atmosfére Cistého du-
siku, piti 37 °C, po dobu 48 h. Po pomnozeni byla bakteridlni téla
splachnuta destilovanou vodou a po dobu 24 h inaktivovana 4 %
formolem (Marsalek a spol., 1971). Po kontrole sterility acrobni
a anaerobni kultivaci v tekutych pomnozovacich médiich po dobu
5 dni byl veskery materidl lyofilizovan (Cs. 1ékopis, 1987). Bez-
prostiedné ptfed aplikaci pokusnym zvifatim byla ddvka 1,5 nebo
3,0 mg pfislusné susiny suspendovana v 0,5 ml fosfatem pufro-
vaného fyziologického roztoku (PBS), pH 7,2. Takto pfipravené
ovéfovaci vakciny byly aplikovany intraperitonealné SPF-ICR
outbrednim myS$im samiciho pohlavi (Velaz, Lysolaje) o hmotnosti
16—20 g. Jednotlivé preparaty byly podany vzdy dvéma mysim.

Po 10 dnech byla zvifata usmrcena chloroformem a pitvana. Hod-
noceny byly hmotnostni pfirtstky jater a sleziny a verifikovany
histologicky. Jako kontrola slouzila skupina 10 mysi, kterym byl
intraperitonealné aplikovan pouze PBS. Stejnym zpusobem bylo
postupovano pii ovéfovani uc¢innosti findlni formy vakciny na sku-
piné 10 mysi. Vysledky hmotnostnich pfirtistkll byly statisticky
hodnocené neparametrickym U testem. Pokusy se zvifaty probi-
haly v podminkéch, které odpovidaly zakonu 246/92 Sb. na ochra-
nu zvifat proti tyrani a byly schvaleny etickou komisi LF UP.

Histologicka vysetteni jater a sleziny ockovanych mysi byla pro-
vedena obvyklou metodou parafinovych fezi. Preparaty byly barve-
ny rutinné hematoxylinem a eosinem, déle specidlnimi bakteriosko-
pickymi postupy podle Grama-Weigerta, Grocotta a podle Warthina
a Starryho. Prilezitostné byly pouzity i metody histochemické (PAS-
reakce a vazba koloidniho Zeleza podle Haleho-Miillera).

Vysledky zminénych experimentalnich postuptia histologickych
vySetieni byly pak pouzity ke kompletizaci finalni formy vakciny.

Vysledky

Na zaklad¢ identifikacnich vysetfeni bylo klasifikovano jako
Escherichia coli 64 kmenu, Klebsiella pneumoniae 52 kmeni,
Proteus mirabilis 50 kment, Pseudomonas aeruginosa 48 kment
a Enterococcus faecalis 46 kmenl.

Ve skupiné kment rodu Propionibacterium bylo klasifikova-
no jako Propionibacterium acnes 60 kmenu, Propionibacterium
avidum 3 kmeny a Propionibacterium granulosum 2 kmeny (Ko-
ukalova a spol., 1992; Koukalova, 1996).

Intraperitonealni podani inaktivovanych kment pfezily vse-
chny mysi. V pribéhu pokusu nevykazovala zvifata vakcinovana
davkou 1,5 mg zménu v chovani, vzhledu a pfijmu potravy. Zvi-
fata ockovana davkou 3,0 mg byla v prvnich dnech naopak spa-
va, netecna, se silnym zanétem spojivek kataralniho charakteru
a najezenou srsti. Od 5.—6. dne se jejich stav normalizoval.

Po utraceni mysi a zvazeni vnitfnich organt byl, ve srovnani
s kontrolni skupinou, primér hmotnosti jater a sleziny zieteln¢
vysS8i pii pouziti vakein obsahujicich gramnegativni bakterie
(0 48—200 %) (p<0,05) a zvlast¢ pak po aplikaci anaerobnich
grampozitivnich ty¢inek Propionibacterium acnes (o 118—
481 %) (p<0,05). Hmotnostni rozdily vnitfnich organti po déav-
kach 1,5 a 3,0 mg nebyly pozorovany. U vakcin pfipravenych
z grampozitivnich enterokoki k signifikantnimu zvySeni hmot-
nosti jmenovanych organti nedoslo.

Bakterialni kmeny, které vyvolaly nejintenzivnéj$i zvétseni
organtl tvorbou sterilnich granulomu v jatrech, hyperplazii bilé
pulpy a extramedularni krvetvorbou ve sleziné, byly vybrany pro
finalni skladbu vakciny (obr. 1, 2, tab. 1).

Kmeny Escherichia coli 12, Klebsiella pneumoniae 16, Prote-
us mirabilis 51, Pseudomonas aeruginosa 70, Enterococcus faeca-
lis 78 ptedstavuji specificky u¢innou slozku preparatu URVAKOL
a jsou v ném zastoupeny v poméru 3:3:1:1:2. Nespecifickou imu-
nostimulacni aktivitu zajistuje kmen Propionibacterium acnes 17.
Obé tyto ucinné slozky byly smiseny v hmotnostnim poméru 2:1.

Histologické vysSetfeni jater mysi, ockovanych intraperitone-
aln¢ vybranymi kmeny gramnegativnich tycinek, prokazalo za-
nétlivé lymfoidni uzliky dispergované v parenchymu, ¢etné mito-
zy v hepatocytech, znamky ploidie a ojedinélé megakaryocyty. Pii
vysetfeni slezin téchto zvitat byla popsana obrovsky vystupnova-
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Obr. 1. ZvétSené organy mysi vakcinovanych intraperitonealné kmenem
Klebsiella pneumoniae ¢. 16. 1. Vakcinace davkou 1,5 mg — primérny
hmotnostni pFiristek jater 3,235 g, slezin 0,63 g. 2. Vakcinace davkou 3,0
mg — prumérny hmotnostni prirastek jater 2,795 g, slezin 0,545 g. 3.
Kontrolni nevakcinovana my§ — hmotnost jater 1,82 g, sleziny 0,1 g.
Fig. 1. Enlarged organs of mice vaccinated intraperitoneally with strain
Klebsiella pneumoniae No. 16. 1. Vaccination with the dose 1.5 mg —
mean liver weight gain 3.235 g, mean spleen weight gain 0.63 g. 2.
Vaccination with the dose 3.0 mg — mean liver weight gain 2.795 g,
mean spleen weight gain 0.545 g. 3. Control nonvaccinated mouse —
liver weight 1.82 g, spleen weight 0.1 g.

na extramedularni hemopoéza. V bilé pulpé byly zastizeny ojedi-
né¢lé epiteloidni uzlickovité mikrogranulomy (Koukalova, 1996).

Histologické vySetfeni obou orgdnti mysi po intraperitonealni
aplikaci enterokoku, prokazalo jen lehkou polyploidii hepatocytii
a mirnou hyperplazii bilé i ¢ervené pulpy sleziny (Koukalova, 1996).

V parenchymu jater a sleziny mysi, o¢kovanych stejnym zpu-
sobem propionibakteriemi, byly zaznamenany rozsahlé mnoholo-
ziskové zmeény ve formé lymfohistiocytarnich infiltrati a epitelo-

Tab. 1. Hmotnostni hodnoty jater a slezin (priméry v g) po intrape-
ritonedlni aplikaci vybranych kmenu a findlni formy vakeiny.

Tab. 1. Weight values of liver and spleen (mean in g) after intraperito-
neal application of selected strains and the final form of the vaccine.

Bakterialni kmen Davka (mg)  Jatra Slezina
Bacterial strain Dose (mg) Liver Spleen
Escherichia coli 12 1,5 3,74 0,93
Escherichia coli 12 3,0 3,77 0,82
Klebsiella pneumoniae 16 1,5 3,24 0,63
Klebsiella pneumoniae 16 3,0 2,80 0,15
Proteus mirabilis 51 1,5 3,62 0,91
Proteus mirabilis 51 3,0 3,72 1,01
Pseudomonas aeruginosa 70 1,5 2,58 0,26
Pseudomonas aeruginosa 70 3,0 2,63 0,31
Enterococcus faecalis 78 1,5 1,88 0,18
Enterococcus faecalis 78 3,0 1,87 0,14
Propionibacterium acnes 17 1,5 2,90 0,88
Propionibacterium acnes 17 3,0 2,93 0,88
URVAKOL 1,5 2,35 0,32
URVAKOL 3,0 2,47 0,33
PBS (kontrolni skupina) 1,82 0,13
PBS (control group)

p<0,05

Obr. 2. Zvétsené organy mysi po intraperitonealni aplikaci kmene
Propionibacterium acnes 17. Vpravo jatra (2,88 g) a slezina (0,87 g)
vakcinované mysi. Vlevo jatra (1,48 g) a slezina (0,06 g) kontrolni
nevakcinované mysi.

Fig. 2. Enlarged organs of mice vaccinated intraperitoneally with strain
Propionibacterium acnes 17. At the right — liver (2.88 g) and spleen
(0.87 g) of vaccinated mouse. At the left — liver (1.48 g) and spleen
(0.06 g) of control nonvaccinated mouse.

idné-granulomatdznich proliferaci uzlickovitého vzhledu (Kouka-
lova a spol., 1992; Koukalova, 1996).

Ve tkani jater mysi, o¢kovanych intraperitonedlné findlni for-
mou vakciny, byla pozorovana drobnd granulomatdzni loziska a pe-
riportalni zanétlivé infiltraty ze stfedné velkych mononukleart
a bunék histiocytarni fady. Ve slezinach vakcinovanych zvirat bylo
vyrazné vystupnovani extramedularni hemopoézy, zejména ve sloz-
ce megakaryocytarni a granulocytarni. Megakaryocyty byly nale-
zeny v ruzném stupni zralosti a ploidity, s relativné ¢astymi mi-
tézami multipolarniho typu. V bilé pulpé byly pfitomny ojedinélé
germinativni folikly. Napadnéjsi bylo rozsifeni marginalnich zon
reaktivnich fagocyti (Koukalova, 1996).

Diskuse

Vnimavost jedince k infekci mocovych cest je vysledkem in-
terakce nékolika faktortt — virulence urcitych druht a variant
bakterii (napt. Escherichia coli s P fimbriemi), stavu obranyschop-
nosti makroorganismu a charakteru prosttedi, v némz dochazi ke
kontaktu jedince a bakterie (mo¢ se vSemi jejimi antibakterialni-
mi slozkami — pH, lysozym, sIgA, Tamm-Horsfalliv glykopro-
tein) (Sabra, 1995; Svanborg-Edén a spol., 1982).

Zavaznost infekce je tedy ve velké mife ur€ovana druhem a vi-
rulenci ptivodce. Druhové zastoupeni bakteridlnich kmentl v nasi
vakeiné vychazi proto ze znalosti nejcastéjSich ptivodct infekei
mocovych organii v olomoucké nemocnici i jinych ¢eskych regio-
nech (Lochmann a spol., 1993) a je srovnatelné se slozenim injek¢-
ni vakciny SolcoUrovac §vycarské provenience (Prata spol., 1989).
Za zcela novy a odlisujici prvek v naSem preparatu povazujeme
ptitomnost kmene Propionibacterium acnes, jehoz imunomodula¢ni
aktivita ve smyslu nespecifické imunitni odpovédi byla opakované
popséana v odborné literatufe (Berd, 1978; Beuth a spol., 1990;
Duncan a spol., 1992; Lipton a spol., 1991; Marel a spol., 1989;
Mikulenka a spol., 1986; Pulverer, 1982; Raica a spol., 1989; Ros-
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zkowski a spol., 1990; Werner, 1987) a je ovéfena i nasim praco-
vistém jak na zivém modelu v laboratornich podminkach (Kala
a spol., 1993; Koukalova a spol., 1992), tak v klinické praxi (Bys-
tron a spol., 1992; Kolek a spol., 1992; Koukalova a spol., 1995).

Vakcinacni preparat byl testovan imunologickym pracovistém
v Téchonin¢ (Vojenska l¢karskd akademie J.E. Purkyné, Hradec
Kralové). Sledovani jeho vlivu na humoralni i bunéénou imunitu
po peroralnim i intraperitonealnim podani, prokazalo vysokou
imunostimulaéni aktivitu piipravku a je predmétem dal§iho sdé-
leni. Piedbézna klinickd studie na malém souboru nemocnych
s chronickymi uroinfekcemi potvrdila, zZe 1é¢ba vakcinou URVA-
KOL je uc¢inna (Koukalova, 1996).

Zavér

Z klinického materidlu bylo izolovano a identifikovano 320
kment druhQt Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a Pro-
pionibacterium acnes. Imunostimulac¢ni aktivita usmrcenych kme-
nl byla testovana na zivém modelu mysi po intraperitonealni apli-
kaci metodou hodnoceni hmotnostnich priristki jater a slezin a je-
jich histologickym vySetfenim.

Do finalni formy vakciny URVAKOL byly vybrany kmeny,
které zpusobily nejvétsi zvétseni obou organt potvrzené histolo-
gickym nalezem. Preparat obsahuje kmeny Escherichia coli 12,
Klebsiella pneumoniae 16, Proteus mirabilis 51, Pseudomonas
aeruginosa 70, Enterococcus faecalis 78 a Propionibacterium
acnes 17. Rovnéz kompletni vakcina md pfi intraperitonealnim
podani my$im vyrazny imunostimulaéni G¢inek.”
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