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DEVELOPMENT OF A VACCINE FOR THE TREATMENT OF URINARY
TRACT INFLAMMATORY DISEASES

KOUKALOVA D, HAJEK V, KODUSEK R

VÝVOJ VAKCÍNY PRO LÉÈBU ZÁNÌTLIVÝCH ONEMOCNÌNÍ MOÈOVÝCH CEST

Abstract
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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-
lls 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.
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K léèbì recidivujících uroinfekcí jsou vìt�inou pou�ívána an-
tibiotika a chemoterapeutika. Úèinnou alternativou je imuno-
terapie inaktivovanými bakteriemi. Autoøi se ve své práci za-
mìøili na vývoj polybakteriální vakcíny se specifickou i ne-
specif ickou imunostimulaèní aktivitou. Vakcína obsahuje
usmrcené bakterie, které se vyskytují jako nejèastìj�í etiolo-
gické agens u infekcí moèového traktu. Pro zaøazení jednotli-
vých kmenù do vakcinaèního preparátu byly rozhodující je-
jich imunostimulaèní vlastnosti hodnocené po intraperitone-
ální aplikaci usmrcených bunìk my�ím. Výsledky byly posu-
zovány podle hmotnostních pøírùstkù jater a sleziny
a verifikovány histologickým vy�etøením tìchto orgánù. Fi-
nální forma vakcíny URVAKOL obsahuje imunogennì nejak-
tivnìj�í kmeny druhu Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a Entero-
coccus faecalis, které pøedstavují specificky úèinnou slo�ku
preparátu, adjuvantní aktivitu zaji��uje Propionibacterium
acnes. (Tab. 1, obr. 2, lit. 27.)

Klíèová slova: recidivující uroinfekce, vakcína URVAKOL,
imunostimulaèní úèinek.
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Recidivující infekce moèových cest pøedstavují záva�ný tera-
peutický problém; asi polovina akutních infekcí, zvládnutých léè-
bou antibiotiky nebo chemoterapeutiky, se opakuje do 1 roku po
vyléèení (Sabra, 1995). Pøíèinou recidiv mù�e být imunologický
defekt v odolnosti sliznic vulvy, vaginy a distální èásti moèové
trubice, který umo�òuje adhezi støevních mikroorganismù na epi-
telie urogenitálního systému (Prát a spol., 1989).

Dal�í skupinu chronických infekcí moèového traktu pøed-
stavují nákazy komplikující strukturální abnormality moèové-
ho systému, jakými jsou napøíklad obstrukèní uropatie, konge-

nitální anomálie, neurogenní mìchýø nebo urolitiáza (Sabra,
1995). Váznoucí periodické omývání sliznic moèových cest
proudem moèi a èasté instrumentace podporují chronicitu zá-
nìtlivých procesù.

K zvládnutí recidivujících uroinfekcí jsou vìt�inou pou�ívá-
na antibiotika a chemoterapeutika. Jejich alternativou je imunote-
rapie autovakcínou (Mo�nová a spol., 1985) nebo komerèním pre-
parátem Uro-Vaxom, pøípadnì SolcoUrovac (Prát a spol., 1989).
Snahou této léèebné metody je zamezit nebo alespoò redukovat
adherenci bakterií na uroepitelie.
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Cílem na�í práce byl výbìr vhodných kmenù nejèastìji se uplat-
òujících etiologicky u infekcí vývodných cest moèových a násled-
ná pøíprava polybakteriální vakcíny se specifickou i nespecific-
kou imunostimulaèní aktivitou.

Materiál a metody

Studie byla zahájena izolací 260 bakteriálních kmenù, které ne-
jèastìji vyvolávají infekce moèových cest (Lochmann a spol., 1993).
Jejich výbìr byl zamìøen na identifikaci druhù Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a En-
terococcus faecalis. Anaerobní kultivací bylo dále izolováno 65 kme-
nù rodu Propionibacterium, které mohou mít mimoøádnì vysokou
nespecifickou imunomodulaèní aktivitu (Berd, 1978).

Od nemocných s infekcí moèových cest byly odebrány vzor-
ky moèe (porce støedního proudu). Bezprostøednì po odbìru byla
zahájena kultivace na krevním agaru a Endovì pùdì za aerobních
podmínek, pøi 37 °C, po dobu 24 h semikvantitativní metodou
(Duben a spol., 1986). Do pokusù byly vybrány kmeny narostlé
v poètu 105�107. Jejich pøedbì�ná identifikace podle 12 kritérií
(makroskopický vzhled, motilita, �tìpení indolu, tvorba plynu, si-
rovodíku, ureázy, oxidázy, utilizace citrátu, dekarboxylace lyzinu
a ornitinu, rùst v 6,5 % roztoku NaCl, hydrolýza eskulinu) byla
doplnìna podrobnou diagnostikou na základì 23 reakcí v komer-
ènì vyrábìných setech ENTEROtest 1, 2 a NEFERMtest (Lache-
ma) (Rojíèková a spol., 1994).

Pro záchyt propionibakterií byl odebrán hnis z ko�ních lézí
pacientù s akné. Vzorky byly kultivovány na VL agaru s 10 %
beraní krve pøi 37 °C, v dusíkové atmosféøe obohacené 10 % CO

2
,

po dobu 48 h. Rodové zaøazení získaných kmenù bylo provedeno
na základì makroskopického a mikroskopického vzhledu. K je-
jich podrobné identifikaci bylo pou�ito sady 12 testù komerènì
vyrábìného setu ANAEROtest (Lachema) a 11 doplòkových re-
akcí (motilita, zkapalòování �elatiny, produkce lecitinázy, katalá-
zy, lipázy, ureázy, pigmentu, redukce nitrátù, koagulace a digesce
mléka, citlivost k penicilinu) (Neubauer, 1988; Závadová, 1986).
Experimentální práce s propionibakteriemi pro pøípravu vakcíny
ji� byly zveøejnìny (Koukalová a spol., 1992; Koukalová, 1996).

Z ka�dého izolovaného kmene byla pøipravena vakcína, její�
imunomodulaèní aktivita byla posuzována v dal�í èásti pokusu na
�ivém modelu.

Jednotlivé bakteriální kmeny byly mno�eny celofánovou me-
todou, kmeny druhu Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus fae-
calis na krevním agaru, v aerobním prostøedí obohaceném 10 %
CO

2
, pøi 37 °C, po dobu 24 h. Kmeny propionibakterií byly kulti-

vovány na VL agaru s 10 % beraní krve, v atmosféøe èistého du-
síku, pøi 37 °C, po dobu 48 h. Po pomno�ení byla bakteriální tìla
spláchnuta destilovanou vodou a po dobu 24 h inaktivována 4 %
formolem (Mar�álek a spol., 1971). Po kontrole sterility aerobní
a anaerobní kultivací v tekutých pomno�ovacích médiích po dobu
5 dní byl ve�kerý materiál lyofilizován (Ès. lékopis, 1987). Bez-
prostøednì pøed aplikací pokusným zvíøatùm byla dávka 1,5 nebo
3,0 mg pøíslu�né su�iny suspendována v 0,5 ml fosfátem pufro-
vaného fyziologického roztoku (PBS), pH 7,2. Takto pøipravené
ovìøovací vakcíny byly aplikovány intraperitoneálnì SPF-ICR
outbredním my�ím samièího pohlaví (Velaz, Lysolaje) o hmotnosti
16�20 g. Jednotlivé preparáty byly podány v�dy dvìma my�ím.

Po 10 dnech byla zvíøata usmrcena chloroformem a pitvána. Hod-
noceny byly hmotnostní pøírùstky jater a sleziny a verifikovány
histologicky. Jako kontrola slou�ila skupina 10 my�í, kterým byl
intraperitoneálnì aplikován pouze PBS. Stejným zpùsobem bylo
postupováno pøi ovìøování úèinnosti finální formy vakcíny na sku-
pinì 10 my�í. Výsledky hmotnostních pøírùstkù byly statisticky
hodnocené neparametrickým U testem. Pokusy se zvíøaty probí-
haly v podmínkách, které odpovídaly zákonu 246/92 Sb. na ochra-
nu zvíøat proti týrání a byly schváleny etickou komisí LF UP.

Histologická vy�etøení jater a sleziny oèkovaných my�í byla pro-
vedena obvyklou metodou parafinových øezù. Preparáty byly barve-
ny rutinnì hematoxylinem a eosinem, dále speciálními bakteriosko-
pickými postupy podle Grama-Weigerta, Grocotta a podle Warthina
a Starryho. Pøíle�itostnì byly pou�ity i metody histochemické (PAS-
reakce a vazba koloidního �eleza podle Haleho-Müllera).

Výsledky zmínìných experimentálních postupù a histologických
vy�etøení byly pak pou�ity ke kompletizaci finální formy vakcíny.

Výsledky

Na základì identifikaèních vy�etøení bylo klasifikováno jako
Escherichia coli 64 kmenù, Klebsiella pneumoniae 52 kmenù,
Proteus mirabilis 50 kmenù, Pseudomonas aeruginosa 48 kmenù
a Enterococcus faecalis 46 kmenù.

Ve skupinì kmenù rodu Propionibacterium bylo klasifiková-
no jako Propionibacterium acnes 60 kmenù, Propionibacterium
avidum 3 kmeny a Propionibacterium granulosum 2 kmeny (Ko-
ukalová a spol., 1992; Koukalová, 1996).

Intraperitoneální podání inaktivovaných kmenù pøe�ily v�e-
chny my�i. V prùbìhu pokusu nevykazovala zvíøata vakcinovaná
dávkou 1,5 mg zmìnu v chování, vzhledu a pøíjmu potravy. Zví-
øata oèkovaná dávkou 3,0 mg byla v prvních dnech naopak spa-
vá, neteèná, se silným zánìtem spojivek katarálního charakteru
a naje�enou srstí. Od 5.�6. dne se jejich stav normalizoval.

Po utracení my�í a zvá�ení vnitøních orgánù byl, ve srovnání
s kontrolní skupinou, prùmìr hmotnosti jater a sleziny zøetelnì
vy��í pøi pou�ití vakcín obsahujících gramnegativní bakterie
(o 48�200 %) (p≤0,05) a zvlá�tì pak po aplikaci anaerobních
grampozitivních tyèinek Propionibacterium acnes (o 118�
481 %) (p≤0,05). Hmotnostní rozdíly vnitøních orgánù po dáv-
kách 1,5 a 3,0 mg nebyly pozorovány. U vakcín pøipravených
z grampozitivních enterokokù k signifikantnímu zvý�ení hmot-
nosti jmenovaných orgánù nedo�lo.

Bakteriální kmeny, které vyvolaly nejintenzivnìj�í zvìt�ení
orgánù tvorbou sterilních granulomù v játrech, hyperplazií bílé
pulpy a extramedulární krvetvorbou ve slezinì, byly vybrány pro
finální skladbu vakcíny (obr. 1, 2, tab. 1).

Kmeny Escherichia coli 12, Klebsiella pneumoniae 16, Prote-
us mirabilis 51, Pseudomonas aeruginosa 70, Enterococcus faeca-
lis 78 pøedstavují specificky úèinnou slo�ku preparátu URVAKOL
a jsou v nìm zastoupeny v pomìru 3:3:1:1:2. Nespecifickou imu-
nostimulaèní aktivitu zaji��uje kmen Propionibacterium acnes 17.
Obì tyto úèinné slo�ky byly smí�eny v hmotnostním pomìru 2:1.

Histologické vy�etøení jater my�í, oèkovaných intraperitone-
álnì vybranými kmeny gramnegativních tyèinek, prokázalo zá-
nìtlivé lymfoidní uzlíky dispergované v parenchymu, èetné mitó-
zy v hepatocytech, známky ploidie a ojedinìlé megakaryocyty. Pøi
vy�etøení slezin tìchto zvíøat byla popsána obrovsky vystupòova-
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ná extramedulární hemopoéza. V bílé pulpì byly zasti�eny ojedi-
nìlé epiteloidní uzlíèkovité mikrogranulomy (Koukalová, 1996).

Histologické vy�etøení obou orgánù my�í po intraperitoneální
aplikaci enterokokù, prokázalo jen lehkou polyploidii hepatocytù
a mírnou hyperplazii bílé i èervené pulpy sleziny (Koukalová, 1996).

V parenchymu jater a sleziny my�í, oèkovaných stejným zpù-
sobem propionibakteriemi, byly zaznamenány rozsáhlé mnoholo-
�iskové zmìny ve formì lymfohistiocytárních infiltrátù a epitelo-

idnì-granulomatózních proliferací uzlíèkovitého vzhledu (Kouka-
lová a spol., 1992; Koukalová, 1996).

Ve tkáni jater my�í, oèkovaných intraperitoneálnì finální for-
mou vakcíny, byla pozorována drobná granulomatózní lo�iska a pe-
riportální zánìtlivé infiltráty ze støednì velkých mononukleárù
a bunìk histiocytární øady. Ve slezinách vakcinovaných zvíøat bylo
výrazné vystupòování extramedulární hemopoézy, zejména ve slo�-
ce megakaryocytární a granulocytární. Megakaryocyty byly nale-
zeny v rùzném stupni zralosti a ploidity, s relativnì èastými mi-
tózami multipolárního typu. V bílé pulpì byly pøítomny ojedinìlé
germinativní folikly. Nápadnìj�í bylo roz�íøení marginálních zón
reaktivních fagocytù (Koukalová, 1996).

Diskuse

Vnímavost jedince k infekci moèových cest je výsledkem in-
terakce nìkolika faktorù � virulence urèitých druhù a variant
bakterií (napø. Escherichia coli s P fimbriemi), stavu obranyschop-
nosti makroorganismu a charakteru prostøedí, v nìm� dochází ke
kontaktu jedince a bakterie (moè se v�emi jejími antibakteriální-
mi slo�kami � pH, lysozym, sIgA, Tamm-Horsfallùv glykopro-
tein) (Sabra, 1995; Svanborg-Edén a spol., 1982).

Záva�nost infekce je tedy ve velké míøe urèována druhem a vi-
rulencí pùvodce. Druhové zastoupení bakteriálních kmenù v na�í
vakcínì vychází proto ze znalosti nejèastìj�ích pùvodcù infekcí
moèových orgánù v olomoucké nemocnici i jiných èeských regio-
nech (Lochmann a spol., 1993) a je srovnatelné se slo�ením injekè-
ní vakcíny SolcoUrovac �výcarské provenience (Prát a spol., 1989).
Za zcela nový a odli�ující prvek v na�em preparátu pova�ujeme
pøítomnost kmene Propionibacterium acnes, jeho� imunomodulaèní
aktivita ve smyslu nespecifické imunitní odpovìdi byla opakovanì
popsána v odborné literatuøe (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-

Tab. 1. Hmotnostní hodnoty jater a slezin (prùmìry v g) po intrape-
ritoneální aplikaci vybraných kmenù a finální formy vakcíny.
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.

Bakteriální kmen Dávka (mg) Játra 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 (kontrolní skupina) 1,82 0,13
PBS (control group)

p≤0,05

Obr. 1. Zvìt�ené orgány my�í vakcinovaných intraperitoneálnì kmenem
Klebsiella pneumoniae è. 16. 1. Vakcinace dávkou 1,5 mg � prùmìrný
hmotnostní pøírùstek jater 3,235 g, slezin 0,63 g. 2. Vakcinace dávkou 3,0
mg � prùmìrný hmotnostní pøírùstek jater 2,795 g, slezin 0,545 g. 3.
Kontrolní nevakcinovaná 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.

Obr. 2. Zvìt�ené orgány my�i po intraperitoneální aplikaci kmene
Propionibacterium acnes 17. Vpravo játra (2,88 g) a slezina (0,87 g)
vakcinované my�i. Vlevo játra (1,48 g) a slezina (0,06 g) kontrolní
nevakcinované my�i.
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.
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zkowski a spol., 1990; Werner, 1987) a je ovìøena i na�ím praco-
vi�tìm jak na �ivém modelu v laboratorních podmínkách (Kala
a spol., 1993; Koukalová a spol., 1992), tak v klinické praxi (Bys-
troò a spol., 1992; Kolek a spol., 1992; Koukalová a spol., 1995).

Vakcinaèní preparát byl testován imunologickým pracovi�tìm
v Tìchonínì (Vojenská lékaøská akademie J.E. Purkynì, Hradec
Králové). Sledování jeho vlivu na humorální i bunìènou imunitu
po perorálním i intraperitoneálním podání, prokázalo vysokou
imunostimulaèní aktivitu pøípravku a je pøedmìtem dal�ího sdì-
lení. Pøedbì�ná klinická studie na malém souboru nemocných
s chronickými uroinfekcemi potvrdila, �e léèba vakcínou URVA-
KOL je úèinná (Koukalová, 1996).

Závìr

Z klinického materiálu bylo izolováno a identifikováno 320
kmenù druhù Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a Pro-
pionibacterium acnes. Imunostimulaèní aktivita usmrcených kme-
nù byla testována na �ivém modelu my�í po intraperitoneální apli-
kaci metodou hodnocení hmotnostních pøírùstkù jater a slezin a je-
jich histologickým vy�etøením.

Do finální formy vakcíny URVAKOL byly vybrány kmeny,
které zpùsobily nejvìt�í zvìt�ení obou orgánù potvrzené histolo-
gickým nálezem. Preparát obsahuje kmeny Escherichia coli 12,
Klebsiella pneumoniae 16, Proteus mirabilis 51, Pseudomonas
aeruginosa 70, Enterococcus faecalis 78 a Propionibacterium
acnes 17. Rovnì� kompletní vakcína má pøi intraperitoneálním
podání my�ím výrazný imunostimulaèní úèinek.*
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