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IMMUNOSTIMULATORY ACTIVITY OF THE VACCINE USED IN THE
TREATMENT OF RECURRENT URINARY INFECTIONS. I.

KOUKALOVA D, KROCOVA Z, VITEK P, MACELA A, HAJEK V

IMUNOSTIMULAÈNÍ AKTIVITA VAKCÍNY PRO LÉÈBU RECIDIVUJÍCÍCH UROINFEKCÍ. I.

Abstract

Koukalova D, Krocova Z, Vitek P, Macela A, Hajek V:
Immunostimulatory Activity of the Vaccine Used in the Tre-
atment of Recurrent Urinary Infections. I.
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The authors inform about the immunomodulatory properties
of the vaccine URVAKOL aimed for the treatment of recidi-
ving urinary infections. The results of immunostimulatory ac-
tivity of the preparation and its effects on cellular and humo-
ral immunity in mice following intraperitoneal administration
of the vaccine are presented. The vaccine markedly increases
cytotoxic activity of adhering peritoneal cells and has protecti-
ve effects in model infection induced by intracellular pathogen
Francisella tularensis (strain 15 L). (Tab. 6, Fig. 6, Ref. 9.)
Key words: recurrent urinary infections, vaccine URVAKOL,
intraperitoneal administration, immunomodulatory effect.
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Autoøi referují o imunomodulaèních vlastnostech vakcíny
URVAKOL urèené k léèbì recidivujících uroinfekcí. Popisují
výsledky vy�etøení imunostimulaèní aktivity pøípravku a ov-
livnìní humorální i bunìèné slo�ky imunitního systému my�í
po jeho intraperitoneálním podání. Vakcína silnì zvy�uje cy-
totoxickou aktivitu adherujících peritoneálních bunìk a pùso-
bí protektivnì pøi modelové infekci intracelulárním patoge-
nem Francisella tularensis (kmen 15 L). (Tab. 6, obr. 6, lit.
9.)
Klíèová slova: recidivující uroinfekce, vakcína URVAKOL, in-
traperitoneální podání, imunomodulaèní úèinek.
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V práci jsou pøedlo�eny výsledky testování polybakteriální
vakcíny URVAKOL pøipravené pracovníky Ústavu mikrobiologie
Lékaøské fakulty UP v Olomouci. Pøi hodnocení imunomodulaè-
ních vlastností preparátu bylo pou�ito metody testování podle ví-
cestupòového schématu Macely a spol. (1990) a metod zveøejnì-
ných dal�ími autory (Hofstaetter a spol., 1981; Procházková
a spol., 1986; �terzl a spol., 1966).

V první variantì � intraperitoneální podání � byly hodno-
ceny vlivy preparátu na aktivitu my�ích pøirozených zabíjeèských
bunìk (NK), lymfoproliferativní reakce slezinných bunìk na po-
lyklonální mitogeny konkanavalin A (ConA) a lipopolysacha-
rid (LPS), cytotoxickou aktivitu adherujících peritoneálních bu-
nìk, vliv preparátu v kostimulaèním testu in vitro a na reduktázo-
vou aktivitu adherujících peritoneálních bunìk. Dále byl sledován
jeho úèinek na mno�ství bunìk produkujících IgM a IgG. Posu-
zován byl rovnì� vliv vakcíny na pøe�ívání my�í pøi jejich subku-
tánní infekèní zátì�i, reakci pozdní pøecitlivìlosti (DTH) a tvorbu
protilátek proti dané infekci.

Materiál a metody

K pokusùm byly pou�ívány inbrední my�i C3H/DiSn z chovu
støediska biomodelù ÈSAV Koleè. Na ka�dý interval byly pou�ity 3
my�i � samice o hmotnosti 20�25 g. My�i byly krmeny stan-
dardní dietou DOS 2b (Velaz, Lysá nad Labem). Potrava a voda
podávány ad libitum. Aklimatizace zvíøat na podmínky laboratoøe
byla 10 dnù. Pro úèely nìkterých biologických testù byly pøipravo-
vány z orgánù pokusných zvíøat bunìèné kultury. Pokusy se zvíøaty
probíhaly v podmínkách, které odpovídaly zákonu 246/92 Sb. na
ochranu zvíøat proti týrání a byly schváleny etickou komisí LF UP.

Pou�ité infekèní agens, Francisella tularensis kmen 15 L (vak-
cinaèní kmen), bylo udr�ováno pasá�emi na my�ích ICR. Pøed
experimentem byla provedena jeho subpasá� na thioglykolátové
agarové pùdì s 5 % králièí krve. Infekèní agens bylo podáváno
pokusným zvíøatùm do levé zadní nohy subkutánnì, v dávce 46
CFU (colony forming units) v 0,1 ml fosfátem pufrovaného fy-
ziologického roztoku (PBS) na my�.
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Lyofilizovaný bakteriální preparát URVAKOL byl naøedìn do
koncentrace 1 mg/0,5 ml PBS (Koukalová, 1996). My�ím byl
podáván jednorazovì v dávce 0,5 ml intraperitoneálnì.

Chemikálie
Byly pou�ity glutamin (Sevac, Praha), gentamicin (Pharma-

chim, Bulharsko), neesenciální aminokyseliny (Sevac, Praha), mer-
captoethanol (Fluka), pyrohroznan sodný (Lachema, Brno), HE-
PES (Park Sci. Ltd., Northampton), fetal calf serum (FCS), RPMI-
1640 (Sebak, Nìmecko), korpuskulární antigen Francisella tula-
rensis Ag2 (Sevac, Praha) na stanovení specifických protilátek
ELISA testem, Muellerovy�Hintonovy pevné pùdy (Difco), 0,1
% roztok �elatiny v PBS (Tìchonín podle SOP.ÚGN.09) obsahu-
jící 0,02 % azidu sodného (Lachema, Brno), 0,2 % Triton X-100
(Koch-Light) v PBS, SwAM/Px (Sevac, Praha) v 5 % roztoku
bovinního albuminu (Ivanovice na Hané) v PBS bez azidu, roztok
orthophenylendiaminu (Loba) v Mc Ilvainovì pufru (Tìchonín),
peroxid vodíku (Lachema, Brno), veronalový pufr (Sevac, Praha),
lidský albumin (Imuna, �ari�ské Michalany), Agarose indubiose
A37 (France), SwAM/G-RIA (Sevac, Praha), lipopolysacharid z E.
coli 055:B5 (Sigma), Concanavalin A (Pharmacia), scintilaèní
roztok SLT 41 (Spolana, Neratovice), 3H-thymidin (ÚVVVR Pra-
ha), izotop chromu 51Cr (Amersham CJS 4), 1 % roztok Ajatinu,
0,5 % roztok Persterilu, ether a �ivý kmen Francisella tularensis
kmen 15 L.

Cytotoxická aktivita adherujících peritoneálních bunìk
My�ím byl preparát aplikován intraperitoneálnì v intervalech

21, 14, 11, 7, 5, 3, 2 a 1 den pøed pokusem. Kontrolní skupinì byl
podán PBS stejného objemu a ve stejných intervalech jako prepa-
rát. Za 24 h po poslední dávce byl proveden peritoneální výplach
chlazeným PBS a suspenze peritoneálních bunìk naøedìna na
koncentraci 2x106 bunìk na 1 ml kultivaèního média. Buòky (0,2
ml/jamku) byly inkubovány v panelu s 96 jamkami (Nunclon) 3 h
pøi 37 °C, v atmosféøe s 5 % CO

2
. Po adherenci makrofágù byly

jamky nìkolikanásobnì promyty (promývací médium � RPMI
1640, glutamin, gentamicin) a pak pøidány cílové my�í mastocy-
tární buòky (P 815) znaèené 51Cr (0,1 ml/jamku, koncentrace 2.105

bunìk/ml média) [kultivaèní médium � RPMI 1640, 10 % pre-
kolostrální telecí sérum, inaktivované (PTSI), glutamin, gentami-
cin, neesenciální aminokyseliny (NEA), pyrohroznan sodný, N-
(2-hydroxyethyl)piperazine-N-(-etanesulfonic acid]). Po 20 hodi-
nách inkubace pøi 37 °C, v atmosféøe s 5 % CO

2
, bylo odebráno

médium nad adherovanými buòkami a promìøeno na gama scinti-
laèním automatu (Procházková a spol., 1986).

Aktivita NK bunìk
My�ím byl intraperitoneálnì aplikován testovaný preparát

v dávce 0,5 ml v intervalech 14, 11, 7, 5, 3, 2, a 1 den pøed poku-
sem. Kontrolní skupinì zvíøat byl stejným zpùsobem podán PBS.

V den pokusu byly utraceným my�ím vyjmuty sleziny. Sus-
penze slezinných bunìk byly pøipraveny protlaèením slezin pøes
sterilní sítko a trojnásobným promytím (promývací médium � M
199, glutamin, gentamicin, NaHCO

3
). Po upravení koncentrace

suspenzí (1.107 bunìk/ml) kultivaèním médiem (kultivaèní médium
� M 199, 10 % PTSI, glutamin, gentamicin, NEA, NaHCO

3
)

byly napipetovány po 0,1 ml do jamek panelu (Nunclon). Dále
byly pøidány cílové buòky znaèené 51Cr, adherující my�í lymfob-

lasty (YAC-1) i neadherující lidské lymfoblasty (K562), v kon-
centraci 1.104 bunìk/ml média a mno�ství 0,1 ml/jamku. Po 5 ho-
dinách inkubace pøi 37 °C, v atmosféøe s 5 % CO

2
,
 
byl odebrán

supernatant a zmìøen na gamascintilaèním automatu. Ze zji�tì-
ných hodnot bylo stanoveno procento specificky uvolnìného 51Cr
jako míra aktivity NK bunìk (Brunner a spol., 1968).

Neadherující cílové buòky byly pou�ívány jako dal�í kontrola
metody.

Blastická transformace
My�ím byl intraperitoneálnì aplikován testovaný preparát

v dávce 0,5 ml, kontrolním my�ím PBS, v intervalech 14, 11, 7,
5, 3, 2 a 1 den pøed pokusem. V den pokusu byla zvíøata usmrce-
na chloroformovými parami a sterilnì odebrány sleziny.

Buòky byly promyty (promývací médium � RPMI 1640, glu-
tamin, gentamicin, NaHCO

3
) a naøedìny kultivaèním mediem (kul-

tivaèní médium � RPMI 1640, 5 % PTSI, glutamin, gentamicin,
NaHCO

3
) na koncentraci 4.106 bunìk/ml. K 0,2 ml této suspenze

v jamkách panelu (Nunclon) bylo pøidáno 50 µl mitogenù v opti-
mální koncentraci (výsledná koncentrace v jamce � Con A 5 µg/
ml, LPS 20 µg/ml). Buòky s mitogeny byly inkubovány 67 hodin
pøi 37 °C. Poté byl pøidán tritiem znaèený thymidin (1 µCi/jamku)
a inkubace probíhala po dobu 5 hodin pøi 37 °C, v atmosféøe s 5 %
CO

2
. Po jejím ukonèení byly buòky harvestovány na �glass fiber�

filter, usu�eny a vlo�eny do scintilaèního roztoku SLT 41. Vzorky
byly promìøeny na ß-poèítaèi 1219 Rackbeta (LKB) (Ling a spol.,
1975).

Transformaèní index byl stanoven jako pomìr �count per mil-
lion� (CPM) mezi jamkami s mitogeny a kontrolními jamkami
s médiem.

Kostimulaèní test
K testu byla pou�ita suspenze slezinných bunìk z neovlivnì-

ných my�í, která byla po promytí  naøedìna kultivaèním médiem
(viz test blastické transformace)  na koncentraci 4.106 bunìk/ml
a napipetována po 0,2 ml do jamek panelu (Nunclon). Souèasnì
byly pøidány mitogeny a testovaný preparát. Mitogeny byly pøidá-
ny v optimální koncentraci (Con A 5 µg/ml a LPS 20 µg/ml/jam-
ku) i v suboptimální koncentraci (Con A i LPS 0,32 µg/ml/jam-
ku). Výchozí koncentrace preparátu byla 2,5 mg/ml (1 mg/jam-
ku). Dále byl postup stejný jako u blastické transformace.

INT reduktázová aktivita
My�ím byl podán intraperitoneálnì testovaný preparát v in-

tervalech 28, 21, 14, 10, 7, 5, 3, 2, a 1 den pøed pokusem. Kon-
trolní skupinì byl aplikován PBS o stejném objemu jako preparát.

Pro stanovení INT [3-(4-jodphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-5-phe-
nyltetrazolium chlorid] reduktázové aktivity my�ích peritoneálních
bunìk byly pou�ity výplachy bøi�ních dutin vychlazeným PBS
s heparinem. Makrofágy (MF) byly promyty, byla upravena jejich
koncentrace (1.106/ml), napipetovány v mno�ství 0,2 ml do ja-
mek panelu (Nunclon) a inkubovány 2 h pøi 37 °C. Následovalo
dvojnásobné promytí teplým médiem a pøidání 0,1 ml PBS, 40 µl
0,1 % INT, 10 µl zymosanu (10 mg/ml) nebo 10 µl PBS. Po 120mi-
nutové inkubaci pøi 37 °C, v atmosféøe s 5 % CO

2
, následovala

centrifugace 2000 rpm po dobu 10 min pøi 4 °C. Po odsátí super-
natantu bylo do ka�dé jamky pøidáno 150 µl koncentrovaného
dimethylsulfoxidu. Inkubace probíhala za obèasného tøepání 30
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min pøi 22 °C. Po dal�í centrifugaci (2000 rpm, 10 min pøi 22 °C)
bylo odebráno 100 µl supernatantu z ka�dé jamky a zmìøena ab-
sorbance (A) na Elisa readeru pøi vlnové délce 460 nm. Pro my�i,
kterým byl podán preparát, i pro kontrolu platí:

Index metabolického vzplanutí = A(MF+zymozan) �
A(MF+PBS).

Jerneho plaky
Vy�etøovaný preparát byl my�ím aplikován opìt ve stejných

koncentracích, mno�stvích a èasových intervalech jako v ostat-
ních pokusech. Kontrolním my�ím byl podán PBS ve shodném
objemu. Za 24 h po posledním podání vakcíny byly my�i imuni-
zovány beraními erytrocyty (5.108 bunìk/ml PBS po 0,2 ml in-
travenóznì). Po 4 a 10 dnech byly potenciálnì produkèní buòky
izolovány ze slezin utracených my�í. Suspenze slezinných bu-
nìk o koncentraci 4.107 bunìk/ml PBS byla rozpipetována po
0,3 ml do zkumavek. Po pøidání 0,6 ml smìsi agarózy a bera-
ních erytrocytù v pomìru 3:1 byl obsah zkumavek nakapán na
Petriho misky tak, aby se kapky nepøekrývaly. Po jejich ztuhnutí
a dvouhodinové inkubaci pøi 37 °C byly pøekapány vysyceným
morèecím komplementem, øedìným 1:10 PBS. Následovala in-
kubace 1 h pøi 37 °C a hodnocení. Byly poèítány �pøímé� plaky
(poèet IgM produkujících bunìk) a proveden jejich pøepoèet na
108 slezinných bunìk.

Po 10 dnech od imunizace my�í beraními erytrocyty byly stej-
ným zpùsobem provedeny plaky pøímé. Po jejich odeètení byl
odstranìn komplement veronalovým pufrem. Vy�etøované kapky
byly dále pøekapány antiimunoglobulinovým sérem (SWAM/G-
RIA ÚSOL, Praha) a inkubovány 45 min pøi 4 °C. Po opláchnutí
veronalovým pufrem a pøekapání morèecím komplementem ná-
sledovala inkubace 30 min pøi 37 °C a odeèítání �nepøímých� pla-
kù (poèet IgG produkujících bunìk) (Lochman a spol., 1984).

Procento pøe�ití a støední den úhynu
V dal�ím pokusu bylo sledováno procento pøe�ití a støední den

úhynu v kontrolní a pokusné skupinì. V ka�dé skupinì bylo 15
my�í. Preparát byl my�ím podán intraperitoneálnì 7, 3 a 1 den
pøed subkutánní infekcí druhem Francisella tularensis (kmen
15 L), dále tìsnì pøed infekcí (1 h) a 1 den po infekci. Úhyn my�í
po aplikaci infekèního agens byl sledován 21 dní. Kontrolní sku-
pina nebyla imunostimulaènì ovlivnìná.

Významnost rozdílu mezi poètem zvíøat, která pøe�ila v imu-
nostimulované a kontrolní skupinì byla hodnocena podle Dunna
(1964). Tato metoda hodnotí pøi srovnávání skupin nejen celkový
poèet uhynulých zvíøat, ale také postup letality.

Reakce pozdní pøecitlivìlosti
Vy�etøovaný preparát byl my�ím podán intraperitoneálnì 7, 3

a 1 den pøed subkutánní infekcí kmenem 15 L Francisella tula-
rensis, dále byl aplikován tìsnì pøed infekcí (1 h) a 1 den po in-
fekci.

Pokusným zvíøatùm byl 14 dní po aplikaci infekce injikován
intrakutánnì korpuskulární franciselový antigen, øedìný 1:10 PBS,
50 µl do levé zadní tlapky. Do druhé zadní tlapky byl podán ve
stejném mno�ství PBS. Mìøena byla vý�ka otoku v mm po 4, 24
a 48 hodinách. Výsledkem byl rozdíl mezi otokem obou tlapek.
Kontrolní skupina nebyla imunostimulaènì ovlivnìná. Pro ka�dý
pokusný interval bylo pou�ito tøí my�í.

Stanovení specifických protilátek
Vy�etøení protilátek proti Francisella tularensis bylo prove-

deno u my�í pou�itých v pokusu stanovujícím jejich pøe�ití a støed-
ní den úhynu.

Specifické protilátky byly stanoveny mikrometodou pøímé
aglutinace v 96jamkovém panelu (Nunclon). 50 µl testovaného
séra bylo naøedìno PBS dvojkovou øadou. Do takto naøedìných
jamek bylo pøidáno 50 µl korpuskulárního antigenu Francisella
tularensis v doporuèeném optimálním øedìní. Obsah jamek byl
promíchán tøepáním. Panel byl inkubován 2 h pøi 37 °C a potom
20 h pøi 22 °C. Jako aglutinaèní titr byla posuzována reciproká
hodnota øedìní séra, ve kterém je�tì docházelo k aglutinaci.

Soubì�nì byly stanoveny protilátky metodou Elisa. Do 96jam-
kového panelu (Nunclon) bylo nakapáno 100 µl antigenu Franci-
sella tularensis, øedìného 1:10 PBS. Po 2h inkubaci pøi 37 °C a pro-
mytí PBS bylo pøidáno 150 µl 0,1 % �elatiny, která se ponechala
vyvázat 1 h pøi 22 °C. Následovalo promytí s PBS a nanesení 100
µl naøedìných vzorkù testovaných sér (1:10 a� 20 480). Inkubace
probíhala 1 h pøi 22 °C. Po dal�ím promytí (PBS, 0,2 % Tritonem
X-100 a znovu PBS) bylo naneseno 100 µl SwAM/Px (øedìného
1:1000 v bovinním sérovém albuminu bez azidu) a následovala in-
kubace 30 min pøi 22 °C. Na dal�í promytí stejným zpùsobem navá-
zalo nakapání 100 µl substrátového roztoku � orthophenylendia-
minu (1 min v temnu). Reakce byla zastavena 100 µl H

2
SO

4 
2 mol.l-

1. Extince byla hodnocena na Elisa readeru pøi 490 nm. Po sestroje-
ní titraèní køivky byl stanoven titr protilátek (øedìní, ve kterém byla
hodnota absorbance nejbli��í normálnímu my�ímu séru).

Výsledky

Cytotoxická aktivita adherujících peritoneálních bunìk
Ze zji�tìných hodnot bylo stanoveno procento specificky uvol-

nìného 51Cr jako míra nespecifické cytotoxické aktivity makrofá-
gù (v tabulkách je vyjádøena procentem kontrolních hodnot). Èa-
sová závislost je uvedena na obrázku 1. Ze získaných výsledkù
vyplývá, �e podání preparátu zvy�uje nespecifickou aktivitu cyto-
toxických makrofágù, která je trvale zvý�ena od pátého dne a pøe-
trvává a� do 21. dne.

Pro stanovení dávkové závislosti bylo zvoleno podání prepa-
rátu 7. den pøed pokusem, kdy je zvý�ení cytotoxické aktivity
makrofágù stabilní. Vliv koncentrace preparátu na cytotoxickou
aktivitu makrofágù je znázornìn v tabulce 1. Z tabulky 1 vyplý-
vá, �e úèinek preparátu a� do stonásobného zøedìní klesá velmi
zvolna. Dávka men�í ne� 0,01 mg cytotoxickou aktivitu makrofá-
gù ji� nestimuluje.

Aktivita NK-bunìk
Výsledky reprezentativního pokusu jsou uvedeny na obrázku

2. Neadherující cíle byly pou�ívány jako negativní kontrola meto-
dy, kdy aktivita NK-bunìk byla minimální nebo nulová.

Z obrázku 2 je patrné, �e preparát neovlivnil aktivitu NK-bu-
nìk. Pouze 24 h po podání preparátu byla opakovanì zaznamená-
na jejich mírnì zvý�ená aktivita.

Blastická transformace
Ovlivnìní proliferace slezinných bunìk dobou, kdy byl pre-

parát podán my�ím in vivo pøed provedeným testem blastické trans-
formace, je znázornìno na obrázku 3.
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Intraperitoneální podání tlumí lymfoproliferativní odpovìï
slezinných bunìk na polyklonální mitogen LPS, s výjimkou po-
dání 48 h pøed pokusem, kdy dochází k témìø dvojnásobné akti-
vitì proti kontrolním my�ím. U ConA dochází zpoèátku k velmi
silnému útlumu lymfoproliferativní odpovìdi, av�ak od 10. dne je
tato odpovìï srovnatelná s kontrolními zvíøaty a 21. den je mírnì
zvý�ená. Pro stanovení dávkové závislosti bylo zvoleno podání
preparátu sedmý den pøed pokusem. Koncentrace preparátu ovliv-
nila inkorporaci 3H-thymidinu do my�ích slezinných bunìk; tato
závislost je uvedena v tabulce 2.

Preparát výraznì tlumil lymfoproliferativní odpovìï v kon-
centraci 1 mg/my� pøi testu s mitogenem ConA, v ni��ích kon-
centracích vyvolával útlum o cca 40 %. Útlum kolem 60 % byl
pozorován u testu s LPS v koncentracích preparátu 1 a 0,1 mg na
my�.

Kostimulaèní test
Pøepoètené výsledky na Ti udává tabulka 3. Z tabulky vyplý-

vá, �e pøi optimálních koncentracích mitogenù preparát potlaèuje
jejich aktivitu (kromì 10x øedìného). V suboptimálních dávkách
mitogenu dochází pøi 10násobném øedìní preparátu k silné stimu-
laci mitogenní aktivity a podobnì stimuluje mitogenní aktivitu pøi
tomto øedìní samotný preparát.

INT reduktázová aktivita
Index metabolického vzplanutí (IMV) je uveden na obrázku

4. Koncentraèní závislost pro 7. den je uvedena v tabulce 4.

Fig. 2. Influence of the preparation URVAKOL on NK-cells activity.
Obr. 2. Vliv preparátu URVAKOL na aktivitu NK-bunìk.

Fig. 3. Test of blast transformation after stimulation with polyclonal
mitogens ConA and LPS.Results are expressed with the index of ani-
mals to controls ratio.
Obr. 3. Test blastické transformace po stimulaci polyklonálními mito-
geny ConA a LPS. Výsledky jsou vyjádøeny indexem pomìru vakci-
novaných zvíøat ke kontrolním.

Fig. 1. Time-dependency of macrophage cytotoxicity in the prepara-
tion.
Obr. 1. Èasová závislost cytotoxicity makrofágù na preparátu.

Tab. 1. Influence of preparation concentration on the cytotoxicity of
macrophages.
Tab. 1. Vliv koncentrace preparátu na cytotoxicitu makrofágù.

Dose of preparation % of control
mg/mouse
Dávka preparátu % kontroly
mg/my�

1 57,6
0,1 46,9
0,01 36,8
0,001 8,2

Tab. 2. Influence of preparation concentration on thymidine incorpo-
ration.
Tab. 2. Vliv koncentrace preparátu na inkorporaci thymidinu.

Dose of preparation
mg/mouse
Dávka preparátu Ti Ti
 mg/my� LPS ConA

1 4,67 8,22
0,1 4,93 32,56
0,01 9,00 42,86
0,001 8,03 30,72
kontrola 11,92 50,19

Ti � transformation index
Ti � transformaèní index
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Je zøejmé, �e reduktázová aktivita peritoneálních makrofágù
my�í stimulovaných preparátem je vy��í ne� u kontrolních zvíøat.
Druhý den v�ak hodnota klesá, maximum rozdílu je 3.�5. den.
Po 10. dnu stimulace preparátem ji� není výrazná.

Index metabolického vzplanutí byl nejvy��í u stonásobnì øe-
dìné dávky � 0,01 mg/my�.

Jerneho plaky
Výsledky uvedené na obrázku 5 jsou pøepoèteny na 108 bu-

nìk. Lze konstatovat, �e 3. den po intraperitoneálním podání pre-
parátu kleslo mno�ství bunìk produkujících IgM na pøibli�nì 50
% hodnotu proti kontrole s PBS. Sedmý den po podání preparátu
poklesl poèet bunìk produkujících IgG, buòky produkující IgM
ji� zùstaly neovlivnìny.

Procento pøe�ití a støední den úhynu
Výsledky jsou shrnuty na obrázku 6. Preparát ochránil pøi dané

dávce a zpùsobu podání znaènou èást pokusných zvíøat. Je�tì je-
den den po ji� rozvinuté intracelulární infekci pøe�ilo 46,6 % my�í.
V�echny skupiny mají signifikantní rozdíl vùèi kontrole 95 %
(hodnoceno podle Dunna).

Tab. 3. Influence of preparation concentration on mitogenic activity.
Tab. 3. Vliv koncentrace preparátu na mitogenní aktivitu.

Preparation Ti of preparation optimal suboptimal
dilution without mitogen concentration concentration
Øedìní Ti preparátu optimální konc. suboptimální konc.
preparátu bez mitogenu Ti LPS   Ti ConA Ti LPS    Ti ConA

1 x 0,13 0,02 0,00 0,12 0,04
10 x 8,96 2,44 1,73 11,53 7,35
100 x 1,81 0,91 1,06 2,89 1,43
1 000 x 1,00 0,85 0,93 0,97 0,97
10 000 x 0,91 0,94  0,80 1,16 1,02
100 000 x 1,03 0,96 0,83 1,12 1,23

Tab. 4. Concentration dependency for the day 7.
Tab. 4. Koncentraèní závislost pro 7. den.

Preparation dose
mg/mouse
Dávka preparátu IMV
mg/my�

1 0,0714
0,1 0,0866
0,01 0,1038
0,001 0,1004
control
kontrola 0,0864

Fig. 4. INT reductive activity expressed as the index of metabolic acti-
vation.
Obr. 4. INT reduktázová aktivita vyjádøená indexem metabolického
vzplanutí.

Fig. 5. Jerne plaque technique. Number of cells producing IgM and
IgG 3 and 7 days following preparation application.
Obr. 5. Jerneho plaková metoda. Poèet bunìk produkujících IgM a IgG
3 a 7 dnù po aplikaci preparátu.

Tab. 5. Effect of URVAKOL on DTH.
Tab. 5. Vliv preparátu na DTH.

Day
Den 4 h 24 h 48 h

-7 0,42 0,40 0,32
-3 0,35 0,50 0,35
-1 0,53  0,50 0,32
 0 0,47 0,52 0,42
 1 0,53 0,53 0,27
control
kontrola 0,63 0,58 0,33

Fig. 6. Survival percentage. Preparation was administered 7, 3, 1, 0
days prior and 1 day after application of infectious agent.
Obr. 6. Procento pøe�ití. Preparát byl podán 7, 3, 1, 0 dnù pøed a 1
den po aplikaci infekce.
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Reakce pozdní pøecitlivìlosti
Výsledky jsou uvedeny v tabulce 5.
Preparát sni�oval otok tlapky u v�ech skupin ve 4. hodinì tes-

tu, po 24 h bylo sní�ení otoku nejmarkantnìj�í u skupiny o�etøené
preparátem 7 dní pøed infekcí.

Stanovení specifických protilátek
Výsledky obou pou�itých metod (mikroaglutinace a ELISA)

jsou uvedeny v tabulce 6.
Specifické protilátky u v�ech skupin se pohybovaly na stejné

úrovni. Do�lo v�ak k úhynu kontrolních my�í, a proto nebylo
mo�né jejich serologické vy�etøení. Z mnoha dal�ích pokusù pro-
vádìných ve stejné laboratoøi je známé, �e titr protilátek u podob-
nì infikovaných my�í se pohybuje na naprosto stejné úrovni, jaká
byla zji�tìna u my�í vakcinovaných. Je tedy mo�né konstatovat,
�e podání preparátu neovlivnilo hladinu protilátek proti Franci-
sella tularensis (kmen 15 L).

Diskuse a závìry

Pøi hodnocení úèinkù vakcíny URVAKOL v pokusech in vitro
je mo�né konstatovat, �e preparát vykazoval zvý�enou mitogenní
aktivitu v koncentraci 250 µg/ml. Z kostimulaèního testu je zøej-
mé, �e preparát v této koncentraci interferoval s pùsobením poly-
klonálního T-bunìèného (ConA) i B-bunìèného mitogenu (LPS),
zejména v suboptimální koncentraci. Z výsledkù provedených

testù toxicity vyplývá, �e koncentrace 2,5 mg/ml byla pro slezinné
buòky, kultivované s preparátem in vitro, toxická.

Ovlivnìní imunitního systému my�í podáním vakcíny URVA-
KOL bylo dále testováno ex vivo a in vivo. Sledováním proliferace
slezinných bunìk indukované ConA a LPS byl prokázán útlum
transformace lymfocytù. Pouze pøi stimulaci B-bunìèným mito-
genem do�lo k mírnému zvý�ení lymfoproliferace u my�í, kterým
byl podán URVAKOL 48 h pøed testem. U preparátu nebyl zji�tìn
signifikantní vliv na NK-buòky, ani na poèet bunìk produkují-
cích protilátky IgM a IgG. Jen v pøípadì podání 3 dny pøed tes-
tem do�lo k signifikantnímu sní�ení poètu bunìk produkujících
IgM.

Preparát URVAKOL dále silnì zvy�oval cytotoxickou aktivitu
makrofágù, pokud byl podán nejménì 3 dny pøed pokusem. Rov-
nì� pùsobil stimulaènì na imunitní odpovìï pøi modelové infekci
nepøíbuzným intracelulárním patogenem (Francisella tularensis
15 L). Tato nespecifická ochrana se nepromítala do specifické pro-
tilátkové odpovìdi na franciselovou infekci, pouze byla mírnì
modifikována hypersenzitivní reakce mìøená tlapkovým testem.
Lze tedy usuzovat, �e výrazný protektivní efekt preparátu proti
infekci franciselami byl zpùsoben mohutnou stimulací cytotoxic-
ké aktivity adherujících peritoneálních bunìk.*
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Tab. 6. Influence of preparation on the production of antibodies aga-
inst Francisella tularensis.
Tab. 6. Vliv preparátu na tvorbu protilátek proti Francisella tularen-
sis.

Day of Microaglutination ELISA
preparation titer titer
administration
Den Mikroaglutinace ELISA
podání preparátu titr titr

-7 16 5120
-3 16 5120
-1 32 5120
 0 16 5120
+1 32 5120
standard control
 negative
standardní kontrola
 negativní 0 10
standard control
 positive
standardní kontrola
 pozitivní 16-32 5120

* Tato dílèí studie byla finanènì podporována grantem IGA MZ ÈR è.
0716-3.


