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

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

IMUNOSTIMULAÈNÍ AKTIVITA VAKCÍNY PRO LÉÈBU RECIDIVUJÍCÍCH UROINFEKCÍ. II.

Abstract
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The authors describe on the immunostimulatory properties of
the vaccine URVAKOL aimed for the treatment of recurrent
urinary infections. Detection of immunostimulatory activity of
the preparation and its effects on the humoral and cellular im-
munity were performed after oral administration of the prepa-
ration. Important was the evidence of nonspecific immunity of
mice against intracellular pathogen Francisella tularensis indu-
ced with URVAKOL strain 15L. (Tab. 4, Fig. 1, Ref. 8.)
Key words: recurrent urinary infection, vaccine URVAKOL,
oral administration, immunomodulatory effect.
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Autoøi popisují imunomodulaèní vlastnosti vakcíny URVA-
KOL urèené k léèbì recidivujících uroinfekcí. Vy�etøení imu-
nostimulaèní aktivity pøípravku a ovlivnìní humorální i bu-
nìèné slo�ky imunitního systému my�í bylo provedeno po
jeho perorálním podání. Významný byl prùkaz nespecifické
ochrany my�í preparátem URVAKOL proti intracelulárnímu
patogenu Francisella tularensis (kmen 15L). (Tab. 4, obr. 1,
lit. 8.)
Klíèová slova: recidivující uroinfekce, vakcína URVAKOL, per-
orální podání, imunomodulaèní úèinek.
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V práci jsou pøedlo�eny výsledky testování vakcíny URVA-
KOL po jejím perorálním podání my�ím. Pøi hodnocení imuno-
modulaèních vlastností preparátu bylo pou�ito stejných metod jako
pøi popisu testování vakcíny po její intraperitoneální aplikaci (Ma-
cela a spol., 1990; Hofstaetter a spol., 1981; Procházková a spol.,
1986).

Ve druhé variantì pokusù � podání per os � byly hodnoce-
ny vlivy preparátu na cytotoxickou aktivitu adherujících peritone-
álních bunìk a lymfoproliferativní reakce slezinných bunìk na
polyklonální mitogeny (ConA, LPS). Rovnì� byl hodnocen vliv
preparátu na pøe�ívání my�í pøi jejich inhalaèní infekci francisela-
mi a na tvorbu specifických protilátek.

Materiál a metody

Experimentální zvíøata, infekèní agens i chemikálie byly shod-
né s údaji popisujícími testování vakcíny podané intraperitoneál-
ní cestou (Koukalová a spol., 1999). Pro perorální podání byl lyo-
filizovaný preparát naøedìn do koncentrace 3 mg/0,5 ml sterilní
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pitné vody (Koukalová, 1996). Podáván byl �aludeèní sondou po
dobu 7 dní, v�dy v dávce 3 mg na my� a 24 h.

Pokusy se zvíøaty probíhaly v podmínkách, které odpovídaly
zákonu 246/92 Sb. na ochranu zvíøat proti týrání a byly schváleny
etickou komisí LF UP.

Cytotoxická aktivita adherujících peritoneálních bunìk
Preparát byl aplikován �esti skupinám my�í. Kontrolním 6 skupi-

nám byla ve stejných intervalech a objemech (0,5 ml) podána sterilní
pitná voda. V ka�dé skupinì byly tøi inbrední my�i linie C3H/DiSn.

U první skupiny bylo stanovení cytotoxické aktivity makrofágù
(Procházková a spol., 1986; Koukalová a spol., 1999) provedeno 14.
den, u druhé skupiny 10. den, u tøetí 7. den, u ètvrté 5. den, u páté 3.
den a u �esté skupiny za 24 h po ukonèení podávání preparátu.

Stejným zpùsobem bylo nakládáno s kontrolními skupinami
pro ka�dý èasový interval.

Podávání preparátu i kontrolní pitné vody bylo provedeno tak,
�e stanovení cytotoxické aktivity makrofágù bylo realizováno v je-
den den u v�ech 12 skupin.
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Aktivita NK-bunìk
Z utracených my�í, kterým byl proveden výplach peritonea

na stanovení cytotoxické aktivity makrofágù, byly sterilnì odeb-
rány sleziny. S pøipravenými suspenzemi slezinných bunìk byla
testována aktivita NK-bunìk pomocí neadherujících cílù (Brun-
ner a spol., 1968; Koukalová a spol., 1999).

Blastická transformace
Pou�ito bylo dal�ích èástí slezinných suspenzí získaných z my�í

po perorálním podání preparátu i kontrolní pitné vody a prove-
den s nimi test blastické transformace (Ling a spol., 1975; Kou-
kalová a spol., 1999).

Procento pøe�ití a støední den úhynu
Tøem skupinám my�í byla perorálnì podána opìt po dobu sed-

mi dnù vakcína o koncentraci 3 mg/0,5 ml sterilní pitné vody na
jednu my� a den. V ka�dé skupinì bylo 8 my�í C3H/DiSn. Kon-
trolním my�ím byla podávána ve stejném objemu a ve stejných
èasových intervalech sterilní pitná voda.

První skupina zvíøat byla ètvrtý den podávání preparátu infi-
kována inhalaèní cestou druhem Francisella tularensis (kmen 15
L). My�i byly vystaveny pùsobení infekèního aerosolu ve speciál-
ní komoøe. Prùmìrný poèet mikrobù podaných po 18 minutách
expozice byl 59 zárodkù na jednu my�. U druhé skupiny byla stej-
ná infekèní dávka podána 24 h po ukonèení aplikace preparátu
a u tøetí skupiny 4 dny po jejím ukonèení.

Sledování my�í a hodnocení jejich pøe�ití bylo obdobné jako
pøi intraperitoneálním podání preparátu, tj. celkem 21 dní po apli-
kaci infekèního agens (Koukalová a spol., 1999).

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

deno u my�í pou�itých v pokusu pøi sledování procenta pøe�ití po
jejich infekci franciselami inhalaèní cestou. Specifické protilátky
byly vy�etøovány metodou pøímé aglutinace a soubì�nì metodou
ELISA (Koukalová a spol., 1999).

Výsledky

Cytotoxická aktivita makrofágù
Závislost cytotoxické aktivity makrofágù na dobì podání vak-

cíny je uvedena v tabulce 1. Míra nespecifické cytotoxické aktivi-
ty makrofágù je vyjádøena procentem kontrolních hodnot.

Z výsledkù vyplývá, �e v dané dávce a zpùsobu podávání
nedo�lo u �ádné pokusné skupiny k výraznému zvý�ení cytoto-
xické aktivity makrofágù.

Aktivita NK-bunìk
Výsledky pøepoètené na procenta kontroly jsou uvedeny v ta-

bulce 2.
Z tabulky je zøejmé, �e aktivita NK bunìk nebyla ovlivnìna

�ádným schématem podání v dané dávce.

Blastická transformace
Na obrázku 1 je uvedena míra ovlivnìní my�ích slezinných

bunìk preparátem. Je vyjádøena pomìrem mezi transformaèními
indexy my�í, kterým byl podán preparát a my�í, které dostaly pouze
sterilní pitnou vodu.

Perorální podání vakcíny velmi mírnì tlumilo lymfoprolifera-
tivní odpovìï slezinných bunìk na polyklonální mitogeny ConA
a LPS v prvních pìti dnech po ukonèení aplikace. Av�ak 10. den
byla prokázána jejich vysoká aktivita, která se velmi rychle vrace-
la k hodnotì srovnatelné s kontrolními zvíøaty.

Procento pøe�ití a støední den úhynu
Výsledky pøepoètené na procenta pøe�ívajících my�í a støední

den úhynu jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 1. Cytotoxic activity of macrophages.
Tab. 1. Cytotoxická aktivita makrofágù.

Termination of preparation % controls
administration before
the experiment (days)
Ukonèení podávání preparátu % kontroly
pøed pokusem (dny)

14 -4.4
10 -1.9
7 -1.5
5 -0.4
3 +1.3
1 +0.7

Tab. 2. NK-cells activity.
Tab. 2. Aktivita NK-bunìk.

Termination of preparation % controls
administration before
the experiment (days)
Ukonèení podávání preparátu % kontroly
pøed pokusem (dny)

14 0.0
10 +0.8
7 -0.3
5 -0.4
3 +0.6
1 +0.2

Fig. 1. Blastic transformation test after polyclonal mitogen LPS and
ConA stimulation.
Obr. 1. Test blastické transformace po stimulaci polyklonálními mito-
geny LPS a ConA. Výsledky jsou vyjádøeny indexem jako pomìr ov-
livnìných zvíøat ke kontrolám.
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Signifikantní rozdíl 95 % (Dunn, 1964) mezi vakcinovanými
a kontrolními skupinami byl zji�tìn u 2. skupiny, ve které byly
my�i vystaveny infekci 24 h po ukonèení podávání preparátu. Dlou-
hodobìj�í pùsobení preparátu hodnocené podle aplikace francisel
4 dny po ukonèení jeho podávání nebylo zji�tìno.

Stanovení specifických protilátek
Výsledky obou pou�itých metod jsou uvedeny v tabulce 4.

Rozdìlení zvíøat do skupin bylo shodné jako u stanovení støední-
ho dne úhynu.

Perorální podání preparátu neovlivnilo tvorbu protilátek proti
aplikované infekci kmenem Francisella tularensis 15 L.

Diskuse a závìry

Preklinické výsledky získané na modelu opakovaného pero-
rálního podání ukázaly, �e preparát aplikovaný touto cestou (v dáv-

ce 3 mg na den a my�) ji� neovlivòoval aktivitu NK-bunìk a cy-
totoxickou aktivitu makrofágù. Mírnì tlumil lymfoproliferativní
odpovìï na polyklonální mitogeny LPS a ConA v prvních pìti
dnech po ukonèení aplikace preparátu. Desátý den byla prokázána
vysoká stimulace proliferace slezinných bunìk proti my�ím kon-
trolám, 14. den byla hodnota proliferace ji� blízká kontrole.

Stejnì jako u parenterální vakcinace byl po perorálním podá-
ní preparátu zaznamenán efekt nespecifické ochrany proti infekci
druhem Francisella tularensis (kmen 15L) aplikovaným inhalaèní
cestou. Odolnost stimulovaná vakcínou byla nejvýraznìj�í 24 h
po ukonèení jejího podávání. Tento pøíznivý stav trval je�tì 4 dny
po ukonèení aplikace preparátu. Získaná ochrana organismu se
v�ak nepromítala do specifické protilátkové odpovìdi.

Je tedy mo�né kostatovat, �e testovaná vakcína URVAKOL
má velmi dobrý modulaèní úèinek na imunitní systém.*
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Tab. 3. Survival percentage and mean time of death.
Tab. 3. Procento pøe�ití a støední den úhynu.

Last vaccine Survival Mean time
administration (%) of death
Poslední podání Pøe�ití Støední den
vakcíny (v %) úhynu

4 days before infection
control

4 dny pøed infekcí 75.0 12
kontrola 37.5 10

1 day after infection
control

1 den po infekci 75.0 15
kontrola 12.5 11

4 days after infection
control

4 dny po infekci 62.5 12
kontrola 62.5 11

Tab. 4. Effects of the preparation on antibodies against Francisella
tularensis formation.
Tab. 4. Vliv preparátu na tvorbu protilátek proti Francisella tularensis.

Last vaccine Microagglutination ELISA
administration titre titre
Poslední podání Mikroaglutinace ELISA
vakcíny titr titr

4 days before the infection
control

4 dny pøed infekcí 32 5120
kontrola 32 2560

1 day after the infection
control

1 den po infekci 32 1280
kontrola 32 1280

4 days after infection
control

4 dny po infekci 16 1280
kontrola 32 1280


