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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

IMUNOSTIMULACNI AKTIVITA VAKCINY PRO LECBU RECIDIVUJICICH UROINFEKCI. 1I.
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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. (7ab. 4, Fig. 1, Ref. 8.)

Key words: recurrent urinary infection, vaccine URVAKOL,
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V préci jsou predlozeny vysledky testovani vakciny URVA-
KOL po jejim perordlnim podani mySim. Pfi hodnoceni imuno-
modulacnich vlastnosti preparatu bylo pouzito stejnych metod jako
pii popisu testovani vakciny po jeji intraperitonealni aplikaci (Ma-
celaa spol., 1990; Hofstaetter a spol., 1981; Prochdzkova a spol.,
1986).

Ve druhé varianté pokusti — podani per os — byly hodnoce-
ny vlivy preparatu na cytotoxickou aktivitu adherujicich peritone-
alnich bunck a lymfoproliferativni reakce slezinnych bunék na
polyklonalni mitogeny (ConA, LPS). Rovnéz byl hodnocen vliv
preparatu na prezivani mysi pii jejich inhala¢ni infekei francisela-
mi a na tvorbu specifickych protilatek.

Material a metody

Experimentalni zvifata, infek¢ni agens i chemikalie byly shod-
né s udaji popisujicimi testovani vakciny podané intraperitoneal-
ni cestou (Koukalova a spol., 1999). Pro peroralni podani byl lyo-
filizovany preparat nafedén do koncentrace 3 mg/0,5 ml sterilni
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Autofi popisuji imunomodula¢ni vlastnosti vakciny URVA-
KOL uréené k 1é¢bé recidivujicich uroinfekci. Vysetfeni imu-
nostimulaéni aktivity pfipravku a ovlivnéni humoralni i bu-
nécéné slozky imunitniho systému mysi bylo provedeno po
jeho peroralnim podani. Vyznamny byl prikaz nespecifické
ochrany mysi preparatem URVAKOL proti intracelularnimu
patogenu Francisella tularensis (kmen 15L). (7ab. 4, obr. 1,
lit. 8.)

Klic¢ova slova: recidivujici uroinfekce, vakcina URVAKOL, per-
oralni podani, imunomodulacni G¢inek.

pitné vody (Koukalovd, 1996). Poddvan byl Zalude¢ni sondou po
dobu 7 dni, vzdy v ddvce 3 mg na mys a 24 h.

Pokusy se zvifaty probihaly v podminkach, které odpovidaly
zakonu 246/92 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani a byly schvaleny
etickou komisi LF UP.

Cytotoxickd aktivita adherujicich peritonedlnich bunék

Preparat byl aplikovan Sesti skupinam mysi. Kontrolnim 6 skupi-
nam byla ve stejnych intervalech a objemech (0,5 ml) podéana sterilni
pitnd voda. V kazdé skupin¢ byly tfi inbredni mysi linie C3H/DiSn.

U prvni skupiny bylo stanoveni cytotoxické aktivity makrofagi
(Prochéazkova a spol., 1986; Koukalova a spol., 1999) provedeno 14.
den, u druhé skupiny 10. den, u tieti 7. den, u ¢tvrté 5. den, u paté 3.
den a u Sesté skupiny za 24 h po ukonceni podavani preparatu.

Stejnym zpusobem bylo nakladano s kontrolnimi skupinami
pro kazdy Casovy interval.

Podavani preparatu i kontrolni pitné vody bylo provedeno tak,
Ze stanoveni cytotoxické aktivity makrofagh bylo realizovano v je-
den den u vsech 12 skupin.
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Aktivita NK-bunék

Z utracenych mysi, kterym byl proveden vyplach peritonea
na stanoveni cytotoxické aktivity makrofagt, byly sterilné odeb-
rany sleziny. S pfipravenymi suspenzemi slezinnych bunck byla
testovana aktivita NK-bunék pomoci neadherujicich cilti (Brun-
ner a spol., 1968; Koukalova a spol., 1999).

Blasticka transformace

Pouzito bylo dalsich ¢asti slezinnych suspenzi ziskanych z mysi
po peroralnim podani preparatu i kontrolni pitné vody a prove-
den s nimi test blastické transformace (Ling a spol., 1975; Kou-
kalova a spol., 1999).

Procento preziti a stiedni den iihynu

Tfem skupindm mys$i byla peroralné podana opét po dobu sed-
mi dnl vakcina o koncentraci 3 mg/0,5 ml sterilni pitné vody na
jednu mys a den. V kazdé skupiné bylo 8 mysi C3H/DiSn. Kon-
trolnim mys$im byla podavana ve stejném objemu a ve stejnych
Casovych intervalech sterilni pitna voda.

Prvni skupina zvifat byla ¢tvrty den podavani preparatu infi-
kovana inhalacni cestou druhem Francisella tularensis (kmen 15
L). Mysi byly vystaveny pusobeni infekéniho aerosolu ve special-
ni komote. Primérny pocet mikrobit podanych po 18 minutidch
expozice byl 59 zarodki na jednu mys. U druhé skupiny byla stej-
na infekéni davka podana 24 h po ukonceni aplikace preparatu
a u tfeti skupiny 4 dny po jejim ukonceni.

Sledovani mysi a hodnoceni jejich pieziti bylo obdobné jako
pfi intraperitonedlnim podani preparatu, tj. celkem 21 dni po apli-
kaci infekéniho agens (Koukalova a spol., 1999).

Stanoveni specifickych protildtek

Vysetieni protilatek proti Francisella tularensis bylo prove-
deno u mysi pouzitych v pokusu pfi sledovani procenta pteziti po
jejich infekei franciselami inhalaéni cestou. Specifické protilatky
byly vysetfovany metodou pfimé aglutinace a soubézné metodou
ELISA (Koukalova a spol., 1999).

Vysledky

Cytotoxickd aktivita makrofdgii

Zavislost cytotoxické aktivity makrofagl na dobé podani vak-
ciny je uvedena v tabulce 1. Mira nespecifické cytotoxické aktivi-
ty makrofagu je vyjadiena procentem kontrolnich hodnot.

Tab. 1. Cytotoxic activity of macrophages.
Tab. 1. Cytotoxicka aktivita makrofagu.
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Fig. 1. Blastic transformation test after polyclonal mitogen LPS and
ConA stimulation.

Obr. 1. Test blastické transformace po stimulaci polyklonalnimi mito-
geny LPS a ConA. Vysledky jsou vyjadieny indexem jako pomér ov-
livnénych zviiat ke kontrolam.

Z vysledkt vyplyva, ze v dané davce a zpuisobu podavani
nedoslo u zadné pokusné skupiny k vyraznému zvyseni cytoto-
xické aktivity makrofagu.

Aktivita NK-bunék

Vysledky pfepoctené na procenta kontroly jsou uvedeny v ta-
bulce 2.

Z tabulky je zfejmé, ze aktivita NK bunék nebyla ovlivnéna
zadnym schématem podani v dané davce.

Blasticka transformace

Na obrazku 1 je uvedena mira ovlivnéni mysich slezinnych
bun¢k preparatem. Je vyjadiena pomérem mezi transformacnimi
indexy mysi, kterym byl podan preparat a mysi, které dostaly pouze
sterilni pitnou vodu.

Peroralni podani vakciny velmi mirné tlumilo lymfoprolifera-
tivni odpovéd slezinnych bun¢k na polyklonalni mitogeny ConA
a LPS v prvnich péti dnech po ukonceni aplikace. Avsak 10. den
byla prokdzana jejich vysoka aktivita, kterd se velmi rychle vrace-
la k hodnot¢ srovnatelné s kontrolnimi zvitaty.

Procento preziti a stredni den vihynu
Vysledky pfepoctené na procenta ptezivajicich mysi a stfedni
den thynu jsou uvedeny v tabulce 3.

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

Termination of preparation % controls
administration before

the experiment (days)
Ukonceni podavani preparatu
pted pokusem (dny)

% kontroly

Termination of preparation % controls
administration before

the experiment (days)
Ukonceni podavani preparatu
pred pokusem (dny)

% kontroly

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

14 0.0

10 +0.8
7 -0.3
5 -0.4
3 +0.6
1 +0.2
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Tab. 3. Survival percentage and mean time of death.
Tab. 3. Procento pieziti a stfedni den ihynu.

Last vaccine Survival Mean time
administration (%) of death
Posledni podani Preziti Stfedni den
vakciny (v %) uhynu
4 days before infection
control
4 dny pted infekci 75.0 12
kontrola 37.5 10
1 day after infection
control
1 den po infekei 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 preparatu na tvorbu protilatek proti Francisella tularensis.

Last vaccine Microagglutination ELISA
administration titre titre
Posledni podani Mikroaglutinace ELISA
vakciny titr titr
4 days before the infection
control
4 dny pted infekci 32 5120
kontrola 32 2560
1 day after the infection
control
1 den po infekei 32 1280
kontrola 32 1280
4 days after infection
control
4 dny po infekci 16 1280
kontrola 32 1280

Signifikantni rozdil 95 % (Dunn, 1964) mezi vakcinovanymi
a kontrolnimi skupinami byl zjistén u 2. skupiny, ve které byly
mysi vystaveny infekci 24 h po ukonéeni podavani preparatu. Dlou-
hodobéjsi ptisobeni preparatu hodnocené podle aplikace francisel
4 dny po ukonceni jeho podavani nebylo zjisténo.

Stanoveni specifickych protildtek

Vysledky obou pouzitych metod jsou uvedeny v tabulce 4.
Rozdéleni zvitat do skupin bylo shodné jako u stanoveni stfedni-
ho dne thynu.

Peroralni podani preparatu neovlivnilo tvorbu protilatek proti
aplikované infekci kmenem Francisella tularensis 15 L.

Diskuse a zavéry

Preklinické vysledky ziskané na modelu opakovaného pero-
ralniho podani ukézaly, ze preparat aplikovany touto cestou (v dav-

ce 3 mg na den a mys) jiz neovlivioval aktivitu NK-bunék a cy-
totoxickou aktivitu makrofagti. Mirn¢ tlumil lymfoproliferativni
odpovéd na polyklondlni mitogeny LPS a ConA v prvnich péti
dnech po ukonéeni aplikace preparatu. Desaty den byla prokdzana
vysoka stimulace proliferace slezinnych bunék proti mysim kon-
trolam, 14. den byla hodnota proliferace jiz blizka kontrole.

Stejné jako u parenteralni vakcinace byl po peroralnim poda-
ni preparatu zaznamenan efekt nespecifické ochrany proti infekci
druhem Francisella tularensis (kmen 15L) aplikovanym inhalaéni
cestou. Odolnost stimulovand vakcinou byla nejvyraznéjsi 24 h
po ukonceni jejiho podavani. Tento priznivy stav trval jesté 4 dny
po ukonceni aplikace preparatu. Ziskana ochrana organismu se
vSak nepromitala do specifické protilatkové odpovédi.

Je tedy mozné kostatovat, ze testovana vakcina URVAKOL
ma velmi dobry modulaéni G¢inek na imunitni systém.”
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