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Donosowa immunizacja zwierzat jest skuteczng metoda pobudzenia od-
powiedzi odpornosciowej na blonach $luzowych i modelem przydatnym
do opracowania szczepionki przeciw zapaleniu ucha Srodkowego wywoly-
wanego szczepami niepoddajacymi si¢ typowaniu, okreslanymi dalej jako
nietypowalne szczepy Haemophilus influenzae. W pracy oceniono poziom
eliminacji nietypowalnych, charakteryzujacych si¢ odmiennymi genetycz-
nymi determinantami zjadliwoSci, szczepow H. influenzae z nosogardla,
pluc i uszu myszy oraz oddzialywania miedzy szczepami podczas zakazen
mieszanych.

Stowa kluczowe: nietypowalne Haemophilus influenzae, model zwierzecy, kolonizacja

ABSTRACT

Introduction: The intranasal immunization is considered the effective method to induce
immunological response in the mucosa and the model useful to develop the vaccine against
otitis media due to nontypaeble Haemophilus influenzae infections. In the study, elimination
of NTHi strains isolated from healthy and carrier individuals, varying with several genetic
determinants, from mice nasopharynx, lungs and ears tissues and the interactions among
strains during mixed infections were evaluated.

Methods: Mice were infected with single and mixture of NTHi strains previously identified
as non or potentially invasive. The curves of infections were drown from the averages of
log cfu/mg values obtained for nasopharynx or ears leavages or lungs homogenates coupled
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with standard deviation at each time point using 5 mice. The significance of the differences
was confirmed using ANOVA method.

Results: The course of infections induced with a single noninvasive or potentially invasive
strains in the mice nasopharynx, ear or lung tissues were not found to differ in respect to
the level and duration. Regardless the strain used, higher elimination rates in the ear and
lung tissues in comparison with nasopharynx were fund. Different rate of elimination was
found in the case of mixture infections where the strain, determined in the previous study
as potentially invasive, was dominating.

Conclusion: The concurrence model among not-invasive and potentially invasive NTHi
strains in the host niche was thus confirmed using in vivo model of infection.

Key words. nontypeable Haemophilus influenzae, animal model, colonization

WSTEP

Nietypowalne szczepy Haemophilus influenzae (NTHi- nontypeable H. influenzae) sa
obok Streptococcus pneumoniae oraz Moraxella catarrhalis najwazniejszym bakteryjnym
czynnikiem etiologicznym zapalenia ucha srodkowego (18). Choroba dotyczy ponad 80%
populacji dzieci do 3 roku zycia. Na §wiecie rocznie odnotowywanych jest ponad 709 min
1 650 mln przypadkow, odpowiednio ostrego i nawracajacego zapalenia ucha srodkowego
(17). Wobec skali zachorowan oraz dlugotrwalej i czgsto nieskutecznej terapii antybioty-
kowej opracowanie szczepionki przeciw zapaleniu ucha srodkowego pozostaje jednym
z priorytetowych celéw ochrony zdrowia publicznego (17, 18).

Ze wzgledu na to, ze zapalenie ucha srodkowego jest zakazeniem bton §luzowych, w wy-
niku ktérego dochodzi do nasilonego wydzielania swoistych przeciwciat wydzielniczych
IgA oraz w mniejszym stopniu - w surowicy, docelowa szczepionka powinna zapobiegad
kolonizacji oraz zakazeniom objawowym [2]. W dotychczasowych probach opracowania
tej szczepionki, w wigkszosci droga podawania na btony §luzowe, jako antygeny stosowano
zabite szczepy NTHi, oczyszczone biatka btony zewnetrznej np. OMP P1, OMP P6, OMP PS5,
OMP 26, D15 lub fimbrie typu IV (Tfp), oraz pozbawiony wtasciwosci toksycznych lipooli-
gosacharyd (dLOS) z no$nikiem bialkowym (TT) i toksyna choleryczna (CT-choleric toxin)
jako adiuwantem (2, 7, 8, 4, 11, 19). Postep dalszych badan rozwojowych jest uzalezniony od
standaryzacji badan oznaczania odpowiedzi immunologicznej, w tym opracowania modelu
badan skuteczno$ci in vivo z uzyciem zwalidowanego modelu zwierzecego. Dotychczas
w badaniach patogenezy zapalenia ucha §rodkowego oraz kolonizacji géornych drog odde-
chowych NTHi stosowano rézne modele zwierzgce, m.in. §winki morskie, szynszyle oraz
myszy (2, 7). Badanie z uzyciem myszy bylo stosunkowo rzadko stosowane w badaniach
nietypowanych szczepow H. influenzae ze wzglgdu na brak standaryzacji metod zakazania
droga oddechowa. Nie mniej jednak, ostatnie wyniki badan potwierdzaja, ze po optymalizacji
model ten moze sta¢ si¢ w przysztosci modelem in vivo z wyboru (2). Jego zastosowanie
moze pozwoli¢ na postgp w badaniach zapalenia ucha $srodkowego wywotanych przez
roézne czynniki wirusowe i bakteryjne, ale rowniez wywolywane przez zakazenia mieszane
wariantami szczepow bakteryjnych tego samego gatunku (2, 9).
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Obecnos¢ na blonach §luzowych nosogardla réoznych gatunkdéw bakterii w tym samym
czasie (np. S. pneumoniae i H. influenzae lub S. pneumoniae i Staphylococcus aureus) moze
znacznie zmienia¢ przebieg zakazenia, w porownaniu z obecnoscia w tej niszy bakterii tego
samego gatunku (14). Znaczna kolonizacja gérnych drog oddechowych zdrowych dzieci
(30-40%) 1 0sob dorostych (10-20%) szczepami NTHi oraz genetyczne zréznicowanie tych
szczepow pozwalajg przypuszczad, ze w obrebie niszy nosogardla wystgpujaca w tym samym
czasie wspolkolonizacja moze wptywaé na oddziatywania miedzy szczepami i przebieg
zakazenia (13, 14). Szczepy NTHi kolonizujace btong $§luzowa jamy nosowo-gardlowe;j
wytwarzajg szereg biatek, ktore umozliwiajac przetrwanie, moga odgrywaé znaczng rolg
w swoistej konkurencji miedzy drobnoustrojami (2).

Celem pracy byta ocena poziomu eliminacji z nosogardta, ptuc i uszu zakazanych
donosowo myszy szczepoOw NTHi charakteryzujacych si¢ odmiennymi genetycznymi
determinantami zjadliwosci.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. W badaniach uzyto szczepy: NTHi 10 o profilu genow deter-
minant zjadliwo$ci hif7,3kpz, hmwA-, tna-, lic2B+ oraz szczep NTHi 182 o profilu genow
determinant zjadliwosci 4if3,4kpz, hmwA-, tna-, lic2B+, oba izolowane z wymazu z tylnej
Sciany gardla zdrowego dziecka oraz szczep NTHi 300 o profilu genéw zjadliwosci Aif-,
hmwA+, tna-, lic2B+ izolowany z wysigku z ucha dziecka z zapaleniem ucha srodkowego.
Szczepy namnazano na agarze czekoladowym w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,
przez 18-24 godz.

Wykrywanie genéw kodujacych czynniki zjadliwos$ci. Profil genow dla
czynnikow zjadliwos$ci hif, hmwA, tna, lic2B oznaczano wcze$niej opisanymi metodami.
Fragmenty gen6éw kodujacych informacje o syntezie adhezyn fimbrialnych HA amplifi-
kowano stosujac startery purE(M) 1 pepN(M) (16); fragmenty gendw kodujacych syntezg
adhezyn HMW I/HM W2 amplifikowano stosujac startery rozpoznajace sekwencje w obrebie
genu imwA (startery HMWP1HI/HMWP3RHI) (23); fragment genu /ic2B amplifikowano
zuzyciem starterow lic2BF oraz lic2BR (20); fragment regionu nlpD-mutS genu tna ampli-
fikowano z uzyciem starter6w nlpD-F i muts-R2 zgodnie z protokotem Martin i inni (15).

Model zwierzecy. Badania prowadzono z uzyciem myszy BALB/CANNCTIBR ze
stada wsobnego, pochodzacych z Instytutu Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
PAN, Warszawa. W badaniach uzywano myszy o masie ciata 16-18 g. Badania na zwierzgtach
prowadzono w $cisle kontrolowanych warunkach, ktore zapewnialy urzadzenia klimatyczno
- wentylacyjne (IVC Tecniplast Gazzada, Italy), po uzyskaniu zgody IV Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Badan na Zwierzetach (protokot 69/20009).

Ocena przebiegu zakazenia myszy zawiesinami szczepéw NTHi.
Zawiesing zakazajaca stanowily pojedyncze szczepy NTHi namnazane w bulionie BHI
z czynnikami wzrostowymi X, V o ggstosci optycznej OD, =1,6. Mieszaniny zakazajace
przygotowywano przez zmieszanie stosowanych zawiesin wyjsciowych w stosunku 1:1.
Kazdej myszy, po wezesniejszym znieczuleniu, do kazdego nozdrza, przy zastosowaniu
potautomatycznego dozownika Hamilton, podawano 10 pl zawiesiny bakteryjnej o gestosci
103CFU. W kazdej z badanych grup po 5 sztuk myszy poddawano eutanazji w dniu 0 (2 h
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po zakazaniu) oraz po uptywie 5, 8, 13, 21, 27, 34, 42, 48 i1 56 dni. Tkanki tchawicy i ptuc
wazono, zawieszano w buforze fosforanowym z 10% hydrolizatem kazeiny do obj¢tosci
1 ml i homogenizowano 3 min 1/25 sek na lodzie, w homogenizatorze Retsch® MM301,
a nastepnie ich 10-krotne rozcieficzenia wysiewano na podtoze agar czekoladowy.

Badania konkurencyjnoS$ci szczepow NTHi z uzyciem myszy. W kazdej
z badanych grup myszy zakazonych donosowo mieszaning szczepéw poddawano eutanazji
po 5 sztuk myszy w dniu 0 (2 h po zakazaniu) oraz w 7, 13 1 27 dniu.

W kazdym punkcie czasowym, z hodowli in vitro homogenizatow tkanki ptucnej na
podtozu agar czekoladowy wybierano 18-20 losowo wybranych kolonii H. influenzae,
ktére namnazano i z kazdej hodowli przygotowywano zawiesiny bakteryjne w 100 ul wody
destylowanej. Po 3 krotnym zamrozeniu i rozmrozeniu, uzyskany lizat komoérkowy wykorzy-
stywano jako matryce w reakcji PCR, w ukladach ze starterami stosowanymi do okreslenia
genotypu hif oraz wykrywania obecnosci genu AmwA.

Analiza statystyczna.Krzywe przebiegu zakazania badanych szczepéw wykreslono
na podstawie usrednionych wartosci cfu/mg/poptuczyn z nosogardta, cfu/mg/poptuczyn
z uszu oraz cfu/mg/homogenatu ptuc po transformacji logarytmicznej warto$ci z uwzgled-
nieniem odchylenia standardowego (SD) dla 5 myszy w kolejnych punktach czasowych.
Znamienno$¢ roznic przebiegu krzywych eliminacji oceniano z uzyciem testu ANOVA
z uzyciem programu R 2.15.0 (R Core Team, 2012 (5).

WYNIKI

Zakazenie szczepem NTHi 10 przebiegato nastepujaco: 2 godziny po zakazeniu (dzien 0)
liczba bakterii (cfu) osiggata wartos¢ 2,95 log, cfu/mg tkanki nosogardtai4,35 log, cfu/mg
tkanki ptuc, natomiast w 8 dniu odpowiednio 3,25 log, cfu/mg oraz 3,75 log, ,cfu/mg. W ko-
lejnych dniach po zakazeniu obserwowano wzglednie staty poziom liczby bakterii w no-
sogardle i ptucach, wyrazony liczbg bakterii, odpowiednio w zakresie 2,80 - 4,20 log, cfu
w przeliczeniu na mg tkanki nosogardta i tkanki pluc. W poptuczynach z ucha w dniu 5
obserwowano poziom zakazenia wyrazony liczbg bakterii 1,45 log, cfu, a nastgpnie nasilone
namnazanie bakterii, ktorych liczba wzrastata do 2,32 log, cfu/mg tkanki ucha w 8 dniu
zakazenia. W nastepnych punktach czasowych nie obserwowano wzrostu bakterii (Ryc. 1).

Krzywe przebiegu zakazenia szczepem NTHi 300 przyjmowaty charakterystyczny, wzgled-
nie staly poziom odpowiadajgcy wartosciom w zakresie 3,15 - 4,25 log cfu w przeliczeniu na
mg tkanki nosogardta i tkanki pluc myszy do 27 dnia po zakazeniu. W 34 dniu obserwowano
nieznaczny wzrost namnazania bakterii w ptucach inosogardle do poziomu 4,5014,10 log, cfu
w przeliczeniu na odpowiednio mg tkanki nosogardta i tkanki ptuc, po czym, odnotowywano
nieznaczny spadek liczby bakterii odpowiadajacy w dniu 56 wartosci 3,25 i 3,15 log, cfu
w przeliczeniu na mg tkanki nosogardta i ptuc (Ryc. 1). W poptuczynach z ucha obserwowano
poziom zakazenia wyrazony liczbg bakterii 1,55 log,,cfu w 5 dniu oraz nasilone namnazanie
bakterii odpowiadajgce wartosci 2,30 log cfu/mg tkanki ucha w 8 dniu zakazenia. W nastgpnych
punktach czasowych nie obserwowano wzrostu bakterii. Analiza statystyczna potwierdzita, ze
niezaleznie od tego czy zakazano myszy szczepem NTHi 10 czy NTHi 300 eliminacja bakterii
byla statystycznie wicksza w tkance ptuc (p= 0,003) i tkance uszu (p= 0,000) w stosunku do
nosogardta. Dla poziomu eliminacji szczepami NTHi 10 i NTHi 300 nie wykazano r6znic zna-
miennych (p=0,976) (Ryc. 1).
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Ryc. 1.  Dynamika eliminacji bakterii w poptuczynach z nosogardta, poptuczynach z ucha i tkanki
ptuc po donosowym zakazaniu myszy pojedynczymi zawiesinami szczepOw nieinwazyjnego
NTHi 10 i potencjalnie inwazyjnego NTHi 300.

Przebieg zakazenia mieszaning szczepu NTHi 10 + NTHi 300 wyrazony wyj$ciowo
(dzien 0) liczbg bakterii 3,95 log, cfu oraz 4,65 log, cfu w przeliczeniu na odpowiednio mg
tkanki nosogardta oraz tkanki ptuc, charakteryzowat si¢ nasilonym namnazaniem w 2-gim
dniu osiggajgc wartosci, odpowiednio 5,751 6,95 log, cfu w przeliczeniu na mg tkanki noso-
gardla i tkanki ptuc myszy. Okres nasilonego namnazania bakterii trwal najczesciej do dnia
8, po czym odnotowywano stopniowy spadek liczby bakterii do poziomu porownywalnego
z pierwszym dniem obserwacji (dzien 0), a nastepnie - stopniowe obnizanie poziomu liczby
bakterii do poziomu 2,86 i 2,95 log, cfu w przeliczeniu na mg tkanki nosogardta i tkanki

| ]
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Ryc.2. Dynamika eliminacji bakterii z popluczyn z nosogardta oraz tkanki ptuc myszy zakazanych

donosowo mieszang szczepdw nieinwazyjnego NTHi 10 i potencjalnie inwazyjnego NTHi
300.
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Ryc. 3.  Czgsto$¢ wystepowania w ptucach myszy szczepow NTHi po donosowym zakazaniu myszy
mieszaninami szczepdw NTHi; A. myszy zakazane mieszaning dwoch szczepow nieinwa-
zyjnych NTHi 10 oraz NTHi 108; B. myszy zakazane mieszaning szczepu nieinwazyjnego
NTHi 10 oraz potencjalnie inwazyjnego NTHi 300.

ptucnej w 56 dniu obserwacji (Ryc. 2). W tkance uszu nie obserwowano wzrostu bakterii
po podaniu mieszaniny szczepu NTHi 10 + NTHi 300. Dla poziomu eliminacji mieszaning
szczepow NTHi 10+ NTHi 300 nie wykazano réznic znamiennych (p= 0,495) (Ryc. 2).

Analiza krzywych zakazania mieszaniny dwoch szczepow niezjadliwych NTHi 10 oraz
NTHi 108 nie wykazata r6znic poziomu zakazenia po 14 dniach, ktore utrzymywato si¢
w ptucach do 28 dnia (Ryc. 3A.B.).

Analiza krzywych zakazenia mieszaniny szczepu niezjadliwego NTHi 10 oraz poten-
cjalnie inwazyjnego NTHi 300 wskazywata na przewage szczepu NTHi 300. Szczep NTHi
10 wykorzystany do zakazania myszy byt eliminowany z tkanki ptucnej myszy do poziomu
5% w 13 dniu obserwacji oraz 3% w 28 dniu obserwacji. W 42 dniu obserwacji w ptucach
myszy nie wykrywano szczepoéw NTHi 10 (Ryc. 3A.B.).

DYSKUSJA

W badaniach oceniono poziom zakazen szczepami NTHi reprezentujacymi rézne
warianty zjadliwosci oraz ich potencjalne oddzialywania podczas zakazen mieszanina-
mi szczepéw w eksperymentalnym modelu donosowego zakazania myszy. Donosowa
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immunizacja zwierzat jest skuteczng metoda pobudzenia odpowiedzi odpornosciowej na
btonach $luzowych i modelem przydatnym do opracowania szczepionki przeciw zapaleniu
ucha srodkowego wywolanego szczepami NTHi (7, 19, 24). Wiele immunogennych biatek
NTHi o potencjalnym zastosowaniu jako antygeny szczepionkowe charakteryzuje si¢ wy-
soka heterogennos$cia, czgsto powiazang z indukowaniem odpowiedzi ochronnej jedynie
przeciw szczepom homologicznym (24). Fakt ten stanowi znaczny problem w przypadku
przewlektego i nawracajacego zapalenia ucha srodkowego, wywolywanych przez rdznigce si¢
genetycznie warianty szczepow NTHi (2, 3). Wysoka zmienno$¢ populacji szczepéw NTHi
izolowanych z probek materiatu klinicznego pobranego od 0séb chorych oraz zdrowych,
szczegblnie od zdrowych dzieci, zostata udokumentowana w publikacjach wielu badaczy (6,
22). Podtoze opisywanej zmiennosci powigzano z horyzontalnym transferem genéw, duza
liczba sekwencji SSR oraz zdolnoscia szczepdw NTHi do mimikry molekularnej (12, 22).
Wymianie materialu genetycznego sprzyja potwierdzona wysoka czestos¢ kolonizacji ré6zny-
mi wariantami szczepdw w tym samym czasie oraz nabywanie nowych wariantéw szczepow
(6). Badania zréznicowania szczepo6w NTHi zasiedlajacych gorne drogi oddechowe nosicieli
w wieku dziecigcym wykazaty, ze §rednio u 43% dzieci w wymazach z gardla izolowano
w tym samym czasie mieszaniny 2-5 izolatow (2, 6). Podobnie z materialow klinicznych
dzieci z zapaleniem ptuc z wymazow z gardta oraz z wycieku z ucha izolowano rézne wa-
rianty szczepow NTHi (2, 21). Charakter oddzialywan pomiedzy szczepami zajmujacymi ta
samg nisze¢ pozostaje zagadnieniem niewyjasnionym, cho¢ ostatnio opublikowano badanie
potwierdzajace stuszno$¢ takich hipotez (13). Z kolei do§wiadczenia z zakazaniem myszy
mieszaninami szczepow S. pneumoniae i H. influenzae potwierdzity w efekcie koncowym
przewage H. influenzae (14). Interesujacy jest fakt, ze zakazenia pojedynczymi szczepami
charakteryzowaty si¢ w poréwnaniu z mieszanymi zakazeniami dtuzszym przebiegiem (13).

Przestankg do podjecia pracy byto zalozenie, ze szczepy NTHi zasiedlajace rozne nisze
gospodarza wytwarzaja czynniki zjadliwosci, ktére umozliwiajg przetrwanie szczepow
w niszy jednego srodowiska, ale nie musza by¢ wymagane do przetrwania w §rodowisku
innej niszy (1). Dotychczasowe wyniki badan dystrybucji determinant genetycznych kodu-
jacych glowne fimbrialne i niefimbrialne adhezyny (geny hif, hmw oraz hia), kodujacych
proteaze IgA1 (gen iga), tryptofanaze (gen tna,), LOS (trzy geny licA, lic2A, IgtC) oraz
glikozylotransferaze (gen /ic2B) wykazaly, ze do inwazji ucha srodkowego moze dochodzi¢
w sytuacji gdy szczep NTHi wytwarza okreslone czynniki zjadliwosci (12, 16, 23). We
wczesniejszych badaniach autorzy zidentyfikowali szczepy o profilu NTHi hif+, hmwA-,
tna-, lic2B-, predysponowane do kolonizacji goérnych dréog oddechowych cztowieka oraz
szczepy o profilu NTHi hif-, hmwA+, tna+, lic2B+, ktore sg bardziej niz inne predyspono-
wane do wywolywania zakazen objawowych (szczepy potencjalnie inwazyjne) (2). Wyniki
z zakresu genomiki NTHi potwierdzaja wystepowanie wsrod NTHi krazacych w populacji
dominacji okreslonych genotypow lub wybranych subpopulacji szczepow 1 powigzanie
Z nisza, ktoéra zasiedlajg w organizmie gospodarza, jak rowniez z objawami choroby czy
kolonizacja (1, 18, 22). W populacji szczepéw NTHi w okreslonych warunkach moze do-
chodzi¢ do przewagi selekcyjnej i klonalnej ekspansji okre§lonych genotypow szczepow
NTHi, ktore predysponuja do wystgpowania inwazyjnych zakazen u najmtodszych dzieci
(20). Okreslona kombinacja szczepéw NTHi o danym sktadzie czynnikow zjadliwos$ci
moze by¢ zwigzana ze wzrostem ryzyka wystgpienia zakazenia objawowego lub wigkszej
intensywnosci przebiegu zakazenia. Podobnie wyniki badan typowania szczepow H. influ-
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enzae metoda MLST (Multilocus Sequence Typing) potwierdzity zwigzek miedzy strukturg
populacji i miejscem izolacji szczepu (12).

Wobec tak wyraznych réznic miedzy szczepami NTHi mozna zalozy¢ wystepowanie
wzajemnych ich odzialywan o ré6znym charakterze (synergia/antagonizm), czy tez modelu
konkurencji (selective force) miedzy szczepami zasiedlajacymi jednocze$nie nosogardto,
ucho $rodkowe 1 w dalszej kolejnosci po migracji powrotnej — nosogardto. Zaktadajac, ze
szczepy o profilu NTHi hif-, hmwA+, tna+, lic2B+ charakteryzujg si¢ wyzszym potencjatem
inwazyjnosci, ocenie poddano potencjalng konkurencyjnos$¢ szczepow in vitro w odniesieniu
do szczepu niezjadliwego. Uzyskane wyniki badania w przebiegu zakazenia pojedynczy-
mi szczepami NTHi w nosogardle, jamie ucha i w ptucach myszy nie potwierdzily réznic
w poziomie i czasie zakazenia. Niezaleznie od zastosowanego szczepu potwierdzono lepsza
skuteczno$¢ ich eliminacji z uszu i ptuc w poréwnaniu z nosogardtem.

W celu oceny oddziatywan miedzy szczepami NTHi o réznym potencjale zjadliwosci,
myszy zakazano mieszaninami tych szczepéw NTHi reprezentujacych okreslone patotypy,
przypisane szczepom potencjalnie inwazyjnym oraz szczepom nieinwazyjnym, wyizolo-
wanym z materialu klinicznego pobranego od chorych z objawami zakazen oraz z wymazu
z gardta nosicieli. Powyzsza ocena obejmowata dlugo$¢ i intensywnos¢ utrzymywania si¢
zakazenia w czasie oraz oddziatywania miedzy ré6znymi szczepami NTHi. W badaniach
potwierdzono dominacj¢ szczepdw o profilu NTHi hif-, hmwA+, tna+, lic2B+ w tkance
plucnej myszy w poréwnaniu do wariantéw szczepdw nieposiadajacych tych gendow, co
moze potwierdzac¢ rolg adhezyn grupy HMW w zakazaniu szczepami NTHi oraz hipoteze
konkurencyjnosci migedzy szczepami w zajmowanej niszy gospodarza. Wykazane stopniowe
wypieranie szczepow w ptucach moze wskazywac, ze szczepy potencjalnie zjadliwe o profilu
NTHi hif+, hmwA-, tna-, lic2B- zdolne do syntezy adhezyn HA nie byty w stanie uzyskac
przewagi selekcyjnej. Przewage liczebna szczepu potencjalnie inwazyjnego obserwowano
w obrebie niszy nosogardta jak i pluc.

Wykazano, ze model donosowego zakazania myszy pojedynczymi szczepami NTHi
nieinwazyjnego i potencjalnie inwazyjnego oraz mieszaning tych szczepéw réznia si¢ miedzy
soba. Badania z uzyciem donosowego zakazania myszy potwierdzily silniejsza dominacje
szczepu NTHi okreslonego we wcezesniejszych badaniach jako potencjalnie inwazyjny.
W przebiegu zakazania myszy mieszaning szczepdw NTHi obserwowano trend zwigkszania
si¢ udzialu potencjalnie zjadliwych szczepéw NTHi w ptucach myszy w stosunku do szcze-
péw nieinwazyjnych, potwierdzajac tym samym przyjete w pracy zatozenie wystgpowania
konkurencyjnosci migdzy réznymi szczepami w zajmowanej niszy gospodarza.
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