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Agrip
Pneumdkokkar (Streptococcus pneumoniae) eru mikilvaegir sykingavaldar i ménnum um allan heim,
boé sérstaklega i bornum undir fimm ara aldri og eldra folki. Peir eru algeng orsék sykinga i efri
ondunarvegum sem geta leitt til pralatra mideyrnasykinga, lungnabdlgu, heilahimnubdlgu,
blodsykingar o.fl. Samkvaemt upplysingum fra Alpjéda heilbrigdismalastofnuninni (WHO: World Health
Organization) latast arlega allt ad ein milljon barna undir fimm ara aldri ur pneumdkokkasykingum i
heiminum. Beratidni pneumodkokka er langhzest medal barna en oft er talad um ad nefkok barna sé

vistfraedileg uppspretta pneumodkokkasykinga.

Orverupekjumyndun er einfalt ferli sem bakteriur nota til ad lifa af, en drverupekjur veita peim mjog
stédugt og verndandi umhverfi. Orverupekjur veita pannig bakterium sem hana mynda skjol og
audvelda mjog dreifingu @ miklu magni af bakterium. Bakteriur i 6rverupekjum eru vel vardar og
torvelda Orverupekjur syklalyfjum adgang, auk pess ad bakteriur eru tiltdlulega 6virkar par. bPad gerir
pbad ad verkum ad syklalyf sem beinast gegn bakterium i skiptingu virka verr en ella og p.a.l. getur

verid erfitt ad rada nidurlégum sykingarinnar.

Gagnagrunnur Syklafraedideildarinnar, asamt pvi stéra pneumoékokka safni sem par er, veitir okkur
einstakt teekifeeri til ad kanna hvort pneumdkokkar sem valda endurteknum mideyrnasykingum séu
liklegri til @ad mynda meiri 6rverupekjur heldur en stofnar fra ifarandi sykingum og fra nefkoki

heilbrigdra leikskélabarna (berum).

Markmid pessarar rannsoknar var pvi ad kanna heefileika pneumdkokka fra endurteknum
mideyrnasykingum, ifarandi sykingum og nefkoki heilbrigdra barna til ad mynda 6rverupekjur med og
an H. influenzae i mikrotiter bokkum. Petta var gert til ad kanna hvort munur veeri a hlutfalli
orverupekjumyndandi stofna milli synahopa, til ad athuga hvort munur veaeri & érverupekjumyndun
pneumoékokka i samreekt med H. influenzae og til pess ad kanna hvada hjupgerdir myndudu pykkustu
kénnud til pess ad sja hvort syklalyfin naedu ad vinna & bakterium i 6rverupekjum. Haefileikar
pneumoékokka med og an festiprada til ad mynda Orverupekjur & frumuraekt lungnapekjufrumna voru
einnig kannadir til pess ad athuga hvort stofnar med festipraedi needu betur ad bindast vid pekjuna
heldur en stofnar an festiprada.

Stofnar af hjupgerdum 19F, 23F, 6A, 6B og 14 fra endurteknum mideyrnasykingum (33 stofnar),
ifarandi sykingum (25 stofnar) og heilbrigdum berum (50 stofnar) fra 0-6 ara bérnum voru raektadir upp
i mikrétiter bokkum og 6rverupekjumyndun peirra ljosmaeld i ljosmeeli. Einnig voru tveir H. influenzae

stofnar fra mideyrnasykingum barna notadir til samraektar.

Peir stofnar sem myndudu pykkastar orverupekjur voru af hjupgerdum 6B og 6A. Stofnar af
hjapgerd 19F myndudu punnar Orverupekjur og stofnar af hjupgerdum 14 og 23F myndudu engar
orverupekjur. Samraekt pneumokokka og H. influenzae hafdi ekki eins mikil 6rvandi ahrif a
orverupekjumyndun eins og buist var vid. Misjafnt var @ milli hjupgerda pneumodkokka og H. influenzae
stofna hvada ahrif samreektin hafdi. Stofnar fra mideyra voru i flestum tilvikum érverupekjumyndandi

en peir myndudu Orverupekjur i 70% tilvika, stofnar fra berum i 64% tilvika og stofnar fra ifarandi



sykingum i 56% tilvika. Hlutfall peirra stofna sem myndudu pykkar érverupekjur var heest hja stofnum
fra ifarandi sykingum, eda 32%, en stofnar fra mideyra myndudu pykkar orverupekjur i 30% tilvika og
stofnar fra ifarandi sykingum i 22% tilvika. FITC litun pneumdkokka a lungnapekjufrumum syndi

hvernig pneumadkokkarnir bindast vid pekjuna og vaxa ofan i hana.

Adferd vid syklalyfjaprofanir virkadi ekki nogu vel og hana parf ad préa betur. Rannséknin syndi ad

adferdin gagnast vel vid mat a érverupekjumyndun eftir hjupgerdéum.






Abstract

Streptococcus pneumoniae are important pathogens in humans worldwide, especially in children
under five years of age and elderly (people). They are a common cause of infections in the upper
respiratory tract and can lead to persistent otitis media, pneumonia, meningitis, sepsis and more.
According to the World Health Organization (WHO) each year up to one million children under five
years of age die of pneumococcal disease worldwide. Pneumococcal carrier rate is by far the highest
among children, but people often talk about the nasopharynx of children as an ecological source of

pneumococcal disease.

Biofilm formation is a simple process that bacteria use to survive, but biofilms give them very stable
and protective environment. Biofilms provide the bacteria with shelter and greatly facilitate the
distribution of large quantities of bacteria. Bacteria in biofiims are well protected and impede the
access of antibiotics in addition to be relatively passive while in the biofilm. It means that antibiotics
directed against growing bacteria are not as active as normally, it will therefore be difficult to bring
down the infection.

Data resources at the Dept. of Clinical Microbiology, as well as a large collection of pneumococci
gives us a unique opportunity to examine whether pneumococci causing recurrent otitis media are

likely to generate more biofilms than isolates from invasive disease and from healthy children.

The aim of this study was to investigate the ability of pneumococci from recurrent otitis media,
invasive disease and from nasopharyngeal of healthy children to form biofilms with and without H.
influenzae in microtiter plates. This was done to investigate whether there was a difference in the
proportion of biofilm forming strains between groups, to examine whether differences in pneumococcal
biofilm formation in co-culture with H. influenzae and to examine what serotypes formed the thickest
biofilms. Also, the effect of treatment with amoxicillin on bacteria in thick biofilms vs. no biofilms was
investigated to see if the antibiotics would kill the bacteria in the biofilms. Abilities of pneumococci with
and without pili to form biofilms on lung epithelial cells were also examined to check whether the
strains with pili better binds to the epithelium than the strains without pili.

Strains of serotypes 19F, 23F, 6A, 6B, and 14 from recurrent otitis media (33 strains), invasive
disease (25 strains) and healthy children (50 strains) from 0-6 year old children were incubated in
microtiter plates and the biofilm formation measured in a photometer. Two H. influenzae isolates from

children with otitis media were also used for co-culture.

The strains that formed the thickest biofilms were serotypes 6B and 6A. Strains of serotype 19F
formed thin biofilms and strains of serotypes 14 and 23F did not form any biofilms. Co-culture
pneumococci and H. influenzae was not as strong stimulating effect on biofilm formation as expected.
Variation was between pneumococcal serotypes and H. influenzae strains if the co-culture had any
effects. Otitis media strians formed biofilms in 70% cases, strains from healthy children in 64% cases
and invasive strains in 56% cases. The proportion of strains that formed thick biofilms was highest for

invasive isolates, or 32%, while strains from middle ear that formed thick biofilms developed in 30%



cases and invasive strains in 22% cases. FITC staining of pneumococci in lung epithelial cells showed

how pneumococci bind to the epithelium and grow into it.

Procedure for testing antibiotics did not work properly and it needs to develop better. The study

showed that the method is a great help in assessing biofilm formation by serotypes.
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bakkir

Verkefnid var unnid ad mestu leyti & Syklafraedideild Landspitalans, Armuala 1a. Einnig var hluti
verkefnisins unninn a rannsoknastofu i stofnfrumufreedum i Laeknagardi. Leidbeinendum minum og
umsjénarkennara, peim Karli G. Kristinssyni, Gunnsteini Haraldssyni og Mérthu A. Hjalmarsdéttur
pbakka ég trausta og goda leidsogn vid vinnu verkefnisins. Einnig pakka ég bérarni Gudjonssyni, Ara
Joni Arasyni og Horpu Karadéttur i Laeknagardi fyrir pa goédu adstod sem pau veittu mér vid
uppsetningu filtera fyrir lungnapekjufrumur. Reyni Scheving vil ég pakka fyrir gott samstarf og adstod

af ymsu tagi, par a medal tolfreedilega urvinnslu.

Starfsfélki Syklafreedideildar Landspitalans, Armula 1a pakka ég adstod af ymsu tagi, sem og

patttakendum a vikulegum pneumoéfundum pakka ég abendingar og leidségn.

Sidast en ekki sist vil ég pakka fjdlskyldunni minni fyrir metanlega adstod og studning.
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1 Inngangur
1.1 Streptococcus pneumoniae

1.1.1 Sogqulegt yfirlit

Streptococcus pneumoniae eda pneumokokkar voru einangradir i fyrsta sinn arid 1881 i
Bandarikjunum af laekninum George M. Steinberg og i Frakklandi af efnafreedingnum Louis Pasteur.
Peir lystu byggingu bakteriunnar vid smasjarskodun a svipadan hatt en peim hafdi badum tekist ad
einangra diplokokka ur bl6di kanina med pvi ad sykja pser med munnvatni (1). Pasteur gaf peim nafnid
Microbe septicemique du saliva en Sternberg nefndi pa Micrococcus pasteuri til heidurs Pasteur, pvi
hann vard fyrri til ad birta sinar nidurstédur (2). Arid 1886 fékk bakterian nafnid Pneumococcus vegna
pbess ad hun var ordin pekkt sem algeng orsoék lungnabdlgu (3), en pad var ekki fyrr en arid 1974 sem

bakteriunni var gefid sitt naverandi nafn, Streptococcus pneumoniae (1, 4).

Fyrst um sinn var naemismynstur pneumokokka mjég stédugt og var pa penisillin notad sem kjorlyf
til ad medhondla sykingar af véldum peirra. Med tilkomu stofna sem hafa minnkad naemi fyrir penisillini
og fjéloneemra stofna (stofnar sem eru oneemir fyrir premur eda fleiri syklalyfjaflokkum) hefur val a
lyfjum sem virka vel ad sama skapi minnkad. Penisillin er p6 enn kjorlyf pegar stofnar eru naemir fyrir
bvi, en pegar peir eru med minnkad neemi (I) er maelt med amoxisillini i staerri og fleiri skommtum a
dag (5-7). Fyrstu tilfelli sykinga par sem pneumadkokkar voru énaemir fyrir syklalyfjum saust a sjdunda
aratug sidustu aldar, en pad var arid 1967 sem fyrsta sykingin af véldum pneumdékokka med minnkad
naemi fyrir penisillini kom fram (8). Fra pessum tima hafa stofnar sem ekki eru naemir fyrir penisillini og

filonaemir stofnar breidst hratt it um allan heim og eru na ordnir miki® vandamal (9).

Arid 1988 var byrjad ad safna 6llum pneumdkokka stofnum sem greindust fra ifarandi sykingum hér
a landi og ad minnsta kosti 100 stofnum a ari frd& dndunarfeerasykingum og gerd a peim naemisprof.
Seinna petta sama ar fannst fyrsti penisillin 6naemi stofninn og sidan pa hefur 6llum pneumokokka
stofnum med minnkad naemi fyrir penisillini verid safnad og gerd a peim naemisproéf. Penisillin 6naemid
breiddist hratt ut i kjolfarid og tidni penisillin éneemra pneumdkokka jokst ur 2,3% aridé 1989, upp i
19,8% arid 1998. Arid 2001 hafdi penisillin 6naemid leekkad nidur i 13,6%, en arid 2010 haféi pad svo
aukist aftur uppi 38,6% (5).

Bolusetningar gegn 10 hjupgerdum pneumodkokka sem gjarnan valda ifarandi sykingum héfust
reglubundi® hér & landi arid 2011, en bolusetningar eru besta forvérnin gegn sjukddomum af véldum
pneumodkokka. | Bandarikjunum var byrjad ad bolusetja bérn gegn pneumokokkasykingum uppur
sidustu aldamétum en haegt var ad kaupa boluefnid hér & landi i nokkur ar fram ad hefébundinni

bélusetningu. Nu fer bolusetningin fram i ungbarnaetftirliti vid 3, 5 og 12 manada aldur (10).

1.1.2 Lysing og bygging pneumdékokka
Pneumdkokkar eru Gram-jakveedir, katalasa neikvaedir og eru yfirleitt tveir og tveir saman i pérum,
svokalladir diplokokkar. peir finnast einnig einir og sér og i stuttum kedjum pé svo ad pad sé ekki eins

algengt. Oft er talad um ad peir hafi svokallada Lancet I6gun en peir eru ilangir til endanna og eru um
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0,5-1,25 um i pvermal (11), sja mynd 1. Pneumokokkar eru valbundnar loftfaelur sem mynda ymist
stérar og glansandi pyrpingar & blédagar vegna fjdlsykra i hjap, eda litlar pyrpingar med nidurfallna
midju vegna ensimsins autélysins, en pad er ensim sem peir mynda (12). Peir mynda a-hemoélysu a
blédagar fyrir tilstilli pneumdlysins sem brytur hemoéglobin nidur, en pneumdlysin er einnig tali®
mikilvaegt fyrir fyrstu stig érverupekjumyndunar (13, 14).

Mynd 1. Smasjarmynd af Streptococcus pneumoniae eftir Gramslitun (15).

A yfirbordi pneumokokka méa greina prjar tegundir af mis pykkum légum, en pau eru frumuhimna,
frumuveggur og hjupur (16). Frumuhimnan er innst, hun er u.p.b. 9 nm ad pykkt og er gerd ur tvéfoldu
fosférlipidlagi. Frumuveggurinn tekur svo vid en hann er uppbyggdur af peptiddglykan lagi sem meelist
20 nm & pykkt (17). bykkasta lagid kallast fjdlsykruhjupur og meelist hann 200-400 nm & pykkt (13), en
hann er tengdur peptiddglykanlagi frumuveggjarins med samgildum tengjum hja 6llum hjupgerdum
pneumoékokka nema hja hjupgerd 3. Ekki er ljdst med hvada heetti fjdlsykruhjupur hennar binst vid
frumuvegg bakteriunnar (18).

1.1.3 Fjolsykruhjupurinn

Flestir pneumodkokkar hafa fjdlsykruhjup sem lengi hefur verié talinn einn mikilvaegasti meinvirknipattur
peirra. Hann kemur i veg fyrir syklaat, gegnir mikilvaegu hlutverki i syklun og dregur ur virkni syklalyfja
(19). Breytileiki i fijdlsykrum hjupsins gerir pad ad verkum ad haegt er ad skipta pneumokokkum i 95
mismunandi hjupgerdir (20, 21), sem allar hafa mismunandi eiginleika sem moétefnavakar. Mikill munur
er a meinvirkni milli hjupgerda, naemi peirra fyrir lyfjum og algengi peirra @ milli landsveeda, aldurshopa
og eftir pvi hvernig sykingu er um ad reeda (22, 23). Stofnar sem hafa hjup eru mun meinvirkari en
stofnar sem ekki hafa hjup, en hjuplausir stofnar finnast helst i nefkoki barna (22) og sykingar af peirra
voldum eru adallega tengdar tarubdigu (13).

Vid flokkun hjups pneumodkokka eru notud tvenns konar kerfi sem nefnast ameriska kerfid og
danska kerfid, en pad danska er notad hér a landi. Kerfid virkar pannig ad hjupgerdir eru flokkadar eftir
skyldleika métefnavaka pannig ad peir sem hafa mikla samsvérun fa sama numer. Fyrsta undirgerdin

sem finnst i hverjum flokki feer bokstafinn F (first), t.d. 23F, naestu fa svo bokstafina A, B, C o.s.frv.
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Undantekning a pessari reglu eru hjupgerdir 6 og 9 en paer fengu ekki bokstafinn F heldur A, B, C

o.s.frv. eftir pvi i hvada réd peir fundust (24).

I nefkoki, sem er adal vistarstadur pneumodkokka fer bzedi fram samkeppni og samvinna milli
mismunandi hjupgerda pneumodkokka, auk annarra bakteriutegunda. Margt getur haft ahrif a bakteriur
sem lifa pessu samlifi en peer purfa ad berjast um naeringarefni til ad geta vaxid, syklalyfjanotkun
hysilsins hefur ahrif og vidbrogd fra énaemiskerfi berans gera pad einnig (25). Pneumdkokkar geta
audveldlega tekid upp erfdaefni fra 6drum bakterium, hvort sem um er ad reeda adra stofna
pneumokokka eda adrar bakteriutegundir. Med pessum heetti geta pneumaodkokkar tekid upp ymis gen
t.d énzemisgen, en einnig geta peir tekid upp genasnazeldu sem kédar fyrir myndun akvedinnar

hjupgerdar og pannig breytt um hjapgerd (13, 25).

1.1.4 Festipraoir

Festipreedir eru praedir sem likjast harum, en & endum peirra eru vidlodunarpaettir sem audvelda
bakteriunni ad loda vid hysilfrumu. Petta er mjog mikilveegt, pvi eitt af skilyrbum pess ad bakteria geti
sykt frumur hysils er ad hun geti lodad vid peer. Festipraedir studla einnig ad meinvirkni bakteria med
60rum heetti svo sem med flutningi erfdaefnis, myndun Orverupekja og fleira (26, 27), en

orverupekjumyndun byggist & pvi ad bakteriur geti lodad vid hvor adra (28).

Arid 1968 var festipradum i Gram-jakveedum bakterium lyst i fyrsta sinn hja Corynebacterium
renale (29), en nylegar rannsoknir hafa synt fram a festipraedi hja pneumdkokkum (30). Festipraedir
Gram-jakveedra bakteria eru fjollidur sem settar eru saman af undireiningum sem eru krosstengdar
med samgildum tengjum. Ensim sem kallast sortasar sja um ad setja undireiningarnar saman og

einnig ad krosstengja festipraedina vid peptidoglykan frumuveggjarins (31).

Ari® 2006 komust Barocci og félagar ad pvi ad pneumokokkar gaetu tjad festipraedi (30). Adur
héféu menn komist ad pvi til veeri genaeyjan rlrA (Pilus Island 1, PI-1) sem kodar fyrir festipradum og
hafdi hdn verid tengd vid meinvirkni (32). Pessi genaeyja fannst i TIGR4 sem er kliniskur
pneumoékokka stofn sem hefur ad fullu verid radgreindur (33). Bagnoli og félagar fundu sidar adra
genaeyju i genamengi pneumokokka sem kédar fyrir annarri gerd af festipradum og var hdn nefnd
genaeyja 2 (Pilus Island 2, PI-2) (26).

Menn eru ekki sammala um pad hvort festipraedir auki meinvirkni pneumdékokka en rannsoéknir sem
Barocchi og félagar gerdu bendir til pess ad svo sé hja stofnum med festipreedi af gerd 1. | rannsékn
pbeirra kom fram ad afurd genaeyja 1 eykur vidlodun pneumodkokka vid pekjufrumur lungna og
meinvirkni pneumoékokka i musum, en mysnar voru syktar med haum skammti af pneumoékokkum med
og an festiprada og voktu stofnar med festipraedi markteekt heerri TNF (Tumor necrosis factor)
vidbrogd en stofnar an festiprada (30). Basset og félagar gerdur aftur & méti rannsékn a tidni
festiprada i stofnum fra berum og ifarandi sykingum og par kom i ljés ad tidni peirra var st sama i
badum hopunum. Af peim nidurstédum dréogu pau pa alyktun ad stofnar med festipraedi vaeru ekki

meinvirkari en stofnar an festiprada (34).
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Festipraedir af gerd 2 taka i einhverju maeli patt i vidlodun vid pekjufrumur lungna en p6 ekki i sama
meeli og festipraedir af gerd 1. Pad sem getur mdgulega skyrt minni vidlodunarhaefni peirra er ad peir
virdast vera settir saman af einni gerd af undireiningu sem kallast Pit B, en pessi undireining er 6lik

festipradum annarra Gram-jakvaedra bakteria (26).

Tidni genaeyju 1 i pneumoékokkum er u.p.b. 20-30% i erlendum rannséknum og er tidnin heerri hja
syklalyfjadnzemum stofnum heldur en hja neemum stofnum (34, 35). [ islenskri rannsékn kom i ljés ad
tidni genaeyju 1 i pneumdkokkum fra nefkoki heilbrigdra leikskélabarna a arunum 2009-2010 var
33,4%, en tidni peirra fra ifarandi sykingum var 39,5%. Tidni genaeyju 1 var heerri hja
syklalyfjadnaemum stofnum heldur en hja neemum stofnum (36), eins og erlendar rannsoknir hafa synt.
| erlendum rannséknum er tidni genaeyju 2 4 bilinu 0-21% (35, 36), en hér & landi var tiénin 9,4% fra

leikskélabérnum og 9,0% fra ifarandi sykingum (37).

1.1.5 Sykingar og faraldsfraedi pneumékokka
1.1.5.1 Syklun og sykingar

Pneumdkokkar eru mikilvaegir sykingavaldar i ménnum ut um allan heim, pé sérstaklega i ungum
bérnum og eldra folki (38). Berakannanir hafa synt ad algengt er ad um 50-70% barna og 5-10%
fullordinna beri bakteriuna i nefkoki (39). Peir geta verid orsok fjdlbreyttra sykinga (13), en undir
edlilegum kringumstaedum lifa peir pd i samlyndi vid hysil sinn og tidni ifarandi sykinga medal
einstaklinga sem bera bakteriuna er lag (40). Bakterian getur pé dreift sér um likamann og valdid par
ymsum sykingum en helst ma par nefna sykingar i efri 6ndunarvegum sem geta leitt til pralatrar
mideyrnasykingar, lungnabdlgu, heilahimnubdlgu, blédsykingar o.fl. (41). A heimsvisu er tali® ad
arlega fai um 14,5 milljénir barna undir 5 &ra aldri ifarandi sykingu af véldum pneumodkokka (42), en
Alpjoda heilbrigdismalastofnuninni (WHO: World Health Organization) gerir rad fyrir pvi ad nu latist
arlega allt ad ein milljén barna undir fimm ara aldri ur pneumdkokkasykingum i heiminum, en tidnin er

haest i prounarléndunum (43).

Pneumokokkar sykla nefkok barna yfirleitt fyrst um 6 manada aldur en hversu lengi syklun stendur
yfir er had baedi hjupgerd og aldri hysils. Adur var talid ad sama samsetning hjupgerda geeti varid ad
medaltali i fiora manudi hja bérnum, en hja fullordnum i um tveer til fiérar vikur (13, 44). | nylegri
rannsokn sem gerd var a Afriskum bérnum kom i ljés ad pessi beratimi veeri sennilega styttri en adur
var talid, eda 31,3 dagur. Eins og fram hefur komid er beratiminn p6é misjafn a milli hjupgerda, allt fra
6,7 doégum til 50 daga (45). Buast ma vid pvi ad beratimi hja fullordnum sé einnig styttri en adur var
talid (39).

Til pess ad pneumokokkar geti valdid sykingu purfa peir ad geta lodad vid frumu hysils og borist a
stadi i likamanum sem yfirleitt eru lausir vid bakteriur. beir purfa einnig ad geta fjdlgad sér, komist
undan syklaati og myndad efni sem skemma vefi og valda boélgu. Ef varnir likamans eru skertar t.d.
vegna veiklunar 6ndunarfaeraslimhidar, veirusykinga eda reykinga getur syklun leitt til sykingar.
Sumar hjupgerdir hafa p6 meiri haefni heldur en adrar til pess ad valda ifarandi sykingum og valda

mjog fljott sykingum eftir ad syklun a sér stad (13).
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Pneumdkokkar berast adallega a milli manna med udasmiti en einnig kemur fyrir ad peir berist a
milli manna med snertismit. Andstaett vid flesta sykla berast peir yfirleitt ekki & milli manna fra veikum
einstaklingum heldur fra heilbrigdum einstaklingum sem bera bakteriuna i nefkoki (43). Helstu
ahaettupeettir hja heilbrigdum einstaklingum fyrir syklun af véldum pneumodkokka eru prengsli og
umhverfis- og félagslegir paettir (46).

Samlifi bakteria i hysli er kliniskt og faraldsfraedilega mikilvaegt vegna pess ad pneumokokkar ymist
trufla eda adstoda vid syklun stofna sem & eftir koma (39). Nylega var synt fram a pad ad stofnar sem
hafa Iélega vidlodunarheefni, loda betur vid pekju i masum pegar adrir stofnar med mikla
vidlodunarhaefni voru til stadar. betta virdist eiga sér stad an pess ad bakteriurnar skiptist 8 genum og

telja menn ad petta tengist 6rverupekjumyndun (47).

Auk pneumodkokka koma Haemophilus influenzae og Moraxella catarrhalis oft fyrir i nefkoki (48).
Rannsoéknir sem gerdar hafa verid a rottum hafa synt fram a pad ad ef pneumdkokkar eru til stadar i
nefkoki pa audveldar pad H. influenzae ad na par bolfestu (49). Adrar rannsoknir hafa hins vegar synt
fram a hid andstzeda, en in vitro rannsékn sem Pericone og félagar gerdu, kom i ljés ad
pneumoékokkar hamla vexti & H. influenzae, M. catarrhalis og Neisseria meningitidis med framleidslu a
vetnis peroxidi (50). betta bendir til pess ad samraekt tveggja bakteriutegunda in vitro endurspegli ekki
lifedlisfraedileg samskipti peirra in vivo. Pad skal po tekid fram ad enn er margt 6ljost i tengslum vid

samlif pneumaokokka vid adrar bakteriutegundir (39).

1.1.5.2 Dreifing hjupgerda og bélusetningar
Dreifing hjupgerda pneumdkokka er breytileg eftir landsvaedum, aldri og timabilum (51). | heiminum
Ollum eru algengustu syklalyffabneemu hjupgerdirnar 6B, 9V, 19F, 14, 23F, 6A og 19A (52).
Samkvaemt alpjédlegri rannsokn a dreifingu hjupgerda i mideyrnasykingum sem birt var arié 2009 var
hjupgerd 19F algengust, en par a eftir komu i handahdéfskenndri r6d hjupgerdir 3, 6A, 6B, 9V, 14, 19A
og 23F (53).

A &runum 2005-2007 voru 22% allra pneumokokka stofna sem greindust hér & landi af hjupgerd
19F, 13% af hjupgerd 6B, 10% af hjupgerd 23F og 8% af hjupgerd 14 (54).

Ari® 1998 fannst fyrsti fjslonaemi pneumdkokka stofninn af hjupgerd 19 hér & landi, annar fannst
sidan arid 2000 og fjorir arid par a eftir (5). Eftir ari® 2004 hefur ordid hr6d aukning a fjélénaemi, en
pbad var komid uppi 85,8% af 6llum hjupgreindum 6naemum pneumodkokkum arié 2010 eda 30,9% af
Ollum pneumdkokka stofnum sem voru greindir pad ar. Meirihlutinn, eda 94,9% voru fjdlonamir
stofnar af hjupgerd 19F og hoféu pessir klonar ekki greinst hér & landi adur. Eftir MLST (Multilocus
sequence typing) greiningu kom i lj6s ad um var ad raeda stofna af radgerd ST271 og ST1968 og
tilheyra peir alpjodlegum kloni Taiwan'®"-14 (5). Til samanburdar voru arié 1995, 60,7% allra 6naemra
pneumokokka af hjupgerd 6, en arid 2010 haféi hlutfalli® dottid nidur i 5,7%. Flestir stofnarnir voru af
hjupgerd 6B, radgerd ST90 og tilheyrdu alpjodlega kloninum Spain®-2 (5).

Arid 2011 var bélusetning gegn pneumdkokkum innleidd i ungbarnabdlusetningu & islandi. Notad
er 10-gilt proteintengt boluefni, Synflorix, sem veitir vorn gegn tiu hjupgerdum pneumokokka, auk pess

ad innihalda métefnavaka fra H. influenzae. Synflorix veitir vorn gegn hjupgeréum 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V,
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14, 18C, 19F og 23F (55). Misjafnt er eftir hjupgerdum vid hvada protein fjdlsykrur peirra eru tengdar.
Fjolsykrur hjupgerdar 19F eru tengdar edlissviptu diptheria toxini en fjdlsykrur hjupgerdar 18C eru
tengdar éeitrudu edlissviptu tetanus toxini. Fjolsykrur hinna atta hjupgerdanna i béluefninu eru tengdar
vid protein D fra H. influenzae, til pess ad auka getu béluefnisins til ad vernda gegn mideyrnasykingu
af véldum hjuplausra H. influenzae stofna (56, 57). | rannsékn sem nadi yfir 15 ara timabil hér & landi
par sem verid var ad skoda faraldsfraedi penisillin dnsemra pneumdkokka kom i ljés ad 68,8% bpeirra

hjupgerda sem ollu ifarandi sykingum medal barna tveggja ara og yngri er ad finna i béluefninu (5).

Annad béluefni gegn pneumdkokkum er til og nefnist pad Prevenar 13 (58). bad veitir vorn gegn 13
hjupgerdum pneumokokka. Ollum hjupgerdunum sem eru i Synflorix béluefninu auk priggja il
vidbotar, en pad eru hjupgerdir 3, 6A og 19A. Allar pessar hjupgerdir eru tengdar edlissviptu diptheria
toxini (59). Adur en farid var ad bdlusetia med pessu béluefni voru paer hjupgerdir sem i pvi eru
orsakavaldur i 86% tilfella ifarandi pneumodkokkasykinga hja Bandariskum bérnum (60).

Rannsoknir sem gerdar hafa verid erlendis hafa synt fram a ad i kjolfar bolusetninga gegn nokkrum
hjupgerdum pneumodkokka hefur nanast tekist ad utryma ifarandi sykingum af véldum peirra hjupgerda
sem eru i béluefninu. Vandinn er hinsvegar sa ad med utrymingu akvedinna hjupgerda med
bolusetningu koma nyjar hjupgerdir i stad peirra sem fyrir voru og hefur st aukning vidast verid mest
hja hjupgerd 19A. betta hefur nd pegar komid fram i peim I6ndum par sem béluefnin hafa verid tekin i
notkun (61, 62).

A undanférnum arum hefur hjupgerdargreining og stofngreining ordid sifellt mikilvaegari vegna
aukins o6neemis pneumokokka fyrir syklalyfjum. Stofnar sem hafa minnkad neemi fyrir R-laktam
syklalyfjum tilheyra oft algengum og vel pekktum klonum en flestir af pessum klénum hafa einnig
myndad o6naemi fyrir 68rum syklalyfjaflokkum. Pad er pvi mjég mikilveegt ad fylgjast med
6naemismynstri hja pneumdkokkum (63). Einnig er mjog mikilveegt ad fylgjast med tidni hjupgerda sem
sykla nefkok heilbrigdra barna a leikskélaaldri sem hafa verid bélusett, til pess ad meta hvada
hjupgerdir eru i umferd hverju sinni og pa hvort eda hvada hjupgerdir koma i stad peirra sem boluefnid
veitir vorn gegn. Nefkok barna er nefnilega megin uppspretta pneumoékokka og pegar pau hafa verid
boélusett hefur einnig dregid ur sykingum af véldum peirra hjupgerda sem eru i béluefninu hja fullorénu
folki (64).

1.1.6 Pneumodkokkar og orverupekjur
1.1.6.1 Soégulegt yfirlit

Orverupekjur hafa verid til fra 6rofi alda en menn attudu sig po ekki & mikilvaegi peirra fyrr en arid
1978. bratt fyrir pad var ekki farid ad rannsaka paer betur fyrr en aridé 1990. Algengi pess ad bakteriur
myndi 6rverupekjur er hatt, en talid er ad i yfir 60% tilfella bakteriusykinga myndi paer drverupekjur og i

allt ad 80% tilfella langvinnra sykinga (65).

Rannsoéknir hafa synt fram a ad bakteriur lifa saman i pyrpingum eda 6rverupekjum hvort sem er
innan eda utan mannslikamans. Bakterium hefur einnig oft verid lyst pannig ad peer séu frjalsar

lifverur sem audveldlega sé haegt ad halda i skefjum med syklalyfjum, en svo einfalt er pad ekki (66,
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67). Orverupekjur sem bakteriur mynda veita peim vérn fyrir utanadkomandi areiti, en bakteriur i
orverupekjum festa sig baedi vid undirlag innan pessara pekja og hvor vid adra og eru paer paktar
utanfrumu efnum (68). Pessa eiginleika drverupekja ma skyra baedi med lifedlisfraedi frumna sem lifa i
orverupekjum og med efnislegum eiginleikum utanfrumu efna, en nalaegd peirra veitir 6rverupekjum

stddugleika med pvi ad takmarka flaedi syklalyfja inn i érverupekjurnar (69).

Breyting @ genatjaningu einkennir frumur i drverupekjum og virdist hafa viéteek ahrif a virkni peirra.
betta felur i sér breytingar, ekki adeins a yfirbordi frumna heldur einnig @ efnaskiptum og ymsum
ferlum til ad halda jafnvaegi a syrustigi og oxunarjafnveegi innan frumna. Einnig skipta bakteriur i
orverupekjum sér mun haegar heldur en bakteriur sem eru utan peirra (70). Oft hafa pessar vidteeku
lifedlisfraedilegu breytingar hamlandi ahrif a virkni syklalyfja & bakteriur i 6rverupekjum (71), sem
studlar ad auknum stddugleika bakterianna. Myndun o6rverupekja i kréniskum mideyrnasykingum
utskyrir pvi hversu erfitt pad getur verid ad medhondla paer med syklalyfjum (72, 73), en bakteriur geta

til deemis byggt upp érverupekjur i rorum sem sett hafa verid i eyru barna (74).

Styrkur malmjoéna (75) og syrustig (76) hafa mikil ahrif & myndun 6rverupekja i mannslikamanum.
Hjupgerd 3 sem veldur gjarnan ifarandi sykingum myndar Orverupekjur vid syrustigid 7,4 en i
mideyrnasykingum myndar hin Orverupekjur vid syrustigid 6,8. Komid hefur i ljés ad paer hjupgerdir
sem finnast oftast i mideyra vaxa betur vid paer adstaedur, heldur en ef likt er eftir adstaedum i blédi og
ofugt. Pessar upplysingar benda til pess ad stofnar hafi mismikla getu til pess ad laga sig ad og fj6lga
sér vid Olikar adstaedur (23). bess ma geta ad kjorsyrustig fyrir pneumdkokka er pH 7,8 en ad 6llu
j6fnu ma pad vera a bilinu pH 6,5 - 8,3 (77).

1.1.6.2 Samsetning og myndun érverupekja

Orverupekjur samanstanda ad mestu leyti af utanfrumu efnum eda ramlega 90%, hin taeplega 10%
eru bakteriur (68). Utanfrumu efnin koma fra bakteriunum sjalfum, sem eru i flestum tilfellum prétein,
DNA og fjélsykrur, en b6 getur samsetning peirra verid mjoég breytileg a milli tegunda og eftir

umhverfispattum (78), sja mynd 2.
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Mynd 2. Samsetning érverupekja.

A) Bakteriur sem bunar eru ad festa sig vid yfirbord og mynda érverupekjur. B) Helstu
byggingareiningar 6rverupekja eru fjdlsykrur, prétein og DNA (68).

Synt hefur verid fram a pad in vivo ad pneumodkokkar geta teki® upp gen annarra pneumokokka
stofna og annarra bakteriutegunda innan blandadra O6rverupekja. betta eykur fjdlbreytni og
genaflutning innan tegundar og milli tegunda, sem getur haft ahrif & baedi arangur syklalyfjamedferdar
og framvindu sjukdéma. Haefni pneumokokka til ad taka upp gen er 10" sinnum meiri pegar peir eru
innan orverupekja heldur en pegar peir eru pad ekki (47). Daudar bakteriur eru einnig mikilvaegar pvi

erfdaefni peirra er adgengilegt fyrir lifandi bakteriur sem taka pad upp (74).

Orverupekjumyndun pneumokokka hefst & pvi ad peir festast vid undirlag fyrir tilstudlan
vidlodunarpatta eins og kolin bindiprétein A (CbpA), pneumococcal choline binding protein A (PcpA)
og pneumococcal surface protein A (PspA) (79). bessu er sidan fylgt eftir med pvi ad bakteriurnar
safnast saman og proski dverupekjunnar fer af stad (80). begar Orverupekjurnar hafa nad fullum
pbroska losna peer upp og bakteriur streyma ut ur peim. Bakteriurnar geta sidan flust & annan stad i
likamanum par sem ny hringras getur hafist, sja mynd 3 (81).

Orverupekjur mynda sexhyrnt gatamynstur og er struktarinn mjég mjukur sem gerir pad ad verkum
ad hann hefur mikla adlégunarhaefni og a audveldara med ad bregdast vid streitupattum i umhverfinu.

Einnig veitir strakturinn bakterium st6dugt umhverfi sem er stor pattur i meinvirkni hans (82).
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Mynd 3. Myndun 6rverupekja.

Myndin synir 6ll fimm stigin i myndun 6rverupekja. Fyrsta skrefid byggir a virkri hreyfingu eda
handahdéfskenndri tengingu bakteria og er oftast vidsnuanlegt. | 6ru skrefinu eru
bakteriurnar festar vid undirlagi® en petta skref er ekki vidsnuanlegt. bridja og fjorda skrefid
eru proskunarstig. | fimmta skrefinu losna érverupekjurnar upp og bakteriur streyma Gt Gr
peim sem geta sidan flust a annan stad par sem ny hringras getur hafist. Undir teiknudu
myndinni ma sja rafeindasmasjarmyndir af hverju stigi fyrir sig (83, 84).

1.1.6.3 Prétein sem koma ad 6rverupekjumyndun

Mikill fj6ldi proteina er & yfirbordi pneumdkokka en rannsoéknir hafa synt fram a ad pad geti verid allt ad
700 mismunandi proétein. bessi prétein hafa misjofnum hlutverkum ad gegna en pau eru m.a.
naudsynleg fyrir myndun og vidhald oOrverupekja (80). Pau prétein sem eru mikilvaegust fyrir

pneumoékokka eru:

Serine-rich repeat prétein (SRRPs):

i mérgum Gram-jakvaedum bakterium eins og pneumokokkum finnast serine-rich repeat proteins
(SRRPs) sem er fjdlskylda af yfirbords-tjaningar préteinum. SRRPs gegnir mikilveegu hlutverki i
vidlodun vid vefi og i proun ifarandi sykinga. Einnig hefur verid synt fram a ad Basic Region (BR)
hneppi PsrP (pneumococcal serine-rich repeat protein) studla ad sjalf-samskiptum sem leida til pess

ad Orverupekjur verda baedi pykkari og péttari (85).
Kélin bindiprétein (CBPs):

CBPs eru fjdlskylda af yfirbordspréteinum sem bindast med 6samgildum tengjum vid fosforylkolin
hluta frumuveggjar pneumokokka med vardveitt kolin bindisveedi (86). CBPs taka patt i vidlodun vid,
og innras i hysilfrumur (deemi: CbpA, sem er mikilvaeegur meinvirknipattur og PcpA) (87), en
vidlodunarpattur préteinanna hjalpar til vid érverupekjumyndun (79). CBPs taka einnig patt i syklun i

nefkoki, deemi, murein hydrolasinn LytB og LytC sem er naudsynlegur fyrir adskilnad frumna. Kolin er
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o6missandi hluti af teichoic- og lipoteichoic syrum pneumdkokka (87) og er naudsynlegt til ad festa

CBPs sem spilar mikilvaegt hlutverk i pneumokokkasykingum (88).

Pneumdlysin:

Pneumolysin (Ply) er mikilvaegt eiturefni sem framleitt er af nanast 6llum pneumokokka stofnum og er
mikid rannsakad vegna getu pess til ad valda skemmdum i vefjum mannslikamans (14). Ply er vel
pbekktur meinvirknipattur (89) sem hefur veri® rannsakadur med tilliti til hemolytiskrar virkni pess og
frumudrepandi eiginleika. Ply er 53-kDa yfirbordsprétein (90), sem er kolesterdl had cytolysin sem
binst kolesteroli i heilkjarna frumupekjum og myndar 400-A gét sem leidir til frumurofs (91).

Joshua og félagar (14) komust nylega ad pvi ad Ply hefur mikilveegu hlutverki ad gegna i
orverupekjumyndun. bad gerdu peir med pvi ad syna fram a pad ad stofnar an Ply gatu ekki myndad
eins pykkar drverupekjur eins og stofnar sem héféu Ply, baedi a plasti og a pekjufrumum. Einnig syndu
peir fram a ad hlutverk Ply i orverupekjumyndun er ekki tengt raudkornarofs starfsemi (hemolytic

activity) sem veldur vefjaskemmdum i pneumdkokka sykingum (14).

1.1.6.4 béttniskynjun bakteria og 6rverupekjur

béttniskynjun (Quorum sensing) kemur miki® vid sdgu i genastjérnun bakteria en pessu kerfi var fyrst
lyst i Vibrio fischeri og Vibrio harveyi (92). Oft er talad um ad péttniskynjun geri bakterium kleift ad
starfa sem fjolfruma lifverur pvi paer "tala" saman og bregdast vid efnahormoénasameindum sem
kallast autoinducers (Al). bessu kerfi er lyst a mynd 4, en par ma sja ad hver bakteriutegund hefur sitt
tungumal, p.e. bakteriur seyta bodefnum eda "tala" og adrar bakteriur geta brugdist vid pvi, "hlustad"
(92).

Cell-Cell Communication

Mynd 4. Samskipti bakteria.

Ymsar tegundir bakteria tdknadar med mismunandi litum. Bakteriur seyta bodefnum eda
"tala" og adrar bakteriur geta brugdist vid pvi, "hlustad" (93).

Algengasta og Utbreiddasta péttniskynjunarmerkid i Gram-jakveedum og Gram-neikvaedum
bakterium er autoinducer 2 (Al-2), en ensimid S-ribosylhomocysteine lyasa (LuxS) er hvatinn sem parf
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til myndunar pess (94). P6 svo ad adalhlutverk Al-2 i 6rverupekjumyndun og meinvirkni fjdlmargra
bakteriutegunda sé pekkt, pa eru menn ekki enn bunir ad atta sig & pvi hvernig érvun og stjérnun &
LuxS a sér stad (95).

Al-2 er framleitt af flestum bakteriutegundum, par med talid normalfléru. Menn telja pvi ad
mogulega seyti pneumokokkar Al-2 i nefkoki til ad breyta hegdun annarra bakteriutegunda og ad
pneumoékokkar geti brugdist vid seytingu Al-2 fra 68rum bakteriutegundum. Menn hafa synt fram a ad
pessi kenning geti stadist med pvi ad beeta utanadkomandi hreinsudu Al-2 at i raekt med
pneumokokkum sem leiddi til pess ad drverupekjumyndun jokst verulega. Einnig hefur verid synt fram
a svipada hluti hja Moraxella catarrhalis sem myndar ekki LuxS, en bakterian framleiddi mun 6flugri
orverupekjur pegar hun komst i snertingu vid Al-2 fra H. influenzae (96). Fjélmargar adrar tegundir
streptokokka sem halda til i nefkoki nota LuxS/Al-2 kerfid til ad stjérna érverupekjumyndun (97), en til
ad fa upplysingar um hvort Al-2 er notad i samkeppni eda samvinnu milli bakteriutegunda i nefkoki

parf frekari rannséknir (39).

Com kerfid er vel pekktur ahrifapattur & haefni pneumaokokka til ad taka upp erfdaefni ur umhverfinu
og midla drapi @ 6haefum systurfrumum (98). Competence-stimulating peptide (CSP) er merki sem
seytt er af Com péttniskynjunarkerfinu. bad er stofna sérteekt og stjérnar sjalfsrofi sem studlar ad pvi
ad bakterian brotnar hratt nidur pannig ad adgangur ad 6skemmdu DNA i umhverfi verdur meiri og
jafnframt eykur pad haefni pneumdkokka til ad taka pad upp (99). Nylegar rannsoknir hafa synt fram a
ad genaflutningur a milli streptékokka er mestur a fyrstu stigum 6rverupekjumyndunar (47, 100). Tveer
nylegar rannsoknir hafa einnig synt fram a pad ad stofnar sem skortir LuxS eru éfeerir um ad mynda
Orverupekjur, peir hafa minni starfshaefni og losa minna af eDNA (95, 101). Hvernig pessi tvo
péttniskynjunarkerfi vinna saman ad 6rverupekjumyndun pneumokokka er ekki alveg ljdst, en menn
telia ad LuxS/Al-2 kerfid sé naudsynlegt fyrir vidlodun a fyrstu stigum 6rverupekjumyndunar og ad

sidari stig proskunarinnar purfi Com kerfid og losun & eDNA (39).

| rannsékn sem Joshua og félagar gerdu nylega kom fram ad LuxS/Al-2 stjérnar fyrstu stigum
drverupekjumyndunar (39). | eftirfylgni rannsékn sem beir félagar gerdu, nadu beir ad syna fram & ad
baedi LuxS/Al-2 og Com péttniskynjunarkerfi® stjorna &rverupekjumyndun i lifandi reekt ar
ondunarfeerafrumum manna (102). Nidurstddur rannsékna Joshua og félaga syna ad Ply er minnkad i
luxS urfellingar stokkbrigdum en ekki i comC urfellingar stokkbrigdum, sem bendir til pess ad Ply sé
adallega undir stjorn LuxS/Al-2 kerfisins. Ut fra pessum nidurstédum er haegt ad alykta sem svo ad
LuxS-stjérnad Ply spili mikilvaegt hlutverk i upphafi érverupekjumyndunar @ medan adrir peettir sem

stjérnad er af Com studla ad proskun érverupekja (14).

NU eru menn ad reyna ad prdéa adferd til ad hindra péttniskynjun, pa er helst verid ad reyna ad
finna adferd sem lamar sykingamatt bakteriunnar, an pess ad hindra voxt hennar. Pannig eru minni
likur & pvi ad 6naemi gegn hindra myndist. Pekktir eru nokkrir nattarulegir péttniskynjunar hindrar eins

og hvitlauks seyti, ensim annarra bakteria (lactonasar og acylasar) auk furanone (103).
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1.1.6.5 Abhrif syklalyfja & bakteriur i drverupekjum

Menn eru alltaf ad 6dlast meiri skilning a pvi hvernig bakteriur i 6rverupekjum mynda pol gegn
syklalyfjum, en bakteriur sem eru naemar fyrir syklalyfjum geta synt minnkad naemi pegar peer eru i
orverupekjum. Rannsoéknir hafa synt ad bakteriur i 6rverupekjum geta verid allt ad 1000 sinnum
polnari fyrir syklalyfjum heldur en bakteriur sem eru i svifvexti. Settar hafa verid fram tveer tilgatur um
pbad hvernig pad gerist. Fyrsta tilgatan er su ad syklalyfin komist illa inn i drverupekjurnar og na pvi
ekki hindrunarstyrk par, en rannséknir hafa synt ad sum syklalyf komast betur par inn heldur en énnur
(66, 67).

Onnur tilgatan felur i sér ad efnaumhverfi innan érverupekjanna breytist. Rannsoknir hafa verid
gerdar med rafskautum sem hafa synt ad surefni a yfirbordi érverupekjanna getur klarast sem leidir til
surefnissnaudra adstaedna i djupa lagi peirra. Ef sur urgangur safnast saman getur pad leitt til pess ad
munur a syrustigi getur verid pH 1 innan og utan Orverupekja, en pad getur ordid til pess ad syklalyfin
virka ekki. Aminoglykdsid syklalyf virka til deemis ekki eins vel gegn sému bakteriu vid surefnissnaudar
adsteedur og i venjulegu andrumsilofti (104). p-laktam lyf hindra byggingu frumuveggjarins og drepa pvi
bara bakteriur i skiptingu. Bakteriur i 6rverupekjum eru dvirkar par og ekki ad skipta sér og pess
vegna virka p-laktam lyfin ekki a paer (105). Ef osmétiskt umhverfi innan drverupekja breytist leidir pad
til rvunar & streituvidbrégdum (106). Bakteriur geta brugdist vid pvi med pvi ad faekka porinum og

draga pannig ur gegndreepi frumuhimnu fyrir syklalyfjum (104).

1.2 Haemophilus influenzae

1.2.1 Sogulegt yfirlit

H. influenzae bakterian sem upphaflega var kollud Bacillus Pfeiffer eda Bacillus influenzae var fyrst
lyst arid 1892 af Richard Pfeiffer en hun finnst helst i efri loftvegum manna (107). Flestir stofnar H.
influenzae eru teekifeerissyklar, p.e. peir lifa yfirleitt i nefkoki félks an pess ad valda par sykingum. beir
geta po valdid einstaklingum vandraedum pegar adrir peettir s.s. veirusyking, skert dnaemiskerfi og
langvarandi bélgur i nefi af vdldum ofnaemis eru til stadar (108). H. influenzae berst oftast & milli

manna med Uda fra dndunarfeerum, t.d. hésta og hnerra (109).

Ari® 1930 komust menn ad pvi ad H. influenzae veeri annad hvort med eda an fidlsykruhjips, en
alls hefur verid lyst sex hjupgerdum sem nefnast a, b, ¢, d, e og f (110). H. influenzae af hjupgerdum
a, ¢, d, e, f og an hjups valda oft sykingum i éndunarvegi og mideyra, en mjog sjaldan i blé6di eda
heilahimnu. H. influenzae af hjupgerd b (Hib) getur aftur & moéti valdid heettulegum sykingum i
heilahimnu, bl6di og barkaloki, einkum hja bérnum undir fimm ara aldri (111). Bolusetning gegn Hib
hefur verid mjog arangursrik i heiminum. Adur en bélusetningar héfust i Finnlandi var Hib orsék 87%
ifarandi sykinga af véldum H. influenzae. Nu til dags eru hins vegar hjuplausir H. influenzae stofnar
algengastir (74, 111). Fra pvi ad byrjad var ad bodlusetja gegn Hib hér a landi arid 1989, hefur ekkert
tilfelli greinst af heilahimnubdlgu eda 6drum alvarlegum sykingum af véldum bakteriunnar, en fyrir

pann tima greindust u.p.b. 10 bérn a ari med heilahimnubdlgu (112) og 10% peirra barna létust (113).
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Fyrsti ampisillin 6naemi H. influenzae stofninn kom fram hér a landi arid 1970 og hefur 6naemid
aukist jafnt og pétt sidan pa (114). Ampisillin og amoxisillin eru kjorlyf vid sykingum af voldum H.
influenzae en p6 er 6naemi farid ad verda vandamal. Fyrir tima boélusetninga hérlendis myndudu um
20-30% peirra Hib stofna sem raektudust ur meenuvdkva og blédi og 8-10% allra Hib stofna fra

yfirbordsstrokum ( - laktamasa og voru peir pvi énaemir fyrir pessum lyfjum (115).

1.2.2 Lysing og bygging H. influenzae

H. influenza er litil Gram-neikvaed, staflaga bakteria sem er um 1 x 0,3 wm ad steerd, sja mynd 5.
Bakterian er ekki hreyfanleg vegna pess ad hana skortir svipur (flagellur) (116). Fjélsykruhjapurinn
sem umlykur bakteriuna veitir henni virka vérn og adstodar vid syklun. H. influenzae likist 68rum
Gram-neikvaedum bakterium i uppbyggingu, samsetningu og i endotoxin virkni (110). H. influenzae
vex best i mannslikamanum vié 35-37°C par sem syrustigid er 7,6, en hin parf sérstaka vaxtarfaktora
sem finnast i bl6ai (117). A rannséknarstofum vex H. influenzae vid 37°C i 5% CO, & sukkuladiagar en
i honum eru vaxtarpeettirnir X (hemin) og V (nicotinamide adenine dinucleotide, NAD) sem eru
naudsynlegir fyrir voxt H. influenzae, auk vitamina sem hvetja voxt tegundarinnar. A sukkuladiagar

myndar H. influenzae kaptar og mjukar pyrpingar sem eru folar, graar eda glaerar ad lit (117).

1.3 Samvist pneumodkokka og H. influenzae

1.3.1 Sogulegt yfirlit

Pneumdkokkar og H. influenzae taka sér gjarnan bolfestu i nefkoki heilbrigdra einstaklinga, fyrst og
fremst ungra barna. Ef slimhudir veikjast svo sem eftir veirusykingar geta paer borist til annarra svaeda
likamans og valdid sykingum. Algengast er ad peer valdi sykingum i efri loftvegum, s.s.
mideyrnasykingu og berkjubdlgu, en geta einnig valdid alvarlegri sykingum eins og lungnabdlgu,

heilahimnubdlgu og blédsykingu. bessar tveer tegundir hafa oft verid rannsakadar saman i tengslum
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vid myndun 6rverupekja og hafa menn velt pvi fyrir sér hvort peer séu i samkeppni vid hvor adra eda
hvort paer vinni saman (74).

Rannsoéknir hafa synt ad hlutfall barna sem bera H. influenzae i nefkoki sé allt ad 80% (108).
Rannsoéknir @ pneumoékokkum hafa synt ad hja bérnum, 2-3 ara geti beratidnin verié allt fra 50-70% og
jafnvel heaerri (39, 119). Hun fer sidan laekkandi og 10 ara bérn i préounarléndunum, bera bakteriuna i
um 5-10% tilfella (119, 120), en i sumum vanpréudum léndunum getur beratidnin farid uppi 25-60%
hja pessum aldurshépi (121, 122). Arid8 2012 var birt rannsékn & beratidni pneumodkokka, H.
influenzae, M. catarrhalis og Staphylococcus aureus i nefkoki ungabarna a Fidjieyjum. Rannsdknin
syndi ad 60,2% barnanna baru fleiri en eina pessara tegunda samtimis i nefkoki, en 27,3% eina
tegund (123). Svipadar nidurstdédur fengust ur belgiskri rannsékn & sému bakteriutegundum, par sem
ur 24% nefkokssyna raektadist ein pessara bakteriutegunda, en ur 61% synanna raektudust ad
minnsta kosti tveer dlikar tegundir (124).

Boluefni gegn pneumokokkum og H. influenzae eru fyrst og fremst aetlud til pess ad hemja ifarandi
sykingar. Eins og fram hefur komid eru til béluefni gegn akvednum hjupgerdum pneumodkokka (125).
Pau boluefni veita samt sem adur ekki fullnaegjandi vorn pvi pad eru pekktar 95 hjupgerdir
pneumoékokka (20, 21) og meirihluti peirra er ekki i béluefnunum. Pneumodkokkar égna pvi enn heilsu
manna pratt fyrir géd boluefni. Hja H. influenzae er pad adeins hjupgerd b sem er pekkt fyrir ad geta
valdid ifarandi sykingum en béluefnid gegn peirri hjupgerd hefur atrymt peirri hjupgerd par sem pad er
notad (126).

Til pess ad pneumokokkar og H. influenzae geti valdid sykingum vids vegar i likamanum purfa peir
ad geta adlagad sig ad breyttum adsteedum eins og breyttu syrustigi, breyttu frambodi neeringarefna
og Orverueydandi efnasambdondum (74). Badar pessar tegundir eru pekktar fyrir a® mynda
orverupekjur og pad gerir pad ad verkum ad paer verda stddugri, hardgerdari og pad hjalpar peim vid

ad halda sér a sinum stad (74).

Andstaett vid nidurstédur Pericone og félaga (50), syndu Cope og félagar fram a pad ad samraekt
pneumokokka og H. influenzae breytir ekki vaxtarhrada peirra (127). Hins vegar jok samraekt tjaningu
a SpxB, sem er mikilvaegt ensim fyrir framleidslu a vetnisperoxidi. Samraektin minnkadi aftur &8 maéti
tjaningu a ply sem er genid sem kodar fyrir pneumolysin og einnig pavA sem er genid sem kédar fyrir
vidlodun pneumodkokka og meinvirknipaetti A (127). bessar nidurstédur benda til pess ad bakteriur
sem eru i nefkokinu hafi tilhneigingu til ad breyta genatjaningum hja hvor annarri. Rannsoknir a
genastjornun milli bakteriutegunda eru ekki langt komnar, en talid er liklegt ad péttniskynjunarkerfid

LuxS/Al-2 spili mikilveegt hlutverk i pessum samskiptum a milli tegunda (97).

1.3.2 Samvist bakteria innan orverupekja

Menn telja liklegt ad pneumokokkar og hjuplausir H. influenzae stofnar séu abyrgir fyrir peim mikla
stddugleika sem myndast i orverupekjum i langvinnum mideyrnasykingum (128) og langvinnum
skutabolgum (127). Alvarleg en sjaldgeef afleiding bradrar mideyrnasykingar getur verid
heyrnarskerding sem sidan getur leitt til seinkunar i malproska og hegdunarvandamala (129). Ef

mideyrnasyking gengur ekki yfir af sjalfu sér er han yfirleitt medhéndlud med syklalyfium eda med
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isetningu roéra i eyrun (74), en langvinnar og endurteknar mideyrnasykingar geta oft verid erfidar

vidureignar med pessum adferdum (130).

Litlar upplysingar liggja fyrir um samskipti bakteria i fjdlérverupekjum. P6 telja menn ad
pneumoékokkar hafi hugsanlega forskot & H. influenzae in vitro og in vivo pvi bpeir framleida
vetnisperoxi® og neuraminidasa A sem er ensim sem hefur ahrif & voxt og lifun pneumaodkokka i efri
ondunarvegi. Pneumokokkar geta sjaltkrafa brotidé nidur frumur med sjalfsrofi (autolysu) og valdid
dauda a systkinafrumum. Lykilsameindirnar sem studla ad pessu eru LytA (slimpeptid), LytC
(slimpeptid) og koélin-bindiprétein D (CbpD). Vitandi petta pa telja menn ad navist H. influenzae geti
minnkad genatjaningu pessara sameinda pneumokokka, sem leidir til betri lifunar og aukinnar
orverupekjumyndunar hja peim (131).

Hong og félagar birtu nylega rannsékn par sem verid var ad skoda ahrif hjuplausra H. influenzae a
sjalfsrof og drap a systkinafrumum hja pneumdékokkum i samraekt in vitro. bPar kom i lj6s ad samskipti
pneumoékokka og H. influenzae vaeru had frumupéttleika, p.e. eftir reektun i 16 kist. hoféu
pneumoékokkar i harri péttni hamlandi ahrif a voxt H. influenzae en pneumdkokkarnir h6fdu engin ahrif
a H. influenzae ef peir voru i lagri péttni. Eftir 24 kist. reektun uxu pneumdkokkarnir ekki vel pvi
sjalfsrof var hafid hja peim, en ef H. influenzae var beett saman vid, jokst voxtur pneumdkokkanna til
muna (131). | pessari sému rannsékn tékst Hong og félégum lika ad syna fram & ad pad var marktaekt
minni tjaning @ cbpD geninu i samraekt eftir 16 og 24 kist og marktaekt minni tjaning a IytA geninu i
samreekt eftir 24 kist. Einnig kom fram ad tjaning @ ply geninu var marktaekt minni i blandadri raekt eftir
16 og 24 Kist heldur en par sem bakteriurnar voru raektadar einar og sér. Nidurstédur Hong og félaga
benda einnig til pess ad samskipti pneumdkokka og H. influenzae séu ekki bein frumu-frumu samskipti
en peir komust ad pvi med pvi ad setja upp kerfi i glasi par sem gegndraep himna adskildi
bakteriutegundirnar tveer pannig ad paer voru ekki i snertingu vid hvor adra. Bakteriutegundirnar h6féu
ahrif & hvor adra i gegnum pessa himnu (131), en eins og talad hefur veri® um hér ad ofan pa seyta

bakteriurnar fra sér bodefnum sem hin tegundin skynjar.

Misvisandi gogn hafa verid birt um samskipti pneumékokka og H. influenzae i gegnum arin en
Hong og félagar settu fram kenningu um hvers vegna pad geeti verid. Pau vilja halda pvi fram ad
begar pneumokokkar eru rikjandi yfir H. influenzae i nefkokinu pa hafdi pad hamlandi ahrif 8 H.
influenzae til syklunar og vaxtar, sem leidir til pess ad pneumdkokkar eru liklegri til pess ad vera orsok
bradrar mideyrnasykingar. Ef hins vegar H. influenzae eru rikjandi yfir pneumoékokkum i nefkokinu eflir
pbad frekar syklun pneumodkokka og hamlar meinvirkni peirra, pannig ad liklegra sé ad blandadar
orverupekjur og kronisk mideyrnasyking sé til stadar. betta parf p6 ad skoda betur med frekari

rannsoknum og eru Hong og félagar nu pegar byrjud a peirri rannséknarvinnu (131).

Nyleg rannsékn sem gerd var af Cope og félégum syndi fram & samverkun a milli pneumokokka og
H. influenzae, en badar bakteriutegundirnar nadu haerri frumupéttni i seti ef paer voru reektadar saman
heldur en ef paer voru reektadar i sitthvoru lagi. | fislérverupekjum métudu paer tjaningu meinvirknigena
hvorrar annarrar, sem leiddi til langvarandi sykingar (127). Synt var fram & petta i samraekt, par sem
navist H. influenzae vid pneumaoékokka leiddi til aukningar a pilA (pili IV) tjaningu hja H. influenzae, en
pilA er mikilveegt fyrir syklun i nefkoki og fyrir in vivo voxt hja H. influenzae (132, 133). PilA hja H.

influenzae umritar helstu undirpaetti Tfp (transformation pilus), en Tfp er naudsynlegur fyrir ummyndun
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(134). Tfp gegnir einnig mikilveegu hlutverki i vidlodun og til ad skapa stédugt umhverfi innan

Orverupekja sem innihalda eina bakteriutegund (135).

Cope og félagar (127) syndu fram & pad ad spxB i pneumodkokkum sem kodar fyrir vetnisperoxidi,
Orvadi genatjaningu i samreekt pneumokokka og H. influenzae i érverupekjum. Pess vegna geeti verid
ad eiturahrif vetnisperoxids gefi pneumoékokkum forskot i samkeppni i fjdlorverupekjum, sem geeti leitt
til frumudauda og sidar losunar naeringarefna og annarra frumuhluta eins og DNA. Reyndar geeti slik
losun naeringarefna verid badum bakteriutegundum til hagsbéta innan 6rverupekja ad pvi tilskyldu ad
lifandi H. influenzae veeru enn til stadar. Auk pess gaeti fritt DNA pjonad moérgum hlutverkum i
fiolorverupekjum ef pad veeri tekid upp af heefum frumum i Orverupekjum. Pad geeti aukid
erfdafreedilega fjdlbreytni hja badum tegundum, pad geeti verid nytt sem neeringarefni eda studlad ad

aukinni vidlodun og samheldni vid érverupekjur (74).

bPar sem badar tegundir hafa sitt genamengi og nota einstaka umbrotsferla, er liklegt ad auk
efnaskiptaframleidslu vetnisperoxids hja pneumokokkum sé mikid af liffreedilegum pattum sem geta
haft ahrif & voxt pneumdkokka og H. influenzae. bessir paettir eru medal annars aukaafurdir efnaskipta
sem framleiddar eru af annarri tegundinni sem geta sidan haft géd eda sleem ahrif a hina tegundina.
Efnaskipti aukaafurdanna sem myndast eru sidan had umhverfisadsteedum, frambodi naeringarefna og

60rum skilyréum umhverfisins (135).

Nylega hefur komid fram i rannsoknum ad i samreekt sem sett var upp til ad kanna voxt hja
pneumoékokkum og H. influenzae ad pneumokokkar gatu vaxid yfir H. influenzae (74). bessi ahrif voru
ekki had stofnum sem notadir voru og voru ekki afleiding vetnisperoxid - midladrar samkeppni. bessi
hémlun a vexti var had tima, par sem H. influenzae frumudaudi kom adeins fram eftir ad badar
bakteriutegundirnar voru komnar i stddufasa. Pessi homlun a vexti virtist vera afleiding af breyttu
syrustigi sem vard pegar pneumokokkarnir voru komnir i stédufasa (74). Samkvaemt pessu virdist sem
svo ad med pvi ad breyta syrustigi i nanasta umhverfi pneumokokka a akvednum stigum i vexti peirra,
sé haegt ad draga ur lifveenleika H. influenzae (134). Syrustigid i mideyra hefur ekki verid kannad ad
fullu en synt hefur verid fram & pad ad syrustigid i mideyrnavokva hja sjuklingum med langvinna
mideyrnasykingu sé a bilinu pH 7-9 (74). Ef pneumodkokkar laekka syrustig @ medan ad a blandadri
sykingu stendur, parf H. influenzae ad hafa kerfi til pess ad stjorna syrustigi til pess ad vidhalda
hlutlausu eda basisku umhverfi. Til pess myndar H. influenzae Ureasa sem er nikkel-had ensim sem
hvatar til vatnsrof pvagefna i ammoniak og koldioxid (136). Hja félki med langvinna lungnateppu
aukast motefni gegn Ureasa H. influenzae med versnun sjukdémsins en pad gefur til kynna uUreasa

tjdningu i langvarandi sjukdémum i dndunarvegum (137).

1.4 Mismunandi adferdir vid mealingar a orverupekjumyndun og vexti
pneumodkokka

1.4.1 Malingar a orverupekjumyndun pneumoékokka
Vid meelingar a 6rverupekjumyndun pneumodkokka hafa verid notadar ymsar adferdir og eru menn

alltaf ad proa fleiri og betri adferdir vid pessar meaelingar.
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In vitro: beer adferdir sem mest hafa verid notadar in vitro eru meelingar i mikrotiter bokkum og i

siraekt (138). Einnig hafa menn nylega byrjad ad nota adferd sem kallast Biofilm ring test (139).

Mikrotiter bakkar: Meelingar & 6rverupekjumyndun i mikrétiter bokkum er algengasta adferdin sem

notud er, enn sem komid er. Pa eru bakteriurnar latnar vaxa, oftast i 96 holu mikrétiter bakka. betta
kerfi flokkast sem lokad kerfi pvi pad kemst enginn voékvi inn eda ut ar bokkunum & medan ad reektin
er i gangi. Vegna pess, breytist umhverfi bakterianna mikid pvi naeringarefni klarast og uppséfnun
verdur a efnaurgangi (140). Adferdin byggir sidan a pvi ad kanna vidlodunarheaefni pneumdkokka vid
plastid i bokkunum. Nokkur aeti hafa reynst vel vid pessa raektun en helst ma par nefna Todd Hewitt
brod (THB), Cden eeti, chemically defined medium (CDM), C medium og C+Y medium (38, 41, 79).
Rannsoknir lysa mismunandi reektunarskilyréum sem geta verid 37°C i 5% CO,, anaerob vid 37°C (38,
41) og 34°C (79) og raektunartima fra 3 kist uppi 18 kist. Algengast er ad eftir raektun sé crystal violet
(CV) beett i raektina og sidan skolad med eimudu vatni eda kranavatni til ad hreinsa burtu bakteriur i
svifvexti pannig ad eftir standi 6rverupekjur, hafi paer myndast. CV litadar 6rverupekjurnar eru sidan
leystar upp med ethandli eda ediksyru adur en paer eru ljosmaeldar i bakkanum (38, 41, 79).
Einfaldleiki pessarar adferdar og hversu notendavaen han er utskyrir utbreidslu hennar. | fyrsta lagi eru
meelingar i mikrétiter bokkum odyrar og litid magn af hvarfefnum parf i hverja rannsékn, auk pess er
haegt er ad gera margar préfanir samtimis, sérstaklega ef notadir eru 96 holu bakkar (141). Mikrotiter

bakkarnir hafa einnig verid notadir til pess ad kanna ahrif syklalyfja a érverupekjur (142).

Mikrotiter bakkar skodadir i confocal smasja: Bakteriur eru reektadar i THB i 24 holu mikroétiter bakka

yfir nott i 37°C. Bakkinn er skoladur med salin fosfat buffer (PBS) og cacodylaet buffer og litadur med
rupen raudum adur en hann er myndadur i confocal smasja. Confocal smasjain gefur géda mynd af
byggingu 6rverupekja og pvi haegt ad skoda pykkt og péttleika peirra betur (143). Adferdin er einfold i
framkvaemd ef videigandi teekjabunadur er til stadar. Teekjabunadurinn kostar haar fjarhaedir en annar
kostnadur vid adferdina er litill.

Sirekt: Vid meelingar & 6rverupekjumyndun i sireekt er utbuin bakteriuraekt i THB og hun raektud i
siraektinni vid 37°C i 5% CO, i allt ad 9 daga. Ad pvi loknu eru bakteriurnar litadar og
drverupekjumyndunin maeld med pvi ad nota confocal smasja (41). Okostur vid adferdina er sa ad han
er timafrek og kostnadarsém.

Biofilm ring test: Bakterium komid fyrir i 96 holu mikrotiter bakka sem inniheldur segulagnir.

Bakteriurnar reektadar i bakkanum i 4 kist. Ef 6rverupekjur hafa myndast festast segulagnirnar i
orverupekjunum og komast ekki i midjuna a brunninum pegar bakkinn er settur a segulplétu, en hin
inniheldur segul undir hverjum brunni bakkans. Ef drverupekjur hafa ekki myndast eru segulagnirnar
lausar i brunnunum og komast ad midju brunnsins pegar bakkinn er settur a segulplétuna (139), sja

mynd 6. Adferdin er tiltdlulega einféld og er ekki kostnadarsom.
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Mynd 6. Biofilm ring test.

A fyrri myndinni mé sja brunna par sem engum segulégnum hefur veridé komid fyrir i
brunnunum. A seinni myndinni er bié ad koma segulégnum fyrir i 8llum brunnunum.
Segulagnirnar sjast sem dokkir blettir i midju peirra brunna par sem engar 6rverupekjur hafa
myndast. beir brunnar par sem segulagnirnar sjast ekki innihalda stofna sem mynda
Orverupekjur en par komast segulagnirnar ekki ad midju brunnsins (139).

In vivo: Ymis tilraunadyr hafa veri® notud vid rannsdknir & drverupekjumyndun en rottur og mys eru

pau algengustu.

Rottur: Mukesh og félagar gerdu rannsékn a rottum sem ol i sér ad bakteriulausn var sprautad inn i
eyru peirra. Eftir 1-2 vikur voru rotturnar aflifadar og orverupekjumyndun i eyrum peirra skodud i
smasja. Orverupekjumyndunin var sidan flokkud nidur i prja flokka, 6rverupekjumyndandi, litid
orverupekjumyndandi og ekki érverupekjumyndandi eftir pvi hversu mikil 6rverupekjumyndun sast vid
smasjarskodun (144). Adferdin er kostnadarsom, timafrek og svo ma deila um siéfraedi hennar.

1.4.2 Lungnapekjufrumur og Loft/vokva-skils kerfid (Air liquid interface
system (ALI))

Pekjufrumulinur ar berkjum sem nefndar hafa verid VA10, hafa verid notadar hérlendis vid rannsoéknir
a pekjuvef i berkjum og a viébrégdum hans vid lyfjagjof (145). VA10 frumulinan hefur gagnast vel til
pbess ad mynda struktdr sem svipar mjog til pess sem er i berkjum lungna i mannslikamanum. Pa
mynda VA10 frumurnar virk péttitengi i Air liquid interface system (ALI) raekt (146). bPekjufrumur ar
ondunarvegi sem raektadar hafa verid i ALI kerfinu hafa svipada genatjaningu eins og pekjufrumur ar
oéndunarvegi in vivo (147).

ALI kerfid virkar pannig i stuttu mali ad VA10 pekjufrumur eru raektadar upp i aeti a filterum i eina til
tvaer vikur. Ad peim tima lidnum er skipt yfir i sérhaefingaraeti med vidbaettum syklalyfjum til ad draga
ur likum a mengun. Pannig eru frumurnar reektadar i 11 daga til vidbotar. bPegar buid er ad taka

sérhaefingaraetid ofan af frumunum eftir pessa 11 daga kallast kerfid ALI (145), mynd 7.
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Mynd 7. ALI reektun.

A. bekjufrumurnar raektadar i um tveer vikur med aeti baedi undir og ofan a sér. B. Buid ad
taka sérheefingareetid ofan af frumunum, paer bunar ad vaxa i 11 daga. P4 er kerfid ordid ALI
(145, 148).

1.4.3 FITC litun a pneumékokkum

Fluorescein Isothiocyanate (FITC) litun hefur gjarnan verid notud til ad lita bakteriur i raekt & frumum
svo haegt sé ad skoda peer i confocal sjasja. Pad er m.a. gert til pess ad sja hvort og pa hvernig paer
bindast vid pekju. Smasjain tekur mikinn fjélda lagskiptra mynda af hverjum filter pannig ad heegt er ad
vinna sig i gegnum allan filterinn og skoda hvernig pneumdkokkarnir bindast vid pekjuna fra efsta lagi
til pess nedsta. FITC liturinn binst proteinum og moétefnum (ef pau eru til stadar) a yfirbordi

pneumokokka sem gerir pad ad verkum ad peir flurljdma (greenir) i confocal smasja (149).

1.5 Gagnagrunnur Syklafraedideildarinnar

Gagnagrunnur Syklafraedideildarinnar, asamt pvi stéra pneumodkokkasafni sem par er, veitir okkur
einstakt teekifeeri til pess ad kanna hvort pneumokokkar sem valda endurteknum mideyrnasykingum
seu liklegri til pess ad mynda pykkari 6rverupekjur heldur en stofnar fra ifarandi sykingum og fra

heilbrigdum leikskélabérnum (berum).

Upplysingar um syklalyfjangemi liggja fyrir hja 6llum stofnum sem notadir voru i pessu verkefni.
Einnig liggja fyrir upplysingar um festipraedi, klGnanumer og ST numer hja hluta stofnanna. pad er pé
unnid ad pvi ad afla meiri upplysingum um hluta peirra stofna sem verid er ad vinna med i pessu
verkefni pvi ad a Syklafreedideildinni er i gangi stor rannsokn par sem verid er ad kanna faraldsfraedi
klbna med heilgena radgreiningu. Rannsoknin naer yfir um 3000 pneumdkokka stofna fra mideyra,
berum, ifarandi sykingum og neéri dndunarvegum fra arunum 2009-2014. begar paer nidurstédur
liggja fyrir veeri haegt ad bera saman 6rverupekjumyndun peirra stofna sem eru i pessu verkefni til ad
sja hvort einhver tengsl vaeru & milli klbnanimera og ST numera, og 6rverupekjumyndunar. bad skal
tekid fram ad peir stofnar sem hér er verid ad skoda na aftur til arsins 1998 pannig ad upplysingar ur

heilgena radgreiningunni munu ekki liggja fyrir hja 6llum stofnum pessa verkefnis.

35



Einnig er gerd leikskoélarannsékn (berar) arlega a Syklafreedideildinni par sem verid er ad kanna

hvada hjupgerdir pneumokokka eru i gangi hverju sinni.

| petta verkefni voru valdar paer fimm hjupgerdir sem oftast koma fyrir i endurteknum sykingum i
mideyra, en pad eru hjupgerdir 19F, 6A, 6B, 23F og 14. bessar sdmu hjupgerdir verda lika skodadar i

ifarandi sykingum og i berum til samanburdar & drverupekjumyndun.

Adur en vinna vid verkefnid hofst var tilgatan su ad stofnar sem valda pralatum mideyrnasykingum
veeru liklegri til pess ad mynda pykkari érverupekjur heldur en stofnar sem gera pad ekki og pa var
helst veri® ad horfa a stofna af hjupgerd 19F.
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2 Markmio

Markmid rannsoknarinnar er ad:

Kanna heefileika pneumodkokka fra endurteknum mideyrnasykingum, ifarandi sykingum og
nefkoki heilbrigdra barna til ad mynda Orverupekjur med og an H. influenzae i mikrétiter
bokkum.

Kanna hvort munur sé a hlutfalli 6rverupekjumyndandi stofna milli synahdpa og hjupgerda.
engum orverupekjum i mikrotiter bokkum.

Kanna hzfileika pneumdkokka med og an festiprada til ad mynda Orverupekjur a

frumureekt lungnapekjufrumna.
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3 Efni og adéferdir

3.1 Val a stofnum

Valdir voru stofnar fra 0-6 ara bérnum sem hoféu endurtekid fengid sykingar i mideyra. Til
samanburdar voru valdir stofnar fra ifarandi sykingum og fra nefkoki heilbrigdra barna. Stofnarnir voru
fra timabilinu 1998-2012 af algengustu hjupgerdunum sem greinast i mideyra, en peer eru 19F, 23F,
6A, 6B og 14.

Stofnarnir fengust ur stofnasafni Syklafreedideildar Landspitalans par sem peir voru geymdir i

frystiaeti vid -80°C. beir voru raektadir upp a blédagar vid 37°C i CO, fyrir meelingar.

Allar meaelingar voru gerdar i preféldu, prja daga i r6d, pannig ad & bakvid hvern pneumodkokka

stofn liggja alls niu meelingar.

Pneumdkokka stofnar fra endurteknum mideyrnasykingum:

Valdir voru 33 stofnar fra sjuklingum sem oftast fengu endurteknar mideyrnasykingar og
pneumoékokkar hofdu raektast fra (3 sykingar eda fleiri), alls 11 stofnar af hjupgerd 19F, 4 af hjupgerd
14, 7 af hjupgerd 23F, 6 af hjupgerd 6A og 5 af hjupgerd 6B. Stofnar af somu svipgerd fra sjuklingi
voru Utlokadir ef minna en 30 dagar voru milli synatoku. Reynt var ad finna sem flesta stofna af
hjupgerd 19F og ad lagmarki 5 stofna af hverri hinna hjupgerdanna. bad fundust p6 einungis 4 stofnar
af hjupgerd 14. Stofnarnir voru valdi i timaréd, p.e. nyjustu stofnarnir fyrst og sidan unnid aftur i

timann. Stofnar fra endurteknum mideyrnasykingum voru fra arunum 2006-2012.

Pneumodkokka stofnar fra ifarandi sykingum:

Valdir voru 25 stofnar fra ifarandi sykingum, 5 af hverri hjupgerd. Stofnarnir voru valdi i timaréd, p.e.
nyjustu stofnarnir fyrst og sidan unnid aftur i timann par til peim fj6lda var nad sem vinna atti me®.

Stofnar fra ifarandi sykingum voru fra arunum 1998-2011.

Pneumodkokka stofnar fra nefkoki heilbrigdra barna:

Valdir voru af handahéfi 50 stofnar fra nefkoki heilbrigdra barna, alls 12 stofnar af hjupgerd 19F, 10 af
hjupgerd 14, 8 af hjupgerd 23F, 12 af hjupgerd 6A og 8 af hjupgerd 6B. b6 var reynt ad hafa jafn
marga stofna fra hverju ari og alika marga stofna af hverri hjupgerd. Stofnar fra nefkoki heilbrigdra

barna voru fra arunum 2009-2012.

H. influenzae stofnar:

Valdir voru af handahofi tveir hjuplausir H. influenzae stofnar fra mideyrnasykingum barna fra arinu
2012, sem h6féu mismunandi neemi. Annar stofninn var vel neemur fyrir ampisillini og hinn stofninn var
onaemur fyrir ampisillini.

Pneumdkokka stofnar sem notadir voru a pekjufrumur:

Valdir voru prir vel pekktir stofnar par sem upplysingar lagu fyrir um festipraedi, ST numer og
klébnanumer. Allir stofnarnir voru fra ifarandi sykingum 0-6 ara barna og voru af hjupgerdum 19F, 6A
og 6B fra arunum 1999-2009. Stofn af hjupgerd 6B haféi festipraedi af gerd 1, stofn af hjupgerd 19F
haféi festipraedi af gerd 1 og 2 og stofn af hjupgerd 6A hafdi enga festipraedi.
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3.2 Orverupekjumyndun i mikrétiter békkum
Adferdin byggir a pvi ad meela haefni pneumokokka til ad mynda o6rverupekjur a fostum fleti ar
polystyren en hdn er ad mestu leyti byggd a tveimur rannséknum, annars vegar rannsokn Moscoso og
félaga (79) og hins vegar a rannsokn Camilli og félaga (38). bessi adferd var préud i diplomaverkefni
minu vorid 2013 en nokkrar breytingar hafa p6 verid gerdar a henni sidan pa.

bPar sem samreekt var ekki hluti af diplémaverkefni minu purftir ad finna Gt besta raektunartimann
fyrir pneumdkokkana og H. influenzae i samraekt. Vaxtarkurfur voru gerdar fyrir pneumokokka og H.
influenzae eina og sér og i samreekt beggja tegunda. Bakteriuraektin matti ekki vera komin i stédufasa
begar pessar rannsoéknir voru gerdar og reyndist 5 kist. reektun henta best, en a peim tima var reektin i
midjum vaxtarfasa. Einnig voru gerdar breytingar & setinu sem notad var en H. influenzae parf hemin

og NAD til pess ad geta vaxid og pvi var C+Y zetid vidbaett med pvi.

Efni:

5% hestablédagar (Oxoid, Hampshire, UK).

96 holu polystyren mikrétiter bakkar med flétum botni (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA).

C+Y eeti baett med hemin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) og NAD (Sigma-Aldrich).

1% Crystal Violet (CV) (Sigma-Aldrich).

30% ediksyra (Sigma-Aldrich).

Eimad vatn.

Adferdin er eftirfarandi:

1. Bakterium var sad a 5% hestablédagar ar tryptose-glyserol frystiseti (Difco Laboratories,
Detroit, Ml, USA) og reektad vid 37°C i 5% CO, i 18-24 kist.

2. Bakterium var umsad i mottu a blédagarskal og raektad vid 37°C i 5% CO, i 18 kist.

3. Skaf,~1/2 10 ul lykkja var tekin af blédagarskal og sett i 2-3 ml af 37°C heitu C+Y eeti.

4. Bakteriulausnin var ljdsmeeld vid 620 nm i Novaspec®Il ljosmeli (Med WOW, Nicosia,
Cyprus) og gleypnin j6fnud ad 0,5-0,6.

5. Bakteriulausnin var strax pynnt 1/100 i C+Y aeti (643,5 ul ati + 6,5 ul bakteriulausn).

6. 200 wl af pynntri bakteriulausn var komié fyrir i hverjum brunni i 96 holu polystyren mikrotiter
bakka. Hvert syni var sett i prja brunna (79).

7. 200 ul af C+Y eeti var sett i 8 brunna i nedstu r6d bakkans sem neikveett kontrdl fyrir voxt i
ztinu og sem neikveett kontrol fyrir CV litinn sem festist i bokkunum sjalfum.
Orverupekjumyndandi stofn var settur i 2 brunna i nedstu rod bakkans sem jakvaett kontrol
fyrir 6rverupekjumyndun og stofn sem ekki var orverupekjumyndandi var settur i adra 2
brunna i nedstu r6d bakkans sem neikvaett kontrdl fyrir drverupekjumyndun.

8. Reektad vid 37°C i 5% CO, i 5 kist.

Bakteriuvoxturinn var maeldur vidé 620 nm i Multiscan EX ljdsmeeli (Thermo Scientific, Vantaa,
Finland).
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10. Eftir meelingu var 50 ul af 1% CV lit beett 4t i hvern brunn og bakkinn latinn standa vid
herbergishita i 15 minatur.

11. Ollu var hellt ur bakkanum og brunnarnir skoladir varlega med 200 ul af eimudu vatni, tvisvar
sinnum. Afgangs vokvi var fjarlaegdur varlega ur bakkanum med pipettu og hann latinn porna
vid herbergishita.

12. CV litur var leystur upp med pvi ad setja 200 ul af 30% ediksyru i hvern brunn og 1atid standa
vid herbergishita i 2 kist.

Aflestur:

Orverupekjumyndunin i mikrotiter bakkanum var maeld vid 492 nm i Multiscan EX ljosmeeli (Thermo
Scientific).

Tualkun nidurstadna:

Nidurstédur meelinga a ljésgleypni CV litadra 6rverupekja fyrir hvern stofn var sett inn i tolfraediforritid
R. Buid var til sulurit sem syndi dreifingu stofnanna og paétti edlilegast ad skipta stofnunum i 3 hépa
par sem einn hépurinn myndadi engar érverupekjur, annar hépurinn adeins meiri og pridji hdpurinn
mestar, sja mynd 8. Vidmid var fundid Ut fra pessu suluriti og 6rverupekjumyndunin flokkud i engar
orverupekjur, punnar érverupekjur og peir stofnar sem mynda hlutfallslega pykkustu érverupekjurnar
verdur hér eftir talad um sem stofna sem mynda pykkar Orverupekjur. Tulkun nidurstadna var pvi
eftirfarandi:

Ljésgleypni <0,020 - bakteriur mynda engar 6rverupekijur.

Ljésgleypni 0,020-0,085 - bakteriur mynda punnar drverupekjur.

Ljésgleypni >0,085 - bakteriur mynda pykkar érverupekjur.

3.3 Samrakt pneumodkokka og H. influenzae

Adferdin var si sama og nefnd var i kafla 3.2, ad undanskildum skrefum 1 og 5. | skrefi 1 var H.
influenzae sad & sukkuladiagar (Oxoid) og pneumokokkum & blédagar. | skrefi 5 var bakteriulausnin
pynnt 1/100 i C+Y aeti (643,5 ul ati + 3,25 ul pneumdkokka bakteriulausn + 3,25 ul H. influenzae

bakteriulausn). Aflestur og tulkun nidurstadna voru framkvaeemd & sama hatt og adur var lyst.

3.4 Syklalyfjapréfanir
Adferdin var st sama og nefnd var i kéflum 3.2 og 3.3, fram ad skrefi 10. | stadin fyrir ad lita
bakteriurnar i skrefi 10 i kafla 3.2, var eftirfarandi gert:
10. Bakteriulausninni hellt ur bakkanum.
11. 210 ul af C+Y &eti med vidbaettu amoxisillini (Sigma-Aldrich) i styrknum 16 ug/ml sett at i
hvern brunn og reektad i 3 kist.
12. C+Y aeti med vidbaettu amoxisillini hellt ur bakkanum og nytt C+Y aeti sett ut i hvern brunn og
reektad i 14 kist.
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Aflestur:

Bakteriuvoxtur i mikrétiter bakkanum var meeldur vid 620 nm i Multiscan EX ljosmaeli (Thermo
Scientific).

3.5 Myndun orverupekja a lungnapekjufrumum

3.5.1 Loft/vokva-skils kerfid (Air liquid interface system (ALI))
Adferdin sem notud var til ad reekta lungnapekjufrumurnar upp a filterum med ALI kerfinu er byggd a
rannsokn Benediktsdottir og félaga (145).
Efni:
Lungnapekju frumur Ur passeringu 23.
T75 frumureektunarflaska (Sigma-Aldrich).
Polystyren filterar, holusteerd 0,4 um, 12 mm pvermal (Sigma-Aldrich).
PBS (Sigma-Aldrich).
PureCol Kollagen IV (Advanced BioMatrix, San Diego, CA, USA).
Trypsin (Sigma-Aldrich).
Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) (Sigma-Aldrich).
Bronchial epithelial growth medium (BEGM) (Lonza, Danmark) med vidbeettu Penicillin (Pfizer, CA,
USA,), Streptomycin (Pfizer) og Retinoic syru (Sigma-Aldrich).
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco, Canada) + 2% Ultroser G (Pall Life Sciences,
France) + P/S (penicillin (Pfizer)) og streptomycin (Pfizer) sérhaefingaraeti.
Aodferdalysing vio uppsetningu filtera er eftirfarandi:
1. Filterar voru kollagen hudadir med pvi ad blanda 1xPBS og Kollagen IV fra PurCol i
hlutféllunum 1:45.
0,5 ml af peirri lausn var sett a hvern filter.
Bakkinn settur i keeli yfir nott (4°C).
Neesta dag var lausnin sogué af filterunum.
0,5 ml af PBS sett a filterana og sogad af.

Filterarnir settir i 37°C i 10 mindtur.
VA10 frumur i T75 flésku teknar ur hitaskap, atid sogad af og 2 ml af T/E (trypsin og EDTA)

N o o~ oo N

sett a frumurnar.

8. Sett i hitaskap par til frumurnar voru orénar lausar (fljétandi i setinu og ordnar hringlaga).

9. 10 ml af PBS sett i floéskuna, sogad upp og nidur, botninn skoladur 3x.

10. Lausnin feerd yfir i 15 ml meeliglas og sett i skilvindu 2000 rpm i 3 minutur.

11. A medan var BEGM aeti sem buid var ad setja penicillin/streptomycin syklalyf og retinoic syru
i sett baedi undir og yfir filterana, 1,5 ml undir og 0,5 ml yfir.

12. PBS sogad af og frumupallettan leyst upp i 1 ml af aeti.
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13. 10 pl af frumulausn sett a talningagler og frumur taldar. Deemi: Ef talningin er 2.000.000
frumur a ml, pa parf, til pess ad fa 200.000 frumur & hvern filter ad setja inn i eftirfarandi
formulu: 200.000¢ / 2.000.000¢m = 0,1 ml = 100 pl.

14. 100 yl af frumulausn sett & hvern filter med aetinu a.

15. Bakkinn settur i hitaskap vid 37°C i 5% CO..

Skipt um eeti

1. Ati sogad af efri filternum og 0,5 ml PBS sett ofan &. Ati undir var einnig sogad af og nytt sett
undir.

2. PBS sogad af og nytt eeti sett ofan a.

Frumurnar voru raektadar i eina viku 8 BEGM eeti. Ad peim tima lidnum var skipt yfir i DMEM + 2%
Ultroser G + P/S (penicillin og streptomycin) sérhaefingaraeti. | sérhaefingarsetinu voru frumurnar
reektadar i 11 daga til vidboétar. Eftir pessa 11 daga var sérhaefingaraeti® sem var ofan & frumunum

tekid af og kerfid pa ordid ALI. Frumurnar voru raektadar i ALI i um eina viku til vidbotar.

3.5.2 FITC litun & pneumékokkum

Adferdin sem notud var til ad flurskinslita pneumdkokka er byggd a adferdalysingu Bryers (150) og var

hdan adlégud ad pessu verkefni.

Efni:

5% hestablédagar (Oxoid).

C+Y eeti baett med hemin (Sigma-Aldrich) og NAD (Sigma-Aldrich).
Natrium bicarbonat (Sigma-Aldrich).

Eimad vatn.

FITC litur (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma-Aldrich).

Polystyren filterar, holusteerd 0,4 um, 12 mm pvermal (Sigma-Aldrich).
PBS (Sigma-Aldrich).

3,5% formalin (Sigma-Aldrich).

TO-PRO-3-iodide kjarnalitur (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Olia (fyrir smasjarskodun).

Aodferdalysing vid FITC litun pneumodkokka:

1. Bakterium var sad a 5% hestablédagar ur tryptose-glyserdl frystiseti (Difco Laboratories) og
reektad vid 37°C i 5% CO, i 18-24 klst.
Bakterium var umsad i mottu a blédagarskal og raektad vid 37°C i 5% CO, i 18 kist.
Skaf af heilli blodagarskal sett i 2 ml af 37°C heitu C+Y aeti og pad skilid nidur i skilvindu vid
10.000 x g i 5 minuatur vid 4°C.

4. Flotid tekid ofan af bakteriunum.
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5. Blanda 10 ml af 0,1 M natrium bicarbonat buffer, pH 9,0 rétt fyrir notkun, med pvi ad setja 84
mg af natrium bicarbonat i 10 ml af eimudu vatni. Stilla lausnina & pH 9,0 med natrium
hydroxidi.

6. Leysa bakteriurnar upp i 1 ml af 0,1 M natrium bicarbonat buffer og lausnin stillt 8 McFarland
3,3.

7. Setja 600 wl af peirri lausn i FITC glas og vortexa strax.

8. Velta glasinu (end over rotation) i 30 minutur vié stofuhita, varid gegn ljési.

9. Pbvo frumurnar prisvar sinnum med 600 ul af HBSS og einu sinni med C+Y aeti. Skilja nidur i
hvert skipti vid 10.000 x g i 5 minutur til pess ad fjarlaegja ébundinn lit.

10. Botnfallid leyst upp med 600 wl af C+Y eeti.

11. Bakteriulausnin var ljosmeeld vid 620 nm i Novaspec®Il ljosmaeli (Med WOW, Nicosia,
Cyprus) og gleypnin j6fnud ad 0,55 i C+Y eeti. (i pessu skrefi & ad gera 100x pynningu a
bakteriulausninni en pad var ekki haegt pvi ad ekki var nogu mikid magn af bakterium i
lausninni).

12. Setja 400 wl af bakteriulausn Ut & polystyren filter og reekta i 4 kist.
13. Bakteriulausnin tekin af frumunum og skolad med 250 ul af PBS.

14. 250 wl af 3,5% formalini sett Ut & filterinn og 1atid standa i 5 minutur 4éur en pad er tekid af.
15. Filterinn skorinn Ut og settur & smasjargler.

16. Filterinn litadur med TO-PRO-3-iodide kjarnalit i 15 minudtur.

17. Filterinn pveginn med PBS og dH,0 og hann latinn porna.

18. Olia sett & filterinn og pekjugler yfir.

19. Filterinn skodadur i confocal smasja (Zeiss Pascal, USA).

Ef ekki er haegt ad skoda filterinn alveg strax ma setja PBS Ut & hann eftir ad formalinid hefur verid

teki® af honum. Pa eru settir 500 ul ofan a filterinn og 1,5 ml undir hann.

3.6 Tolfraedi

Utreikningar:

Allar nidurstddur voru settar upp i Excel. Medaltdl allra priggja brunnanna sem hver stofn var meaeldur i
hverju sinni voru reiknud eftir ljdsmaelingu vid OD4g; (aflestur). Nidurstédur ur maelingum & neikvaeda
kontrolinu fyrir CV litinn voru sidan dregnar fra medaltali hvers stofns til pess ad leidrétta fyrir pvi ad
CV liturinn skoladist aldrei allur ur békkunum. Urvinnsla gagna for fram i Excel og i télfreediforritinu R.
Tukey’'s range test var gert i tolfraediforritinu R og Fisher exact prof a vefslédinni:
http://www.physics.csbsju.edu/stats/exact. NROW_NCOLUMN_form.html i peim tilvikum sem
markteeknimeelingar voru gerdar og midad var vid marktaeknimoérkin <0,05. Boxplot voru gerd i

tolfraeediforritinu R.
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4 Nidurstodur

4.1 Orverupekjumyndun allra stofna

Pegar nidurstdédur ur ljosgleypnimaelingum allra stofna voru settar upp i sulurit og dreifingin skodud
potti edlilegast ad skipta stofnunum i 3 hépa, par sem einn hépur myndadi engar érverupekjur, annar
hépurinn myndadi punnar drverupekjur og sa pridji myndadi pykkar érverupekjur. A mynd 8 ma sja
nidurstdédur meelinga & oOrverupekjumyndunar allra 108 stofnanna. Stofnar par sem ljésgleypni
(6rverupekjumyndun) meeldist undir 0,020 toéldust ekki mynda 6rverupekjur (39 stofnar), stofnar sem
meeldust a bilinu 0,020 - 0,085 téldust mynda punnar 6rverupekjur (40 stofnar) og stofnar med

ljosgleypni yfir 0,085 toldust mynda pykkar érverupekjur (29 stofnar).

Orverupekjumyndun allra stofna
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Mynd 8. Sulurit sem synir fjélda stofna og pa prja hopa sem stofnarnir skiptast i, engar érverupekijur,
pbunnar érverupekjur og pykkar érverupekijur.

4.1.1 Stofnar fra endurteknum mideyrnasykingum

Alls voru préfadir 33 stofnar af 5 hjupgerdum fra endurteknum mideyrnasykingum 0-6 ara barna.
Stofnar af hjupgerd 19F (11) myndudu i Ollum tilvikum &rverupekjur, 91% punnar en 9% bpykkar.
Stofnar af hjupgerd 23F (7) myndudu i flestum tilvikum engar Orverupekjur, 86% engar en 14%
bunnar. Stofnar af hjupgerd 6A (6) myndudu i Ollum tilvikum o6rverupekjur, 83% pykkar en 14%
punnar. Stofnar af hjupgerd 6B (5) myndudu i Ollum tilvikum &rverupekjur, 80% pykkar en 20%
bunnar. Stofnar af hjupgerd 14 (4) myndudu engar orverupekjur.
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Ekki var munur @ myndun 6rverupekja hja stofnum af hjupgerd 19F einum og sér eda i samreekt
med H. influenzae. Stofnar af hjupgerd 23F myndudu engar 6rverupekjur einir og sér og samraekt
haféi ekki ahrif & 6rverupekjumyndun hja H. influenzae stofnum. Stofnar af hjupgerd 6A myndudu meiri
orverupekjur einir og sér heldur en med H. influenzae og pad sama ma segja um stofna af hjupgerd
6B. Stofnar af hjupgerd 14 myndudu engar drverupekjur einir og sér, en samraekt virtist hafa érvandi
ahrif & orverupekjumyndun hja o6naemum H. influenzae stofni. Nidurstddur meelinga a

orverupekjumyndun stofna fra mideyra med og an H. influenzae, teknar saman eftir hjupgerdum ma

sja a mynd 9.
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Mynd 9. Orverupekjumyndun allra stofna fra mideyra tekin saman eftir hjipgerdum, med og an H.
influenzae.

Greenu linurnar tveer takna H. influenzae stofnana. bykka linan inni i hverjum kassa taknar
midgildid, nedri brin kassans taknar fyrstu fjérdungsmork og efri brun hans taknar pridju
fijordungsmork. Punktalinurnar tdkna haesta og laegsta gildi. Stakir punktar eru Gtlagar. Fjélda
stofna innan hverrar hjupgerdar ma sja innan sviga.

Alls voru penisillin neemir stofnar 16 (48%), stofnar med minnkad naemi voru lika 16 (48%) og 1
(2%) stofn var déneemur. Ekki var munur a o&rverupekjumyndun eftir naemi stofna. Medaltals
orverupekjumyndun naemra stofna var 0,057, medaltal stofna med minnkad nzemi var 0,067 og

medaltal 6naema stofnsins var 0,065 sem pydir ad allir hdpar mynda punnar érverupekjur.
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4.1.2 Stofnar fra ifarandi sykingum

Alls voru profadir 25 stofnar af 5 hjupgerdum fra ifarandi sykingum 0-6 ara barna. Stofnar af hjupgerd
19F (5) myndudu i 6llum tilvikum punnar 6rverupekjur. Stofnar af hjupgeréum 23F (5) og 14 (5)
myndudu engar orverupekjur. Stofnar af hjupgerd 6A (5) myndudu mis pykkar orverupekjur, 60%
bykkar, 20% punnar og 20% engar. Stofnar af hjupgerd 6B (5) myndudu i Sllum tilvikum pykkar

orverupekjur.

Stofnar af hjupgerd 19F myndudu minni 6rverupekjur einir og sér heldur en i samreekt med H.
influenzae. Stofnar af hjupgerd 23F myndudu engar 6rverupekjur einir og sér. Samreekt virtist ekki
hafa ahrif & érverupekjumyndun hja neemum H. influenzae stofni, en hun virtist hafa érvandi ahrif &
orverupekjumyndun hja énaemum H. influenzae stofni. Stofnar af hjupgerd 6A myndudu alika pykkar
orverupekjur einir og sér og med 6naemum H. influenzae stofni en pynnri med neemum H. influenzae
stofni. Pad sama ma segja um stofna af hjupgerd 6B. Stofnar af hjupgerd 14 myndudu engar
Orverupekjur einir og sér, en samreekt virtist hafa érvandi ahrif a 6érverupekjumyndun hja 6neemum H.
influenzae stofni. Nidurstédur meelinga a 6rverupekjumyndun stofna fra ifarandi sykingum med og an

H. influenzae, teknar saman eftir hjupgerdum ma sja 4 mynd 10.
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Mynd 10. Orverupekjumyndun allra stofna fra ifarandi sykingum tekin saman eftir hjupgerdum, med og
an H. influenzae.

Greenu linurnar tveer takna H. influenzae stofnana. bykka linan inni i hverjum kassa taknar
midgildid, nedri brin kassans taknar fyrstu fjérdungsmork og efri brun hans taknar pridju
fijordungsmork. Punktalinurnar tdkna haesta og laegsta gildi. Stakir punktar eru Gtlagar. Fjélda
stofna innan hverrar hjupgerdar ma sja innan sviga.
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Alls voru penisillin neemir stofnar 20 (80%), stofnar med minnkad naemi voru 4 (16%) og 1 (4%)
stofn var oOnaemur. Litill munur var a O&rverupekjumyndun eftir naemi stofna. Medaltals
Orverupekjumyndun naemra stofna var 0,051, medaltal stofna med minnkad naemi var 0,061 og

medaltal 6naema stofnsins var 0,070 sem pydir ad allir hdpar mynda punnar érverupekjur.

4.1.3 Stofnar fra nefkoki heilbrigdra barna

Alls voru profadir 50 stofnar af 5 hjupgerdum fra nefkoki heilbrigdra barna & aldrinum 0-6 ara. Stofnar
af hjupgerd 19F (12) myndudu mis pykkar érverupekjur, 8% pykkar, 84% punnar og 8% engar. Stofnar
af hjupgerd 23F (8) myndudu engar Orverupekjur. Stofnar af hjupgerdum 6A (12) og 6B (8) myndudu i
Ollum tilvikum Orverupekjur, 50% pykkar en 50% punnar. Stofnar af hjupgerd 14 (10) myndudu i

flestum tilvikum engar 6rverupekjur, 90% engar en 10% punnar.

Stofnar af hjupgerd 19F myndudu minni 6rverupekjur einir og sér heldur en med H. influenzae
stofnum. Stofnar af hjupgerd 23F myndudu engar érverupekjur einir og sér og samraekt haféi ekki ahrif
a Orverupekjumyndun hja H. influenzae stofnum. Stofnar af hjupgerd 6A myndudu alika pykkar
orverupekjur einir og sér og i samraekt med H. influenzae. Pad sama ma segja um stofna af hjupgerd
6B. Stofnar af hjupgerd 14 myndudu engar érverupekjur einir og sér, en i samraekt myndudu peir jafn
bykkar 6rverupekjur med badum H. influenzae stofnunum. Nidurstédur maelinga a érverupekjumyndun

stofna fra berum med og an H. influenzae, teknar saman eftir hjupgerdum ma sja @ mynd 11.

47



Berar

o]

O Pneumdékokkar
B Pneumdkokkar med naamum H. influenzae
B Pneumdékokkar med énaemum H. influenzae

0.20
|

Naemur H. influenzae
— Onamur H. influenzae

-
1
1
1
|
o T
o | o]
—
o -
1
H -
1 o] !
|
- - N
2 = =+
==

T
FHlH o
HEH
-4
o

Orverupekjumyndun

L
S . = =
o - =]
Q - .
o =
L
o
<
19F (36) 23F (24) 6A (36) 68 (24) 14 (30)

Hjupgerd (fioldi)

Mynd 11. Orverupekjumyndun allra stofna fra berum tekin saman eftir hjipgerdum, med og an H.
influenzae.

Greenu linurnar tveer takna H. influenzae stofnana. bykka linan inni i hverjum kassa taknar
midgildid, nedri brin kassans taknar fyrstu fjérdungsmork og efri brdn hans taknar pridju
fijordungsmork. Punktalinurnar tdkna haesta og laegsta gildi. Stakir punktar eru Gtlagar. Fjélda
stofna innan hverrar hjupgerdar ma sja innan sviga.

Alls voru penisillin neemir stofnar 36 (72%), stofnar med minnkad naemi voru 14 (28%) og enginn
stofn var o6naemur. Enginn munur var a orverupekjumyndun eftir naemi stofna. Medaltals
orverupekjumyndun naemra stofna var 0,041 og medaltal stofna med minnkad naemi var 0,042, sem

pydir ad badir mynda punnar drverupekjur.

4.2 Samantekt og samanburdur a synahépum

Stofnar fra mideyra myndudu orverupekjur i 70% tilvika. Stofnar fra ifarandi sykingum myndudu
orverupekjur i 56% tilvika og stofnar fra berum i 64% tilvika. Hlutfall peirra stofna sem myndudu pykkar
orverupekjur var haest hja stofnum fra ifarandi sykingum, eda 32%, fra mideyra 30% og fra ifarandi
sykingum 22%. Ekki var markteekur munur & orverupekjumyndun eftir synahépum (p - > 0,05).
Meédaltals 6rverupekjumyndun allra hjupgerda eftir synahdpum ma sja a mynd 12.
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Medaltals 6rverupekjumyndun allra hjapgerda eftir synah6pum
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Mynd 12. Medaltals 6rverupekjumyndun allra stofna eftir synahopum.

Pykka linan inni i hverjum kassa taknar midgildi®, nedri brin kassans taknar fyrstu
fiordungsmork og efri bran hans taknar pridju fijordungsmaérk. Punktalinurnar takna haesta og
leegsta gildi. Fj6lda stofna innan hverrar hjupgerdar ma sja innan sviga.

Stofnar af hjupgerdum 19F og 6A fra mideyra myndudu pykkari érverupekjur heldur en stofnar af
somu hjupgerdum sem komu fra ifarandi sykingum og berum. Stofnar af hjupgerd 6B fra mideyra og
ifarandi sykingum myndudu jafn pykkar Orverupekjur. Stofnar af hjupgerdum 23F og 14 myndudu
engar Orverupekjur i neinum synahopum. Stofnar af hjupgerd 19F frd& mideyra myndudu meiri
orverupekjur en stofnar fra berum, (p - 0,020). Stofnar af hjupgerd 6B fra ifarandi sykingum myndudu
meiri 6rverupekjur en stofnar fra berum (p - 0,018). Stofnar af hjupgerd 14 fra berum myndudu meiri
orverupekjur en stofnar fra ifarandi sykingum (p - 0,0006). Stofnar af hjupgerd 14 fra berum myndudu
meiri Orverupekjur en stofnar fra mideyra (p - 0,0009). Ekki var markteekur munur a
orverupekjumyndun i 66rum synahépum og hjapgerdum. Nidurstodur & samanburdi a

orverupekjumyndun & milli synahodpa flokkad eftir hjupgerdum ma sja a mynd 13.

49



Medaltals 6rverupekjumyndun hverrar hjupgerdar eftir synahopum
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Synahopur (fjoldi)
Mynd 13. Orverupekjumyndun hverrar hjupgerdar fyrir sig eftir synahépum.

Pykka linan inni i hverjum kassa taknar midgildi®, nedri brun kassans taknar fyrstu
fiordungsmork og efri bran hans taknar pridju fjordungsmork. Punktalinurnar takna haesta og
leegsta gildi. Stakir punktar eru utlagar. Fjolda stofna innan hvers synahdps ma sja innan
sviga.
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beir stofnar sem myndudu pykkastar orverupekjur samanlagt i 6llum synahépum voru af
hjupgerdum 6A og 6B. Stofnar af hjupgerd 19F myndudu punnar Orverupekjur en stofnar af
hjupgerdum 23F og 14 myndudu engar. Stofnar af hjupgerd 19F myndudu meiri érverupekjur en
stofnar af hjupgerdum 14 (p - <0,00001) og 23F (p - <0,00001). Stofnar af hjupgerd 6A myndudu meiri
orverupekjur en stofnar af hjupgerdum 19F (p - 0,00003), 14 (p - <0,00001) og 23F (p - <0,00001).
Stofnar af hjupgerd 6B myndudu meiri érverupekjur en stofnar af hjupgerdum 19F (p - 0,00007), 14 (p
- <0,00001) og 23F (p - <0,00001). Nidurst6dur samanburdar a orverupekjumyndun hverrar
hjapgerdar fyrir sig ma sja a mynd 14.

Medaltal 6rverupekjumyndunar allra hjupgerda i 6llum synaflokkum

(o]

0.20
|

0.15
|

Orverupekjumyndun
0.10
|

0.05
|

o]

. —

T T T T 1
19F (28) 23F (20) 6A (23) 6B (18) 14 (19)

0.00
|
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Mynd 14. Medaltals 6rverupekjumyndun pneumokokka eftir hjupgerdum i 6llum synahépum.

Pykka linan inni i hverjum kassa taknar midgildi®, nedri brun kassans taknar fyrstu
fiordungsmork og efri bran hans taknar pridju fjordungsmork. Punktalinurnar takna haesta og
leegsta gildi. Stakir punktar eru utlagar. Fjolda stofna innan hverrar hjupgerdar ma sja innan
sviga.

4.3 Syklalyfjapréfanir

Anrif syklalyfia voru préfud 4 9 pneumodkokka stofnum sem ekki myndudu érverupekjur og 9 stofnum
sem myndudu pykkar érverupekjur. Stofnar sem ekki myndudu orverupekjur nadu i 56% tilvika ad lifa
af medferd med amoxisillini en i 22% tilvika hja stofnum sem myndudu pykkar orverupekjur.
Samantekt a ahrifum syklalyfja @ pneumdkokka eina og sér ma sja a mynd 15. Stofnar sem notadur

voru til vidmidunar fengu sému medferd ad ollu leyti nema pvi ad pad voru engin syklalyf i peirra eti.
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Voxtur i nyju aeti i 14 kist eftir syklalyfjamedferd
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Mynd 15. Voxtur pneumaodkokka i nyju aeti i 14 kist. eftir syklalyfjamedferd. Vidmidunarstofnar fengu
s6ému medferd ad 6Ollu leyti nema engin syklalyf.

Stofnar sem myndudu engar Orverupekjur eru vinstra megin vid svortu linuna og stofnar sem
myndudu pykkar érverupekjur eru haegra megin vié hana.

Samraekt pneumodkokka og naema H. influenzae stofnsins syndi ad stofnar sem ekki mynda
Orverupekjur nadu i 56% tilvika ad lifa af medferd med amoxisillini en i 22% tilvika hja stofnum sem
mynda pykkar érverupekjur.

Samantekt a ahrifum syklalyfja & pneumokokka med naeemum H. influenzae stofni ma sja & mynd
16.

Voxtur i nyju zeti i 14 kist eftir syklalyfjamedferd. Pneumokokkar
og namur H. influenzae stofn
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Mynd 16. Voxtur pneumdkokka og H. influenzae i nyju eeti i 14 kist. eftir syklalyfiamedferd.
Vidmidunarstofnar fengu sdmu medferd ad 6llu leyti nema engin syklalyf.

Stofnar sem myndudu engar Orverupekjur eru vinstra megin vid svortu linuna og stofnar sem
myndudu pykkar érverupekjur eru haegra megin vié hana.
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Allir stofnar lifdu af medferd med amoxisillini pegar peir voru reektadir med 6naema H. influenzae

stofninum. Samantekt a ahrifum syklalyfja & pneumokokka med onaemum H. influenzae stofni ma sja

amynd 17.
Voxtur i nyju zeti i 14 kist eftir syklalyfjamedferd.
Pneumdkokkar og 6naemur H. influenzae stofn.
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Mynd 17. Voxtur pneumdkokka og H. influenzae i nyju eeti i 14 kist. eftir syklalyfiamedferd.
Vidmidunarstofnar fengu sdmu medferd ad 6llu leyti nema engin syklalyf.

Stofnar sem myndudu engar Orverupekjur eru vinstra megin vid svortu linuna og stofnar sem
myndudu pykkar érverupekjur eru haegra megin vié hana.

4.4 Raktun pneumodkokka a lungnapekjufrumum og FITC litun

Vid FITC litun taka pneumodkokkar upp flurskins graenan lit sem gerir pad ad verkum ad audvelt er ad
skoda pa i ljossmasja. | heildina voru litadir prir mismunandi stofnar, einn peirra hafdi festipraedi af
gerd 1, annar hafdi festipreedi af gerd 1 og 2 og séa pridji hafdi enga festipraedi. A mynd 18 ma sja FITC
litada pneumokokka af stofni prji sem hafdi enga festipraedi en peir voru settir & smasjargler og

skodadir i ljossmasja.
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Mynd 18. Pneumadkokkar sem buid er ad lita med FITC lit, 40x staekkun i epifluorescence ljossmasja
(Leica, Germany).

Filterar sem pneumdkokkarnir voru reektadir upp @ med lungnapekjufrumunum voru skodadir i
confocal smasja. A mynd 19 mé sja pneumdkokka (graena) af stofni prju og pekjufrumurnar (blaar), en
par sést greinilega hvernig pneumdokokkarnir hafa bundist vid pekjuna og faert sig mis mikid ofan i
hana. bar sem mikid magn er af pneumdkokkum hafa pekjufrumurnar horfid. FITC litunin syndi einnig
ad pneumokkarnir séfnudust gjarnan saman i pyrpingar. A myndinni haegra megin og fyrir ofan stéru
myndina ma sja pverskurdar myndir af filternum en par sést hvad pneumokokkarnir eru komnir langt

ofan i pekjuna.

Mynd 19. Confocal (Zeiss Pascal) smasjarmynd. Pneumdkokkar (graenir) hafa eytt pekjufrumunum
(blaar) a storu sveedi. Einnig sést hvad pneumdkokkarnir eru komnir langt ofan i pekjuna.
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5 Umraeda

5.1 Orverupekjumyndun allra stofna

baer hjupgerdir sem profadar voru fra endurteknum sykingum i mideyra, ifarandi sykingum og berum
voru 19F, 23F, 6A, 6B og 14. Stofnar af hjupgerd 19F fra mideyra og ifarandi sykingum myndudu i
Ollum tilvikum einhverjar 6rverupekjur og i flestum tilvikum fra berum. Stofnar af hjupgerd 23F fra
ifarandi sykingum og berum myndudu engar Orverupekjur en stofnar fra mideyra myndudu punnar
orverupekjur i 6rfaum tilfellum, annars engar. Stofnar af hjupgerd 6A fra mideyra og berum myndudu i
Ollum tilvikum einhverjar o6rverupekjur en stofnar fra ifarandi sykingum myndudu einhverjar
Orverupekjur i flestum tilvikum. Stofnar af hjupgerd 6B myndudu i O&llum tilvikum einhverjar
orverupekjur i 6llum synahopum. Stofnar af hjupgerd 14 fra mideyra og ifarandi sykingum myndudu
engar orverupekjur en stofnar fra berum myndudu punnar Orverupekjur i orfaum tilfellum, annars

engar.

Lorena og félagar birtu rannsékn par sem pau voru ad kanna vidlodunarheefni pneumodkokka i
mikrétiter bokkum og kom par i ljos ad stofnar af hjupgerd 19F myndudu pykkar &rverupekjur i
langflestum tilvikum (151), en i pessari rannsékn myndudu peir punnar érverupekjur. Pad skal pé tekid
fram ad pau notudu adra adferd vid maelingar heldur en hér var gert og pau voru med stofna sem
reektudust Ur hraka. | peirra rannsékn kom einnig i ljés ad stofnar af hjupgerd 23F myndudu punnar
Orverupekjur i dndunarfeerum en pykkar fra stofnum sem raektudust Ur blédi og heila- og maenuvokva
(151). | pessari rannsékn myndudu stofnar af hjupgerd 23F engar drverupekjur i neinum synahépum.
Stofnar af hjupgerd 6B myndudu ekki eins pykkar érverupekjur i rannsékn Lorena og félaga eins og
beir gerdu i pessari rannsokn. Lorena og félagar komust ad pvi ad sennilega vaeru engin tengsl a milli
haefni pneumokokka til ad loda vid undirlag, i pvi tilviki plast i mikrétiter békkum, uppruna stofna
(sykingastad) og syklalyfjanaemis (151), en paer nidurstddur samreemast peim nidurstédum sem

fengust Ur pessari rannsokn.

| rannsékn Camilli og félaga & drverupekjumyndun mismunandi hjupgerda fra ifarandi sykingum
kom i lj6s ad stofnar af hjupgerd 14 voru orverupekjumyndandi sem er ekki i samraemi vid nidurstodur
bessarar rannsoéknar. Astaedan geeti mdgulega verid st ad um mismunandi kléna hafi verid ad reeda i
pessum tveimur rannséknum. Stofnar af hjupgerd 19F myndudu pykkar érverupekjur i peirra rannsokn
en i pessari rannsékn myndudu peir punnar érverupekjur. Peirra rannsékn syndi einnig fram & pad ad
stofnar af hjupgerd 6A myndudu pykkar Orverupekjur (38) sem samraemist nidurstodum pessarar

rannsoknar par sem allir stofnar af hjupgerd 6A myndudu pykkar érverupekjur.

Hja stofnum fra mideyra virdist samraekt pneumokokka og H. influenzae ekki hafa nein teljandi ahrif
a orverupekjumyndun hja stofnum af hjupgerédum 19F og 23F. Stofnar af hjupgerdum 6A og 6B
myndudu mun minni érverupekjur i samraekt heldur en einir og sér. Stofnar af hjupgerd 14 virtust hafa
einhver drvandi ahrif & érverupekjumyndun énaema H. influenzae stofnsins.

Hja stofnum fra ifarandi sykingum af hjupgerd 19F virdist samraekt pneumdkokka og H. influenzae
hafa o6rvandi ahrif a Oorverupekjumyndun beggja H. influenzae stofnanna. Pneumodkokkar af
hjapgerdum 23F og 14 virtust hafa einhver érvandi ahrif & drverupekjumyndun éneema H. influenzae

stofnsins en engin ahrif &8 pann naema. Stofnar af hjupgerdum 6A og 6B myndudu alika miklar
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orverupekjur einir og sér og i samraekt med 6naemum H. influenzae stofni en mun minni med naema H.

influenzae stofninum.

Hja stofnum fra berum virdist samraekt pneumokokka og H. influenzae mynda meiri 6rverupekjur
hja stofnum af hjupgerd 19F en pegar stofnarnir eru raektadir einir og sér. Samraekt virtist ekki hafa
nein teljandi ahrif & érverupekjumyndun hja stofnum af hjupgerdum 23F og 14. Stofnar af hjupgerdum

6A og 6B myndudu alika pykkar 6rverupekjur einir og sér og i samraekt med H. influenzae.

Rannséknir hafa synt ad mjog misjafnt er hversu miklar Orverupekjur hjuplausir H. influenzae
stofnar mynda. bvi veeri haegt, i framhaldi af pessari rannsékn ad skoda Orverupekjumyndun fleiri H.
influenzae stofna i samraekt med pneumodkokkum. Pad geeti verid ahugavert ad bera saman
orverupekjumyndun pneumoékokka i samraekt med premur mismunandi H. influenzae stofnum par sem

einn myndar engar 6rverupekjur, annar punnar og sa pridji pykkar.

i rannsékn sem Hong og félagar birtu nylega var verid ad skoda samraekt pneumokokka stofnsins
TIGR4 og H. influenzae stofnsins 86028NP. bar voru stofnarnir reektadir saman, og i sitthvoru lagi i
harri og lagri péttni. Nidurstédur rannsoknarinnar voru peer ad badar tegundirnar uxu vel einar og sér i
harri péttni eftir 16 kist. reektun. Pegar H. influenzae var baett Ut i i lagri péttni haféi pad litil ahrif & voxt
hja pneumokokkum en H. influenzae 6x ekki vel. Ef H. influenzae var beett Gt i i harri péttni gerist pad
sama med pneumokokkana og H. influenzae uxu ennpa verr. Badar tegundirnar uxu vel i lagri péttni
og pad hafdi engin ahrif ad H. influenzae var baett Gt i i harri eda lagri péttni. Pegar bakteriuvoxturinn
var skodadur eftir 24 kist. raektun kom i ljos ad i harri péttni uxu pneumokokkarnir ekki vel sem skyrist
sennilega af pvi ad peir hafi verid komnir i sjalfsrof, en H. influenzae uxu aftur & méti vel. begar
tegundunum var svo blandad saman uxu pneumdkokkarnir betur en H. influenzae. | lagri péttni uxu
pneumoékokkarnir minna heldur en H. influenzae, en pé meira heldur en peir gerdu i harri péttni. begar
tegundunum var blandad saman uxu pneumodkokkarnir alika vel hvort sem peim var blandad saman
vid H. influenzae i harri eda lagri péttni. H. influenxae uxu betur i lagri péttni af pneumdkokkum og
harri af H. influenzae (131). Samkvaemt pessum nidurstddum virdist ansi margt geta spilad inn i voxt
pbessara bakteriutegunda i samraekt og pvi ansi liklegt ad samspil tegundanna sé Olikt eftir
hjupgerdum og stofnum. bad skal einnig tekid fram ad i pessari rannsokn er adeins um tvo H.
influenzae stofna ad reeda og pvi ekki haegt ad alhaefa um dérverupekjumyndun. | rannsékn Murphy og
félaga kom i ljos ad mjog misjafnt er hversu pykkar Orverupekjur hjuplausir H. influenzae stofnar
mynda, allt fra engum uppi mjég pykkar (152).

Stadalfravik innan hverrar hjupgerdar var ekki breitt sem bendir til pess ad adferdin sé ad virka
agaetlega vid greiningu a érverupekjumyndun olikra hjupgerda.

i mideyra voru nzemir stofnar rdmlega helmingur og fj6lénaemir stofnar taeplega helmingur. |
ifarandi sykingum var steerstur hluti stofna namur og i berum voru naemir stofnar riflega helmingur og
fidlongemir stofnar rimlega pridjungur.

Camilli og félagar komust ad pvi ad namir stofnar myndudu pykkari érverupekjur heldur en éneemir
stofnar sem var pvert a spar peirra (38), peer nidurstédur eru pd ekki i samrami vid nidurstédur

pbessarar rannsoknar pvi enginn munur var a drverupekjumyndun naemra og fjéléonaemra stofna.
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Alls voru penisillin naemir stofnar fra mideyra um helmingur og stofnar med minnkad naemi um
helmingur, einn stofn var dnaemur. Flestir stofnar fra ifarandi sykingum voru penisillin naemir, stofnar
med minnkad naemi voru po teeplega fimmtungur og einn stofn var éneemur. Alls voru penisillin nsemir
stofnar fra berum riflega helmingur, stofnar med minnkad neemi teeplega pridjungur, en enginn stofn

var é6nsemur.

Stofnar med minnkad naemi fyrir penisillini myndudu almennt meiri drverupekjur heldur en stofnar
sem voru naemir fyrir pvi. Munurinn var p6 ekki marktaekur. bPad virdast pvi ekki vera nein tengsl & milli
syklalyfjaneemis og 6rverupekjumyndunar hja stofnum fra endurteknum mideyrnasykingum, ifarandi

sykingum og berum.

5.2 Samantekt og samanburdur a synahépum

Stofnar af hjupgerdum 19F og 6A fra mideyra myndudu mun pykkari érverupekjur heldur en stofnar af
sOmu hjupgerdum fra hinum synahdpunum. Stofnar af hjupgerd 6B fra mideyra og ifarandi sykingum
myndudu jafn pykkar orverupekjur. Stofnar af hjupgerdum 23F og 14 myndudu ekki teljandi
Orverupekjur i neinum synahépum. Stofnar af hjupgerd 19F frd& mideyra myndudu marktaekt meiri
orverupekjur heldur en stofnar fra berum (p - 0,020) sem er eitthvad sem buist var vid i upphafi
rannsoknarinnar. bad var pé ekki marktaekur munur a érverupekjumyndun stofna af hjupgerd 19F fra
mideyra og ifarandi sykingum. Stofnar af hjupgerd 6B fra ifarandi sykingum myndudu marktaekt meiri
orverupekjur heldur en stofnar fra berum (p - 0,018). Stofnar af hjupgerd 14 fra berum myndudu meiri
orverupekjur en stofnar fra ifarandi sykingum (p - 0,0006) og fra mideyra (p - 0,0009), en stofnar af

hjapgerd 14 flokkudust samt sem adur sem ekki 6rverupekjumyndandi stofnar.

Stofnar fra ifarandi sykingum og mideyra myndudu i pridjungi tilfella pykkar orverupekjur en i
fimmtungi tilfella fr& berum. Stofnar fr& mideyra og berum myndudu i flestum tilvikum einhverjar
Orverupekjur eda i riflega helmingi tilfella. Stofnar fra ifarandi sykingum myndudu einhverjar
drverupekjur i ramlega helmingi tilvika. | rannsékn sem Lorena og félagar gerdu a stofnum ar bléai,
meaenuvokva og 6ndunarfaeerum kom i ljés ad engin fylgni var a milli sykingarstadar og hversu pykkar
orverupekjur stofnarnir myndudu, p.e. stofnar fra ifarandi sykingum myndudu ekki meiri érverupekjur

heldur en stofnar fra 6ndunarfeerum (151).

Peir stofnar sem myndudu pykkastar 6rverupekjur ad medaltali voru af hjupgerédum 6A og 6B en
peir myndudu nanast alveg jafn pykkar 6rverupekjur. Stofnar af hjupgerd 19F myndudu punnar
orverupekjur og stofnar af hjupgerdum 23F og 14 myndudu engar Orverupekjur. H. influenzae
stofnarnir myndudu punnar orverupekjur. Rannsékn sem Moscoso og félagar gerdu syndi fram a pad
ad stofnar af hjupgerd 6B myndudu pykkar érverupekijur, stofnar af hjupgerd 19F punnar og stofnar af
hjupgerdum 14 og 23F engar (79). | peirra rannsékn eru hjupgerdirnar reyndar ekki flokkadar i pessa
pbrja flokka en pad sést mikil samsvOrun a hlutfalli milli pessara priggja hjupgerda i peirra rannsokn og i
bessari rannsokn. | rannsékn Camilli og félaga kom i ljés ad stofnar af hjipgerdum 6A og 6B myndudu
bykkar 6rverupekjur sem samraemist nidurstédum pessarar rannséknar. Stofnar af hjupgerdum 14 og
23F voru p6é ad mynda meiri Orverupekjur i peirra rannsdkn heldur en peir gerdu i pessari rannsokn
(38).
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Adur en vinna vid verkefnid hofst var tilgatan su ad stofnar sem valda pralatum mideyrnasykingum
veeru liklegri til pess ad mynda meiri 6rverupekjur heldur en stofnar sem gera pad ekki og pa var helst
verid ad horfa a stofna af hjupgerd 19F. Samkvaemt nidurst6dum pessarar rannséknar virdist su tilgata
ekki standast pvi ekki var marktaekur munur a orverupekjumyndun eftir synahépunum i heild. P6 var
markteekur munur a o6rverupekjumyndun i einhverjum tilvikum hja akvednum hjupgerdum innan
synahépa, en hjupgerd 19F i mideyra myndadi t.d. marktaekt meiri 6rverupekjur heldur en stofnar af

sOmu hjupgerd i berum.

Upplysingar um klénaniumer pneumaodkokka lagu fyrir hja 29 stofnum af 108 og alls komu 14
mismunandi klonanumer fyrir. Til pess ad fa areidanlegri nidurstddur parf ad fa upplysingar um
klébnanumer fleiri stofna til pess ad haegt sé ad sla pvi fostu ad érverupekjumyndun sé klénatengd.
Upplysingar um ST numer stofna liggja heldur ekki fyrir nema ad mjdg litlu leyti. Pessar upplysingar
asamt fleirum koma til med ad liggja fyrir bradlega, pegar upplysingar ur heilgena radgreiningunni

verda tilbunar.

Orverupekjumyndun virdist ad mestu leyti fara eftir hjupgerdum, en engin tengsl saust a milli pess
ad stofnar myndudu meiri drverupekjur ef peir héfdu festipraedi. Asteedan fyrir pvi er sennilega st ad
adsteedur i mikrétiter bakka og i mideyra eru olikar og mjog liklegt ad festipraedirnir hafi ekki sému

virkni & plasti og i mideyra.

5.3 Syklalyfjapréfanir

Styrkur amoxisillinsins sem notadur var i rannsokninni var 4 sinnum heerri heldur en
lagmarksheftistyrkurinn sem er 4 pug/ml. Nidurstédur & ahrifum syklalyfja & pneumokokka eina og sér
syndi ad stofnar sem ekki mynda 6rverupekjur nadu i ramlega helmingi tilvika ad lifa af medferd med
amoxisillini en i ramlega fimmtungi tilvika hja stofnum sem mynda pykkar Orverupekjur. bessar

nidurstédur syna pad mjog vel ad adferdin er ekki ad virka sem skyldi.

Orverupekjurnar sem myndast i békkunum virdast ekki vera nogu sterkar og likar pvi sem gerist i
mannslikamanum. bad ma sja af pvi ad bakteriurnar pola i faestum tilvikum medéferd med amoxisillini.
Asteedan fyrir pessu er sennilega su ad drverupekjurnar na ekki ad mynda eins proskadan og sterkan
straktur eins og gerist i mannslikamanum og pvi eru peer vidkveemari fyrir lyfjunum i mikrétiter bakka
heldur en i mideyranu. Pneumaokokkar i mikrétiter bakka fara fljétt i sjalfsrof og drepast vegna skorts a
nzeringarefnum og vegna uppséfnunar & Urgangsefnum. | mannslikamanum er stédug endurnyjun a
surefni og naeringu og pvi na érverupekjurnar ad proskast betur og lengur par. Til pess ad skoda petta
betur in vitro pa veeri mégulega haegt ad setja upp pneumodkokkaraekt i sireekt, par sem stédug
endurnyjun veeri & aeti. | pannig kerfi veeri mégulega haegt ad raekta pneumokokkana lengur og fa pa

pbannig til pess ad mynda sterkari 6rverupekjur.

Voxtur i samreekt med 6neemum H. influenzae stofni var svona mikill vegna pess ad H. influenzae

stofninn er énaemur fyrir syklalyfinu.
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Syklalyfjapréfanir sem adrir hafa gert & pneumdkokkum i mikrétiter békkum hafa verid gerdar i
60ru eeti eins og t.d. Muller Hinton brodi, med vidbaettu 5% hestablodi og vid reektunarhitastigido 35,5°C
(142).

5.4 Raktun pneumodkokka a lungnapekjufrumum og FITC litun
Kostir pess ad nota pessa adferd a pekjufrumum eru peir ad hér er verid ad likia mun meira eftir
adsteedum eins og paer eru i mannslikamanum. Pvi aettu ad fast skyrari og marktaekari nidurstédur

med pessari adferd.

Upphaflega markmidid var ad skoda hvort pessi adferd virkadi, til pess voru valdir stofnar med og
an festirprada en kanna atti hvort peir skiptu mali. Stofninn sem haféi ekki festipraedi litadist langbest,
en astaedan fyrir pvi er ekki pekkt. begar stofnarnir voru skodadir i confocal smasja kom i ljos ad pad
saust flestar bakteriur a pekjunni af peim stofni sem haféi ekki festipreedi, en astaedan fyrir pvi er
sennilega su ad hann litadist best og pvi voru fleiri litadar bakteriur sem greindust & pekjunni. Hinir

stofnarnir tveir sem litudust |itid saust pvi i minna magni & pekjunni.

Par sem mikid magn var af FITC litubum pneumdokokkum var ekki haegt ad greina hvort peir veeru i
drverupekjum eda ekki. Asteedan fyrir pvi er s ad taekjabtnadurinn var ekki négu gédur til pess ad

haegt veeri ad greina pad.

Nidurstadan var pvi st ad adferdin vid FITC litun pneumokokkanna gekk agaetlega og mogulega
veeri haegt ad halda afram med paer rannséknir.

Asteedan fyrir pvi ad ekki voru profadir fleiri stofnar pannig ad einhver marktaekni fengist at ar
pessum préfunum er st ad erfitt, timafrekt og dyrt er ad koma upp lungnapekjufrumuraekt pvi pad er
algengt ad pad komi mengun i paer a peim 2 vikum sem tekur ad koma peim upp. FITC settid sem
notad var i pessa rannsokn er dyrt en mogulega er haegt ad kaupa FITC lit einan og sér og er pad

odyrara.

5.5 Taeknileg atridi

Diplémaverkefni mitt snerist ad mestu leyti um pad ad préa adferd til pess ad meaela
orverupekjumyndun pneumokokka. Auk pess var orverupekjumyndun ymissa hjupgerda konnud fra
sOdmu synahépum og hér var gert sem forprofun a adferdinni. Sa hluti diplémaverkefnisins sem purfti
ad proa betur var uppleysing érverupekja i mikrétiter békkunum. | diplémaverkefninu var notast vié

ethandl en fyrir petta verkefni var ediksyra notud og virkadi hin mun betur.

Vandamal kom wupp i sambandi vid vidlodunarstuduls formuluna sem notud var i
dipldmaverkefninu. Formulan byggist & pvi ad maela ljésgleypni CV litadra 6rverupekja i bakka, su tala
var sidan margfoldud med 0,55, sem er ljésgleypni bakteriulausnarinnar i upphafi og pvi deilt i
nidurstddur ur ljdsgleypnimaelingum & vexti i bakka eftir 5 kst reektun. | pessu verkefni kom i ljés ad litil
tengsl virdast vera a milli vaxtar bakteria i zeti og Orverupekjumyndunar, en petta var skodad

sérstaklega i pessu verkefni (nidurstédur ekki birtar). Pad gerir pad ad verkum ad formulan virkar ekki

59



eins og hun & ad gera. | ljési pessa var préfad ad ljosmaela CV litadar érverupekjur og tulka
Orverupekjumyndun ut fra peim meelingum. Pegar allar nidurstédur med pessari adferd voru bornar
saman vid nidurstédur ur diplomaverkefninu kom i ljés ad érverupekjumyndun hverrar hjupgerdar var
hlutfallslega mjog svipud a milli hjupgerda sem stydur pad ad adferdirnar eru ad virka & svipadan hatt.
Pad sem meelir frekar med pvi ad pessi nyja adferd sé notud er su ad stadalfravik maelinga med nyju

adferdinni voru ekki eins breid og pau voru med gomlu adferdinni.

Pegar buid var ad breyta adferdinni eins og nefnt var hér ad ofan pa kom upp vandamal pegar pad
atti ad fara ad tulka nidurstédurnar, p.e. hvar mérkin lagu fyrir engar drverupekjur, punnar érverupekjur
og pykkar orverupekjur. Nidurstédur ur 6llum meelingum voru settar upp i sulurit og komu pa i ljés prir
hoépar, par sem einn hépurinn myndadi engar 6rverupekjur, annar hépur myndadi punnar drverupekjur
og pridji hépurinn myndadi pykkar érverupekjur. Petta munstur sast lika pegar hver synatékustadur var
skodadur einn og sér.

Orverupekjurnar i bokkunum virdast ekki vera nogu sterkar til pess ad pola medferd med
syklalyfjum og pvi er heegt ad velta fyrir sér areidanleika adferdarinnar i heild. Pad skal po tekid fram,
adferdinni til studnings, ad stadalfravik hverrar hjupgerdar sem komu fyrir i eyra var mjoég lagt, pad
sama ma segja um stadalfravik hverrar hjupgerdar sem komu fyrir i ifarandi sykingum og hja berum.
Pessi adferd virdist pvi gagnast vel vid mat a érverupekjumyndun stofna eftir hjupgerdum en adferd
vid syklalyfjaprofanirnar pyrfti ad préa betur. Ahugavert veeri ad kanna frekar ahrif syklalyfja &4 bakteriur
i Orverupekjum i sireekt, en par er st6dugt gegnumfleedi af aeti i gegnum reektina pannig ad engin
uppso6fnun verdur a urgangsefnum og paer verda ekki uppiskroppa med naeringu.

Styrkur pessarar rannséknar er tvimeelalaust einfaldleiki hennar og svo er hun lika tiltdlulega odyr.
Adferdin gefur einnig géda mynd af pvi hvort stofnar eru Orverupekjumyndandi eda ekki.
Syklalyfjapréfanir parf p6é ad framkveema a annan hatt eins og fram hefur komid, pvi 6érverupekjurnar

na ekki ad verda nogu sterkar til pess ad lifa af medferd med amoxisillini.
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6 Alyktanir

Eftirffarandi alyktanir eru dregnar af rannsokninni:

Stofnar af hjupgerdum 6B og 6A mynda pykkar 6rverupekjur i mikrotiter bakka, stofnar af
hjuapgerd 19F mynda punnar Orverupekjur og stofnar af hjupgerdum 23F og 14 mynda

engar orverupekjur.

Stofnar fra endurteknum mideyrnasykingum mynda oftast einhverjar érverupekjur.

Stofnar fra ifarandi sykingum og endurteknum mideyrnasykingum mynda oftast pykkar
Orverupekjur.

Samraekt pneumokokka og H. influenzae hefur ekki eins mikid o6rvandi ahrif a
Orverupekjumyndun eins og buist var vid. P6 er misjafnt hvada ahrif samraektin hefur eftir
hjupgerdum og synahdpum pneumaoékokka og einnig eftir H. influenzae stofnum.

Ekki virdast vera mikil tengsl @ milli 6rverupekjumyndunar og syklalyfjanaemis.
Adferd vid syklalyfjaprofanir virkar ekki ndgu vel og parf ad préa hana betur.

Reaektun pneumokokka & lungnapekjufrumum og FITC litun peirra pyrfti ad skoda betur en
engar marktaekar nidurstédur fengust Gt ar peirri rannsoékn vegna pess hversu fair stofnar

voru skodadir.
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Fjoldi stofna innan hverrar hjupgerdar pneumoékokka fra endurteknum mideyrnasykingum, asamt fidlda

Fylgiskjal 1

(og hlutfalli) stofna sem mynda engar 6rverupekjur, punnar érverupekjur og pykkar érverupekjur.

Fjoldi stofna sem

Fjoldi stofna sem

Fjoldi stofna sem

Heildarfjoldi mynda engar mynda punnar mynda pykkar
Hjupgerd stofna orverupekjur (%)* | orverupekjur (%)* | Orverupekjur (%)*
19F 11 10 (91) 1(9)
23F 7 6 (86) 1(14)
6A 6 1(17) 5(83)
6B 5 1(20) 4 (80)
14 4 4 (100)

* Orverupekjumyndun <0,020 - bakteriur mynda engar orverupekjur. Orverupekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteriur mynda

punnar éverupekjur. Orverupekjumyndun > 0,085 - bakteriur mynda pykkar érverupekiur.

Fjoldi stofna innan hverrar hjupgerdar pneumokokka fra ifarandi sykingum, asamt fjlda (og hlutfalli)

stofna sem mynda engar Orverupekjur, punnar érverupekjur og pykkar érverupekijur.

Fjoldi stofna sem

Fjoldi stofna sem

Fjoldi stofna sem

Heildarfjoldi mynda engar mynda punnar mynda pykkar
Hjupgerd stofna orverupekjur (%)* | 6rverupekjur (%)* | orverupekjur (%)*
19F 5 5(100)
23F 5 5(100)
6A 5 1(20) 1 (20) 3 (60)
6B 5 5(100)
14 5 5(100)

* Orverupekjumyndun <0,020 - bakteriur mynda engar érverupekjur. Orverupekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteriur mynda

punnar éverupekjur. Orverupekjumyndun > 0,085 - bakteriur mynda pykkar érverupekiur.

Fjoldi stofna innan hverrar hjupgerdar pneumoékokka fra nefkoki heilbrigdra barna, asamt fjdlda (og

hlutfalli) stofna sem mynda engar 6rverupekjur, punnar érverupekjur og pykkar érverupekjur.

Fjoldi stofna sem | Fjoldi stofna sem | Fjoldi stofna sem
Heildarfjoldi mynda engar mynda punnar mynda pykkar

Hjupgerd stofna orverupekjur (%)* | 6rverupekjur (%)* | orverupekjur (%)*

19F 12 1(8) 10 (84) 1(8)

23F 8 8 (100)

6A 12 6 (50) 6 (50)

6B 8 4 (50) 4 (50)

14 10 9 (90) 1(10)

* Orverubekjumyndu_r) <0,020 - bakteriur mynda engar 6rverupekjur. Orverupekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteriur mynda

punnar éverupekjur. Orverupekjumyndun > 0,085 - bakteriur mynda pykkar érverupekjur.
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Samanlagdur fjoldi allra stofna i 6llum synahdpum og af éllum hjupgerdum asamt fjdlda (og hlutfalli)

Fylgiskjal 2

stofna sem mynda engar Orverupekijur, punnar érverupekjur og pykkar érverupekijur.

Fjoldi stofna sem

Fjoldi stofna sem

Fjoldi stofna sem

Heildarfjoldi mynda engar mynda punnar mynda pykkar
Hjupgerd stofna orverupekjur (%)* | 6rverupekjur (%)* | orverupekjur (%)*
19F 28 1(4) 25 (89) 2 (7)
23F 20 14 (70) 6 (30)
6A 23 1(4) 8 (35) 14 (61)
6B 18 5 (28) 13 (72)
14 19 18 (95) 1(5)

* Orverubekjumyndu_r_l <0,020 - bakteriur mynda engar érverupekjur. Orverupekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteriur mynda

punnar éverupekjur. Orverupekjumyndun > 0,085 - bakteriur mynda pykkar érverupekijur.
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