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Ágrip 

Pneumókokkar (Streptococcus pneumoniae) eru mikilvægir sýkingavaldar í mönnum um allan heim, 

þó sérstaklega í börnum undir fimm ára aldri og eldra fólki. Þeir eru algeng orsök sýkinga í efri 

öndunarvegum sem geta leitt til þrálátra miðeyrnasýkinga, lungnabólgu, heilahimnubólgu, 

blóðsýkingar o.fl. Samkvæmt upplýsingum frá Alþjóða heilbrigðismálastofnuninni (WHO: World Health 

Organization) látast árlega allt að ein milljón barna undir fimm ára aldri úr pneumókokkasýkingum í 

heiminum. Beratíðni pneumókokka er langhæst meðal barna en oft er talað um að nefkok barna sé 

vistfræðileg uppspretta pneumókokkasýkinga.  

Örveruþekjumyndun er einfalt ferli sem bakteríur nota til að lifa af, en örveruþekjur veita þeim mjög 

stöðugt og verndandi umhverfi. Örveruþekjur veita þannig bakteríum sem hana mynda skjól og 

auðvelda mjög dreifingu á miklu magni af bakteríum. Bakteríur í örveruþekjum eru vel varðar og 

torvelda örveruþekjur sýklalyfjum aðgang, auk þess að bakteríur eru tiltölulega óvirkar þar. Það gerir 

það að verkum að sýklalyf sem beinast gegn bakteríum í skiptingu virka verr en ella og þ.a.l. getur 

verið erfitt að ráða niðurlögum sýkingarinnar. 

Gagnagrunnur Sýklafræðideildarinnar, ásamt því stóra pneumókokka safni sem þar er, veitir okkur 

einstakt tækifæri til að kanna hvort pneumókokkar sem valda endurteknum miðeyrnasýkingum séu 

líklegri til að mynda meiri örveruþekjur heldur en stofnar frá ífarandi sýkingum og frá nefkoki 

heilbrigðra leikskólabarna (berum). 

Markmið þessarar rannsóknar var því að kanna hæfileika pneumókokka frá endurteknum 

miðeyrnasýkingum, ífarandi sýkingum og nefkoki heilbrigðra barna til að mynda örveruþekjur með og 

án H. influenzae í míkrótíter bökkum. Þetta var gert til að kanna hvort munur væri á hlutfalli 

örveruþekjumyndandi stofna milli sýnahópa, til að athuga hvort munur væri á örveruþekjumyndun 

pneumókokka í samrækt með H. influenzae og til þess að kanna hvaða hjúpgerðir mynduðu þykkustu 

örveruþekjurnar. Einnig voru áhrif meðferðar með amoxisillíni í þykkum vs. engum örveruþekjum 

könnuð til þess að sjá hvort sýklalyfin næðu að vinna á bakteríum í örveruþekjum. Hæfileikar 

pneumókokka með og án festiþráða til að mynda örveruþekjur á frumurækt lungnaþekjufrumna voru 

einnig kannaðir til þess að athuga hvort stofnar með festiþræði næðu betur að bindast við þekjuna 

heldur en stofnar án festiþráða.  

Stofnar af hjúpgerðum 19F, 23F, 6A, 6B og 14 frá endurteknum miðeyrnasýkingum (33 stofnar), 

ífarandi sýkingum (25 stofnar) og heilbrigðum berum (50 stofnar) frá 0-6 ára börnum voru ræktaðir upp 

í míkrótíter bökkum og örveruþekjumyndun þeirra ljósmæld í ljósmæli. Einnig voru tveir H. influenzae 

stofnar frá miðeyrnasýkingum barna notaðir til samræktar. 

Þeir stofnar sem mynduðu þykkastar örveruþekjur voru af hjúpgerðum 6B og 6A. Stofnar af 

hjúpgerð 19F mynduðu þunnar örveruþekjur og stofnar af hjúpgerðum 14 og 23F mynduðu engar 

örveruþekjur. Samrækt pneumókokka og H. influenzae hafði ekki eins mikil örvandi áhrif á 

örveruþekjumyndun eins og búist var við. Misjafnt var á milli hjúpgerða pneumókokka og H. influenzae 

stofna hvaða áhrif samræktin hafði.  Stofnar frá miðeyra voru í flestum tilvikum örveruþekjumyndandi 

en þeir mynduðu örveruþekjur í 70% tilvika, stofnar frá berum í 64% tilvika og stofnar frá ífarandi 
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sýkingum í 56% tilvika. Hlutfall þeirra stofna sem mynduðu þykkar örveruþekjur var hæst hjá stofnum 

frá ífarandi sýkingum, eða 32%, en stofnar frá miðeyra mynduðu þykkar örveruþekjur í 30% tilvika og 

stofnar frá ífarandi sýkingum í 22% tilvika. FITC litun pneumókokka á lungnaþekjufrumum sýndi 

hvernig pneumókokkarnir bindast við þekjuna og vaxa ofan í hana.  

Aðferð við sýklalyfjaprófanir virkaði ekki nógu vel og hana þarf að þróa betur. Rannsóknin sýndi að 

aðferðin gagnast vel við mat á örveruþekjumyndun eftir hjúpgerðum. 
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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 biofilms 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% 
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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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Þakkir 

Verkefnið var unnið að mestu leyti á Sýklafræðideild Landspítalans, Ármúla 1a. Einnig var hluti 

verkefnisins unninn á rannsóknastofu í stofnfrumufræðum í Læknagarði. Leiðbeinendum mínum og 

umsjónarkennara, þeim Karli G. Kristinssyni, Gunnsteini Haraldssyni og Mörthu Á. Hjálmarsdóttur 

þakka ég trausta og góða leiðsögn við vinnu verkefnisins. Einnig þakka ég Þórarni Guðjónssyni, Ara 

Jóni Arasyni og Hörpu Káradóttur í Læknagarði fyrir þá góðu aðstoð sem þau veittu mér við 

uppsetningu filtera fyrir lungnaþekjufrumur. Reyni Scheving vil ég þakka fyrir gott samstarf og aðstoð 

af ýmsu tagi, þar á meðal tölfræðilega úrvinnslu.  

Starfsfólki Sýklafræðideildar Landspítalans, Ármúla 1a þakka ég aðstoð af ýmsu tagi, sem og 

þátttakendum á vikulegum pneumófundum þakka ég ábendingar og leiðsögn. 

Síðast en ekki síst vil ég þakka fjölskyldunni minni fyrir ómetanlega aðstoð og stuðning. 
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1 Inngangur 

1.1 Streptococcus pneumoniae 

1.1.1 Sögulegt yfirlit 
Streptococcus pneumoniae eða pneumókokkar voru einangraðir í fyrsta sinn árið 1881 í 

Bandaríkjunum af lækninum George M. Steinberg og í Frakklandi af efnafræðingnum Louis Pasteur. 

Þeir lýstu byggingu bakteríunnar við smásjárskoðun á svipaðan hátt en þeim hafði báðum tekist að  

einangra diplókokka úr blóði kanína með því að sýkja þær með munnvatni (1). Pasteur gaf þeim nafnið 

Microbe septicemique du saliva en Sternberg nefndi þá Micrococcus pasteuri til heiðurs Pasteur, því 

hann varð fyrri til að birta sínar niðurstöður (2). Árið 1886 fékk bakterían nafnið Pneumococcus vegna 

þess að hún var orðin þekkt sem algeng orsök lungnabólgu (3), en það var ekki fyrr en árið 1974 sem 

bakteríunni var gefið sitt núverandi nafn, Streptococcus pneumoniae (1, 4). 

Fyrst um sinn var næmismynstur pneumókokka mjög stöðugt og var þá penisillín notað sem kjörlyf 

til að meðhöndla sýkingar af völdum þeirra. Með tilkomu stofna sem hafa minnkað næmi fyrir penisillíni 

og fjölónæmra stofna (stofnar sem eru ónæmir fyrir þremur eða fleiri sýklalyfjaflokkum) hefur val á 

lyfjum sem virka vel að sama skapi minnkað. Penisillín er þó enn kjörlyf þegar stofnar eru næmir fyrir 

því, en þegar þeir eru með minnkað næmi (I) er mælt með amoxisillíni í stærri og fleiri skömmtum á 

dag (5-7). Fyrstu tilfelli sýkinga þar sem pneumókokkar voru ónæmir fyrir sýklalyfjum sáust á sjöunda 

áratug síðustu aldar, en það var árið 1967 sem fyrsta sýkingin af völdum pneumókokka með minnkað 

næmi fyrir penisillíni kom fram (8). Frá þessum tíma hafa stofnar sem ekki eru næmir fyrir penisillíni og 

fjölónæmir stofnar breiðst hratt út um allan heim og eru nú orðnir mikið vandamál (9). 

Árið 1988 var byrjað að safna öllum pneumókokka stofnum sem greindust frá ífarandi sýkingum hér 

á landi og að minnsta kosti 100 stofnum á ári frá öndunarfærasýkingum og gerð á þeim næmispróf. 

Seinna þetta sama ár fannst fyrsti penisillín ónæmi stofninn og síðan þá hefur öllum pneumókokka 

stofnum með minnkað næmi fyrir penisillíni verið safnað og gerð á þeim næmispróf. Penisillín ónæmið 

breiddist hratt út í kjölfarið og tíðni penisillín ónæmra pneumókokka jókst úr 2,3% árið 1989, upp í 

19,8% árið 1998. Árið 2001 hafði penisillín ónæmið lækkað niður í 13,6%, en árið 2010 hafði það svo 

aukist aftur uppí 38,6% (5). 

Bólusetningar gegn 10 hjúpgerðum pneumókokka sem gjarnan valda ífarandi sýkingum hófust 

reglubundið hér á landi árið 2011, en bólusetningar eru besta forvörnin gegn sjúkdómum af völdum 

pneumókokka. Í Bandaríkjunum var byrjað að bólusetja börn gegn pneumókokkasýkingum uppúr 

síðustu aldamótum en hægt var að kaupa bóluefnið hér á landi í nokkur ár fram að hefðbundinni 

bólusetningu. Nú fer bólusetningin fram í ungbarnaeftirliti við 3, 5 og 12 mánaða aldur (10).  

 

1.1.2 Lýsing og bygging pneumókokka 
Pneumókokkar eru Gram-jákvæðir, katalasa neikvæðir og eru yfirleitt tveir og tveir saman í pörum, 

svokallaðir diplókokkar. Þeir finnast einnig einir og sér og í stuttum keðjum þó svo að það sé ekki eins 

algengt. Oft er talað um að þeir hafi svokallaða Lancet lögun en þeir eru ílangir til endanna og eru um 
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0,5-1,25 µm í þvermál (11), sjá mynd 1. Pneumókokkar eru valbundnar loftfælur sem mynda ýmist 

stórar og glansandi þyrpingar á blóðagar vegna fjölsykra í hjúp, eða litlar þyrpingar með niðurfallna 

miðju vegna ensímsins autólýsíns, en það er ensím sem þeir mynda (12). Þeir mynda α-hemólýsu á 

blóðagar fyrir tilstilli pneumólýsins sem brýtur hemóglóbín niður, en pneumólýsin er einnig talið 

mikilvægt fyrir fyrstu stig örveruþekjumyndunar (13, 14).  

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

 

Á yfirborði pneumókokka má greina þrjár tegundir af mis þykkum lögum, en þau eru frumuhimna, 

frumuveggur og hjúpur (16). Frumuhimnan er innst, hún er u.þ.b. 9 nm að þykkt og er gerð úr tvöföldu 

fosfórlípíðlagi. Frumuveggurinn tekur svo við en hann er uppbyggður af peptíðóglýkan lagi sem mælist 

20 nm á þykkt (17). Þykkasta lagið kallast fjölsykruhjúpur og mælist hann 200-400 nm á þykkt (13), en 

hann er tengdur peptíðóglýkanlagi frumuveggjarins með samgildum tengjum hjá öllum hjúpgerðum 

pneumókokka nema hjá hjúpgerð 3. Ekki er ljóst með hvaða hætti fjölsykruhjúpur hennar binst við 

frumuvegg bakteríunnar (18). 

 

1.1.3 Fjölsykruhjúpurinn 
Flestir pneumókokkar hafa fjölsykruhjúp sem lengi hefur verið talinn einn mikilvægasti meinvirkniþáttur 

þeirra. Hann kemur í veg fyrir sýklaát, gegnir mikilvægu hlutverki í sýklun og dregur úr virkni sýklalyfja 

(19). Breytileiki í fjölsykrum hjúpsins gerir það að verkum að hægt er að skipta pneumókokkum í 95 

mismunandi hjúpgerðir (20, 21), sem allar hafa mismunandi eiginleika sem mótefnavakar. Mikill munur 

er á meinvirkni milli hjúpgerða, næmi þeirra fyrir lyfjum og algengi þeirra á milli landsvæða, aldurshópa 

og eftir því hvernig sýkingu er um að ræða (22, 23). Stofnar sem hafa hjúp eru mun meinvirkari en 

stofnar sem ekki hafa hjúp, en hjúplausir stofnar finnast helst í nefkoki barna (22) og sýkingar af þeirra 

völdum eru aðallega tengdar tárubólgu (13).  

Við flokkun hjúps pneumókokka eru notuð tvenns konar kerfi sem nefnast ameríska kerfið og 

danska kerfið, en það danska er notað hér á landi. Kerfið virkar þannig að hjúpgerðir eru flokkaðar eftir 

skyldleika mótefnavaka þannig að þeir sem hafa mikla samsvörun fá sama númer. Fyrsta undirgerðin 

sem finnst í hverjum flokki fær bókstafinn F (first), t.d. 23F, næstu fá svo bókstafina A, B, C o.s.frv. 
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Undantekning á þessari reglu eru hjúpgerðir 6 og 9 en þær fengu ekki bókstafinn F heldur A, B, C 

o.s.frv. eftir því í hvaða röð þeir fundust (24). 

Í nefkoki, sem er aðal vistarstaður pneumókokka fer bæði fram samkeppni og samvinna milli 

mismunandi hjúpgerða pneumókokka, auk annarra bakteríutegunda. Margt getur haft áhrif á bakteríur 

sem lifa þessu samlífi en þær þurfa að berjast um næringarefni til að geta vaxið, sýklalyfjanotkun 

hýsilsins hefur áhrif og viðbrögð frá ónæmiskerfi berans gera það einnig (25). Pneumókokkar geta 

auðveldlega tekið upp erfðaefni frá öðrum bakteríum, hvort sem um er að ræða aðra stofna 

pneumókokka eða aðrar bakteríutegundir. Með þessum hætti geta pneumókokkar tekið upp ýmis gen 

t.d ónæmisgen, en einnig geta þeir tekið upp genasnældu sem kóðar fyrir myndun ákveðinnar 

hjúpgerðar og þannig breytt um hjúpgerð (13, 25).  

 

1.1.4 Festiþræðir 
Festiþræðir eru þræðir sem líkjast hárum, en á endum þeirra eru viðloðunarþættir sem auðvelda 

bakteríunni að loða við hýsilfrumu.  Þetta er mjög mikilvægt, því eitt af skilyrðum þess að baktería geti 

sýkt frumur hýsils er að hún geti loðað við þær. Festiþræðir stuðla einnig að meinvirkni baktería með 

öðrum hætti svo sem með flutningi erfðaefnis, myndun örveruþekja og fleira (26, 27), en 

örveruþekjumyndun byggist á því að bakteríur geti loðað við hvor aðra (28). 

Árið 1968 var festiþráðum í Gram-jákvæðum bakteríum lýst í fyrsta sinn hjá Corynebacterium 

renale (29), en nýlegar rannsóknir hafa sýnt fram á festiþræði hjá pneumókokkum (30). Festiþræðir 

Gram-jákvæðra baktería eru fjölliður sem settar eru saman af undireiningum sem eru krosstengdar 

með samgildum tengjum. Ensím sem kallast sortasar sjá um að setja undireiningarnar saman og 

einnig að krosstengja festiþræðina við peptíðóglýkan frumuveggjarins (31).  

Árið 2006 komust Barocci og félagar að því að pneumókokkar gætu tjáð festiþræði (30). Áður 

höfðu menn komist að því til væri genaeyjan rlrA (Pilus Island 1, PI-1) sem kóðar fyrir festiþráðum og 

hafði hún verið tengd við meinvirkni (32). Þessi genaeyja fannst í TIGR4 sem er klínískur 

pneumókokka stofn sem hefur að fullu verið raðgreindur (33). Bagnoli og félagar fundu síðar aðra 

genaeyju í genamengi pneumókokka sem kóðar fyrir annarri gerð af festiþráðum og var hún nefnd 

genaeyja 2 (Pilus Island 2, PI-2) (26). 

Menn eru ekki sammála um það hvort festiþræðir auki meinvirkni pneumókokka en rannsóknir sem 

Barocchi og félagar gerðu bendir til þess að svo sé hjá stofnum með festiþræði af gerð 1. Í rannsókn 

þeirra kom fram að afurð genaeyja 1 eykur viðloðun pneumókokka við þekjufrumur lungna og 

meinvirkni pneumókokka í músum, en mýsnar voru sýktar með háum skammti af pneumókokkum með 

og án festiþráða og vöktu stofnar með festiþræði marktækt hærri TNF (Tumor necrosis factor) 

viðbrögð en stofnar án festiþráða (30). Basset og félagar gerður aftur á móti rannsókn á tíðni 

festiþráða í stofnum frá berum og ífarandi sýkingum og þar kom í ljós að tíðni þeirra var sú sama í 

báðum hópunum. Af þeim niðurstöðum drógu þau þá ályktun að stofnar með festiþræði væru ekki 

meinvirkari en stofnar án festiþráða (34).  
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Festiþræðir af gerð 2 taka í einhverju mæli þátt í viðloðun við þekjufrumur lungna en þó ekki í sama 

mæli og festiþræðir af gerð 1. Það sem getur mögulega skýrt minni viðloðunarhæfni þeirra er að þeir 

virðast vera settir saman af einni gerð af undireiningu sem kallast Pit B, en þessi undireining er ólík 

festiþráðum annarra Gram-jákvæðra baktería (26). 

Tíðni genaeyju 1 í pneumókokkum er u.þ.b. 20-30% í erlendum rannsóknum og er tíðnin hærri hjá 

sýklalyfjaónæmum stofnum heldur en hjá næmum stofnum (34, 35). Í íslenskri rannsókn kom í ljós að 

tíðni genaeyju 1 í pneumókokkum frá nefkoki heilbrigðra leikskólabarna á árunum 2009-2010 var 

33,4%, en tíðni þeirra frá ífarandi sýkingum var 39,5%. Tíðni genaeyju 1 var hærri hjá 

sýklalyfjaónæmum stofnum heldur en hjá næmum stofnum (36), eins og erlendar rannsóknir hafa sýnt. 

Í erlendum rannsóknum er tíðni genaeyju 2 á bilinu 0-21% (35, 36), en hér á landi var tíðnin 9,4% frá 

leikskólabörnum og 9,0% frá ífarandi sýkingum (37). 

 

1.1.5 Sýkingar og faraldsfræði pneumókokka 
1.1.5.1 Sýklun og sýkingar 
Pneumókokkar eru mikilvægir sýkingavaldar í mönnum út um allan heim, þó sérstaklega í ungum 

börnum og eldra fólki (38). Berakannanir hafa sýnt að algengt er að um 50-70% barna og 5-10% 

fullorðinna beri bakteríuna í nefkoki (39). Þeir geta verið orsök fjölbreyttra sýkinga (13), en undir 

eðlilegum kringumstæðum lifa þeir þó í samlyndi við hýsil sinn og tíðni ífarandi sýkinga meðal 

einstaklinga sem bera bakteríuna er lág (40). Bakterían getur þó dreift sér um líkamann og valdið þar 

ýmsum sýkingum en helst má þar nefna sýkingar í efri öndunarvegum sem geta leitt til þrálátrar 

miðeyrnasýkingar, lungnabólgu, heilahimnubólgu, blóðsýkingar o.fl. (41). Á heimsvísu er talið að 

árlega fái um 14,5 milljónir barna undir 5 ára aldri ífarandi sýkingu af völdum pneumókokka (42), en 

Alþjóða heilbrigðismálastofnuninni (WHO: World Health Organization) gerir ráð fyrir því að nú látist 

árlega allt að ein milljón barna undir fimm ára aldri úr pneumókokkasýkingum í heiminum, en tíðnin er 

hæst í þróunarlöndunum (43).  

Pneumókokkar sýkla nefkok barna yfirleitt fyrst um 6 mánaða aldur en hversu lengi sýklun stendur 

yfir er háð bæði hjúpgerð og aldri hýsils. Áður var talið að sama samsetning hjúpgerða gæti varið að 

meðaltali í fjóra mánuði hjá börnum, en hjá fullorðnum í um tvær til fjórar vikur (13, 44). Í nýlegri 

rannsókn sem gerð var á Afrískum börnum kom í ljós að þessi beratími væri sennilega styttri en áður 

var talið, eða 31,3 dagur. Eins og fram hefur komið er beratíminn þó misjafn á milli hjúpgerða, allt frá 

6,7 dögum til 50 daga (45). Búast má við því að beratími hjá fullorðnum sé einnig styttri en áður var 

talið (39). 

Til þess að pneumókokkar geti valdið sýkingu þurfa þeir að geta loðað við frumu hýsils og borist á 

staði í líkamanum sem yfirleitt eru lausir við bakteríur. Þeir þurfa einnig að geta fjölgað sér, komist 

undan sýklaáti og myndað efni sem skemma vefi og valda bólgu. Ef varnir líkamans eru skertar t.d. 

vegna veiklunar öndunarfæraslímhúðar, veirusýkinga eða reykinga getur sýklun leitt til sýkingar. 

Sumar hjúpgerðir hafa þó meiri hæfni heldur en aðrar til þess að valda ífarandi sýkingum og valda 

mjög fljótt sýkingum eftir að sýklun á sér stað (13).  
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Pneumókokkar berast aðallega á milli manna með úðasmiti en einnig kemur fyrir að þeir berist á 

milli manna með snertismit. Andstætt við flesta sýkla berast þeir yfirleitt ekki á milli manna frá veikum 

einstaklingum heldur frá heilbrigðum einstaklingum sem bera bakteríuna í nefkoki (43). Helstu 

áhættuþættir hjá heilbrigðum einstaklingum fyrir sýklun af völdum pneumókokka eru þrengsli og 

umhverfis- og félagslegir þættir (46). 

Samlífi baktería í hýsli er klínískt og faraldsfræðilega mikilvægt vegna þess að pneumókokkar ýmist 

trufla eða aðstoða við sýklun stofna sem á eftir koma (39). Nýlega var sýnt fram á það að stofnar sem 

hafa lélega viðloðunarhæfni, loða betur við þekju í músum þegar aðrir stofnar með mikla 

viðloðunarhæfni voru til staðar. Þetta virðist eiga sér stað án þess að bakteríurnar skiptist á genum og 

telja menn að þetta tengist örveruþekjumyndun (47). 

Auk pneumókokka koma Haemophilus influenzae og Moraxella catarrhalis oft fyrir í nefkoki (48). 

Rannsóknir sem gerðar hafa verið á rottum hafa sýnt fram á það að ef pneumókokkar eru til staðar í 

nefkoki þá auðveldar það H. influenzae að ná þar bólfestu (49). Aðrar rannsóknir hafa hins vegar sýnt 

fram á hið andstæða, en in vitro rannsókn sem Pericone og félagar gerðu, kom í ljós að 

pneumókokkar hamla vexti á H. influenzae, M. catarrhalis og Neisseria meningitidis með framleiðslu á 

vetnis peroxíði (50). Þetta bendir til þess að samrækt tveggja bakteríutegunda in vitro endurspegli ekki 

lífeðlisfræðileg samskipti þeirra in vivo. Það skal þó tekið fram að enn er margt óljóst í tengslum við 

samlíf pneumókokka við aðrar bakteríutegundir (39). 

 

1.1.5.2 Dreifing hjúpgerða og bólusetningar 
Dreifing hjúpgerða pneumókokka er breytileg eftir landsvæðum, aldri og tímabilum (51). Í heiminum 

öllum eru algengustu sýklalyfjaónæmu hjúpgerðirnar 6B, 9V, 19F, 14, 23F, 6A og 19A (52). 

Samkvæmt alþjóðlegri rannsókn á dreifingu hjúpgerða í miðeyrnasýkingum sem birt var árið 2009 var 

hjúpgerð 19F algengust, en þar á eftir komu í handahófskenndri röð hjúpgerðir 3, 6A, 6B, 9V, 14, 19A 

og 23F (53).  

Á árunum 2005-2007 voru 22% allra pneumókokka stofna sem greindust hér á landi af hjúpgerð 

19F, 13% af hjúpgerð 6B, 10% af hjúpgerð 23F og 8% af hjúpgerð 14 (54). 

Árið 1998 fannst fyrsti fjölónæmi pneumókokka stofninn af hjúpgerð 19 hér á landi, annar fannst 

síðan árið 2000 og fjórir árið þar á eftir (5). Eftir árið 2004 hefur orðið hröð aukning á fjölónæmi, en 

það var komið uppí 85,8% af öllum hjúpgreindum ónæmum pneumókokkum árið 2010 eða 30,9% af 

öllum pneumókokka stofnum sem voru greindir það ár. Meirihlutinn, eða 94,9% voru fjölónæmir 

stofnar af hjúpgerð 19F og höfðu þessir klónar ekki greinst hér á landi áður. Eftir MLST (Multilocus 

sequence typing) greiningu kom í ljós að um var að ræða stofna af raðgerð ST271 og ST1968 og 

tilheyra þeir alþjóðlegum klóni Taiwan19F-14 (5). Til samanburðar voru árið 1995, 60,7% allra ónæmra 

pneumókokka af hjúpgerð 6, en árið 2010 hafði hlutfallið dottið niður í 5,7%. Flestir stofnarnir voru af 

hjúpgerð 6B, raðgerð ST90 og tilheyrðu alþjóðlega klóninum Spain6B-2 (5).  

Árið 2011 var bólusetning gegn pneumókokkum innleidd í ungbarnabólusetningu á Íslandi. Notað 

er 10-gilt próteintengt bóluefni, Synflorix, sem veitir vörn gegn tíu hjúpgerðum pneumókokka, auk þess 

að innihalda mótefnavaka frá H. influenzae. Synflorix veitir vörn gegn hjúpgerðum 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 
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14, 18C, 19F og 23F (55). Misjafnt er eftir hjúpgerðum við hvaða prótein fjölsykrur þeirra eru tengdar. 

Fjölsykrur hjúpgerðar 19F eru tengdar eðlissviptu diptheria toxíni en fjölsykrur hjúpgerðar 18C eru 

tengdar óeitruðu eðlissviptu tetanus toxíni. Fjölsykrur hinna átta hjúpgerðanna í bóluefninu eru tengdar 

við prótein D frá H. influenzae, til þess að auka getu bóluefnisins til að vernda gegn miðeyrnasýkingu 

af völdum hjúplausra H. influenzae stofna (56, 57). Í rannsókn sem náði yfir 15 ára tímabil hér á landi 

þar sem verið var að skoða faraldsfræði penisillín ónæmra pneumókokka kom í ljós að 68,8% þeirra 

hjúpgerða sem ollu ífarandi sýkingum meðal barna tveggja ára og yngri er að finna í bóluefninu (5).  

Annað bóluefni gegn pneumókokkum er til og nefnist það Prevenar 13 (58). Það veitir vörn gegn 13 

hjúpgerðum pneumókokka. Öllum hjúpgerðunum sem eru í Synflorix bóluefninu auk þriggja til 

viðbótar, en það eru hjúpgerðir 3, 6A og 19A. Allar þessar hjúpgerðir eru tengdar eðlissviptu diptheria 

toxíni (59). Áður en farið var að bólusetja með þessu bóluefni voru þær hjúpgerðir sem í því eru 

orsakavaldur í 86% tilfella ífarandi pneumókokkasýkinga hjá Bandarískum börnum (60).  

Rannsóknir sem gerðar hafa verið erlendis hafa sýnt fram á að í kjölfar bólusetninga gegn nokkrum 

hjúpgerðum pneumókokka hefur nánast tekist að útrýma ífarandi sýkingum af völdum þeirra hjúpgerða 

sem eru í bóluefninu. Vandinn er hinsvegar sá að með útrýmingu ákveðinna hjúpgerða með 

bólusetningu koma nýjar hjúpgerðir í stað þeirra sem fyrir voru og hefur sú aukning víðast verið mest 

hjá hjúpgerð 19A. Þetta hefur nú þegar komið fram í þeim löndum þar sem bóluefnin hafa verið tekin í 

notkun (61, 62). 

Á undanförnum árum hefur hjúpgerðargreining og stofngreining orðið sífellt mikilvægari vegna 

aukins ónæmis pneumókokka fyrir sýklalyfjum. Stofnar sem hafa minnkað næmi fyrir ß-laktam 

sýklalyfjum tilheyra oft algengum og vel þekktum klónum en flestir af þessum klónum hafa einnig 

myndað ónæmi fyrir öðrum sýklalyfjaflokkum. Það er því mjög mikilvægt að fylgjast með 

ónæmismynstri hjá pneumókokkum (63). Einnig er mjög mikilvægt að fylgjast með tíðni hjúpgerða sem 

sýkla nefkok heilbrigðra barna á leikskólaaldri sem hafa verið bólusett, til þess að meta hvaða 

hjúpgerðir eru í umferð hverju sinni og þá hvort eða hvaða hjúpgerðir koma í stað þeirra sem bóluefnið 

veitir vörn gegn. Nefkok barna er nefnilega megin uppspretta pneumókokka og þegar þau hafa verið 

bólusett hefur einnig dregið úr sýkingum af völdum þeirra hjúpgerða sem eru í bóluefninu hjá fullorðnu 

fólki (64).  

 

1.1.6 Pneumókokkar og örveruþekjur 
1.1.6.1 Sögulegt yfirlit 

Örveruþekjur hafa verið til frá örófi alda en menn áttuðu sig þó ekki á mikilvægi þeirra fyrr en árið 

1978. Þrátt fyrir það var ekki farið að rannsaka þær betur fyrr en árið 1990. Algengi þess að bakteríur 

myndi örveruþekjur er hátt, en talið er að í yfir 60% tilfella bakteríusýkinga myndi þær örveruþekjur og í 

allt að 80% tilfella langvinnra sýkinga (65). 

Rannsóknir hafa sýnt fram á að bakteríur lifa saman í þyrpingum eða örveruþekjum hvort sem er 

innan eða utan mannslíkamans. Bakteríum hefur einnig oft verið lýst þannig að þær séu frjálsar 

lífverur sem auðveldlega sé hægt að halda í skefjum með sýklalyfjum, en svo einfalt er það ekki (66, 
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67). Örveruþekjur sem bakteríur mynda veita þeim vörn fyrir utanaðkomandi áreiti, en bakteríur í 

örveruþekjum festa sig bæði við undirlag innan þessara þekja og hvor við aðra og eru þær þaktar 

utanfrumu efnum (68). Þessa eiginleika örveruþekja má skýra bæði með lífeðlisfræði frumna sem lifa í 

örveruþekjum og með efnislegum eiginleikum utanfrumu efna, en nálægð þeirra veitir örveruþekjum 

stöðugleika með því að takmarka flæði sýklalyfja inn í örveruþekjurnar (69).  

Breyting á genatjáningu einkennir frumur í örveruþekjum og virðist hafa víðtæk áhrif á virkni þeirra. 

Þetta felur í sér breytingar, ekki aðeins á yfirborði frumna heldur einnig á efnaskiptum og ýmsum 

ferlum til að halda jafnvægi á sýrustigi og oxunarjafnvægi innan frumna. Einnig skipta bakteríur í 

örveruþekjum sér mun hægar heldur en bakteríur sem eru utan þeirra (70). Oft hafa þessar víðtæku 

lífeðlisfræðilegu breytingar hamlandi áhrif á virkni sýklalyfja á bakteríur í örveruþekjum (71), sem 

stuðlar að auknum stöðugleika bakteríanna. Myndun örveruþekja í krónískum miðeyrnasýkingum 

útskýrir því hversu erfitt það getur verið að meðhöndla þær með sýklalyfjum (72, 73), en bakteríur geta 

til dæmis byggt upp örveruþekjur í rörum sem sett hafa verið í eyru barna (74). 

Styrkur málmjóna (75) og sýrustig (76) hafa mikil áhrif á myndun örveruþekja í mannslíkamanum. 

Hjúpgerð 3 sem veldur gjarnan ífarandi sýkingum myndar örveruþekjur við sýrustigið 7,4 en í 

miðeyrnasýkingum myndar hún örveruþekjur við sýrustigið 6,8. Komið hefur í ljós að þær hjúpgerðir 

sem finnast oftast í miðeyra vaxa betur við þær aðstæður, heldur en ef líkt er eftir aðstæðum í blóði og 

öfugt. Þessar upplýsingar benda til þess að stofnar hafi mismikla getu til þess að laga sig að og fjölga 

sér við ólíkar aðstæður (23). Þess má geta að kjörsýrustig fyrir pneumókokka er pH 7,8 en að öllu 

jöfnu má það vera á bilinu pH 6,5 - 8,3 (77). 

 

1.1.6.2 Samsetning og myndun örveruþekja 
Örveruþekjur samanstanda að mestu leyti af utanfrumu efnum eða rúmlega 90%, hin tæplega 10% 

eru bakteríur (68). Utanfrumu efnin koma frá bakteríunum sjálfum, sem eru í flestum tilfellum prótein, 

DNA og fjölsykrur, en þó getur samsetning þeirra verið mjög breytileg á milli tegunda og eftir 

umhverfisþáttum (78), sjá mynd 2.  
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Mynd 2. Samsetning örveruþekja. 

 A) Bakteríur sem búnar eru að festa sig við yfirborð og mynda örveruþekjur. B) Helstu 
byggingareiningar örveruþekja eru fjölsykrur, prótein og DNA (68). 

 

Sýnt hefur verið fram á það in vivo að pneumókokkar geta tekið upp gen annarra pneumókokka 

stofna og annarra bakteríutegunda innan blandaðra örveruþekja. Þetta eykur fjölbreytni og 

genaflutning innan tegundar og milli tegunda, sem getur haft áhrif á bæði árangur sýklalyfjameðferðar 

og framvindu sjúkdóma. Hæfni pneumókokka til að taka upp gen er 107 sinnum meiri þegar þeir eru 

innan örveruþekja heldur en þegar þeir eru það ekki (47). Dauðar bakteríur eru einnig mikilvægar því 

erfðaefni þeirra er aðgengilegt fyrir lifandi bakteríur sem taka það upp (74). 

Örveruþekjumyndun pneumókokka hefst á því að þeir festast við undirlag fyrir tilstuðlan 

viðloðunarþátta eins og kólín bindiprótein A (CbpA), pneumococcal choline binding protein A (PcpA) 

og pneumococcal surface protein A (PspA) (79). Þessu er síðan fylgt eftir með því að bakteríurnar 

safnast saman og þroski överuþekjunnar fer af stað (80). Þegar örveruþekjurnar hafa náð fullum 

þroska losna þær upp og bakteríur streyma út úr þeim. Bakteríurnar geta síðan flust á annan stað í 

líkamanum þar sem ný hringrás getur hafist, sjá mynd 3 (81). 

Örveruþekjur mynda sexhyrnt gatamynstur og er strúktúrinn mjög mjúkur sem gerir það að verkum 

að hann hefur mikla aðlögunarhæfni og á auðveldara með að bregðast við streituþáttum í umhverfinu. 

Einnig veitir strúktúrinn bakteríum stöðugt umhverfi sem er stór þáttur í meinvirkni hans (82).  
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Mynd 3. Myndun örveruþekja. 

 Myndin sýnir öll fimm stigin í myndun örveruþekja. Fyrsta skrefið byggir á virkri hreyfingu eða 
handahófskenndri tengingu baktería og er oftast viðsnúanlegt. Í öðru skrefinu eru 
bakteríurnar festar við undirlagið en þetta skref er ekki viðsnúanlegt. Þriðja og fjórða skrefið 
eru þroskunarstig. Í fimmta skrefinu losna örveruþekjurnar upp og bakteríur streyma út úr 
þeim sem geta síðan flust á annan stað þar sem ný hringrás getur hafist. Undir teiknuðu 
myndinni má sjá rafeindasmásjármyndir af hverju stigi fyrir sig (83, 84). 

 

1.1.6.3 Prótein sem koma að örveruþekjumyndun 
Mikill fjöldi próteina er á yfirborði pneumókokka en rannsóknir hafa sýnt fram á að það geti verið allt að 

700 mismunandi prótein. Þessi prótein hafa misjöfnum hlutverkum að gegna en þau eru m.a. 

nauðsynleg fyrir myndun og viðhald örveruþekja (80). Þau prótein sem eru mikilvægust fyrir 

pneumókokka eru: 

Serine-rich repeat prótein (SRRPs): 

Í mörgum Gram-jákvæðum bakteríum eins og pneumókokkum finnast serine-rich repeat proteins 

(SRRPs) sem er fjölskylda af yfirborðs-tjáningar próteinum. SRRPs gegnir mikilvægu hlutverki í 

viðloðun við vefi og í þróun ífarandi sýkinga. Einnig hefur verið sýnt fram á að Basic Region (BR) 

hneppi PsrP (pneumococcal serine-rich repeat protein) stuðla að sjálf-samskiptum sem leiða til þess 

að örveruþekjur verða bæði þykkari og þéttari (85).  

Kólín bindiprótein (CBPs): 

CBPs eru fjölskylda af yfirborðspróteinum sem bindast með ósamgildum tengjum við fosfórýlkólín 

hluta frumuveggjar pneumókokka með varðveitt kólín bindisvæði (86). CBPs taka þátt í viðloðun við, 

og innrás í hýsilfrumur (dæmi: CbpA, sem er mikilvægur meinvirkniþáttur og PcpA) (87), en 

viðloðunarþáttur próteinanna hjálpar til við örveruþekjumyndun (79). CBPs taka einnig þátt í sýklun í 

nefkoki, dæmi, murein hydrolasinn LytB og LytC sem er nauðsynlegur fyrir aðskilnað frumna. Kólín er 
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ómissandi hluti af teichoic- og lipoteichoic sýrum pneumókokka (87) og er nauðsynlegt til að festa 

CBPs sem spilar mikilvægt hlutverk í pneumókokkasýkingum (88).  

Pneumólysín: 

Pneumólysín (Ply) er mikilvægt eiturefni sem framleitt er af nánast öllum pneumókokka stofnum og er 

mikið rannsakað vegna getu þess til að valda skemmdum í vefjum mannslíkamans (14). Ply er vel 

þekktur meinvirkniþáttur (89) sem hefur verið rannsakaður með tilliti til hemólýtískrar virkni þess og 

frumudrepandi eiginleika. Ply er 53-kDa yfirborðsprótein (90), sem er kólesteról háð cýtolysín sem 

binst kólesteróli í heilkjarna frumuþekjum og myndar 400-Å göt sem leiðir til frumurofs (91). 

Joshua og félagar (14) komust nýlega að því að Ply hefur mikilvægu hlutverki að gegna í 

örveruþekjumyndun. Það gerðu þeir með því að sýna fram á það að stofnar án Ply gátu ekki myndað 

eins þykkar örveruþekjur eins og stofnar sem höfðu Ply, bæði á plasti og á þekjufrumum. Einnig sýndu 

þeir fram á að hlutverk Ply í örveruþekjumyndun er ekki tengt rauðkornarofs starfsemi (hemolytic 

activity) sem veldur vefjaskemmdum í pneumókokka sýkingum (14).  

 

1.1.6.4 Þéttniskynjun baktería og örveruþekjur 
Þéttniskynjun (Quorum sensing) kemur mikið við sögu í genastjórnun baktería en þessu kerfi var fyrst 

lýst í Vibrio fischeri og Vibrio harveyi (92). Oft er talað um að þéttniskynjun geri bakteríum kleift að 

starfa sem fjölfruma lífverur því þær "tala" saman og bregðast við efnahormónasameindum sem 

kallast autoinducers (AI). Þessu kerfi er lýst á mynd 4, en þar má sjá að hver bakteríutegund hefur sitt 

tungumál, þ.e. bakteríur seyta boðefnum eða "tala" og aðrar bakteríur geta brugðist við því, "hlustað" 

(92). 

 
Mynd 4. Samskipti baktería. 

 Ýmsar tegundir baktería táknaðar með mismunandi litum. Bakteríur seyta boðefnum eða 
"tala" og aðrar bakteríur geta brugðist við því, "hlustað" (93). 

 

Algengasta og útbreiddasta þéttniskynjunarmerkið í Gram-jákvæðum og Gram-neikvæðum 

bakteríum er autoinducer 2 (AI-2), en ensímið S-ribosylhomocysteine lýasa (LuxS) er hvatinn sem þarf 
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til myndunar þess (94). Þó svo að aðalhlutverk AI-2 í örveruþekjumyndun og meinvirkni fjölmargra 

bakteríutegunda sé þekkt, þá eru menn ekki enn búnir að átta sig á því hvernig örvun og stjórnun á 

LuxS á sér stað (95).  

AI-2 er framleitt af flestum bakteríutegundum, þar með talið normalflóru. Menn telja því að 

mögulega seyti pneumókokkar AI-2 í nefkoki til að breyta hegðun annarra bakteríutegunda og að 

pneumókokkar geti brugðist við seytingu AI-2 frá öðrum bakteríutegundum. Menn hafa sýnt fram á að 

þessi kenning geti staðist með því að bæta utanaðkomandi hreinsuðu AI-2 út í  rækt með 

pneumókokkum sem leiddi til þess að örveruþekjumyndun jókst verulega. Einnig hefur verið sýnt fram 

á svipaða hluti hjá Moraxella catarrhalis sem myndar ekki LuxS, en bakterían framleiddi mun öflugri 

örveruþekjur þegar hún komst í snertingu við AI-2 frá H. influenzae (96). Fjölmargar aðrar tegundir 

streptókokka sem halda til í nefkoki nota LuxS/AI-2 kerfið til að stjórna örveruþekjumyndun (97), en til 

að fá upplýsingar um hvort AI-2 er notað í samkeppni eða samvinnu milli bakteríutegunda í nefkoki 

þarf frekari rannsóknir (39).  

Com kerfið er vel þekktur áhrifaþáttur á hæfni pneumókokka til að taka upp erfðaefni úr umhverfinu 

og miðla drápi á óhæfum systurfrumum (98). Competence-stimulating peptide (CSP) er merki sem 

seytt er af Com þéttniskynjunarkerfinu. Það er stofna sértækt og stjórnar sjálfsrofi sem stuðlar að því 

að bakterían brotnar hratt niður þannig að aðgangur að óskemmdu DNA í umhverfi verður meiri og 

jafnframt eykur það hæfni pneumókokka til að taka það upp (99). Nýlegar rannsóknir hafa sýnt fram á 

að genaflutningur á milli streptókokka er mestur á fyrstu stigum örveruþekjumyndunar (47, 100). Tvær 

nýlegar rannsóknir hafa einnig sýnt fram á það að stofnar sem skortir LuxS eru ófærir um að mynda 

örveruþekjur, þeir hafa minni starfshæfni og losa minna af eDNA (95, 101). Hvernig þessi tvö 

þéttniskynjunarkerfi vinna saman að örveruþekjumyndun pneumókokka er ekki alveg ljóst, en menn 

telja að LuxS/AI-2 kerfið sé nauðsynlegt fyrir viðloðun á fyrstu stigum örveruþekjumyndunar og að 

síðari stig þroskunarinnar þurfi Com kerfið og losun á eDNA (39).  

Í rannsókn sem Joshua og félagar gerðu nýlega kom fram að LuxS/AI-2 stjórnar fyrstu stigum 

örveruþekjumyndunar (39). Í eftirfylgni rannsókn sem þeir félagar gerðu, náðu þeir að sýna fram á að 

bæði LuxS/AI-2 og Com þéttniskynjunarkerfið stjórna örveruþekjumyndun í lifandi rækt úr 

öndunarfærafrumum manna (102). Niðurstöður rannsókna Joshua og félaga sýna að Ply er minnkað í 

luxS úrfellingar stökkbrigðum en ekki í comC úrfellingar stökkbrigðum, sem bendir til þess að Ply sé 

aðallega undir stjórn LuxS/AI-2 kerfisins. Út frá þessum niðurstöðum er hægt að álykta sem svo að 

LuxS-stjórnað Ply spili mikilvægt hlutverk í upphafi örveruþekjumyndunar á meðan aðrir þættir sem 

stjórnað er af Com stuðla að þroskun örveruþekja (14). 

Nú eru menn að reyna að þróa aðferð til að hindra þéttniskynjun, þá er helst verið að reyna að 

finna aðferð sem lamar sýkingamátt bakteríunnar, án þess að hindra vöxt hennar. Þannig eru minni 

líkur á því að ónæmi gegn hindra myndist. Þekktir eru nokkrir náttúrulegir þéttniskynjunar hindrar eins 

og hvítlauks seyti, ensím annarra baktería (lactonasar og acylasar) auk furanone (103).  
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1.1.6.5 Áhrif sýklalyfja á bakteríur í örveruþekjum 
Menn eru alltaf að öðlast meiri skilning á því hvernig bakteríur í örveruþekjum mynda þol gegn 

sýklalyfjum, en bakteríur sem eru næmar fyrir sýklalyfjum geta sýnt minnkað næmi þegar þær eru í 

örveruþekjum. Rannsóknir hafa sýnt að bakteríur í örveruþekjum geta verið allt að 1000 sinnum 

þolnari fyrir sýklalyfjum heldur en bakteríur sem eru í svifvexti. Settar hafa verið fram tvær tilgátur um 

það hvernig það gerist. Fyrsta tilgátan er sú að sýklalyfin komist illa inn í örveruþekjurnar og ná því 

ekki hindrunarstyrk þar, en rannsóknir hafa sýnt að sum sýklalyf komast betur þar inn heldur en önnur 

(66, 67).  

Önnur tilgátan felur í sér að efnaumhverfi innan örveruþekjanna breytist. Rannsóknir hafa verið 

gerðar með rafskautum sem hafa sýnt að súrefni á yfirborði örveruþekjanna getur klárast sem leiðir til 

súrefnissnauðra aðstæðna í djúpa lagi þeirra. Ef súr úrgangur safnast saman getur það leitt til þess að 

munur á sýrustigi getur verið pH 1 innan og utan örveruþekja, en það getur orðið til þess að sýklalyfin 

virka ekki. Amínóglýkósíð sýklalyf virka til dæmis ekki eins vel gegn sömu bakteríu við súrefnissnauðar 

aðstæður og í venjulegu andrúmslofti (104). β-laktam lyf hindra byggingu frumuveggjarins og drepa því 

bara bakteríur í skiptingu. Bakteríur í örveruþekjum eru óvirkar þar og ekki að skipta sér og þess 

vegna virka β-laktam lyfin ekki á þær (105). Ef osmótískt umhverfi innan örveruþekja breytist leiðir það 

til örvunar á streituviðbrögðum (106). Bakteríur geta brugðist við því með því að fækka porinum og 

draga þannig úr gegndræpi frumuhimnu fyrir sýklalyfjum (104).  

 

1.2 Haemophilus influenzae 

1.2.1 Sögulegt yfirlit 
H. influenzae bakterían sem upphaflega var kölluð Bacillus Pfeiffer eða Bacillus influenzae var fyrst 

lýst árið 1892 af Richard Pfeiffer en hún finnst helst í efri loftvegum manna (107). Flestir stofnar H. 

influenzae eru tækifærissýklar, þ.e. þeir lifa yfirleitt í nefkoki fólks án þess að valda þar sýkingum. Þeir 

geta þó valdið einstaklingum vandræðum þegar aðrir þættir s.s. veirusýking, skert ónæmiskerfi og 

langvarandi bólgur í nefi af völdum ofnæmis eru til staðar (108). H. influenzae berst oftast á milli 

manna með úða frá öndunarfærum, t.d. hósta og hnerra (109). 

Árið 1930 komust menn að því að H. influenzae væri annað hvort með eða án fjölsykruhjúps, en 

alls hefur verið lýst sex hjúpgerðum sem nefnast a, b, c, d, e og f (110). H. influenzae af hjúpgerðum 

a, c, d, e, f og án hjúps valda oft sýkingum í öndunarvegi og miðeyra, en mjög sjaldan í blóði eða 

heilahimnu. H. influenzae af hjúpgerð b (Hib) getur aftur á móti valdið hættulegum sýkingum í 

heilahimnu, blóði og barkaloki, einkum hjá börnum undir fimm ára aldri (111). Bólusetning gegn Hib 

hefur verið mjög árangursrík í heiminum. Áður en bólusetningar hófust í Finnlandi var Hib orsök 87% 

ífarandi sýkinga af völdum H. influenzae. Nú til dags eru hins vegar hjúplausir H. influenzae stofnar 

algengastir (74, 111). Frá því að byrjað var að bólusetja gegn Hib hér á landi árið 1989, hefur ekkert 

tilfelli greinst af heilahimnubólgu eða öðrum alvarlegum sýkingum af völdum bakteríunnar, en fyrir 

þann tíma greindust u.þ.b. 10 börn á ári með heilahimnubólgu (112) og 10% þeirra barna létust (113).  
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Fyrsti ampisillín ónæmi H. influenzae stofninn kom fram hér á landi árið 1970 og hefur ónæmið 

aukist jafnt og þétt síðan þá (114). Ampisillín og amoxisillín eru kjörlyf við sýkingum af völdum H. 

influenzae en þó er ónæmi farið að verða vandamál. Fyrir tíma bólusetninga hérlendis mynduðu um 

20-30% þeirra Hib stofna sem ræktuðust úr mænuvökva og blóði og 8-10% allra Hib stofna frá 

yfirborðsstrokum β - laktamasa og voru þeir því ónæmir fyrir þessum lyfjum (115). 

 

1.2.2 Lýsing og bygging H. influenzae 

H. influenza er lítil Gram-neikvæð, staflaga baktería sem er um 1 x 0,3 µm að stærð, sjá mynd 5. 

Bakterían er ekki hreyfanleg vegna þess að hana skortir svipur (flagellur) (116). Fjölsykruhjúpurinn 

sem umlykur bakteríuna veitir henni virka vörn og aðstoðar við sýklun. H. influenzae líkist öðrum 

Gram-neikvæðum bakteríum í uppbyggingu, samsetningu og í endotoxin virkni (110). H. influenzae 

vex best í mannslíkamanum við 35-37°C þar sem sýrustigið er 7,6, en hún þarf sérstaka vaxtarfaktora 

sem finnast í blóði (117). Á rannsóknarstofum vex H. influenzae við 37°C í 5% CO2 á súkkulaðiagar en 

í honum eru vaxtarþættirnir X (hemin) og V (nicotinamide adenine dinucleotide, NAD) sem eru 

nauðsynlegir fyrir vöxt H. influenzae, auk vítamína sem hvetja vöxt tegundarinnar. Á súkkulaðiagar 

myndar H. influenzae kúptar og mjúkar þyrpingar sem eru fölar, gráar eða glærar að lit (117).  

 
Mynd 5. Smásjármynd af H. influenzae eftir Gramslitun (118). 

 

1.3 Samvist pneumókokka og H. influenzae  

1.3.1 Sögulegt yfirlit 
Pneumókokkar og H. influenzae taka sér gjarnan bólfestu í nefkoki heilbrigðra einstaklinga, fyrst og 

fremst ungra barna. Ef slímhúðir veikjast svo sem eftir veirusýkingar geta þær borist til annarra svæða 

líkamans og valdið sýkingum. Algengast er að þær valdi sýkingum í efri loftvegum, s.s. 

miðeyrnasýkingu og berkjubólgu, en geta einnig valdið alvarlegri sýkingum eins og lungnabólgu, 

heilahimnubólgu og blóðsýkingu. Þessar tvær tegundir hafa oft verið rannsakaðar saman í tengslum 
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við myndun örveruþekja og hafa menn velt því fyrir sér hvort þær séu í samkeppni við hvor aðra eða 

hvort þær vinni saman (74).  

Rannsóknir hafa sýnt að hlutfall barna sem bera H. influenzae í nefkoki sé allt að 80% (108). 

Rannsóknir á pneumókokkum hafa sýnt að hjá börnum, 2-3 ára geti beratíðnin verið allt frá 50-70% og 

jafnvel hærri (39, 119). Hún fer síðan lækkandi og 10 ára börn í þróunarlöndunum, bera bakteríuna í 

um 5-10% tilfella (119, 120), en í sumum vanþróuðum löndunum getur beratíðnin farið uppí 25-60% 

hjá þessum aldurshópi (121, 122). Árið 2012 var birt rannsókn á beratíðni pneumókokka, H. 

influenzae, M. catarrhalis og Staphylococcus aureus í nefkoki ungabarna á Fidjieyjum. Rannsóknin 

sýndi að 60,2% barnanna báru fleiri en eina þessara tegunda samtímis í nefkoki, en 27,3% eina 

tegund (123). Svipaðar niðurstöður fengust úr belgískri rannsókn á sömu bakteríutegundum, þar sem 

úr 24% nefkokssýna ræktaðist ein þessara bakteríutegunda, en úr 61% sýnanna ræktuðust að 

minnsta kosti tvær ólíkar tegundir (124). 

Bóluefni gegn pneumókokkum og H. influenzae eru fyrst og fremst ætluð til þess að hemja ífarandi 

sýkingar. Eins og fram hefur komið eru til bóluefni gegn ákveðnum hjúpgerðum pneumókokka (125). 

Þau bóluefni veita samt sem áður ekki fullnægjandi vörn því það eru þekktar 95 hjúpgerðir 

pneumókokka (20, 21) og meirihluti þeirra er ekki í bóluefnunum. Pneumókokkar ógna því enn heilsu 

manna þrátt fyrir góð bóluefni. Hjá H. influenzae er það aðeins hjúpgerð b sem er þekkt fyrir að geta 

valdið ífarandi sýkingum en bóluefnið gegn þeirri hjúpgerð hefur útrýmt þeirri hjúpgerð þar sem það er 

notað (126).  

Til þess að pneumókokkar og H. influenzae geti valdið sýkingum víðs vegar í líkamanum þurfa þeir 

að geta aðlagað sig að breyttum aðstæðum eins og breyttu sýrustigi, breyttu framboði næringarefna 

og örverueyðandi efnasamböndum (74). Báðar þessar tegundir eru þekktar fyrir að mynda 

örveruþekjur og það gerir það að verkum að þær verða stöðugri, harðgerðari og það hjálpar þeim við 

að halda sér á sínum stað (74).  

Andstætt við niðurstöður Pericone og félaga (50), sýndu Cope og félagar fram á það að samrækt 

pneumókokka og H. influenzae breytir ekki vaxtarhraða þeirra (127). Hins vegar jók samrækt tjáningu 

á SpxB, sem er mikilvægt ensím fyrir framleiðslu á vetnisperoxíði. Samræktin minnkaði aftur á móti 

tjáningu á ply sem er genið sem kóðar fyrir pneumólysín og einnig pavA sem er genið sem kóðar fyrir 

viðloðun pneumókokka og meinvirkniþætti A (127). Þessar niðurstöður benda til þess að bakteríur 

sem eru í nefkokinu hafi tilhneigingu til að breyta genatjáningum hjá hvor annarri. Rannsóknir á 

genastjórnun milli bakteríutegunda eru ekki langt komnar, en talið er líklegt að þéttniskynjunarkerfið 

LuxS/AI-2 spili mikilvægt hlutverk í þessum samskiptum á milli tegunda (97).  

 

1.3.2 Samvist baktería innan örveruþekja  
Menn telja líklegt að pneumókokkar og hjúplausir H. influenzae stofnar séu ábyrgir fyrir þeim mikla 

stöðugleika sem myndast í örveruþekjum í langvinnum miðeyrnasýkingum (128) og langvinnum 

skútabólgum (127). Alvarleg en sjaldgæf afleiðing bráðrar miðeyrnasýkingar getur verið 

heyrnarskerðing sem síðan getur leitt til seinkunar í málþroska og hegðunarvandamála (129). Ef 

miðeyrnasýking gengur ekki yfir af sjálfu sér er hún yfirleitt meðhöndluð með sýklalyfjum eða með 
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ísetningu röra í eyrun (74), en langvinnar og endurteknar miðeyrnasýkingar geta oft verið erfiðar 

viðureignar með þessum aðferðum (130).  

Litlar upplýsingar liggja fyrir um samskipti baktería í fjölörveruþekjum. Þó telja menn að 

pneumókokkar hafi hugsanlega forskot á H. influenzae in vitro og in vivo því þeir framleiða 

vetnisperoxíð og neuraminidasa A sem er ensím sem hefur áhrif á vöxt og lifun pneumókokka í efri 

öndunarvegi. Pneumókokkar geta sjálfkrafa brotið niður frumur með sjálfsrofi (autolýsu) og valdið 

dauða á systkinafrumum. Lykilsameindirnar sem stuðla að þessu eru LytA (slímpeptíð), LytC 

(slímpeptíð) og kólín-bindiprótein D (CbpD). Vitandi þetta þá telja menn að návist H. influenzae geti 

minnkað genatjáningu þessara sameinda pneumókokka, sem leiðir til betri lifunar og aukinnar 

örveruþekjumyndunar hjá þeim (131).  

Hong og félagar birtu nýlega rannsókn þar sem verið var að skoða áhrif hjúplausra H. influenzae á 

sjálfsrof og dráp á systkinafrumum hjá pneumókokkum í samrækt in vitro. Þar kom í ljós að samskipti 

pneumókokka og H. influenzae væru háð frumuþéttleika, þ.e. eftir ræktun í 16 klst. höfðu 

pneumókokkar í hárri þéttni hamlandi áhrif á vöxt H. influenzae en pneumókokkarnir höfðu engin áhrif 

á H. influenzae ef þeir voru í lágri þéttni. Eftir 24 klst. ræktun uxu pneumókokkarnir ekki vel því 

sjálfsrof var hafið hjá þeim, en ef H. influenzae var bætt saman við, jókst vöxtur pneumókokkanna til 

muna (131). Í þessari sömu rannsókn tókst Hong og félögum líka að sýna fram á að það var marktækt 

minni tjáning á cbpD geninu í samrækt eftir 16 og 24 klst og marktækt minni tjáning á lytA geninu í 

samrækt eftir 24 klst. Einnig kom fram að tjáning á ply geninu var marktækt minni í blandaðri rækt eftir 

16 og 24 klst heldur en þar sem bakteríurnar voru ræktaðar einar og sér. Niðurstöður Hong og félaga 

benda einnig til þess að samskipti pneumókokka og H. influenzae séu ekki bein frumu-frumu samskipti 

en þeir komust að því með því að setja upp kerfi í glasi þar sem gegndræp himna aðskildi 

bakteríutegundirnar tvær þannig að þær voru ekki í snertingu við hvor aðra. Bakteríutegundirnar höfðu 

áhrif á hvor aðra í gegnum þessa himnu (131), en eins og talað hefur verið um hér að ofan þá seyta 

bakteríurnar frá sér boðefnum sem hin tegundin skynjar. 

Misvísandi gögn hafa verið birt um samskipti pneumókokka og H. influenzae í gegnum árin en 

Hong og félagar settu fram kenningu um hvers vegna það gæti verið. Þau vilja halda því fram að 

þegar pneumókokkar eru ríkjandi yfir H. influenzae í nefkokinu þá hafði það hamlandi áhrif á H. 

influenzae til sýklunar og vaxtar, sem leiðir til þess að pneumókokkar eru líklegri til þess að vera orsök 

bráðrar miðeyrnasýkingar. Ef hins vegar H. influenzae eru ríkjandi yfir pneumókokkum í nefkokinu eflir 

það frekar sýklun pneumókokka og hamlar meinvirkni þeirra, þannig að líklegra sé að blandaðar 

örveruþekjur og krónísk miðeyrnasýking sé til staðar. Þetta þarf þó að skoða betur með frekari 

rannsóknum og eru Hong og félagar nú þegar byrjuð á þeirri rannsóknarvinnu (131). 

Nýleg rannsókn sem gerð var af Cope og félögum sýndi fram á samverkun á milli pneumókokka og 

H. influenzae, en báðar bakteríutegundirnar náðu hærri frumuþéttni í æti ef þær voru ræktaðar saman 

heldur en ef þær voru ræktaðar í sitthvoru lagi. Í fjölörveruþekjum mótuðu þær tjáningu meinvirknigena 

hvorrar annarrar, sem leiddi til langvarandi sýkingar (127). Sýnt var fram á þetta í samrækt, þar sem 

návist H. influenzae við pneumókokka leiddi til aukningar á pilA (pili IV) tjáningu hjá H. influenzae, en 

pilA er mikilvægt fyrir sýklun í nefkoki og fyrir in vivo vöxt hjá H. influenzae (132, 133). PilA hjá H. 

influenzae umritar helstu undirþætti Tfp (transformation pilus), en Tfp er nauðsynlegur fyrir ummyndun 
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(134). Tfp gegnir einnig mikilvægu hlutverki í viðloðun og til að skapa stöðugt umhverfi innan 

örveruþekja sem innihalda eina bakteríutegund (135).  

Cope og félagar (127) sýndu fram á það að spxB í pneumókokkum sem kóðar fyrir vetnisperoxíði, 

örvaði genatjáningu í samrækt pneumókokka og H. influenzae í örveruþekjum. Þess vegna gæti verið 

að eituráhrif vetnisperoxíðs gefi pneumókokkum forskot í samkeppni í fjölörveruþekjum, sem gæti leitt 

til frumudauða og síðar losunar næringarefna og annarra frumuhluta eins og DNA. Reyndar gæti slík 

losun næringarefna verið báðum bakteríutegundum til hagsbóta innan örveruþekja að því tilskyldu að 

lifandi H. influenzae væru enn til staðar. Auk þess gæti frítt DNA þjónað mörgum hlutverkum í 

fjölörveruþekjum ef það væri tekið upp af hæfum frumum í örveruþekjum. Það gæti aukið 

erfðafræðilega fjölbreytni hjá báðum tegundum, það gæti verið nýtt sem næringarefni eða stuðlað að 

aukinni viðloðun og samheldni við örveruþekjur (74). 

Þar sem báðar tegundir hafa sitt genamengi og nota einstaka umbrotsferla, er líklegt að auk 

efnaskiptaframleiðslu vetnisperoxíðs hjá pneumókokkum sé mikið af líffræðilegum þáttum sem geta 

haft áhrif á vöxt pneumókokka og H. influenzae. Þessir þættir eru meðal annars aukaafurðir efnaskipta 

sem framleiddar eru af annarri tegundinni sem geta síðan haft góð eða slæm áhrif á hina tegundina. 

Efnaskipti aukaafurðanna sem myndast eru síðan háð umhverfisaðstæðum, framboði næringarefna og 

öðrum skilyrðum umhverfisins (135). 

Nýlega hefur komið fram í rannsóknum að í samrækt sem sett var upp til að kanna vöxt hjá 

pneumókokkum og H. influenzae að pneumókokkar gátu vaxið yfir H. influenzae (74). Þessi áhrif voru 

ekki háð stofnum sem notaðir voru og voru ekki afleiðing vetnisperoxíð - miðlaðrar samkeppni. Þessi 

hömlun á vexti var háð tíma, þar sem H. influenzae frumudauði kom aðeins fram eftir að báðar 

bakteríutegundirnar voru komnar í stöðufasa. Þessi hömlun á vexti virtist vera afleiðing af breyttu 

sýrustigi sem varð þegar pneumókokkarnir voru komnir í stöðufasa (74). Samkvæmt þessu virðist sem 

svo að með því að breyta sýrustigi í nánasta umhverfi pneumókokka á ákveðnum stigum í vexti þeirra, 

sé hægt að draga úr lífvænleika H. influenzae (134). Sýrustigið í miðeyra hefur ekki verið kannað að 

fullu en sýnt hefur verið fram á það að sýrustigið í miðeyrnavökva hjá sjúklingum með langvinna 

miðeyrnasýkingu sé á bilinu pH 7-9 (74). Ef pneumókokkar lækka sýrustig á meðan að á blandaðri 

sýkingu stendur, þarf H. influenzae að hafa kerfi til þess að stjórna sýrustigi til þess að viðhalda 

hlutlausu eða basísku umhverfi. Til þess myndar H. influenzae úreasa sem er nikkel-háð ensím sem 

hvatar til vatnsrof þvagefna í ammoníak og koldíoxíð (136). Hjá fólki með langvinna lungnateppu 

aukast mótefni gegn úreasa H. influenzae með versnun sjúkdómsins en það gefur til kynna úreasa 

tjáningu í langvarandi sjúkdómum í öndunarvegum (137).  

 

1.4 Mismunandi aðferðir við mælingar á örveruþekjumyndun og vexti 
pneumókokka  

1.4.1 Mælingar á örveruþekjumyndun pneumókokka 
Við mælingar á örveruþekjumyndun pneumókokka hafa verið notaðar ýmsar aðferðir og eru menn 

alltaf að þróa fleiri og betri aðferðir við þessar mælingar. 
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In vitro: Þær aðferðir sem mest hafa verið notaðar in vitro eru mælingar í míkrótíter bökkum og í 

sírækt (138). Einnig hafa menn nýlega byrjað að nota aðferð sem kallast Biofilm ring test (139).  

Míkrótíter bakkar: Mælingar á örveruþekjumyndun í míkrótíter bökkum er algengasta aðferðin sem 

notuð er, enn sem komið er. Þá eru bakteríurnar látnar vaxa, oftast í 96 holu míkrótíter bakka. Þetta 

kerfi flokkast sem lokað kerfi því það kemst enginn vökvi inn eða út úr bökkunum á meðan að ræktin 

er í gangi. Vegna þess, breytist umhverfi bakteríanna mikið því næringarefni klárast og uppsöfnun 

verður á efnaúrgangi (140). Aðferðin byggir síðan á því að kanna viðloðunarhæfni pneumókokka við 

plastið í bökkunum. Nokkur æti hafa reynst vel við þessa ræktun en helst má þar nefna Todd Hewitt 

broð (THB), Cden æti, chemically defined medium (CDM), C medium og C+Y medium (38, 41, 79). 

Rannsóknir lýsa mismunandi ræktunarskilyrðum sem geta verið 37°C í 5% CO2, anaerob við 37°C (38, 

41) og 34°C (79) og ræktunartíma  frá 3 klst uppí 18 klst. Algengast er að eftir ræktun sé crystal violet 

(CV) bætt í ræktina og síðan skolað með eimuðu vatni eða kranavatni til að hreinsa burtu bakteríur í 

svifvexti þannig að eftir standi örveruþekjur, hafi þær myndast. CV litaðar örveruþekjurnar eru síðan 

leystar upp með ethanóli eða ediksýru áður en þær eru ljósmældar í bakkanum (38, 41, 79). 

Einfaldleiki þessarar aðferðar og hversu notendavæn hún er útskýrir útbreiðslu hennar. Í fyrsta lagi eru 

mælingar í míkrótíter bökkum ódýrar og lítið magn af hvarfefnum þarf í hverja rannsókn, auk þess er 

hægt er að gera margar prófanir samtímis, sérstaklega ef notaðir eru 96 holu bakkar (141). Míkrótíter 

bakkarnir hafa einnig verið notaðir til þess að kanna áhrif sýklalyfja á örveruþekjur (142).  

Míkrótíter bakkar skoðaðir í confocal smásjá: Bakteríur eru ræktaðar í THB í 24 holu míkrótíter bakka 

yfir nótt í 37°C. Bakkinn er skolaður með salín fosfat buffer (PBS) og cacodylaet buffer og litaður með 

rúþen rauðum áður en hann er myndaður í confocal smásjá. Confocal smásjáin gefur góða mynd af 

byggingu örveruþekja og því hægt að skoða þykkt og þéttleika þeirra betur (143). Aðferðin er einföld í 

framkvæmd ef viðeigandi tækjabúnaður er til staðar. Tækjabúnaðurinn kostar háar fjárhæðir en annar 

kostnaður við aðferðina er lítill. 

Sírækt: Við mælingar á örveruþekjumyndun í sírækt er útbúin bakteríurækt í THB og hún ræktuð í 

síræktinni við 37°C í 5% CO2 í allt að 9 daga. Að því loknu eru bakteríurnar litaðar og 

örveruþekjumyndunin mæld með því að nota confocal smásjá (41). Ókostur við aðferðina er sá að hún 

er tímafrek og kostnaðarsöm. 

Biofilm ring test: Bakteríum komið fyrir í 96 holu míkrótíter bakka sem inniheldur segulagnir. 

Bakteríurnar ræktaðar í bakkanum í 4 klst. Ef örveruþekjur hafa myndast festast segulagnirnar í 

örveruþekjunum og komast ekki í miðjuna á brunninum þegar bakkinn er settur á segulplötu, en hún 

inniheldur segul undir hverjum brunni bakkans. Ef örveruþekjur hafa ekki myndast eru segulagnirnar 

lausar í brunnunum og komast að miðju brunnsins þegar bakkinn er settur á segulplötuna (139), sjá 

mynd 6. Aðferðin er tiltölulega einföld og er ekki kostnaðarsöm. 
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Mynd 6. Biofilm ring test. 

 Á fyrri myndinni má sjá brunna þar sem engum segulögnum hefur verið komið fyrir í 
brunnunum. Á seinni myndinni er búið að koma segulögnum fyrir í öllum brunnunum. 
Segulagnirnar sjást sem dökkir blettir í miðju þeirra brunna þar sem engar örveruþekjur hafa 
myndast. Þeir brunnar þar sem segulagnirnar sjást ekki innihalda stofna sem mynda 
örveruþekjur en þar komast segulagnirnar ekki að miðju brunnsins (139).  

 

In vivo: Ýmis tilraunadýr hafa verið notuð við rannsóknir á örveruþekjumyndun en rottur og mýs eru 

þau algengustu.  

Rottur: Mukesh og félagar gerðu rannsókn á rottum sem fól í sér að bakteríulausn var sprautað inn í 

eyru þeirra. Eftir 1-2 vikur voru rotturnar aflífaðar og örveruþekjumyndun í eyrum þeirra skoðuð í 

smásjá. Örveruþekjumyndunin var síðan flokkuð niður í þrjá flokka, örveruþekjumyndandi, lítið  

örveruþekjumyndandi og ekki örveruþekjumyndandi eftir því hversu mikil örveruþekjumyndun sást við 

smásjárskoðun (144). Aðferðin er kostnaðarsöm, tímafrek og svo má deila um siðfræði hennar. 

 

1.4.2 Lungnaþekjufrumur og Loft/vökva-skils kerfið (Air liquid interface 
system (ALI)) 

Þekjufrumulínur úr berkjum sem nefndar hafa verið VA10, hafa verið notaðar hérlendis við rannsóknir 

á þekjuvef í berkjum og á viðbrögðum hans við lyfjagjöf (145). VA10 frumulínan hefur gagnast vel til 

þess að mynda strúktúr sem svipar mjög til þess sem er í berkjum lungna í mannslíkamanum. Þá 

mynda VA10 frumurnar virk þéttitengi í Air liquid interface system (ALI) rækt (146). Þekjufrumur úr 

öndunarvegi sem ræktaðar hafa verið í ALI kerfinu hafa svipaða genatjáningu eins og þekjufrumur úr 

öndunarvegi in vivo (147). 

ALI kerfið virkar þannig í stuttu máli að VA10 þekjufrumur eru ræktaðar upp í æti á filterum í eina til 

tvær vikur. Að þeim tíma liðnum er skipt yfir í sérhæfingaræti með viðbættum sýklalyfjum til að draga 

úr líkum á mengun. Þannig eru frumurnar ræktaðar í 11 daga til viðbótar. Þegar búið er að taka 

sérhæfingarætið ofan af frumunum eftir þessa 11 daga kallast kerfið ALI (145), mynd 7.  
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Mynd 7. ALI ræktun. 

 A. Þekjufrumurnar ræktaðar í um tvær vikur með æti bæði undir og ofan á sér. B. Búið að 
taka sérhæfingarætið ofan af frumunum, þær búnar að vaxa í 11 daga. Þá er kerfið orðið ALI 
(145, 148). 

 

1.4.3 FITC litun á pneumókokkum 
Fluorescein Isothiocyanate (FITC) litun hefur gjarnan verið notuð til að lita bakteríur í rækt á frumum 

svo hægt sé að skoða þær í confocal sjásjá. Það er m.a. gert til þess að sjá hvort og þá hvernig þær 

bindast við þekju. Smásjáin tekur mikinn fjölda lagskiptra mynda af hverjum filter þannig að hægt er að 

vinna sig í gegnum allan filterinn og skoða hvernig pneumókokkarnir bindast við þekjuna frá efsta lagi 

til þess neðsta. FITC liturinn binst próteinum og mótefnum (ef þau eru til staðar) á yfirborði 

pneumókokka sem gerir það að verkum að þeir flúrljóma (grænir) í confocal smásjá (149). 

 

1.5 Gagnagrunnur Sýklafræðideildarinnar 
Gagnagrunnur Sýklafræðideildarinnar, ásamt því stóra pneumókokkasafni sem þar er, veitir okkur 

einstakt tækifæri til þess að kanna hvort pneumókokkar sem valda endurteknum miðeyrnasýkingum 

séu líklegri til þess að mynda þykkari örveruþekjur heldur en stofnar frá ífarandi sýkingum og frá 

heilbrigðum leikskólabörnum (berum).  

Upplýsingar um sýklalyfjanæmi liggja fyrir hjá öllum stofnum sem notaðir voru í þessu verkefni. 

Einnig liggja fyrir upplýsingar um festiþræði, klónanúmer og ST númer hjá hluta stofnanna. Það er þó 

unnið að því að afla meiri upplýsingum um hluta þeirra stofna sem verið er að vinna með í þessu 

verkefni því að á Sýklafræðideildinni er í gangi stór rannsókn þar sem verið er að kanna faraldsfræði 

klóna með heilgena raðgreiningu. Rannsóknin nær yfir um 3000 pneumókokka stofna frá miðeyra, 

berum, ífarandi sýkingum og neðri öndunarvegum frá árunum 2009-2014. Þegar þær niðurstöður 

liggja fyrir væri hægt að bera saman örveruþekjumyndun þeirra stofna sem eru í þessu verkefni til að 

sjá hvort einhver tengsl væru á milli klónanúmera og ST númera, og örveruþekjumyndunar. Það skal 

tekið fram að þeir stofnar sem hér er verið að skoða ná aftur til ársins 1998 þannig að upplýsingar úr 

heilgena raðgreiningunni munu ekki liggja fyrir hjá öllum stofnum þessa verkefnis. 
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Einnig er gerð leikskólarannsókn (berar) árlega á Sýklafræðideildinni þar sem verið er að kanna 

hvaða hjúpgerðir pneumókokka eru í gangi hverju sinni. 

Í þetta verkefni voru valdar þær fimm hjúpgerðir sem oftast koma fyrir í endurteknum sýkingum í 

miðeyra, en það eru hjúpgerðir 19F, 6A, 6B, 23F og 14. Þessar sömu hjúpgerðir verða líka skoðaðar í 

ífarandi sýkingum og í berum til samanburðar á örveruþekjumyndun.  

Áður en vinna við verkefnið hófst var tilgátan sú að stofnar sem valda þrálátum miðeyrnasýkingum 

væru líklegri til þess að mynda þykkari örveruþekjur heldur en stofnar sem gera það ekki og þá var 

helst verið að horfa á stofna af hjúpgerð 19F.  
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2 Markmið 
Markmið rannsóknarinnar er að: 

• Kanna hæfileika pneumókokka frá endurteknum miðeyrnasýkingum, ífarandi sýkingum og 

nefkoki heilbrigðra barna til að mynda örveruþekjur með og án H. influenzae í míkrótíter 

bökkum.  

• Kanna hvort munur sé á hlutfalli örveruþekjumyndandi stofna milli sýnahópa og hjúpgerða. 

• Bera saman áhrif meðferðar með amoxisillíni á bakteríurnar í þykkum örveruþekjum vs. 

engum örveruþekjum í míkrótíter bökkum.  

• Kanna hæfileika pneumókokka með og án festiþráða til að mynda örveruþekjur á 

frumurækt lungnaþekjufrumna.  
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Val á stofnum 
Valdir voru stofnar frá 0-6 ára börnum sem höfðu endurtekið fengið sýkingar í miðeyra. Til 

samanburðar voru valdir stofnar frá ífarandi sýkingum og frá nefkoki heilbrigðra barna. Stofnarnir voru 

frá tímabilinu 1998-2012 af algengustu hjúpgerðunum sem greinast í miðeyra, en þær eru 19F, 23F, 

6A, 6B og 14.  

Stofnarnir fengust úr stofnasafni Sýklafræðideildar Landspítalans þar sem þeir voru geymdir í 

frystiæti við -80°C. Þeir voru ræktaðir upp á blóðagar við 37°C í CO2 fyrir mælingar. 

Allar mælingar voru gerðar í þreföldu, þrjá daga í röð, þannig að á bakvið hvern pneumókokka 

stofn liggja alls níu mælingar. 

Pneumókokka stofnar frá endurteknum miðeyrnasýkingum: 

Valdir voru 33 stofnar frá sjúklingum sem oftast fengu endurteknar miðeyrnasýkingar og 

pneumókokkar höfðu ræktast frá (3 sýkingar eða fleiri), alls 11 stofnar af hjúpgerð 19F, 4 af hjúpgerð 

14, 7 af hjúpgerð 23F, 6 af hjúpgerð 6A og 5 af hjúpgerð 6B. Stofnar af sömu svipgerð frá sjúklingi 

voru útlokaðir ef minna en 30 dagar voru milli sýnatöku. Reynt var að finna sem flesta stofna af 

hjúpgerð 19F og að lágmarki 5 stofna af hverri hinna hjúpgerðanna. Það fundust þó einungis 4 stofnar 

af hjúpgerð 14. Stofnarnir voru valdi í tímaröð, þ.e. nýjustu stofnarnir fyrst og síðan unnið aftur í 

tímann. Stofnar frá endurteknum miðeyrnasýkingum voru frá árunum 2006-2012. 

Pneumókokka stofnar frá ífarandi sýkingum: 

Valdir voru 25 stofnar frá ífarandi sýkingum, 5 af hverri hjúpgerð. Stofnarnir voru valdi í tímaröð, þ.e. 

nýjustu stofnarnir fyrst og síðan unnið aftur í tímann þar til þeim fjölda var náð sem vinna átti með. 

Stofnar frá ífarandi sýkingum voru frá árunum 1998-2011. 

Pneumókokka stofnar frá nefkoki heilbrigðra barna: 

Valdir voru af handahófi 50 stofnar frá nefkoki heilbrigðra barna, alls 12 stofnar af hjúpgerð 19F, 10 af 

hjúpgerð 14, 8 af hjúpgerð 23F, 12 af hjúpgerð 6A og 8 af hjúpgerð 6B. Þó var reynt að hafa jafn 

marga stofna frá hverju ári og álíka marga stofna af hverri hjúpgerð. Stofnar frá nefkoki heilbrigðra 

barna voru frá árunum 2009-2012. 

H. influenzae stofnar: 

Valdir voru af handahófi tveir hjúplausir H. influenzae stofnar frá miðeyrnasýkingum barna frá árinu 

2012, sem höfðu mismunandi næmi. Annar stofninn var vel næmur fyrir ampisillíni og hinn stofninn var 

ónæmur fyrir ampisillíni.  

Pneumókokka stofnar sem notaðir voru á þekjufrumur: 

Valdir voru þrír vel þekktir stofnar þar sem upplýsingar lágu fyrir um festiþræði, ST númer og 

klónanúmer. Allir stofnarnir voru frá ífarandi sýkingum 0-6 ára barna og voru af hjúpgerðum 19F, 6A 

og 6B frá árunum 1999-2009. Stofn af hjúpgerð 6B hafði festiþræði af gerð 1, stofn af hjúpgerð 19F 

hafði festiþræði af gerð 1 og 2 og stofn af hjúpgerð 6A hafði enga festiþræði. 
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3.2 Örveruþekjumyndun í míkrótíter bökkum 
Aðferðin byggir á því að mæla hæfni pneumókokka til að mynda örveruþekjur á föstum fleti úr 

polystyren en hún er að mestu leyti byggð á tveimur rannsóknum, annars vegar rannsókn Moscoso og 

félaga (79) og hins vegar á rannsókn Camilli og félaga (38). Þessi aðferð var þróuð í diplómaverkefni 

mínu vorið 2013 en nokkrar breytingar hafa þó verið gerðar á henni síðan þá. 

Þar sem samrækt var ekki hluti af diplómaverkefni mínu þurftir að finna út besta ræktunartímann 

fyrir pneumókokkana og H. influenzae í samrækt. Vaxtarkúrfur voru gerðar fyrir pneumókokka og H. 

influenzae eina og sér og í samrækt beggja tegunda. Bakteríuræktin mátti ekki vera komin í stöðufasa 

þegar þessar rannsóknir voru gerðar og reyndist 5 klst. ræktun henta best, en á þeim tíma var ræktin í 

miðjum vaxtarfasa. Einnig voru gerðar breytingar á ætinu sem notað var en H. influenzae þarf hemin 

og NAD til þess að geta vaxið og því var C+Y ætið viðbætt með því.  

Efni: 

5% hestablóðagar (Oxoid, Hampshire, UK). 

96 holu polystyren míkrótíter bakkar með flötum botni (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 

USA). 

C+Y æti bætt með hemin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) og NAD (Sigma-Aldrich). 

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

30% ediksýra (Sigma-Aldrich). 

Eimað vatn. 

Aðferðin er eftirfarandi: 

1. Bakteríum var sáð á 5% hestablóðagar úr tryptose-glýseról frystiæti (Difco Laboratories, 

Detroit, MI, USA) og ræktað við 37°C í 5% CO2 í 18-24 klst. 

2. Bakteríum var umsáð í mottu á blóðagarskál og ræktað við 37°C í 5% CO2 í 18 klst. 

3. Skaf,~1/2 10 µl lykkja var tekin af blóðagarskál og sett í 2-3 ml af 37°C heitu C+Y æti. 

4. Bakteríulausnin var ljósmæld við 620 nm í Novaspec®II ljósmæli (Med WOW, Nicosia, 

Cyprus) og gleypnin jöfnuð að 0,5-0,6. 

5. Bakteríulausnin var strax þynnt 1/100 í C+Y æti (643,5 µl æti + 6,5 µl bakteríulausn). 

6. 200 µl af þynntri bakteríulausn var komið fyrir í hverjum brunni í 96 holu polystyren míkrótíter 

bakka. Hvert sýni var sett í þrjá brunna (79).  

7. 200 µl af C+Y æti var sett í 8 brunna í neðstu röð bakkans sem neikvætt kontról fyrir vöxt í 

ætinu og sem neikvætt kontról fyrir CV litinn sem festist í bökkunum sjálfum. 

Örveruþekjumyndandi stofn var settur í 2 brunna í neðstu röð bakkans sem jákvætt kontról 

fyrir örveruþekjumyndun og stofn sem ekki var örveruþekjumyndandi var settur í aðra 2 

brunna í neðstu röð bakkans sem neikvætt kontról fyrir örveruþekjumyndun. 

8. Ræktað við 37°C í 5% CO2 í 5 klst.  

9. Bakteríuvöxturinn var mældur við 620 nm í Multiscan EX ljósmæli (Thermo Scientific, Vantaa, 

Finland).  
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10. Eftir mælingu var 50 µl af 1% CV lit bætt út í  hvern brunn og bakkinn látinn standa við 

herbergishita í 15 mínútur.  

11. Öllu var hellt úr bakkanum og brunnarnir skolaðir varlega með 200 µl af eimuðu vatni, tvisvar 

sinnum. Afgangs vökvi var fjarlægður varlega úr bakkanum með pípettu og hann látinn þorna 

við herbergishita.  

12. CV litur var leystur upp með því að setja 200 µl af 30% ediksýru í hvern brunn og látið standa 

við herbergishita í 2 klst. 

Aflestur: 

Örveruþekjumyndunin í míkrótíter bakkanum var mæld við 492 nm í Multiscan EX ljósmæli (Thermo 

Scientific). 

Túlkun niðurstaðna: 

Niðurstöður mælinga á ljósgleypni CV litaðra örveruþekja fyrir hvern stofn var sett inn í tölfræðiforritið 

R. Búið var til súlurit sem sýndi dreifingu stofnanna og þótti eðlilegast að skipta stofnunum í 3 hópa 

þar sem einn hópurinn myndaði engar örveruþekjur, annar hópurinn aðeins meiri og þriðji hópurinn 

mestar, sjá mynd 8. Viðmið var fundið út frá þessu súluriti og örveruþekjumyndunin flokkuð í engar 

örveruþekjur, þunnar örveruþekjur og þeir stofnar sem mynda hlutfallslega þykkustu örveruþekjurnar 

verður hér eftir talað um sem stofna sem mynda þykkar örveruþekjur. Túlkun niðurstaðna var því 

eftirfarandi: 

Ljósgleypni <0,020 - bakteríur mynda engar örveruþekjur. 

Ljósgleypni 0,020-0,085 - bakteríur mynda þunnar örveruþekjur. 

Ljósgleypni >0,085 - bakteríur mynda þykkar örveruþekjur. 

 

3.3 Samrækt pneumókokka og H. influenzae 
Aðferðin var sú sama og nefnd var í kafla 3.2, að undanskildum skrefum 1 og 5. Í skrefi 1 var H. 

influenzae sáð á súkkulaðiagar (Oxoid) og pneumókokkum á blóðagar. Í skrefi 5 var bakteríulausnin 

þynnt 1/100 í C+Y æti (643,5 µl æti + 3,25 µl pneumókokka bakteríulausn + 3,25 µl H. influenzae 

bakteríulausn). Aflestur og túlkun niðurstaðna voru framkvæmd á sama hátt og áður var lýst. 

 

3.4 Sýklalyfjaprófanir 
Aðferðin var sú sama og nefnd var í köflum 3.2 og 3.3, fram að skrefi 10. Í staðin fyrir að lita 

bakteríurnar í skrefi 10 í kafla 3.2, var eftirfarandi gert:  

10. Bakteríulausninni hellt úr bakkanum. 

11. 210 µl af C+Y æti með viðbættu amoxisillíni (Sigma-Aldrich) í styrknum 16 µg/ml sett út í  

hvern brunn og ræktað í 3 klst. 

12. C+Y æti með viðbættu amoxisillíni hellt úr bakkanum og nýtt C+Y æti sett út í  hvern brunn og 

ræktað í 14 klst. 
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Aflestur:  

Bakteríuvöxtur í míkrótíter bakkanum var mældur við 620 nm í Multiscan EX ljósmæli (Thermo 

Scientific). 

 

3.5 Myndun örveruþekja á lungnaþekjufrumum 

3.5.1 Loft/vökva-skils kerfið (Air liquid interface system (ALI)) 
Aðferðin sem notuð var til að rækta lungnaþekjufrumurnar upp á filterum með ALI kerfinu er byggð á 

rannsókn Benediktsdóttir og félaga (145).  

Efni: 

Lungnaþekju frumur úr passeringu 23. 

T75 frumuræktunarflaska (Sigma-Aldrich). 

Polystyren filterar, holustærð 0,4 µm, 12 mm þvermál (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) með viðbættu Penicillin (Pfizer, CA, 

USA,), Streptomycin (Pfizer) og Retinoic sýru (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) sérhæfingaræti. 

Aðferðalýsing við uppsetningu filtera er eftirfarandi: 

1. Filterar voru kollagen húðaðir með því að blanda 1xPBS og Kollagen IV frá PurCol í 

hlutföllunum 1:45. 

2. 0,5 ml af þeirri lausn var sett á hvern filter.  

3. Bakkinn settur í kæli yfir nótt (4°C).  

4. Næsta dag var lausnin soguð af filterunum. 

5. 0,5 ml af PBS sett á filterana og sogað af. 

6. Filterarnir settir í 37°C í 10 mínútur. 

7. VA10 frumur í T75 flösku teknar úr hitaskáp, ætið sogað af og 2 ml af T/E (trypsin og EDTA) 

sett á frumurnar.  

8. Sett í hitaskáp þar til frumurnar voru orðnar lausar (fljótandi í ætinu og orðnar hringlaga). 

9. 10 ml af PBS sett í flöskuna, sogað upp og niður, botninn skolaður 3x.  

10.  Lausnin færð yfir í 15 ml mæliglas og sett í skilvindu 2000 rpm í 3 mínútur. 

11.  Á meðan var BEGM æti sem búið var að setja penicillin/streptomycin sýklalyf og retinoic sýru 

í sett bæði undir og yfir filterana, 1,5 ml undir og 0,5 ml yfir. 

12.  PBS sogað af og frumupallettan leyst upp í 1 ml af æti.  
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13.  10 µl af frumulausn sett á talningagler og frumur taldar. Dæmi: Ef talningin er 2.000.000 

frumur á ml, þá þarf, til þess að fá 200.000 frumur á hvern filter að setja inn í eftirfarandi 

formúlu: 200.000fr / 2.000.000fr/ml = 0,1 ml = 100 µl. 

14.  100 µl af frumulausn sett á hvern filter með ætinu á.  

15.  Bakkinn settur í hitaskáp við 37°C í 5% CO2. 

Skipt um æti 

1. Æti sogað af efri filternum og 0,5 ml PBS sett ofan á. Æti undir var einnig sogað af og nýtt sett 

undir.  

2. PBS sogað af og nýtt æti sett ofan á. 

Frumurnar voru ræktaðar í eina viku á BEGM æti. Að þeim tíma liðnum var skipt yfir í DMEM + 2% 

Ultroser G + P/S (penicillin og streptomycin) sérhæfingaræti. Í sérhæfingarætinu voru frumurnar 

ræktaðar í 11 daga til viðbótar. Eftir þessa 11 daga var sérhæfingarætið sem var ofan á frumunum 

tekið af og kerfið þá orðið ALI. Frumurnar voru ræktaðar í ALI í um eina viku til viðbótar. 

 

3.5.2 FITC litun á pneumókokkum 
Aðferðin sem notuð var til að flúrskinslita pneumókokka er byggð á aðferðalýsingu Bryers (150) og var 

hún aðlöguð að þessu verkefni. 

Efni: 

5% hestablóðagar (Oxoid). 

C+Y æti bætt með hemin (Sigma-Aldrich) og NAD (Sigma-Aldrich). 

Natríum bicarbonat (Sigma-Aldrich). 

Eimað vatn. 

FITC litur (Thermo Fisher Scientific Inc.). 

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

Polystyren filterar, holustærð 0,4 µm, 12 mm þvermál (Sigma-Aldrich). 

PBS (Sigma-Aldrich). 

3,5% formalín (Sigma-Aldrich). 

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

Olía (fyrir smásjárskoðun). 

Aðferðalýsing við FITC litun pneumókokka: 

1. Bakteríum var sáð á 5% hestablóðagar úr tryptose-glýseról frystiæti (Difco Laboratories) og 

ræktað við 37°C í 5% CO2 í 18-24 klst. 

2. Bakteríum var umsáð í mottu á blóðagarskál og ræktað við 37°C í 5% CO2 í 18 klst. 

3. Skaf af heilli blóðagarskál sett í 2 ml af 37°C heitu C+Y æti og það skilið niður í skilvindu við 

10.000 x g í 5 mínútur við 4°C. 

4. Flotið tekið ofan af bakteríunum. 
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5. Blanda 10 ml af 0,1 M natríum bicarbonat buffer, pH 9,0 rétt fyrir notkun, með því að setja 84 

mg af natríum bicarbonat í 10 ml af eimuðu vatni. Stilla lausnina á pH 9,0 með natríum 

hydroxíði. 

6. Leysa bakteríurnar upp í 1 ml af 0,1 M natríum bicarbonat buffer og lausnin stillt á McFarland 

3,3.  

7. Setja 600 µl af þeirri lausn í FITC glas og vortexa strax.  

8. Velta glasinu (end over rotation) í 30 mínútur við stofuhita, varið gegn ljósi. 

9. Þvo frumurnar þrisvar sinnum með 600 µl af HBSS og einu sinni með C+Y æti. Skilja niður í 

hvert skipti við 10.000 x g í 5 mínútur til þess að fjarlægja óbundinn lit. 

10. Botnfallið leyst upp með 600 µl af C+Y æti. 

11. Bakteríulausnin var ljósmæld við 620 nm í Novaspec®II ljósmæli (Med WOW, Nicosia, 

Cyprus) og gleypnin jöfnuð að 0,55 í C+Y æti. (Í þessu skrefi á að gera 100x þynningu á 

bakteríulausninni en það var ekki hægt því að ekki var nógu mikið magn af bakteríum í 

lausninni). 

12. Setja 400 µl af bakteríulausn út á polystyren filter og rækta í 4 klst. 

13. Bakteríulausnin tekin af frumunum og skolað með 250 µl af PBS. 

14. 250 µl af 3,5% formalíni sett út á filterinn og látið standa í 5 mínútur áður en það er tekið af. 

15. Filterinn skorinn út og settur á smásjárgler. 

16. Filterinn litaður með TO-PRO-3-iodide kjarnalit í 15 mínútur. 

17. Filterinn þveginn með PBS og dH2O og hann látinn þorna. 

18. Olía sett á filterinn og þekjugler yfir. 

19. Filterinn skoðaður í confocal smásjá (Zeiss Pascal, USA). 

Ef ekki er hægt að skoða filterinn alveg strax má setja PBS út á hann eftir að formalínið hefur verið 

tekið af honum. Þá eru settir 500 µl ofan á filterinn og 1,5 ml undir hann. 

 

3.6 Tölfræði 
Útreikningar: 

Allar niðurstöður voru settar upp í Excel. Meðaltöl allra þriggja brunnanna sem hver stofn var mældur í 

hverju sinni voru reiknuð eftir ljósmælingu við OD492 (aflestur). Niðurstöður úr mælingum á neikvæða 

kontrólinu fyrir CV litinn voru síðan dregnar frá meðaltali hvers stofns til þess að leiðrétta fyrir því að 

CV liturinn skolaðist aldrei allur úr bökkunum. Úrvinnsla gagna fór fram í Excel og í tölfræðiforritinu R. 

Tukey´s range test var gert í tölfræðiforritinu R og Fisher exact próf á vefslóðinni: 

http://www.physics.csbsju.edu/stats/exact_NROW_NCOLUMN_form.html í þeim tilvikum sem 

marktæknimælingar voru gerðar og miðað var við marktæknimörkin <0,05. Boxplot voru gerð í 

tölfræðiforritinu R.  
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4 Niðurstöður 

4.1 Örveruþekjumyndun allra stofna 
Þegar niðurstöður úr ljósgleypnimælingum allra stofna voru settar upp í súlurit og dreifingin skoðuð 

þótti eðlilegast að skipta stofnunum í 3 hópa, þar sem einn hópur myndaði engar örveruþekjur, annar 

hópurinn myndaði þunnar örveruþekjur og sá þriðji myndaði þykkar örveruþekjur. Á mynd 8 má sjá 

niðurstöður mælinga á örveruþekjumyndunar allra 108 stofnanna. Stofnar þar sem ljósgleypni 

(örveruþekjumyndun) mældist undir 0,020 töldust ekki mynda örveruþekjur (39 stofnar), stofnar sem 

mældust á bilinu 0,020 - 0,085 töldust mynda þunnar örveruþekjur (40 stofnar) og stofnar með 

ljósgleypni yfir 0,085 töldust mynda þykkar örveruþekjur (29 stofnar). 

 
Mynd 8. Súlurit sem sýnir fjölda stofna og þá þrjá hópa sem stofnarnir skiptast í, engar örveruþekjur, 

þunnar örveruþekjur og þykkar örveruþekjur. 

 

4.1.1 Stofnar frá endurteknum miðeyrnasýkingum 
Alls voru prófaðir 33 stofnar af 5 hjúpgerðum frá endurteknum miðeyrnasýkingum 0-6 ára barna. 

Stofnar af hjúpgerð 19F (11) mynduðu í öllum tilvikum örveruþekjur, 91% þunnar en 9% þykkar. 

Stofnar af hjúpgerð 23F (7) mynduðu í flestum tilvikum engar örveruþekjur, 86% engar en 14% 

þunnar. Stofnar af hjúpgerð 6A (6) mynduðu í öllum tilvikum örveruþekjur, 83% þykkar en 14% 

þunnar. Stofnar af hjúpgerð 6B (5) mynduðu í öllum tilvikum örveruþekjur, 80% þykkar en 20% 

þunnar. Stofnar af hjúpgerð 14 (4) mynduðu engar örveruþekjur.  
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Ekki var munur á myndun örveruþekja hjá stofnum af hjúpgerð 19F einum og sér eða í samrækt 

með H. influenzae. Stofnar af hjúpgerð 23F mynduðu engar örveruþekjur einir og sér og samrækt 

hafði ekki áhrif á örveruþekjumyndun hjá H. influenzae stofnum. Stofnar af hjúpgerð 6A mynduðu meiri 

örveruþekjur einir og sér heldur en með H. influenzae og það sama má segja um stofna af hjúpgerð 

6B. Stofnar af hjúpgerð 14 mynduðu engar örveruþekjur einir og sér, en samrækt virtist hafa örvandi 

áhrif á örveruþekjumyndun hjá ónæmum H. influenzae stofni. Niðurstöður mælinga á 

örveruþekjumyndun stofna frá miðeyra með og án H. influenzae, teknar saman eftir hjúpgerðum má 

sjá á mynd 9.  

 
Mynd 9. Örveruþekjumyndun allra stofna frá miðeyra tekin saman eftir hjúpgerðum, með og án H. 

influenzae.  

 Grænu línurnar tvær tákna H. influenzae stofnana. Þykka línan inni í hverjum kassa táknar 
miðgildið, neðri brún kassans táknar fyrstu fjórðungsmörk og efri brún hans táknar þriðju 
fjórðungsmörk. Punktalínurnar tákna hæsta og lægsta gildi. Stakir punktar eru útlagar. Fjölda 
stofna innan hverrar hjúpgerðar má sjá innan sviga.  

 

Alls voru penisillín næmir stofnar 16 (48%), stofnar með minnkað næmi voru líka 16 (48%) og 1 

(2%) stofn var ónæmur. Ekki var munur á örveruþekjumyndun eftir næmi stofna. Meðaltals 

örveruþekjumyndun næmra stofna var 0,057, meðaltal stofna með minnkað næmi var 0,067 og 

meðaltal ónæma stofnsins var 0,065 sem þýðir að allir hópar mynda þunnar örveruþekjur.    
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4.1.2 Stofnar frá ífarandi sýkingum 
Alls voru prófaðir 25 stofnar af 5 hjúpgerðum frá ífarandi sýkingum 0-6 ára barna. Stofnar af hjúpgerð 

19F (5) mynduðu í öllum tilvikum þunnar örveruþekjur. Stofnar af hjúpgerðum 23F (5) og 14 (5) 

mynduðu engar örveruþekjur. Stofnar af hjúpgerð 6A (5) mynduðu mis þykkar örveruþekjur, 60% 

þykkar, 20% þunnar og 20% engar. Stofnar af hjúpgerð 6B (5) mynduðu í öllum tilvikum þykkar 

örveruþekjur.  

Stofnar af hjúpgerð 19F mynduðu minni örveruþekjur einir og sér heldur en í samrækt með H. 

influenzae. Stofnar af hjúpgerð 23F mynduðu engar örveruþekjur einir og sér. Samrækt virtist ekki 

hafa áhrif á örveruþekjumyndun hjá næmum H. influenzae stofni, en hún virtist hafa örvandi áhrif á 

örveruþekjumyndun hjá ónæmum H. influenzae stofni. Stofnar af hjúpgerð 6A mynduðu álíka þykkar 

örveruþekjur einir og sér og með ónæmum H. influenzae stofni en þynnri með næmum H. influenzae 

stofni. Það sama má segja um stofna af hjúpgerð 6B. Stofnar af hjúpgerð 14 mynduðu engar 

örveruþekjur einir og sér, en samrækt virtist hafa örvandi áhrif á örveruþekjumyndun hjá ónæmum H. 

influenzae stofni. Niðurstöður mælinga á örveruþekjumyndun stofna frá ífarandi sýkingum með og án 

H. influenzae, teknar saman eftir hjúpgerðum má sjá á mynd 10.  

 
Mynd 10. Örveruþekjumyndun allra stofna frá ífarandi sýkingum tekin saman eftir hjúpgerðum, með og 

án H. influenzae. 

 Grænu línurnar tvær tákna H. influenzae stofnana. Þykka línan inni í hverjum kassa táknar 
miðgildið, neðri brún kassans táknar fyrstu fjórðungsmörk og efri brún hans táknar þriðju 
fjórðungsmörk. Punktalínurnar tákna hæsta og lægsta gildi. Stakir punktar eru útlagar. Fjölda 
stofna innan hverrar hjúpgerðar má sjá innan sviga.  
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Alls voru penisillín næmir stofnar 20 (80%), stofnar með minnkað næmi voru 4 (16%) og 1 (4%) 

stofn var ónæmur. Lítill munur var á örveruþekjumyndun eftir næmi stofna. Meðaltals 

örveruþekjumyndun næmra stofna var 0,051, meðaltal stofna með minnkað næmi var 0,061 og 

meðaltal ónæma stofnsins var 0,070 sem þýðir að allir hópar mynda þunnar örveruþekjur.  

 

4.1.3 Stofnar frá nefkoki heilbrigðra barna 
Alls voru prófaðir 50 stofnar af 5 hjúpgerðum frá nefkoki heilbrigðra barna á aldrinum 0-6 ára. Stofnar 

af hjúpgerð 19F (12) mynduðu mis þykkar örveruþekjur, 8% þykkar, 84% þunnar og 8% engar. Stofnar 

af hjúpgerð 23F (8) mynduðu engar örveruþekjur. Stofnar af hjúpgerðum 6A (12) og 6B (8) mynduðu í 

öllum tilvikum örveruþekjur, 50% þykkar en 50% þunnar. Stofnar af hjúpgerð 14 (10) mynduðu í 

flestum tilvikum engar örveruþekjur, 90% engar en 10% þunnar.  

Stofnar af hjúpgerð 19F mynduðu minni örveruþekjur einir og sér heldur en með H. influenzae 

stofnum. Stofnar af hjúpgerð 23F mynduðu engar örveruþekjur einir og sér og samrækt hafði ekki áhrif 

á örveruþekjumyndun hjá H. influenzae stofnum. Stofnar af hjúpgerð 6A mynduðu álíka þykkar 

örveruþekjur einir og sér og í samrækt með H. influenzae. Það sama má segja um stofna af hjúpgerð 

6B. Stofnar af hjúpgerð 14 mynduðu engar örveruþekjur einir og sér, en í samrækt mynduðu þeir jafn 

þykkar örveruþekjur með báðum H. influenzae stofnunum. Niðurstöður mælinga á örveruþekjumyndun 

stofna frá berum með og án H. influenzae, teknar saman eftir hjúpgerðum má sjá á mynd 11. 
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Mynd 11. Örveruþekjumyndun allra stofna frá berum tekin saman eftir hjúpgerðum, með og án H. 

influenzae. 

 Grænu línurnar tvær tákna H. influenzae stofnana. Þykka línan inni í hverjum kassa táknar 
miðgildið, neðri brún kassans táknar fyrstu fjórðungsmörk og efri brún hans táknar þriðju 
fjórðungsmörk. Punktalínurnar tákna hæsta og lægsta gildi. Stakir punktar eru útlagar. Fjölda 
stofna innan hverrar hjúpgerðar má sjá innan sviga.  

 

Alls voru penisillín næmir stofnar 36 (72%), stofnar með minnkað næmi voru 14 (28%) og enginn 

stofn var ónæmur. Enginn munur var á örveruþekjumyndun eftir næmi stofna. Meðaltals 

örveruþekjumyndun næmra stofna var 0,041 og meðaltal stofna með minnkað næmi var 0,042, sem 

þýðir að báðir mynda þunnar örveruþekjur.  

 

4.2 Samantekt og samanburður á sýnahópum 
Stofnar frá miðeyra mynduðu örveruþekjur í 70% tilvika. Stofnar frá ífarandi sýkingum mynduðu 

örveruþekjur í 56% tilvika og stofnar frá berum í 64% tilvika. Hlutfall þeirra stofna sem mynduðu þykkar 

örveruþekjur var hæst hjá stofnum frá ífarandi sýkingum, eða 32%, frá miðeyra 30% og frá ífarandi 

sýkingum 22%. Ekki var marktækur munur á örveruþekjumyndun eftir sýnahópum (p - > 0,05). 

Meðaltals örveruþekjumyndun allra hjúpgerða eftir sýnahópum má sjá á mynd 12. 
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Mynd 12. Meðaltals örveruþekjumyndun allra stofna eftir sýnahópum.  

 Þykka línan inni í hverjum kassa táknar miðgildið, neðri brún kassans táknar fyrstu 
 fjórðungsmörk og efri brún hans táknar þriðju fjórðungsmörk. Punktalínurnar tákna hæsta og 
 lægsta gildi. Fjölda stofna innan hverrar hjúpgerðar má sjá innan  sviga. 
 

Stofnar af hjúpgerðum 19F og 6A frá miðeyra mynduðu þykkari örveruþekjur heldur en stofnar af 

sömu hjúpgerðum sem komu frá ífarandi sýkingum og berum. Stofnar af hjúpgerð 6B frá miðeyra og 

ífarandi sýkingum mynduðu jafn þykkar örveruþekjur. Stofnar af hjúpgerðum 23F og 14 mynduðu 

engar örveruþekjur í neinum sýnahópum. Stofnar af hjúpgerð 19F frá miðeyra mynduðu meiri 

örveruþekjur en stofnar frá berum, (p - 0,020). Stofnar af hjúpgerð 6B frá ífarandi sýkingum mynduðu 

meiri örveruþekjur en stofnar frá berum (p - 0,018). Stofnar af hjúpgerð 14 frá berum mynduðu meiri 

örveruþekjur en stofnar frá ífarandi sýkingum (p - 0,0006). Stofnar af hjúpgerð 14 frá berum mynduðu 

meiri örveruþekjur en stofnar frá miðeyra (p - 0,0009). Ekki var marktækur munur á 

örveruþekjumyndun í öðrum sýnahópum og hjúpgerðum. Niðurstöður á samanburði á 

örveruþekjumyndun á milli sýnahópa flokkað eftir hjúpgerðum má sjá á mynd 13. 
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Mynd 13. Örveruþekjumyndun hverrar hjúpgerðar fyrir sig eftir sýnahópum.  

 Þykka línan inni í hverjum kassa táknar miðgildið, neðri brún kassans táknar fyrstu 
fjórðungsmörk og efri brún hans táknar þriðju fjórðungsmörk. Punktalínurnar tákna hæsta og 
lægsta gildi. Stakir punktar eru útlagar. Fjölda stofna innan hvers sýnahóps má sjá innan 
sviga. 
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Þeir stofnar sem mynduðu þykkastar örveruþekjur samanlagt í öllum sýnahópum voru af 

hjúpgerðum 6A og 6B. Stofnar af hjúpgerð 19F mynduðu þunnar örveruþekjur en stofnar af 

hjúpgerðum 23F og 14 mynduðu engar. Stofnar af hjúpgerð 19F mynduðu meiri örveruþekjur en 

stofnar af hjúpgerðum 14 (p - <0,00001) og 23F (p - <0,00001). Stofnar af hjúpgerð 6A mynduðu meiri 

örveruþekjur en stofnar af hjúpgerðum 19F (p - 0,00003), 14 (p - <0,00001) og 23F (p - <0,00001). 

Stofnar af hjúpgerð 6B mynduðu meiri örveruþekjur en stofnar af hjúpgerðum 19F (p - 0,00007), 14 (p 

- <0,00001) og 23F (p - <0,00001). Niðurstöður samanburðar á örveruþekjumyndun hverrar 

hjúpgerðar fyrir sig má sjá á mynd 14. 

 
Mynd 14. Meðaltals örveruþekjumyndun pneumókokka eftir hjúpgerðum í öllum sýnahópum.  

 Þykka línan inni í hverjum kassa táknar miðgildið, neðri brún kassans táknar fyrstu 
fjórðungsmörk og efri brún hans táknar þriðju fjórðungsmörk. Punktalínurnar tákna hæsta og 
lægsta gildi. Stakir punktar eru útlagar. Fjölda stofna innan hverrar hjúpgerðar má sjá innan 
sviga. 

 

4.3 Sýklalyfjaprófanir  
Áhrif sýklalyfja voru prófuð á 9 pneumókokka stofnum sem ekki mynduðu örveruþekjur og 9 stofnum 

sem mynduðu þykkar örveruþekjur. Stofnar sem ekki mynduðu örveruþekjur náðu í 56% tilvika að lifa 

af meðferð með amoxisillíni en í 22% tilvika hjá stofnum sem mynduðu þykkar örveruþekjur. 

Samantekt á áhrifum sýklalyfja á pneumókokka eina og sér má sjá á mynd 15. Stofnar sem notaður 

voru til viðmiðunar fengu sömu meðferð að öllu leyti nema því að það voru engin sýklalyf í þeirra æti. 
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Mynd 15. Vöxtur pneumókokka í nýju æti í 14 klst. eftir sýklalyfjameðferð. Viðmiðunarstofnar fengu 

sömu meðferð að öllu leyti nema engin sýklalyf. 

 Stofnar sem mynduðu engar örveruþekjur eru vinstra megin við svörtu línuna og stofnar sem 
 mynduðu þykkar örveruþekjur eru hægra megin við hana. 

 

Samrækt pneumókokka og næma H. influenzae stofnsins sýndi að stofnar sem ekki mynda 

örveruþekjur náðu í 56% tilvika að lifa af meðferð með amoxisillíni en í 22% tilvika hjá stofnum sem 

mynda þykkar örveruþekjur.  

Samantekt á áhrifum sýklalyfja á pneumókokka með næmum H. influenzae stofni má sjá á mynd 

16.  

 
Mynd 16. Vöxtur pneumókokka og H. influenzae í nýju æti í 14 klst. eftir sýklalyfjameðferð. 

Viðmiðunarstofnar fengu sömu meðferð að öllu leyti nema engin sýklalyf. 

 Stofnar sem mynduðu engar örveruþekjur eru vinstra megin við svörtu línuna og stofnar sem 
 mynduðu þykkar örveruþekjur eru hægra megin við hana. 
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Allir stofnar lifðu af meðferð með amoxisillíni þegar þeir voru ræktaðir með ónæma H. influenzae 

stofninum. Samantekt á áhrifum sýklalyfja á pneumókokka með ónæmum H. influenzae stofni má sjá 

á mynd 17. 

 
Mynd 17. Vöxtur pneumókokka og H. influenzae í nýju æti í 14 klst. eftir sýklalyfjameðferð. 

Viðmiðunarstofnar fengu sömu meðferð að öllu leyti nema engin sýklalyf. 

 Stofnar sem mynduðu engar örveruþekjur eru vinstra megin við svörtu línuna og stofnar sem 
 mynduðu þykkar örveruþekjur eru hægra megin við hana. 

 

4.4 Ræktun pneumókokka á lungnaþekjufrumum og FITC litun  
Við FITC litun taka pneumókokkar upp flúrskins grænan lit sem gerir það að verkum að auðvelt er að 

skoða þá í ljóssmásjá. Í heildina voru litaðir þrír mismunandi stofnar, einn þeirra hafði festiþræði af 

gerð 1, annar hafði festiþræði af gerð 1 og 2 og sá þriðji hafði enga festiþræði. Á mynd 18 má sjá FITC 

litaða pneumókokka af stofni þrjú sem hafði enga festiþræði en þeir voru settir á smásjárgler og 

skoðaðir í ljóssmásjá. 
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Mynd 18. Pneumókokkar sem búið er að lita með FITC lit, 40x stækkun í epifluorescence ljóssmásjá 

(Leica, Germany). 

 

Filterar sem pneumókokkarnir voru ræktaðir upp á með lungnaþekjufrumunum voru skoðaðir í 

confocal smásjá. Á mynd 19 má sjá pneumókokka (græna) af stofni þrjú og þekjufrumurnar (bláar), en 

þar sést greinilega hvernig pneumókokkarnir hafa bundist við þekjuna og fært sig mis mikið ofan í 

hana. Þar sem mikið magn er af pneumókokkum hafa þekjufrumurnar horfið. FITC litunin sýndi einnig 

að pneumókkarnir söfnuðust gjarnan saman í þyrpingar.  Á myndinni hægra megin og fyrir ofan stóru 

myndina má sjá þverskurðar myndir af filternum en þar sést hvað pneumókokkarnir eru komnir langt 

ofan í þekjuna. 

 
Mynd 19. Confocal (Zeiss Pascal) smásjármynd. Pneumókokkar (grænir) hafa eytt þekjufrumunum 

(bláar) á stóru svæði. Einnig sést hvað pneumókokkarnir eru komnir langt ofan í þekjuna. 
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5 Umræða 

5.1 Örveruþekjumyndun allra stofna 
Þær hjúpgerðir sem prófaðar voru frá endurteknum sýkingum í miðeyra, ífarandi sýkingum og berum 

voru 19F, 23F, 6A, 6B og 14. Stofnar af hjúpgerð 19F frá miðeyra og ífarandi sýkingum mynduðu í 

öllum tilvikum einhverjar örveruþekjur og í flestum tilvikum frá berum. Stofnar af hjúpgerð 23F frá 

ífarandi sýkingum og berum mynduðu engar örveruþekjur en stofnar frá miðeyra mynduðu þunnar 

örveruþekjur í örfáum tilfellum, annars engar. Stofnar af hjúpgerð 6A frá miðeyra og berum mynduðu í 

öllum tilvikum einhverjar örveruþekjur en stofnar frá ífarandi sýkingum mynduðu einhverjar 

örveruþekjur í flestum tilvikum. Stofnar af hjúpgerð 6B mynduðu í öllum tilvikum einhverjar 

örveruþekjur í öllum sýnahópum. Stofnar af hjúpgerð 14 frá miðeyra og ífarandi sýkingum mynduðu 

engar örveruþekjur en stofnar frá berum mynduðu þunnar örveruþekjur í örfáum tilfellum, annars 

engar.  

Lorena og félagar birtu rannsókn þar sem þau voru að kanna viðloðunarhæfni pneumókokka í 

míkrótíter bökkum og kom þar í ljós að stofnar af hjúpgerð 19F mynduðu þykkar örveruþekjur í 

langflestum tilvikum (151), en í þessari rannsókn mynduðu þeir þunnar örveruþekjur. Það skal þó tekið 

fram að þau notuðu aðra aðferð við mælingar heldur en hér var gert og þau voru með stofna sem 

ræktuðust úr hráka. Í þeirra rannsókn kom einnig í ljós að stofnar af hjúpgerð 23F mynduðu þunnar 

örveruþekjur í öndunarfærum en þykkar frá stofnum sem ræktuðust úr blóði og heila- og mænuvökva 

(151). Í þessari rannsókn mynduðu stofnar af hjúpgerð 23F engar örveruþekjur í neinum sýnahópum. 

Stofnar af hjúpgerð 6B mynduðu ekki eins þykkar örveruþekjur í rannsókn Lorena og félaga eins og 

þeir gerðu í þessari rannsókn. Lorena og félagar komust að því að sennilega væru engin tengsl á milli 

hæfni pneumókokka til að loða við undirlag, í því tilviki plast í míkrótíter bökkum, uppruna stofna 

(sýkingastað) og sýklalyfjanæmis (151), en þær niðurstöður samræmast þeim niðurstöðum sem 

fengust úr þessari rannsókn. 

Í rannsókn Camilli og félaga á örveruþekjumyndun mismunandi hjúpgerða frá ífarandi sýkingum 

kom í ljós að stofnar af hjúpgerð 14 voru örveruþekjumyndandi sem er ekki í samræmi við niðurstöður 

þessarar rannsóknar. Ástæðan gæti mögulega verið sú að um mismunandi klóna hafi verið að ræða í 

þessum tveimur rannsóknum. Stofnar af hjúpgerð 19F mynduðu þykkar örveruþekjur í þeirra rannsókn 

en í þessari rannsókn mynduðu þeir þunnar örveruþekjur. Þeirra rannsókn sýndi einnig fram á það að 

stofnar af hjúpgerð 6A mynduðu þykkar örveruþekjur (38) sem samræmist niðurstöðum þessarar 

rannsóknar þar sem allir stofnar af hjúpgerð 6A mynduðu þykkar örveruþekjur. 

Hjá stofnum frá miðeyra virðist samrækt pneumókokka og H. influenzae ekki hafa nein teljandi áhrif 

á örveruþekjumyndun hjá stofnum af hjúpgerðum 19F og 23F. Stofnar af hjúpgerðum 6A og 6B 

mynduðu mun minni örveruþekjur í samrækt heldur en einir og sér. Stofnar af hjúpgerð 14 virtust hafa 

einhver örvandi áhrif á örveruþekjumyndun ónæma H. influenzae stofnsins.  

Hjá stofnum frá ífarandi sýkingum af hjúpgerð 19F virðist samrækt pneumókokka og H. influenzae 

hafa örvandi áhrif á örveruþekjumyndun beggja H. influenzae stofnanna. Pneumókokkar af 

hjúpgerðum 23F og 14 virtust hafa einhver örvandi áhrif á örveruþekjumyndun ónæma H. influenzae 

stofnsins en engin áhrif á þann næma. Stofnar af hjúpgerðum 6A og 6B mynduðu álíka miklar 
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örveruþekjur einir og sér og í samrækt með ónæmum H. influenzae stofni en mun minni með næma H. 

influenzae stofninum.  

Hjá stofnum frá berum virðist samrækt pneumókokka og H. influenzae mynda meiri örveruþekjur 

hjá stofnum af hjúpgerð 19F en þegar stofnarnir eru ræktaðir einir og sér. Samrækt virtist ekki hafa 

nein teljandi áhrif á örveruþekjumyndun hjá stofnum af hjúpgerðum 23F og 14. Stofnar af hjúpgerðum 

6A og 6B mynduðu álíka þykkar örveruþekjur einir og sér og í samrækt með H. influenzae.  

Rannsóknir hafa sýnt að mjög misjafnt er hversu miklar örveruþekjur hjúplausir H. influenzae 

stofnar mynda. Því væri hægt, í framhaldi af þessari rannsókn að skoða örveruþekjumyndun fleiri H. 

influenzae stofna í samrækt með pneumókokkum. Það gæti verið áhugavert að bera saman 

örveruþekjumyndun pneumókokka í samrækt með þremur mismunandi H. influenzae stofnum þar sem 

einn myndar engar örveruþekjur, annar þunnar og sá þriðji þykkar. 

Í rannsókn sem Hong og félagar birtu nýlega var verið að skoða samrækt pneumókokka stofnsins 

TIGR4 og H. influenzae stofnsins 86028NP. Þar voru stofnarnir ræktaðir saman, og í sitthvoru lagi í 

hárri og lágri þéttni. Niðurstöður rannsóknarinnar voru þær að báðar tegundirnar uxu vel einar og sér í 

hárri þéttni eftir 16 klst. ræktun. Þegar H. influenzae var bætt út í í lágri þéttni hafði það lítil áhrif á vöxt 

hjá pneumókokkum en H. influenzae óx ekki vel. Ef H. influenzae var bætt út í í hárri þéttni gerist það 

sama með pneumókokkana og H. influenzae uxu ennþá verr. Báðar tegundirnar uxu vel í lágri þéttni 

og það hafði engin áhrif að H. influenzae var bætt út í í hárri eða lágri þéttni. Þegar bakteríuvöxturinn 

var skoðaður eftir 24 klst. ræktun kom í ljós að í hárri þéttni uxu pneumókokkarnir ekki vel sem skýrist 

sennilega af því að þeir hafi verið komnir í sjálfsrof, en H. influenzae uxu aftur á móti vel. Þegar 

tegundunum var svo blandað saman uxu pneumókokkarnir betur en H. influenzae. Í lágri þéttni uxu 

pneumókokkarnir minna heldur en H. influenzae, en þó meira heldur en þeir gerðu í hárri þéttni. Þegar 

tegundunum var blandað saman uxu pneumókokkarnir álíka vel hvort sem þeim var blandað saman 

við H. influenzae í hárri eða lágri þéttni. H. influenxae uxu betur í lágri þéttni af pneumókokkum og 

hárri af H. influenzae (131). Samkvæmt þessum niðurstöðum virðist ansi margt geta spilað inn í vöxt 

þessara bakteríutegunda í samrækt og því ansi líklegt að samspil tegundanna sé ólíkt eftir 

hjúpgerðum og stofnum. Það skal einnig tekið fram að í þessari rannsókn er aðeins um tvo H. 

influenzae stofna að ræða og því ekki hægt að alhæfa um örveruþekjumyndun. Í rannsókn Murphy og 

félaga kom í ljós að mjög misjafnt er hversu þykkar örveruþekjur hjúplausir H. influenzae stofnar 

mynda, allt frá engum uppí mjög þykkar (152).   

Staðalfrávik innan hverrar hjúpgerðar var ekki breitt sem bendir til þess að aðferðin sé að virka 

ágætlega við greiningu á örveruþekjumyndun ólíkra hjúpgerða. 

Í miðeyra voru næmir stofnar rúmlega helmingur og fjölónæmir stofnar tæplega helmingur. Í 

ífarandi sýkingum var stærstur hluti stofna næmur og í berum voru næmir stofnar ríflega helmingur og 

fjölónæmir stofnar rúmlega þriðjungur.  

Camilli og félagar komust að því að næmir stofnar mynduðu þykkari örveruþekjur heldur en ónæmir 

stofnar sem var þvert á spár þeirra (38), þær niðurstöður eru þó ekki í samræmi við niðurstöður 

þessarar rannsóknar því enginn munur var á örveruþekjumyndun næmra og fjölónæmra stofna. 
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Alls voru penisillín næmir stofnar frá miðeyra um helmingur og stofnar með minnkað næmi um 

helmingur, einn stofn var ónæmur. Flestir stofnar frá ífarandi sýkingum voru penisillín næmir, stofnar 

með minnkað næmi voru þó tæplega fimmtungur og einn stofn var ónæmur. Alls voru penisillín næmir 

stofnar frá berum ríflega helmingur, stofnar með minnkað næmi tæplega þriðjungur, en enginn stofn 

var ónæmur.  

Stofnar með minnkað næmi fyrir penisillíni mynduðu almennt meiri örveruþekjur heldur en stofnar 

sem voru næmir fyrir því. Munurinn var þó ekki marktækur. Það virðast því ekki vera nein tengsl á milli 

sýklalyfjanæmis og örveruþekjumyndunar hjá stofnum frá endurteknum miðeyrnasýkingum, ífarandi 

sýkingum og berum. 

 

5.2 Samantekt og samanburður á sýnahópum 
Stofnar af hjúpgerðum 19F og 6A frá miðeyra mynduðu mun þykkari örveruþekjur heldur en stofnar af 

sömu hjúpgerðum frá hinum sýnahópunum. Stofnar af hjúpgerð 6B frá miðeyra og ífarandi sýkingum 

mynduðu jafn þykkar örveruþekjur. Stofnar af hjúpgerðum 23F og 14 mynduðu ekki teljandi 

örveruþekjur í neinum sýnahópum. Stofnar af hjúpgerð 19F frá miðeyra mynduðu marktækt meiri 

örveruþekjur heldur en stofnar frá berum (p - 0,020) sem er eitthvað sem búist var við í upphafi 

rannsóknarinnar. Það var þó ekki marktækur munur á örveruþekjumyndun stofna af hjúpgerð 19F frá 

miðeyra og ífarandi sýkingum. Stofnar af hjúpgerð 6B frá ífarandi sýkingum mynduðu marktækt meiri 

örveruþekjur heldur en stofnar frá berum (p - 0,018). Stofnar af hjúpgerð 14 frá berum mynduðu meiri 

örveruþekjur en stofnar frá ífarandi sýkingum (p - 0,0006) og frá miðeyra (p - 0,0009), en stofnar af 

hjúpgerð 14 flokkuðust samt sem áður sem ekki örveruþekjumyndandi stofnar.  

Stofnar frá ífarandi sýkingum og miðeyra mynduðu í þriðjungi tilfella þykkar örveruþekjur en í 

fimmtungi tilfella frá berum. Stofnar frá miðeyra og berum mynduðu í flestum tilvikum einhverjar 

örveruþekjur eða í ríflega helmingi tilfella. Stofnar frá ífarandi sýkingum mynduðu einhverjar 

örveruþekjur í rúmlega helmingi tilvika. Í rannsókn sem Lorena og félagar gerðu á stofnum úr blóði, 

mænuvökva og öndunarfærum kom í ljós að engin fylgni var á milli sýkingarstaðar og hversu þykkar 

örveruþekjur stofnarnir mynduðu, þ.e. stofnar frá ífarandi sýkingum mynduðu ekki meiri örveruþekjur 

heldur en stofnar frá öndunarfærum (151). 

Þeir stofnar sem mynduðu þykkastar örveruþekjur að meðaltali voru af hjúpgerðum 6A og 6B en 

þeir mynduðu nánast alveg jafn þykkar örveruþekjur. Stofnar af hjúpgerð 19F mynduðu þunnar 

örveruþekjur og stofnar af hjúpgerðum 23F og 14 mynduðu engar örveruþekjur. H. influenzae 

stofnarnir mynduðu þunnar örveruþekjur. Rannsókn sem Moscoso og félagar gerðu sýndi fram á það 

að stofnar af hjúpgerð 6B mynduðu þykkar örveruþekjur, stofnar af hjúpgerð 19F þunnar og stofnar af 

hjúpgerðum 14 og 23F engar (79). Í þeirra rannsókn eru hjúpgerðirnar reyndar ekki flokkaðar í þessa 

þrjá flokka en það sést mikil samsvörun á hlutfalli milli þessara þriggja hjúpgerða í þeirra rannsókn og í 

þessari rannsókn. Í rannsókn Camilli og félaga kom í ljós að stofnar af hjúpgerðum 6A og 6B mynduðu 

þykkar örveruþekjur sem samræmist niðurstöðum þessarar rannsóknar. Stofnar af hjúpgerðum 14 og 

23F voru þó að mynda meiri örveruþekjur í þeirra rannsókn heldur en þeir gerðu í þessari rannsókn 

(38). 
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Áður en vinna við verkefnið hófst var tilgátan sú að stofnar sem valda þrálátum miðeyrnasýkingum 

væru líklegri til þess að mynda meiri örveruþekjur heldur en stofnar sem gera það ekki og þá var helst 

verið að horfa á stofna af hjúpgerð 19F. Samkvæmt niðurstöðum þessarar rannsóknar virðist sú tilgáta 

ekki standast því ekki var marktækur munur á örveruþekjumyndun eftir sýnahópunum í heild. Þó var 

marktækur munur á örveruþekjumyndun í einhverjum tilvikum hjá ákveðnum hjúpgerðum innan 

sýnahópa, en hjúpgerð 19F í miðeyra myndaði t.d. marktækt meiri örveruþekjur heldur en stofnar af 

sömu hjúpgerð í berum. 

Upplýsingar um klónanúmer pneumókokka lágu fyrir hjá 29 stofnum af 108 og alls komu 14 

mismunandi klónanúmer fyrir. Til þess að fá áreiðanlegri niðurstöður þarf að fá upplýsingar um 

klónanúmer fleiri stofna til þess að hægt sé að slá því föstu að örveruþekjumyndun sé klónatengd. 

Upplýsingar um ST númer stofna liggja heldur ekki fyrir nema að mjög litlu leyti. Þessar upplýsingar 

ásamt fleirum koma til með að liggja fyrir bráðlega, þegar upplýsingar úr heilgena raðgreiningunni 

verða tilbúnar. 

Örveruþekjumyndun virðist að mestu leyti fara eftir hjúpgerðum, en engin tengsl sáust á milli þess 

að stofnar mynduðu meiri örveruþekjur ef þeir höfðu festiþræði. Ástæðan fyrir því er sennilega sú að 

aðstæður í míkrótíter bakka og í miðeyra eru ólíkar og mjög líklegt að festiþræðirnir hafi ekki sömu 

virkni á plasti og í miðeyra.  

 

5.3 Sýklalyfjaprófanir  
Styrkur amoxisillínsins sem notaður var í rannsókninni var 4 sinnum hærri heldur en 

lágmarksheftistyrkurinn sem er 4 µg/ml. Niðurstöður á áhrifum sýklalyfja á pneumókokka eina og sér 

sýndi að stofnar sem ekki mynda örveruþekjur náðu í rúmlega helmingi tilvika að lifa af meðferð með 

amoxisillíni en í rúmlega fimmtungi tilvika hjá stofnum sem mynda þykkar örveruþekjur. Þessar 

niðurstöður sýna það mjög vel að aðferðin er ekki að virka sem skyldi. 

Örveruþekjurnar sem myndast í bökkunum virðast ekki vera nógu sterkar og líkar því sem gerist í 

mannslíkamanum. Það má sjá af því að bakteríurnar þola í fæstum tilvikum meðferð með amoxisillíni. 

Ástæðan fyrir þessu er sennilega sú að örveruþekjurnar ná ekki að mynda eins þroskaðan og sterkan 

strúktúr eins og gerist í mannslíkamanum og því eru þær viðkvæmari fyrir lyfjunum í míkrótíter bakka 

heldur en í miðeyranu. Pneumókokkar í míkrótíter bakka fara fljótt í sjálfsrof og drepast vegna skorts á 

næringarefnum og vegna uppsöfnunar á úrgangsefnum. Í mannslíkamanum er stöðug endurnýjun á 

súrefni og næringu og því ná örveruþekjurnar að þroskast betur og lengur þar. Til þess að skoða þetta 

betur in vitro þá væri mögulega hægt að setja upp pneumókokkarækt í sírækt, þar sem stöðug 

endurnýjun væri á æti. Í þannig kerfi væri mögulega hægt að rækta pneumókokkana lengur og fá þá 

þannig til þess að mynda sterkari örveruþekjur.  

Vöxtur í samrækt með ónæmum H. influenzae stofni var svona mikill vegna þess að H. influenzae 

stofninn er ónæmur fyrir sýklalyfinu. 
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Sýklalyfjaprófanir sem aðrir hafa gert á pneumókokkum í míkrótíter bökkum hafa verið gerðar í 

öðru æti eins og t.d. Muller Hinton broði, með viðbættu 5% hestablóði og við ræktunarhitastigið 35,5°C 

(142). 

 

5.4 Ræktun pneumókokka á lungnaþekjufrumum og FITC litun 
Kostir þess að nota þessa aðferð á þekjufrumum eru þeir að hér er verið að líkja mun meira eftir 

aðstæðum eins og þær eru í mannslíkamanum. Því ættu að fást skýrari og marktækari niðurstöður 

með þessari aðferð. 

Upphaflega markmiðið var að skoða hvort þessi aðferð virkaði, til þess voru valdir stofnar með og 

án festirþráða en kanna átti hvort þeir skiptu máli. Stofninn sem hafði ekki festiþræði litaðist langbest, 

en ástæðan fyrir því er ekki þekkt. Þegar stofnarnir voru skoðaðir í confocal smásjá kom í ljós að það 

sáust flestar bakteríur á þekjunni af þeim stofni sem hafði ekki festiþræði, en ástæðan fyrir því er 

sennilega sú að hann litaðist best og því voru fleiri litaðar bakteríur sem greindust á þekjunni. Hinir 

stofnarnir tveir sem lituðust lítið sáust því í minna magni á þekjunni.  

Þar sem mikið magn var af FITC lituðum pneumókokkum var ekki hægt að greina hvort þeir væru í 

örveruþekjum eða ekki. Ástæðan fyrir því er sú að tækjabúnaðurinn var ekki nógu góður til þess að 

hægt væri að greina það.  

Niðurstaðan var því sú að aðferðin við FITC litun pneumókokkanna gekk ágætlega og mögulega 

væri hægt að halda áfram með þær rannsóknir.  

Ástæðan fyrir því að ekki voru prófaðir fleiri stofnar þannig að einhver marktækni fengist út úr 

þessum prófunum er sú að erfitt, tímafrekt og dýrt er að koma upp lungnaþekjufrumurækt því það er 

algengt að það komi mengun í þær á þeim 2 vikum sem tekur að koma þeim upp. FITC settið sem 

notað var í þessa rannsókn er dýrt en mögulega er hægt að kaupa FITC lit einan og sér og er það 

ódýrara. 

 

5.5 Tæknileg atriði 
Diplómaverkefni mitt snerist að mestu leyti um það að þróa aðferð til þess að mæla 

örveruþekjumyndun pneumókokka. Auk þess var örveruþekjumyndun ýmissa hjúpgerða könnuð frá 

sömu sýnahópum og hér var gert sem forprófun á aðferðinni. Sá hluti diplómaverkefnisins sem þurfti 

að þróa betur var uppleysing örveruþekja í míkrótíter bökkunum. Í diplómaverkefninu var notast við 

ethanól en fyrir þetta verkefni var ediksýra notuð og virkaði hún mun betur.  

Vandamál kom upp í sambandi við viðloðunarstuðuls formúluna sem notuð var í 

diplómaverkefninu. Formúlan byggist á því að mæla ljósgleypni CV litaðra örveruþekja í bakka, sú tala 

var síðan margfölduð með 0,55, sem er ljósgleypni bakteríulausnarinnar í upphafi og því deilt í 

niðurstöður úr ljósgleypnimælingum á vexti í bakka eftir 5 klst ræktun. Í þessu verkefni kom í ljós að lítil 

tengsl virðast vera á milli vaxtar baktería í æti og örveruþekjumyndunar, en þetta var skoðað 

sérstaklega í þessu verkefni (niðurstöður ekki birtar). Það gerir það að verkum að formúlan virkar ekki 
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eins og hún á að gera. Í ljósi þessa var prófað að ljósmæla CV litaðar örveruþekjur og túlka 

örveruþekjumyndun út frá þeim mælingum. Þegar allar niðurstöður með þessari aðferð voru bornar 

saman við niðurstöður úr diplómaverkefninu kom í ljós að örveruþekjumyndun hverrar hjúpgerðar var 

hlutfallslega mjög svipuð á milli hjúpgerða sem styður það að aðferðirnar eru að virka á svipaðan hátt. 

Það sem mælir frekar með því að þessi nýja aðferð sé notuð er sú að staðalfrávik mælinga með nýju 

aðferðinni voru ekki eins breið og þau voru með gömlu aðferðinni.  

Þegar búið var að breyta aðferðinni eins og nefnt var hér að ofan þá kom upp vandamál þegar það 

átti að fara að túlka niðurstöðurnar, þ.e. hvar mörkin lágu fyrir engar örveruþekjur, þunnar örveruþekjur 

og þykkar örveruþekjur. Niðurstöður úr öllum mælingum voru settar upp í súlurit og komu þá í ljós þrír 

hópar, þar sem einn hópurinn myndaði engar örveruþekjur, annar hópur myndaði þunnar örveruþekjur 

og þriðji hópurinn myndaði þykkar örveruþekjur. Þetta munstur sást líka þegar hver sýnatökustaður var 

skoðaður einn og sér. 

Örveruþekjurnar í bökkunum virðast ekki vera nógu sterkar til þess að þola meðferð með 

sýklalyfjum og því er hægt að velta fyrir sér áreiðanleika aðferðarinnar í heild. Það skal þó tekið fram, 

aðferðinni til stuðnings, að staðalfrávik hverrar hjúpgerðar sem komu fyrir í eyra var mjög lágt, það 

sama má segja um staðalfrávik hverrar hjúpgerðar sem komu fyrir í ífarandi sýkingum og hjá berum. 

Þessi aðferð virðist því gagnast vel við mat á örveruþekjumyndun stofna eftir hjúpgerðum en aðferð 

við sýklalyfjaprófanirnar þyrfti að þróa betur. Áhugavert væri að kanna frekar áhrif sýklalyfja á bakteríur 

í örveruþekjum í sírækt, en þar er stöðugt gegnumflæði af æti í gegnum ræktina þannig að engin 

uppsöfnun verður á úrgangsefnum og þær verða ekki uppiskroppa með næringu.  

Styrkur þessarar rannsóknar er tvímælalaust einfaldleiki hennar og svo er hún líka tiltölulega ódýr. 

Aðferðin gefur einnig góða mynd af því hvort stofnar eru örveruþekjumyndandi eða ekki. 

Sýklalyfjaprófanir þarf þó að framkvæma á annan hátt eins og fram hefur komið, því örveruþekjurnar 

ná ekki að verða nógu sterkar til þess að lifa af meðferð með amoxisillíni. 
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6  Ályktanir 
Eftirfarandi ályktanir eru dregnar af rannsókninni: 

• Stofnar af hjúpgerðum 6B og 6A mynda þykkar örveruþekjur í míkrótíter bakka, stofnar af 

hjúpgerð 19F mynda þunnar örveruþekjur og stofnar af hjúpgerðum 23F og 14 mynda 

engar örveruþekjur. 

• Stofnar frá endurteknum miðeyrnasýkingum mynda oftast einhverjar örveruþekjur. 

• Stofnar frá ífarandi sýkingum og endurteknum miðeyrnasýkingum mynda oftast þykkar 

örveruþekjur. 

• Samrækt pneumókokka og H. influenzae hefur ekki eins mikið örvandi áhrif á 

örveruþekjumyndun eins og búist var við. Þó er misjafnt hvaða áhrif samræktin hefur eftir 

hjúpgerðum og sýnahópum pneumókokka og einnig eftir H. influenzae stofnum.  

• Ekki virðast vera mikil tengsl á milli örveruþekjumyndunar og sýklalyfjanæmis. 

• Aðferð við sýklalyfjaprófanir virkar ekki nógu vel og þarf að þróa hana betur. 

• Ræktun pneumókokka á lungnaþekjufrumum og FITC litun þeirra þyrfti að skoða betur en 

engar marktækar niðurstöður fengust út úr þeirri rannsókn vegna þess hversu fáir stofnar 

voru skoðaðir.  
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Fylgiskjal 1 

Fjöldi stofna innan hverrar hjúpgerðar pneumókokka frá endurteknum miðeyrnasýkingum, ásamt fjölda 

(og hlutfalli) stofna sem mynda engar örveruþekjur, þunnar örveruþekjur og þykkar örveruþekjur. 

Hjúpgerð	
  
Heildarfjöldi	
  

stofna	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  engar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þunnar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þykkar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  
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)	
  

	
   	
  * Örveruþekjumyndun <0,020 - bakteríur mynda engar örveruþekjur. Örveruþekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteríur mynda 
þunnar överuþekjur. Örveruþekjumyndun > 0,085 - bakteríur mynda þykkar örveruþekjur.  

 

 

Fjöldi stofna innan hverrar hjúpgerðar pneumókokka frá ífarandi sýkingum, ásamt fjölda (og hlutfalli) 

stofna sem mynda engar örveruþekjur, þunnar örveruþekjur og þykkar örveruþekjur. 

Hjúpgerð	
  
Heildarfjöldi	
  

stofna	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  engar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þunnar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þykkar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  
19F	
   5	
  

	
  
5	
  (100)	
  

	
  23F	
   5	
  
	
  

5	
  (100)	
  
	
  6A	
   5	
   1	
  (20)	
   1	
  (20)	
   3	
  (60)	
  

6B	
   5	
  
	
   	
  

5	
  (100)	
  
14	
   5	
   5	
  (100)	
  

	
   	
  * Örveruþekjumyndun <0,020 - bakteríur mynda engar örveruþekjur. Örveruþekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteríur mynda 
þunnar överuþekjur. Örveruþekjumyndun > 0,085 - bakteríur mynda þykkar örveruþekjur.  

 

 

Fjöldi stofna innan hverrar hjúpgerðar pneumókokka frá nefkoki heilbrigðra barna, ásamt fjölda (og 

hlutfalli) stofna sem mynda engar örveruþekjur, þunnar örveruþekjur og þykkar örveruþekjur. 

Hjúpgerð	
  
Heildarfjöldi	
  

stofna	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  engar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þunnar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þykkar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  
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)	
  
	
  * Örveruþekjumyndun <0,020 - bakteríur mynda engar örveruþekjur. Örveruþekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteríur mynda 

þunnar överuþekjur. Örveruþekjumyndun > 0,085 - bakteríur mynda þykkar örveruþekjur.  
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Fylgiskjal 2 

Samanlagður fjöldi allra stofna í öllum sýnahópum og af öllum hjúpgerðum ásamt fjölda (og hlutfalli) 

stofna sem mynda engar örveruþekjur, þunnar örveruþekjur og þykkar örveruþekjur.  

Hjúpgerð	
  
Heildarfjöldi	
  

stofna	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  engar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þunnar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  

Fjöldi	
  stofna	
  sem	
  
mynda	
  þykkar	
  

örveruþekjur	
  (%)*	
  
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)	
  
	
  * Örveruþekjumyndun <0,020 - bakteríur mynda engar örveruþekjur. Örveruþekjumyndun 0,020 - 0,085 - bakteríur mynda 

þunnar överuþekjur. Örveruþekjumyndun > 0,085 - bakteríur mynda þykkar örveruþekjur.  

 


