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Streptococcus pneumoniae, eli pneumokokki, aiheuttaa lievid, vakavia ja invasiivisia
bakteeri-infektioita. Vuonna 2022, vakavien pneumokokki-infektioiden ilmaantuvuus oli
10,5 tapausta per 100 000 suomalaista. Infektioiden hoito laajakirjoisilla antibiooteilla
lisdd painetta antibioottiresistenssin kehittymiselle. Pneumokokki on myds sopeutunut
laajamittaiseen immunisaatioon, ja rokotesuojan ulkopuoliset serotyypit aiheuttavat
kasvavan midirdn infektioita populaatiossa. [lmion seuraamiseksi ja rokotekehityksen
tueksi, sekd sopivan hoidon antamiseksi tarvitaan herkkid, spesifisid ja nopeita
diagnostisia menetelmid. Tdméa tutkielma on katsaus pneumokokin diagnostisia
menetelmid késittelevaén kirjallisuuteen.

Perinteiset, pneumokokin mikrobiologisiin ja biokemiallisiin ominaisuuksiin perustuvat
menetelmit, kuten gram-virjdys ja sappisuolaliukoisuustesti, ovat edullisia ja helppoja,
mutta hitaita, epispesifisid, ja hdirioherkkid. Molekulaariset menetelmit, kuten qPCR,
virtsan C-PS-antigeenitestit, 16S rRNA-geenin sekvensointi ja MALDI-TOF, ovat
herkempid, ja huomattavasti nopeampia kuin perinteiset menetelméit. Niilld voidaan
analysoida polymikrobisia néytteitd ja tunnistaa epatyypillisid pneumokokkeja. Ne voivat
kuitenkin olla kalliita, ja epéspesifisid mitis-ryhmén korkean sekvenssihomologian
vuoksi. Ndilld menetelmilld voidaan suorittaa lajitason ja antibioottiresistenssin tunnistus.

Serotyypityksen kultainen standardi on Quellung-reaktio, joka on kallis ja
erityisasiantuntemusta vaativa, eika silld voida tunnistaa kapselittomia variantteja. gPCR-
serotyypitysmenetelmit ovat herkkid, edullisia ja spesifisisid, ja ne tunnistavat myos
kapselittomat variantit. MLST on kallis, mutta silld voidaan tunnistaa pneumokokki
lajitasolla, serotyyppitasolla ja kantastasolla, sekd tutkia antibioottiresistenssid ja
virulenssigeenejé.

Perinteisten ja molekulaaristen menetelmien yhdistdiminen lienee paras vaihtoehto
pneumokokin tunnistukseen, serotyypitykseen, sekd tarkempaan karakterisiontiin.
Pneumokokin diagnostisia menetelmid tulisi kehittdd kuvailtujen haasteiden
ylitsepddsemiseksi ja validoida jatkuvasti pneumokokin vahvan transformaatiokyvyn ja
sopeutumiskyvyn vuoksi.

Asiasanat: Streptococcus pneumoniae, diagnostiikka, serotyypitys, immunologiset
menetelmat, molekulaariset menetelmét, C-polysakkaridi, polysakkaridikapseli
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1 Johdanto

Streptococcus pneumoniae, eli pneumokokki, on yleinen yldhengitysteiden infektioita
aiheuttava bakteeri. Silld on kyky kolonisoida ihmisen nendnielu oireettomana, aiheuttaa
lievid infektio-oireita kuten poskiontelo- ja vélikorvatulehduksia, tai vakavia taudinkuvia
kuten keuhkokuumeita, aivokalvontulehduksia ja verenmyrkytyksid. Vakavia
pneumokokki-infektioita esiintyi 582 vuonna 2022, ja ennen COVID-19-pandemiaa noin
790 vuosittain (2015-2019). Erityisesti pienilld lapsilla ja vanhuksilla on korkea riski
sairastua erilaisiin pneumokokkitauteihin sekd muihin jdlkitauteihin. Tamidn vuoksi
pneumokokkirokote lisdttiin Suomen kansalliseen rokoteohjelmaan vuonna 2010. Sen
myotd alle yksivuotiaat lapset rokotetaan pneumokokkia vastaan. Yleisimmin kiytetty
rokote antaa suojan 10 eri pneumokokin variantille. Ndiden varianttien kantajuus on
vihentynyt sekd rokotettujen, ettd rokottamattomien keskuudessa. On kuitenkin havaittu,
ettd muiden kuin ndiden 10 variantin esiintyvyys on lisddntynyt aikuisissa laajamittaisen

immunisaation jdlkeen (Kuva 1). (Palmu ja muut 2017, THL 2023a, 2023b).
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Pneumokokkityyppikategoria: Kuvan pystyviivat:

Valtakunnallinen

Kaikki pneumokokkibakteerin tyypit

pneumokokkirokotetukimus

== Rokotesuojan pneumokokkityypit = = Pneumokokkirokotteen lisays
kansalliseen rokotusohjeimaan

Rokotesuojan ulkopuoliset pneumokokkityypit
Kuva 1. Vakavan pneumokokkitaudin ilmaantuvuus Suomessa vuosina 2004-2019. Rokotesuojaan
kuuluvien  pneumokokkityyppien  ilmaantuvuus on laskenut ja  rokotesuojan  ulkopuolisten
pneumokokkityyppien ilmaantuvuus noussut valtakunnallisten pneumokokkirokotusten aloittamisen jilkeen

(muokattu lihteestd THL, 2023a).



Valtaosassa tapauksista pneumokokki esiintyy oireettomana, tai aiheuttaa lievid
infektiotiloja, jotka hoidetaan antibioottikuurilla kotioloissa, ilman taudinaiheuttajan
tarkkaa tunnistusta. Pneumokokki tunnistetaan tyypillisesti vain vakavissa
tautitapauksissa, kun potilas otetaan sairaalahoitoon. Silloinkin infektiot hoidetaan usein
laajakirjoisilla antibiooteilla. Téllaisten antibioottien kéyton tiedetddn kuitenkin
edesauttavan antibioottiresistenssin kehittymistd, ja siksi taudinaiheuttajan tarkka
tunnistus voisi védhentdd téllaisten antibioottien kéyttotarvetta. Potilashoidon liséksi
pneumokokin tarkkaa diagnostiikkaa tarvitaan populaatiotason tautitaakan arvioimista,
rokotusohjelman vaikutusten seuraamista ja rokotekehitystd varten. Tarvitaan siis
yksinkertaisia, herkkid, nopeita ja tarkkoja menetelmid pneumokokin ja sen eri varianttien
ja piirteiden tunnistukseen. Erilaisia diagnostisia testejd onkin kehitetty laaja kirjo. Téssa
tutkielmassa tutustutaan ndihin diagnostisiin testeihin, niiden toimintaperiaatteisiin ja
niiden sovellusmahdollisuuksiin. (Bennett ja muut 2020; Carvalho ja muut 2007; Kim ja

muut 2022).



2 Streptococcus pneumoniae

Streptokokit ovat suku pallomaisia bakteereja. Streptokokit voidaan jakaa kuuteen
ryhmédn niiden 16S rRNA-geenisekvenssin mukaan. Pneumokokki kuuluu mitis-
ryhméén sukulaistensa, S. pseudopneumoniaen, S. mitiksen ja S. oraliksen kanssa, joilla
heikompi patogeenisuus verrattuna pneumokokkiin. Silti mitis-ryhmén jasenilld on
huomattava sekvenssihomologisuus, mikd johtuu niiden vilisestd vilkkaasta
horisontaalisesta geeninvaihdoksesta ja homologisesta rekombinaatiosta. (Arbique ja

muut 2004; Kawamura ja muut 1995; van der Poll ja Opal 2009).

Pneumokokki on gram-positiivinen bakteeri, joten silli on peptidoglykaanista ja
teikohaposta koostuva paksu soluseini. Soluseinén teikohapot, ja niihin sidotut toistuvat
peptidoglykaanipétkiat muodostavat C-polysakkarideja (engl. cell wall polysaccharide, C-
PS). C-PS:n toistojaksoon kuuluu 2-asetamido-4-amino-2,4,6-trideoxy-D-galaktoosi
(AATGal), D-glukoosi, ribitoli 5-fosfaatti, kaksi N-asetyyli-D-galaktosaminyylitdhdetté
(GalNAc), sekd yksi tai kaksi fosfokoliinitdhdettd. Toistojaksojen vélissd on o-1,4
glykosidisia sidoksia AATGal- ja GalNac-tihteiden wvililld. Rakenne on hyvin
konservoitu, ja se 10ytyy kaikista pneumokokeista ja vain joistakin streptokokeista.

(Bennett ja muut 2020; Vollmer ja muut 2019).

Lahes jokaisella pneumokokki-isolaatilla on havaittu my0s soluseindn ympardiva
polysakkaridikapseli (PS) (Bennett ja muut 2020). PS:t koostuvat 1-6 monosakkaridista,
sekd mahdollisista sivuketjuista (Paton ja Trappetti 2019). Monosakkaridien tyypit,
niiden jarjestys, niiden viliset glykosidiset sidokset ja sivuketjujen olemassaolo
madrittdvat pneumokokin variantin (Ramirez ja muut 2015). My®s joitakin kapselittomia
variantteja tunnetaan. PS:n ja C-PS:n sijainnit pneumokokin soluseinéssd on esitetty

Kuvassa 2.

Polysakkaridikapseli

\Soluseiné:
Ulkokerros

} C-polysakkaridikerros
Solukalvo Sisakerros

Solulima Peptidoglykaanikerros

Kuva 2. Pneumokokin soluseinin rakenteet. C-polysakkaridi on sidottuna  soluseindn
peptidoglykaanikerroksen sisd- ja ulkopuolelle. Soluseindn ympdrdi polysakkaridikapseli. (muokattu
lihteestd Kalin, 1998).



Y1i 90 eri pneumokokin alalajia on tunnistettu ndiden PS:n antigeenisten erojen
perusteella. Néitd alalajeja kutsutaan serotyypeiksi koska niiden tunnistus perustuu
seerumin vasta-aineisiin. Serotyyppien nimeédmiselle on kaksi eri jarjestelmda. Yleisin
niistd on tanskalainen jirjestelmé, joka jakaa serotyypit 46 numeroituun seroryhmaiin, ja
jokaisessa seroryhmédssd on antigeenisesti sukua olevia serotyyppejd. Serotyypit
merkitddn kirjaimin 16ytojarjestyksessd: F (first), A, B, C, jne. Seroryhmain 19 kuuluu
siis serotyypit 19F, 19A, 19B ja 19C. Yleisimmit vakavia tauteja aiheuttavat serotyypit
Suomessa ovat 19A, 3 ja 6C. (Bennett ja muut 2020; THL 2023b).



3 Kolonisaatio ja infektio

Kolonisaatio nenénielussa vaatii pneumokokin kiinnittymistd isdnndn limakalvoon,
soluihin ja kudoksiin, sekd kykyéa vilttdd limakalvon immuunivaste ja mukosiliaarinen
puhdistuma. Pneumokokki kohtaa ensin nenénielun limakalvon, jossa se voi sitoutua
limakalvon musiinien glykaaneihin. Sitoutumista edistdd pneumokokin pilit, proteolyysin
estivd IgAl proteaasi, virekarvojen liikkeen estdvd pneumolysiini (Ply), sekd
komplementin opsonisaatiota hdiritsevét pintaproteiinit. Pneumokokki voi myds vilttaa
kiinnittymisen limakalvoon, koska negatiivisesti varautuneet PS:t hylkivit limakalvon
polysakkaridien siaalihappoja, péadstden sen hengitysteiden epiteelille. Lisdksi
Neuraminidaasi A (Nan A), pB-galaktosidaasi (BgaA) ja p-N-asetyyliglukosaminidaasi
(StrH) poistavat liman glykosylaatiota, paljastaen glykaanikohteet, joiden avulla
adhesiinit sitovat bakteerin epiteelille. Suuret pneumokokkimdirit nenédnielussa on

yhdistetty kohonneeseen infektioriskiin. (Bogaert ja muut 2004; Weiser ja muut 2018).

Useimmat pneumokokki-infektiot kehittyvét oireettomasta nendnielun kolonisaatiosta.
Néamad infektiot voivat olla joko paikallisia tai invasiivisia, ja vaativat vahintdén epiteelin
lapéisyn. Yleisin pneumokokin aiheuttama paikallinen infektio on keuhkokuume, jonka
tyypilliset oireet ovat kuume, vdsymys, yské ja hengenahdistus. Keuhkokuume kehittyy,
kun bakteeri padsee keuhkorakkuloille, ja levidd keuhkorakkuloiden septoissa, joissa se
aktivoi komplementin, sytokiinituotannon ja reseptorien sddtelyn verisuonten epiteelilla.
Pneumokokki stimuloi tulehdusreaktion, jolloin plasma-, veri-, ja valkosolut kerdantyvit
alveoleihin. Lievit paikalliset infektiot hoidetaan antibioottikuureilla kotioloissa, mutta
ne voivat myds muuttua invasiivisiksi, ja siten sairaalahoitoa vaativiksi. (Bennett ja muut

2020; Weiser ja muut 2018).

Invasiivinen pneumokokki-infektio on vakava tautitila, joka kehittyy, kun bakteeri on
padssyt jollekin  kehon tavallisesti  steriileistd  alueista, kuten vereen,
keuhkopussinesteeseen tai aivo-selkdydinnesteeseen. Invasiivisia infektioita ovat
esimerkiksi verenmyrkytys ja aivokalvon tulehdus. Pneumokokki pddsee nendnielusta
vereen kiinnittymélld nendnielun epiteeliin, ja ldpdisemélld sen, sekd verisuonten
endoteelin. Kiinnittyminen epiteeliin tapahtuu fosforyylikoliinin (ChoP), koliinia sitovan
proteiini A:n (CbpA), liitdnndisen pilus alayksikon (rRGa), sitovan virulenssiproteiini A:n
(PavA) ja suuren pinta-exposed glykoproteiinin (PsrP) avulla. Invaasio tapahtuu ChoP ja

verihiutaleaktivointitekijdn sitovan reseptorin (PAFR) vélisten, sekd CbpA ja polymerisen



immunoglobuliinireseptorin (PIGR) vélisen vuorovaikutusten takia. Tama heikentda
PIGR-kierrdtysreittid indusoiden pneumokokin endosytoosin verisuonten endoteelin lépi
verenkiertoon. Vaihtoehtoisesti solujen vélinen invaasioreitti avautuu, jos Ply ja
vetyperoksidi vaurioittavat epiteelid, ja soluvéliainetta hajottaa CpbE tai hyaluronaatti
lyaasi (Hyl) ja plasmini. Serotyypeilld 1, 5, 7F, 8, 14, 18C, 33F, ja 38 on erityisen suuri
todenndkoisyys siirtyd kolonisaatiosta invaasioon. Invasiiviset pneumokokki-infektiot
ovat hengenvaarallisia tiloja, jotka vaativat sairaalahoitoa, jolloin tiytyy diagnosoida

taudinaiheuttaja. (Bennett ja muut 2020; Bogaert ja muut 2004; Weiser ja muut 2018).



4 Diagnostiikka

Pneumokokki-infektiot aiheuttavat oireita, joiden perusteella ei voi luotettavasti paatella,
mikd tai mitkd mikrobi(t) aiheuttavat taudin. Siksi taudinaiheuttajan diagnoosi tehdidin
kliinisen epéilyksen ja laboratoriokokeiden avulla. Invasiivisen pneumokokki-infektion
diagnoosi tehdddn eristimdlld bakteeri jostain normaalitilanteessa  steriilistd
kehonnesteestd, kuten verestd tai aivo-selkdydinnesteestd. Paikallisten infektioiden
diagnoosiin voidaan kiyttdd polymikrobisia néytteitd kuten virtsandytteitd tai
yskosnaytteitd. Kaikkien diagnostisten testien tulisi erottaa harmittomat mikrobilajit
todennékoisistd taudinaiheuttajista. Liséksi voidaan pyrkid erottamaan harmittomat ja
patogeeniset serotyypit tai kannat, sekd arvioida antibioottiresistenssid. Useimmat
rutiinikdytdssd olevat diagnostiset testit vaativat bakteeriviljelyn, eivitkd ne ole
luotettavia antibioottihoidon aloittamisen jéilkeen, joten ndytteenotto tulisi suorittaa
mahdollisimman aikaisin. Taulukossa 1 on yhteenveto tutkielmassa késiteltyjen
diagnostisten testien ominaisuuksista. (Ampofo ja Byington 2018; Bennett ja muut 2020;

Varghese ja muut 2017).



Taulukko 1. Diagnostiset testit ja niiden ominaisuudet.

Diagnostinen testi Kohde Vaatii Milloin Serotyypitys
viljelyn | hyddynnettdvissa

Gram-virjiys (Ampofo Paksu Ei Infektio. Ennen Ei
ja Byington 2018) peptidoglykaanikerros antibioottihoitoa
Sappisuola-liukoisuus N-asetyylimuramyyli- = Ei Infektio. Ennen Ei
(Ramirez ja muut 2015) | L-alaniini amidaasi antibioottihoitoa
a-hemolyysi (Bennett ja = Pneumolysiini Kylla Infektio. Ennen Ei
muut 2020) antibioottihoitoa
Optokiini-herkkyys H+ ATPaasi Kylla Infektio. Ennen Ei
(Ramirez ja muut 2015) antibioottihoitoa
Katalaasi (Bennett ja Katalaasi Kylla Infektio. Ennen Ei
muut 2020) antibioottihoitoa
Quellung & Polysakkaridikapseli = Kylla Antibioottihoito = Kyllad
Lateksiagglutinaatio ei vaikuta
(Selva ja muut 2012)
Virtsan C-PS (Kim ja Soluseinédn C- Ei Antibioottihoito | Ei
muut 2022) polysakkaridi ei vaikuta
MALDI-TOF (Varghese  Peptidit Kylla Infektio. Ennen Ei
jamuut 2017) antibioottihoitoa
qPCR (Bennett ja muut cps-geenit: Spn9802 Ei Infektio. Kylla
2020; Brito ja muut jalytA. Antibioottihoito
2003; Carvalho jamuut = Serotyypitykseen ei heikenna
2007) esim. wzy, capB, luotettavuutta

weiY, get, cpskK,

cpsG, cpsB, cpsC ja

cpsO
16S rRNA sekvensointi 16S rRNA:n Ei Infektio. Ei
(Singhal ja muut 2015) geenisekvenssi. Antibioottihoito

Sytosiini positiossa ei heikenna

203 luotettavuutta
MLST (Enright ja Spratt = housekeeping geenit: = Kylla Infektio. Kylla +
1998) ddl, spi, recP, aroE, Antibioottihoito | kannantunnistus

gdh, gki ja xpt ei heikenna

luotettavuutta
4.1 Mikrobiologiset ja biokemialliset menetelmat

Mikrobiologisia ja biokemiallisia menetelmid, sekd fenotyypitystd on pidetty
pneumokokin kliinisen tunnistuksen kultaisena standardina. Niitd varten tehddédn yleensi
ndytteen maljaus ja bakteeriviljely. Pneumokokit kasvavat ketjumaisesti ja pareissa, ja
niiden pesdkkeet ovat napin muotoisia tai limaisia. Namd morfologiset piirteet eivit
kuitenkaan mahdollista luotettavaa pneumokokin tunnistusta. Richter ja muut (2008)
havaitsivat, ettd 23,7 % heidédn tutkimistansa pneumokokki-isolaateista ei ollut tillaisia

piirteitd. (Reller ja muut 2008; Richter ja muut 2008).



Seuraava askel pneumokokin tunnistuksessa on gram-virjdys. Gram-positiivisten
diplokokkien 16ytyminen viittaa pneumokokkeihin (Ampofo ja Byington 2018). Muita
mahdollisia kemiallisia ja mikrobiologisia testejd ovat sappisuola-liukoisuus (Ramirez ja
muut 2015), a-hemolyysi (Bennett ja muut 2020), optokiiniherkkyys (Ramirez ja muut
2015) ja Katalaasi (Bennet ja muut 2020) (Taulukko 1). Sappisuolaliukoisuutta on pidetty
biokemiallisen pneumokokin tunnistuksen kultaisena standardina. Testi perustuu
pneumokokkipesdkkeiden autolyyttiseen liukenemiseen, kun niiden piélle lisdtddn
sappisuoloja. Liukeneminen tapahtuu N-asetyylimuramyyli-L-alaniini amidaasin
aktivaation takia, jota koodaa lyt4-geeni. a-hemolyysi perustuu pneumokokin kykyyn
erittdd pneumolysiinid, joka hajottaa hemoglobiinia. Veriagarilla tdmid havaitaan
pesdkkeen ympdrille muodostuvana vihrednd renkaana. Optokiiniherkkyys perustuu
pneumokokin herkkyyteen optokiini-antibiootille. Optokiini toimii estdmilld H+-
ATPaasin toiminnan. Katalaasitestin avulla selvitetddn, tuottaako bakteeri
katalaasientsyymid. Testi suoritetaan lisdamalld vetyperoksidia pesdkkeen paille.
Katalaasi hajottaa vetyperoksidia vedeksi ja hapeksi, joten kuplien muodostuminen

viittaa positiiviseen tulokseen.

Mikrobiologiset ja biokemialliset menetelmét ovat helppoja ja edullisia ottaa kdyttoon,
niilld voidaan arvioida antibioottiherkkyyttd, ja niilld on korkea spesifisyys. Menetelmat
ovat kuitenkin hitaita, silld ne vaativat muutaman péaivédn kasvatuksen, ja pneumokokin
autolyysitaipumus kasvun stationdérivaiheessa aiheuttaa lisdhaasteita. Menetelmat eivit
mydskdin pysty erottamaan pneumokokkia S. pseudopneumoniaesta (Wessels ja muut

2012).

4.2 Immunologiset menetelmét

4.2.1 Quellung-reaktio ja lateksiagglutionaatio-menetelma

Quellung-reaktiota pidetddn serotyypityksen kultaisena standardina. Quellung-reaktio
parantaa PS:n ndkyvyyttd mikroskoopin alla. Reaktiossa kéytetddn jdniksen
seerumivalmisteita, joissa on serotyypeille spesifisid vasta-aineita. Positiivisessa
Quelling-reaktiossa vasta-aineet sitoutuvat PS:&dn, kasvattaen sen kokoa (Kuva 3).
Kapseli on siten helpommin havaittavissa mikroskoopin avulla. On myds
“omniseerumia”, joka reagoi kaikkien tunnettujen serotyyppien kanssa. Testin herkkys ja
spesifisyys ovat 99,3 % ja 74,4 % vastaavasti. (Richter ja muut 2008; Varghese ja muut
2017).
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Kuva 3. Positiivinen  Quellung-reaktio.  Mikroskooppikuva  pareittain  esiintyvistd
pneumokokeista. Serotyyppispesifiset vasta-aineet ovat sitoutuneet neljin alimman parin

polysakkaridikapseleihin, muodostaen paksuja kehid. (CDC 1954).

Quellung-reaktio on kuitenkin kallis, ja vaatii mikroskopiaan koulutetun henkilon
(Sadowy ja Hryniewicz 2020). Téstd syystd Statens Serum Institut on kehittinyt
lateksiagglutinaatiomenetelmén (Ramirez ja muut 2015). Menetelmdssd lateksisia
mikrohelmid pinnoitetaan  serotyyppispesifisilld  vasta-aineilla, ja sekoitetaan
potilasndytteeseen. Positiivisessa reaktiossa havaitaan helmien agglutinaatiota. Télloin
ndytteessd on testattavan serotyypin antigeenejd. Lateksiagglutinaatiomentelmin suoritus
el vaadi mikroskopiaan koulutettua henkil6d, mutta ristireagointi muiden samankaltaisten
serotyyppien antigeenien kanssa on mahdollista, mikéd voi vaikeuttaa tulosten tulkintaa.
Menetelmédn  herkkyys ja spesifisyys ovat verrattavissa Quellung-reaktion

suorituskykyyn. (Arai ja muut 2001; Wanger ja muut 2017).

4.2.2 Virtsan C-polysakkaridiantigeeni

Virtsan  antigeenitestit perustuvat pneumokokin soluseindn C-PS-antigeenin
tunnistukseen vasta-aineilla. Yleisin ndistd on immunokromatografinen membraanitesti
(BinaxNow, Abbott, USA), joka oli ensimmiinen FDA:n hyviksymé virtsan
antigeenitesti vuonna 1999. Virtsan C-PS-testit ovat edullisia ja nopeita, maksaen noin
$17-30 USD per testi, ja antaen tulokset 15 minuutissa. Nédytteenkeruu ei mydskéan vaadi
kajoavia toimenpiteitd. Virtsan antigeenitesteilld on yli 90 % spesifisyys, mutta vain alle
80 % herkkyys, minka vuoksi niitd tulisi kiyttdd muiden testien tukena. Vairid positiivisia
tuloksia voi esiintyd, mikéli potilaalla on ollut keuhkokuume viimeisen kolmen
kuukauden aikana, hdn on saanut pneumokokkirokotteen viimeisen 48 tunnin aikana,

lapsipotilaalla on kroonisia hengitysteiden sairauksia, on kuumeinen, tai oireeton kantaja.
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Testeilld on siis rajallinen sovellettavuus lasten infektioiden diagnostiikassa. (Ampofo ja

Byington 2018; Kim ja muut 2022).

4.3 Molekulaariset menetelmat

4.3.1 MALDI-TOF-massaspektrometria

MALDI-TOF-analyysilld saadaan massaspektri bakteerin proteiineista ja peptideistd, jota
bakteerien tunnistuksessa kutsutaan peptidimassasormenjiljeksi (engl. peptide mass
fingerprint). Eri mikro-organismeilla on eri m/z sormenjélkid, ja tuntemattomat mikro-
organismit voidaan tunnistaa referenssikirjaston sormenjilkien avulla. Werno ja muut
(2012) vertasivat mitis-ryhmén peptidisormenjélkid, ja havaitsivat, ettd S. pneumoniae
antaa toistuvasti piikit 2937,5 m/z ja 5877 m/z ilman piikkejd m/z 2625, 2911, 5253, 5824
ja 6955. Niiden piikkien avulla pneumokokki voidaan erottaa muista mitis-ryhmén
streptokokeista. Tulokset tulisi kuitenkin validoida suurilla ndytemairilld. (Singhal ja

muut 2015).

MALDI-TOF on nopea, tarkka ja halvempi tunnistusmenetelmd kuin monet
molekulaariset ja immunologiset menetelmét, eikd sen kdyttd vaadi erityiskoulutusta.
Menetelma vaatii kuitenkin kalliin laitteiston, ja voi siksi olla epdkdytdnndllinen, jos
laboratoriolla ei ole sitd kaytossddn. (Singhal ja muut 2015). Diagnostisissa

laboratorioissa on usein jo soveltuva laitteisto (Varghese ja muut 2017).

4.3.2 Monopleksiset PCR-menetelmét

Monopleksiselld PCR-menetelmillé tarkoitetaan erilaisiin PCR-menetelmiin perustuvia
madrityksid, jotka tunnistavat pneumokokin hyoddyntden yhtd  geneettistd
kohdesekvenssid. Pneumokokki tunnistetaan tutkimalla PS:n synteesid ohjaavia geenejé,
jotka sijaitsevat cps-lokuksessa. Yksi merkittdvimmistd kohdesekvensseistd on [ytA4-
geeni, joka koodaa streptokokin oman soluseinin lyysisti aiheuttavaa autolysiinid. Center
of Disease Control and Prevention, eli CDC on kehittanyt lytA-geeniin perustuvan qPCR-
menetelmin, jota on pidetty kultaisena standardina bakteeriviljelystd riippumattomassa
pneumokokin tunnistuksessa. qPCR-menetelméssd haluttu sekvenssi amplifioidaan
bakteerin  DNA:lta  sopivilla  alukkeilla ~ja  DNA-polymeraasilla,  sekd
deoksinukleosiditrifosfaateilla (ANTP). Koettimina kdytetddn leimattuja fluoroforeja,
joiden ldhelle on sidottu fluoresenssin vaimentavia yhdisteitd. /yt4 -geeni on 16ydetty
muista streptokokeista, ja siksi pelkéstddn /yt4-geenid hyodyntivd qPCR ei sovellu
kliiniseen kiyttoon (CDC 2021; Varghese ja muut 2017).
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gPCR-menetelmien etu on niiden herkkyys. Ne ovat herkempid kuin mikrobiologiset
menetelmit erityisesti bakteremisen keuhkokuumeen tunnistuksessa. Ne ovat myds
nopeita ja hyvin spesifisid, mikéli kohdesekvenssi on valittu hyvin. Lisdksi menetelmalla
voidaan tunnistaa useita eri bakteereja samanaikaisesti, ja se voidaan toteuttaa suljetun
putken systeemind, jolloin kontaminaatioriski on pieni. (Ampofo ja Byington 2018;

Carvalho ja muut 2007; Singhal ja muut 2015).

4.3.3 Multipleksiset PCR-menetelmét

Spesifisyyttd voidaan parantaa kehittdmalld multipleksisia qPCR-menetelmid, joissa
hyodynnetdan useampaa kohdesekvenssid. Wessels ja muut (2012) hyodynsivit Spn9802-
ja IytA-geeneja (Taulukko 1). Spn9802-geeni koodaa proteiinia, joka on spesifinen
pneumokokille, mutta sen funktiota ei tunneta (Suzuki ja muut 2005). Geenillé voitiin
erottaa pneumokokki ja S. pseudopneumoniae S. mitisksestd ja S. oraliksesta. IytA-
geenilld voitiin tunnistaa vain pneumokokin referenssikannat. Néitd tuloksia verrattiin
sappisuolaliukoisuustestin, optokiiniherkkyystestin ja MALDI-TOF-
massaspektrometrian tuloksiin. Multipleksinen qPCR suoriutui néistd parhaiten.
Menetelmilld ei kuitenkaan voida erottaa pneumokokkia ja S. pseudopneumoniaeta

toisistaan.

Multipleksisilli qPCR-menetelmilld voidaan myds méérittdd pneumokokin serotyyppi
amplifioimalla serotyyppispesifisid cps-geenejd. Brito ja muut (2003) kehittivit
seitsemidn multipleksisti qPCR-menetelmaa 1-, 3-, 4-, 6B-, 14-, 18C-, 19F- ja 23F -
serotyyppien tunnistukseen, hyddyntien téllaisia geenejé (Taulukko 1). He tutkivat niilld
446 isolaattia lasten nendnielundytteistd, ja vertasivat tuloksia immunologisen
kapselireaktion antamiin tuloksiin. Kaikki qPCR-menetelmien tulokset vastasivat
immunologisen menetelmén tuloksia. Menetelmilld ei kuitenkaan pystytty erottamaan

6A- ja 6B-, eikd 18B- ja 18C-serotyyppeji toisistaan.

qPCR-serotyypitys on halvempaa ja nopeampaa kuin immunologisten menetelmien
kaytto, eikd tulosten tulkintaan liity subjektiivisuutta. qPCR-serotyypitys on erityisen
hyodyllinen kapselittomille isolaateille, joita ei voi tunnistaa immunologisilla

menetelmilld (Brito ja muut 2003; Ramirez ja muut 2015).

4.3.4 Sekvensointi
Sekvensaatioon perustuvan bakteerintunnistuksen kultainen standardi on 16S rRNA

sekvensointi. Se soveltuu hyvin bakteerien tunnistukseen, koska sen sekvenssi sisiltdd
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useita korkean vaihtelevuuden alueita, joiden yhteenlaskettu pituus on noin 1500
emdsparia. Pneumokokille spesifinen piirre on sytosiini positiossa 203, jossa mitis-
ryhmén streptokokeilla on adenosiini. Yoo ja muut (2020) vertasivat 16S rRNA:n Sanger
sekvensoinnin ja bakteeriviljelyn tuloksia. 92 % tapauksista bakteeriviljely ja 16S rRNA-
sekvensointi antoivat yhdenpitdvit tulokset. Sekvensoinnin ja viljelyn yhteinen
diagnostinen saanto oli noin 11,2 %, kun pelkén bakteeriviljelyn saanto oli 6,1 %. (Scholz

ja muut 2012; Singhal ja muut 2015).

Sekvensointimenetelmén merkittavin heikkous on, ettd pneumokokin ja mitis-ryhmén
sekvenssihomologisuus on yli 99 %. Sekvensointi voi myo6s olla kallista, sen
suorittaminen vaatii koulutetun laborantin, ja tulosten tulkintaan tarvitaan sopiva
ohjelmisto. Pneumokokin tunnistusta 16S rRNA -sekvensoinnilla on pidetty epdsopivana

Kliiniseen rutiinikaytton néisté syistd. (Kawamura ja muut 1995; Singhal ja muut 2015).

Mitis-ryhmédn korkean sekvenssihomologian késittelemiseksi on esitetty monilokus
sekvenssityypitystd (engl. Multilocus Sequence Typing, MLST). Menetelmé perustuu
usean housekeeping-geenin PCR-amplifikaatioon, sekvensointiin ja
sekvenssivariaatioiden analyysiin. Jokaiselle alleelille annetaan oma koodi, ja niiden
koodien yhdistelmd muodostaa isolaatin sekvenssityypin, josta rakennetaan
fylogeneettinen puu (Ing ja muut 2012). Sekvenssityyppejd verrataan kansainvélisen
MLST-tietokannan tietoihin (PubMLST 2024). Pneumokokin tunnistuksessa kéytetdan
kuusi tai seisemin geenid: ddl, spi, recP, aroE, gdh, gki ja xpt. Ndiden geenien avulla

voidaan tunnistaa pneumokokki serotyyppi- ja kantatasolla. (Enright ja Spratt 1998).

MLST:n edut ovat mahdollisuus verrata eri laboratorioiden vélisid tuloksia, helppo
kayttoonotto, skaalattavuus ja hyvd resoluutio. Sitd voidaan kayttid myds
antibioottiresistenssin méairittimiseen ja epidemologisiin tutkimuksiin. Menetelma on
kuitenkin kallis ja vaatii viljelyn. Hyvin konservoituneet housekeeping-geenit voivat
my0s vaikeuttaa kantatason erottelua, jolloin voidaan kéyttdd koko genomin
sekvensoinnin (engl. Whole Genome Sequencing, WGS) dataa ja analysoida virulenssia
ohjaavia geeneja (Multi-Virulence-Locus Sequence Typing, MVLST). Tdéméa kuitenkin
lisdd kustannuksia, ja siksi MLST soveltuu parhaiten epétyypillisten pneumokokkien,
kuten optokiini-resistenttien ja kapselittomien kantojen tunnistukseen. (Hanage ja muut

2006; Ing ja muut 2012).
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5 Yhteenveto

Pneumokokin tarkka tunnistus on tunnetusti haastavaa, johtuen sen Kkorkeasta
sekvenssihomologiasta lahisukulaistensa kanssa, seka sen vahvasta kyvysta kehittya
transformaation avulla. Silti diagnostisten menetelmien kuuluisi erottaa pneumokokit
mitis-ryhmén lahisukulaisista, sek& ndytteen ei-patogeenisista mikrobeista. Lisaksi
tarvitaan tarkkoja ja nopeita menetelmid, joilla voidaan maarittdd pneumokokkien

serotyypit, kannat ja antibioottiresistenssit. (Varghese ja muut 2017).

Perinteiset bakteeriviljelymentelmat, kuten optokiininerkkyys ja sappisuolaliukoisuus,
ovat edelleen lajitason tunnistuksen kultainen standardi, mutta niiden keskeisimmat
haasteet ovat niiden hitaus, hairioherkkyys ja epaspesifisyys (Wessels ja muut 2012).
Néihin haasteisiin on pyritty vastaamaan molekulaarisilla tunnistusmenetelmilld. Niita
voidaan kayttad sekd isolaattien, ettd ndytteessd olevien bakteerien tunnistukseen ja
serotyypitykseen. Yksi tallainen testi on virtsan C-PS-testi, jolla on hyva spesifisyys,
mutta heikko herkkyys ja korkea vaarien positiivisten tulosten suhde lapsipotilaiden
infektiodiagnostiikassa (Bennett ja muut 2020). MALDI-TOF olisi nopea ja helppo
tyokalu, mutta sen kéytt6 vaatii validointia suuremmilla ndytemaarilla (Werno ja muut
2012). Lisaksi on kehitetty erilaisia PCR menetelmid, kuten lytA- ja Spn9802-geeneja
hyodyntava qPCR. Kyseisten geenikohteiden spesifisyys on osoittautunut puutteelliseksi,
mutta menetelma on silti nopeampi kuin mikrobiologiset menetelmat, ja silla voidaan
suorittaa serotyypitys, sekd tunnistaa piirteiltddn epatyypillisi& pneumokokkeja
(Varghese ja muut 2017). Myoskaan 16S rRNA-geenin sekvenssianalyysi ei ole riittdvan
luotettava tunnistusmenetelma mitis-ryhmén korkean sekvenssihomologian vuoksi
(Kawamura ja muut 1995). MLST-menetelmalla voidaan kasitella tdtd homologiaa
paremmin, ja tunnistaa isolaatit jopa kantatasolla, mutta sen korkea hinta rajoittaa sen
sovellusmahdollisuuksia (Hanage ja muut 2006). Pneumokokin serotyypityksen
kultainen standardi on Quellung-reaktio, joka on Kkallis ja vaati erityskoulutusta.
Vaihtoehtoinen lateksiagglutionaatiomenetelmd on halvempi, ja herkkyydeltdén ja
spesifisyydeltadn verrattavissa Quellung-reaktioon, ilman tulosten tulkinnanvaraisuutta
(Ramirez ja muut 2015). Nama menetelmét perustuvat kapselireaktioon, mink& vuoksi ne

eivat sovellu kapselittomien serotyyppien tunnistukseen, toisin kuin qPCR-serotyypitys.
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Kaikilla késitellyilla diagnostisilla menetelmilla on siis vahvuuksia ja heikkouksia, ja
siksi parhaat tunnistusmenetelmat saadaan yhdistamélld yksi tai useampi kultaisen
standardin  menetelm&  johonkin  molekulaariseen  menetelmaén.  Lajitason,
serotyyppitason ja kantatason diagnostisia menetelmid tarvitaan hoitoa, rokotekehitysta
ja epidemiologisia tutkimuksia varten. Menetelmien tulisi olla tarkkoja ja nopeita, jotta
voidaan valita sopivat antibiootit, ehkéista resistenssin kehittymistd, sekd minimoida
hoidon sivuvaikutukset ja parantaa potilaiden selviytymismahdollisuuksia. Infektioita
halutaan my0s ennaltaehkéistd kehittam&lld rokotteita, jotka sisaltdvat suojan
populaatiossa laajasti esiintyville serotyypeille. Tarkoille ja luotettaville pneumokokin
diagnostisille testeille on siis suuri tarve, ja siksi nykyisia testeja tulisi kehittaa keskeisten
ongelmien ylitsepadsemiseksi. Pneumokokin vilkkaan geeninvaihdoksen takia niiden

spesifisyytta tdytyy myos arvioida jatkuvasti.
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