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Ágrip 

Bakteríur af ættkvíslinni Haemophilus eru Gram neikvæðir stafir og finnast helst í efri loftvegum 

manna. Þær eiga það sameiginlegt að þurfa hemin, niðurbrotsefni blóðs til að vaxa. Haemophilus 

influenzae (Hi) er algengust þeirra til að valda sýkingum. Hi er annaðhvort með eða án fjölsykruhjúps. 

Hjúpgerðir eru flokkaðar eftir ónæmisfræðilegum mismun í byggingu fjölsykranna. Alls hefur verið lýst 

sex hjúpgerðum en þær nefnast a, b, c, d, e og f. Áður en bólusetningar gegn hjúpgerð b (Hib) hófust 

var Hib orsök 95% ífarandi sýkinga af völdum Hi. Nú til dags eru hjúplausir Hi stofnar algengastir. Þeir 

valda alvarlegum sýkingum mun sjaldnar en Hib, eru algengir í örverusambýli öndunarfæra og sýkja 

helst fólk með skertar ónæmisvarnir. Hi smitast með úða- og snertismiti milli manna.  

Haemophilus haemolyticus finnst í nefkoki manna. Þar til nýlega var talið að H. haemolyticus væri sjaldan 

eða aldrei að valda sýkingum. Nú til dags er vitað um tilfelli þar sem H. haemolyticus hefur verið misgreindur 

sem hjúplaus Hi. H. haemolyticus er mjög líkur hjúplausum Hi þegar horft er til genamengisins. Erfitt getur 

reynst að greina á milli tegundanna þar sem H. haemolyticus hefur í sumum tilfellum misst hæfileikann til að 

sýna hemólýsu á blóðagar, en það er mest notaða aðferðin til að greina á milli tegundanna. 

Tíðni óhemólýtískra H. haemolyticus er óþekkt hér á landi. Eins er ekki þekkt hvaða hjúpgerðir eru í 

innsendum sýnum frá sjúklingum hér á landi. Því var markmið þessarar rannsóknar að þróa multiplex 

PCR aðferð til að kanna hvort H. haemolyticus stofnar í sýnum frá sjúklingum send á Sýklafræðideild 

Landspítalans árið 2012 hafi verið greindir sem Hi. Einnig var ætlunin að þróa multiplex PCR aðferð til 

að hjúpgreina Hi  stofna úr sjúklingasýnum send á Sýklafræðideild Landspítalans árið 2012. 

Í rannsóknina fengust 511 Hi stofnar sem greindir voru með hefðbundnum greiningarðaferðum á 

Sýklafræðideild Landspítalans árið 2012. Erfðaefni stofnanna var einangrað og greining gerð með 

multiplex PCR aðferð.  

Tvær multiplex PCR aðferðir voru settar upp. Til aðgreiningar á Hi og H. haemolyticus var notast 

við fucK og hpd genin en H. haemolyticus á ekki að hafa þau gen í erfðamengi sínu. Multiplex PCR 

aðferð til hjúpgreiningar á Hi var sett upp í tvö hvörf. Í fyrra hvarfinu var notast við hjúpgerðarsértæk 

prímerapör fyrir hjúpgerðir a, b og d, seinna hvarfið innihélt hjúpgerðarsértæk prímerapör fyrir 

hjúpgerðir c, e og f. Bæði hvörfin innihéldu innra kontról sem greindi hvort Hi væri með hjúp eða ekki. 

Aðgreining Hi og H. haemolyticus með multiplex PCR aðferðinni sýndi að enginn 511 Hi stofnanna 

sem greindust á Sýklafræðideild Landspítalans árið 2012 var í raun H. haemolyticus. Af stofnunum 

511 reyndust 6,3% stofnanna einungis hafa fucK genið, 2,3% höfðu einungis hpd genið og 91,4% 

stofnanna höfðu bæði genin í erfðamengi sínu. Af 453 Hi stofnum sem voru hjúpgreindir greindist 

aðeins einn með hjúp sem var af hjúpgerð e, allir hinir voru hjúplausir Hi. 

Rannsókn þessi sýndi að multiplex PCR er vel hægt að nota til aðgreiningar milli Hi og H. 

haemolyticus. Tæmandi líkur eru á því að óhemólýtískur H. haemolyticus hafi verið misgreindur sem 

Hi á Sýklafræðideild Landspítalans árið 2012. Multiplex PCR aðferðina þarf að þróa frekar vegna 

ósértækrar mögnunar en niðurstöður hennar eru í samræmi við erlendar rannsóknir sem segja að 

hjúplausir Hi séu í miklum meirihluta meðal Hi sýkinga. 
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1 Inngangur 

1.1 Almennt um Haemophilus influenzae 

Bakteríur af ættkvíslinni Haemophilus eru Gram neikvæðir stafir og finnast helst í efri loftvegum 

manna. Þær eiga það sameiginlegt að þurfa hemin, niðurbrotsefni blóðs til að vaxa. Haemophilus 

ættkvíslin skiptist í nokkrar tegundir. Haemophilus influenzae (Hi) er algengust þeirra til að valda 

sýkingum (1). Hi var fyrst lýst árið 1882 af Richard Pfeiffer. Hann var þá við rannsóknir á 

inflúensufaraldri sem herjaði í Bandaríkjunum. Kom í ljós að bakterían var til staðar í hrákasýnum frá 

inflúensusýktum einstaklingum, í framhaldinu var það almennt álit vísindamanna að Hi orsakaði 

inflúensu. Það var ekki fyrr en árið 1933 að Smith, Andrewes og Laidlaw sýndu fram á að inflúensa 

væri orsökuð af veiru og Hi væri að fylgja í kjölfar veirusýkingar (2-5). 

Hi er annaðhvort með eða án hjúps sem myndaður er úr fjölsykrum. Hjúpgerðir eru flokkaðar eftir 

ónæmisfræðilegum mismun í byggingu þeirra. Alls hefur verið lýst sex hjúpgerðum og nefnast þær a, 

b, c, d, e og f (6). Áður en bólusetningar hófust var hjúpgerð b (Hib) orsök 95% ífarandi sýkinga af 

völdum Hi (7). Dánartíðni þeirra barna sem fá heilahimnubólgu af völdum Hib er 5% og 20-40% verða 

fyrir varanlegum skaða eins og blindu og heyrnaleysi (8). Hjúplausir stofnar valda sjaldnar alvarlegum 

sýkingum en eru algengir í örverusambýli öndunarfæra og sýkja helst fólk með skertar ónæmisvarnir. 

Hi smitast með úða- og snertismiti milli manna (1).   

1.1.1 Ytri himna 
Ytri himna Gram neikvæðra stafa er mynduð úr fósfólípíðum. Við himnuna tengjast ýmis prótein og 

lípópólýsakkaríð (LPS) (9). LPS er glýkólípíð sem samanstendur af O sértækum fjölsykrukeðjum 

(oligosakkaríð), einnig kallað O-antigen, fjölsykrukjörnum og lípíð A. Lengd O sértæku 

fjölsykrukeðjanna samsvarar neikvæðri hleðslu yfirborðs bakteríunnar (10). Fjölsykrukjarnar eru 

tengdir lípíð A, það er endótoxín sem hefur eitrandi áhrif á hýsilinn. Efst á LPS eru svo O sértæku 

fjölsykrukeðjurnar (11).  

Hópur Gram neikvæðra stafa sem hafa aðsetur á slímhimnum mynda lipóoligosakkaríð (LOS) 

frekar en LPS, Hi er ein af þeim. Aðal munurinn milli LPS og LOS er að LOS skortir O-sértækar 

fjölsykrukeðjur. Mikil fjölbreytni er í samsetningu LOS, sérstaklega á svæði fjölsykrukeðjanna. Þessi 

fjölbreytni leiðir af sér að hver baktería getur tjáð mörg mismunandi ísóform af LOS og er því um leið 

að auka möguleika sinn á að komast framhjá vörnum hýsilsins því ef ísóformið er líkt því sem er á 

frumum hýsilsins þekkir ónæmiskerfið ekki bakteríuna sem ógn (9). 

1.1.2 Utanhimnuprótein 
Fjöldi utanhimnupróteina hafa uppgötvast á Hi. Flest þeirra auka á meinvirkni, þá sérstaklega varðandi 

viðloðun hennar við nefkok. Mörg utanhimnuprótein hafa verið rannsökuð með það að markmiði að 

finna áhrifamikið bóluefni gegn Hi (12). 

Eitt helsta utanhimnupróteinið er prótein D (PD) sem er kóðað af hpd geninu og er vel varðveitt 

meðal Hi. Ólíkt flestum utanhimnupróteinum virðist vera lítill breytileiki milli mótefnavaka sem gerir PD 



  

11 

áhugaverðan kost fyrir bólusetningar. Mikilvægt er að próteinið sem bólusett er gegn hafi sem 

minnstan breytileika í mótefnavökum sínum til þess að mótefni sem myndast fyrir tilstilli 

bólusetningarinnar virki gegn sem breiðustum hóp af Hi (13, 14).  

1.1.3 Fjölsykruhjúpur 
Bygging fjölsykra í hjúpgerðum Hi er hægt er að flokka í þrjá flokka. Samræmi er á milli þessa flokka 

og ónæmi gegn komplementum (Tafla 1) (15) en virkjun og binding komplementa við bakteríufrumuna 

leiða til dráps hennar (16).  

Tafla 1. Bygging fjölsykra og gæði ónæmis gegn komplementum (9, 15). 

Hjúpgerðir Bygging fjölsykra í 

hjúpnum 

Ónæmi gegn 

komplementum 

a og b a: fjölliður úr glúkósa-

ribitól-fosfat 

b: fjölliður úr ribósa 

ribitól-fosfat (PRP) 

Gott 

c og f 2-acetamido-2-

deoxyhexose sem eru O-

afacetýleraðar 

Minna en hjá a og b 

d og e 2-acetamide-2-deoxy-

d-mannósa uronic sýra 

Minna en hjá a, b, c og f 

 

1.2 Aðrar Haemophilus tegundir 
Haemophilus parainfluenzae getur bæði valdið lungnabólgu og sýkingu á innra yfirborði hjarta eða 

hjartalokum (17). Haemophilus aegptius (einnig kölluð Haemophilus influenzae biogroup aegyptius) 

veldur tárubólgu (e. conjunctivitis) ásamt Brazilian purpuric fever sem er mjög alvarleg sýking í börnum 

á bilinu eins til fjögurra ára. Einkenni hennar eru heilahimnubólga, blóðsýking og húðblæðing sem 

orsakast af æðabólgum. Haemophilus ducreyi veldur linsæri (e. chancroid) sem er hnúða- og 

sáramyndun á kynfærum (1). 

Haemophilus haemolyticus finnst í nefkoki manna. Þar til nýlega var talið að H. haemolyticus væri 

sjaldan eða aldrei að valda sýkingum. H. haemolyticus er mjög líkur hjúplausum Hi þegar horft er til 

genamengisins. Erfitt getur reynst að greina á milli tegundanna þar sem H. haemolyticus hefur í 

sumum tilfellum misst hæfileikann til að sýna haemólýsu á blóðagar, en það er mest notaða aðferðin til 

að greina á milli tegundanna. Með PCR greiningaraðferð og raðgreiningum hafa stofnar sem áður voru 

greindir sem hjúplausir Hi verið greindir sem óhemólýtískir H. haemolyticus, því er ljóst að H. 

haemolyticus er algengari sýkingarvaldur en áður hefur verið haldið fram (18-20). Til að mynda sýndi 

bandarísk rannsókn að 7 af 374 tilfellum ífarandi sýkinga sem áður var haldið fram að væru af völdum 

hjúplausra Hi voru í raun af völdum H. haemolyticus en þar áður var aðeins vitað um tvö tilfelli ífarandi 

H. haemolyticus (19). 
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Til eru fleiri tegundir af Haemophilus en algengi þeirra er mjög lítið. Má þar helst nefna 

Haemophilus parahaemolyticus, Haemophilus aprophilus, Haemophilus paraphrohilus og 

Haemophilus segnis (1). 

1.3 Meinvirkni Hi 

1.3.1 Erfðafræðilegar breytingar sem auka sýkingarhæfni 
Hjúplausir Hi geta bæði verið í örverusambýli nefkoksins ásamt því að sýkja þegar varnir hýsilsins 

skerðast. Er þetta háð erfðafræðilegum fjölbreytileika innan stofnsins. Hjúplausir Hi stofnar hafa meiri 

genetískan fjölbreytileika en hjúpaðir Hi stofnar vegna þess að hjúpurinn er veigamikill meinvirkniþáttur 

og reynir því ekki eins mikið á breytileika hjúpaðra Hi ti þess að komast fram hjá ónæmisvörnum 

hýsilsins (21).  

1.3.1.1 Fasabreytingar 
Fasabreytingar (e. phase variation) eru þegar gen sem tjá fyrir áhrifaþáttum á ytri himnu eru stundum 

tjáð og stundum ekki. Þetta gerir bakteríunni mögulegt að breyta munstri viðloðunarþátta sem hún 

notar til að festa sig við nefkok. Eins hefur fasabreyting áhrif á innlimum Hi inn í frumur, en það er ein 

af leiðunum sem nýtist Hi til þess að komast fram hjá ónæmisvörnum hýsilsins. 

Fasabreytingar verða þá til þess að mismunandi útgáfur af Hi myndast og sú hæfasta til að sýkja 

og koma sér undan ónæmiskerfinu lifir af. Fasabreytingum er miðlað af stuttum endurtekningum í DNA 

sameindinni (e. simple sequence repeat, SSR) sem valda mispörun (e. slipped strand mispairing). 

Raðirnar eru ofan við stýrilsvæði gensins sem um ræðir. Þessar raðir eru óstöðugar og valda 

annaðhvort villu í þýðingu próteinsins eða þá að þær breyta fjarlægðinni sem stýrillinn nær yfir og þar 

með er genatjáningin breytt (21, 22).  

1.3.1.2 Mótefnavakabreytingar 
Fjölbreytileiki í mótefnavökum (e. antigenic drift) veldur því að Hi kemst undan ónæmisvörnum. 

Breytingarnar eru vegna útskiptingu, eyðingu eða viðbót af amínósýrum á mótefnaákvarðandi (e. 

immunodominant) svæðum ákveðins próteins. Þessar breytingar leiða af sér byggingafræðilegar 

breytingar sem hindra mótefnabindingu áður framleiddra mótefna gegn mótefnavakanum (9).  

1.3.2 Meinvirkni klóna 
Mikill breytileiki á tjáningu gena í erfðamengi hjúplausra Hi gerir samanburð á erfðamengjum 

mismunandi klóna marklausan ef markmiðið er að finna meinvirkustu stofnanna. Án upplýsinga um 

stjórnraðir genanna er ekki hægt að greina meinvirknigenin. Kerfislíffræðilega nálgun er hægt að nota 

til þess að fá haldbærar niðurstöður um tilhneigingu ákveðins klóns til þess að valda sjúkdómi. Sú 

nálgun byggist á alhliða skilningi á genalegum bakgrunni, stjórnkerfi (e. regulatory network) og 

áhrifaþáttum meinvirkni bakteríunar (21). 

1.3.3 Sýklalyfjaónæmi 
β-laktam lyf trufla samsetningu frumuveggs bakteríunar með því að bindast Penisillin-bindi-próteinum 

(PBP). Leiðir þessi truflun til dauða bakteríufrumunnar (23). 
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β-laktamasar eru ensím sem óvirkja β-laktam sameindina og gera bakteríuna ónæma fyrir β-laktam 

lyfjum. Í Gram neikvæðum bakteríum eru β-laktamasar staðsettir í rýminu milli ytri og innri himnu. Þessi 

staðsetning er kjörin þar sem β-laktam sameindin nær ekki til PBP þar sem þau eru staðsett á innri 

himnu bakteríufrumunnar. Tíð gjöf β-laktam lyfja hefur aukið tíðni β-laktamasa jákvæðra baktería (23).  

Ónæmi Hi gegn β-laktam lyfjum getur líka verið vegna breytingar á PBP próteininu og skerts 

gegnumflæðis milli ytri himnu og umhverfisins (23). Helsta ástæðan er þó framleiðsla β-laktamasa fyrir 

tilstilli ROB-1 eða TEM-1 ensímanna sem eru bæði kóðuð af plasmíði og geta því auðveldlega flust á 

milli frumna. Stofnar sem hafa β-laktamasa eru kallaðir β-laktamasa jákvæðir ampicillin ónæmir 

stofnar eða BLPAR (β-lactamase positive and ampicillin resistant) (24, 25).  

β-laktamasa neikvæðir ampicillin ónæmir eða BLNAR (β-lactamase negative and ampicillin 

resistant)  stofnar hafa litið dagsins ljós vegna stökkbreytinga í ftsI geninu sem kóðar fyrir PBP-3. 

Breyting á PBP-3 leiðir til minnkaðrar sækni í β-laktam lyf. Allir stofnar sem hafa stökkbreytingu í ftsI 

geninu kallast genetískir BLNAR (gBLNAR) því að ekki allir stofnar sem innihalda stökkbreytingu á ftsI 

eru ónæmir gegn ampicillin (26). Einnig hefur borið á stofnum sem eru með stökkbreytingu í PBP-3 en 

eru samt β-laktamasa jákvæðir og eru ónæmir gegn amoxicillin-clavulanate, kallast þeir BLPACR (β-

lactamase positive amoxicillin-clavulanate resistant) (27). 

1.3.4 Hjúpurinn 

Helsti meinvirkniþáttur Hi er fjölsykruhjúpurinn. Líkt og hjá öðrum Gram neikvæðum bakteríum eykur 

hjúpurinn meinvirknina með því að vernda hana gegn frumuáti (28). Sterk neikvæð hleðsla og 

samsetning efna í fjölsykruhjúpnum getur truflað bindingu komplementa og áthúðandi mótefna (28, 

29).  

1.3.4.1 Erfðafræði hjúpsins 
Cap genasvæðið leiðir til hjúpmyndunar hjá Hi. Hægt er að skipta svæðinu upp í þrjá parta. Partur I 

inniheldur bex genin (bexA-D) en þau eru nauðsynleg fyrir flutning hjúps á yfirborð og eru háð ATP (9, 

28). Partur II inniheldur þau gen sem eiga þátt í nýmyndun fjölsykranna. Þessi partur er mismunandi 

milli hjúpgerða. Partur III gegnir hlutverki í flutningi fjölsykranna út á yfirborðið (9) og vinnslu 

fjölsykranna eftir myndun þeirra (30).  

 

1.3.4.2 Aukin meinvirkni vegna IS1016-bexA hluteyðingar  
Ákveðinn skyldleikahópur hjúpaðra Hi er með IS1016 innskotsraðir innan cap genasvæðisins (30). 

Innskotsraðir eru færanlegar DNA raðir sem geta skotið sér inn í genamengi baktería. Tilvist þeirra 

eykur líkur á ákveðnum atburðum í erfðamenginu (31). 

IS1016-bexA hluteyðing er talin eiga þátt í aukinni meinvirkni hjúpaðra Hi með því að auka 

stöðugleika genatvöföldunar á cap genasvæðinu sem verður til þess að aukin framleiðsla er á 

hjúpnum og þar af leiðandi er meinvirkni hans aukin. Leiðir það einnig til þess að meiri líkur verða á 

margföldun cap genasvæðisins (32). Þetta hefur einna mest verið rannsakað í mjög meinvirkum Hib 

stofnum (33).  
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Algengt er að cap genasvæðið sé tvöfalt í hjúpuðum Hi. Samhliða tvöföldun (e. tandem duplication) 

á cap genasvæðinu í Hib stofnum einkennist af hluteyðingu í öðru bexA geninu sem er með IS1016 

innskotsraðir; IS1016-BexA (Mynd 1). Tvennt getur gerst þegar endurröðun á sér stað á þessu svæði. 

Endurröðunin veldur því að annað cap genasvæðið tapast vegna ákveðinna endurröðunaratburða. 

Eftir er þá hálfeytt bexA sem veldur óafturkræfum hjúpmissi en þessir stofnar kallast Hib-. Hinsvegar 

getur tilvist IS1016 raðanna í endurröðun hvatt til þess að fleiri cap genasvæði verða tjáð í frumunni. 

Bakterían er meinvirkari eftir því sem svæðin eru fleiri vegna aukinnar vatnsfælni hjúpsins sem getur 

myndað góða hindrun fyrir bakteríuna gegn ósértækri árás kleyfkjarna átfruma (e. neutrophila) og 

stórátfruma (e. macrophage) (9, 29, 30).  

IS1016-bexA hluteyðing hefur einnig sést í nokkrum ífarandi klónum af hjúpgerð a, e og f (32, 34). 

Vísbendingar eru um að þeir klónar séu meinvirkari en aðrir klónar af sömu hjúpgerð. Þörf er á ítarlegri 

rannsóknum þar sem útrýming Hib vegna bólusetninga gæti haft áhrif á tíðni þessara sýkinga (32).  

Mynd 1. Cap genasvæðið í Hib þar sem svæðið er tvöfalt fyrir utan hluteyðingu á fyrra bexA geninu (30). 

1.3.5 Áhrifaþættir meinvirkni Hi aðrir en hjúpurinn 

Hvert skref í sýkingaferli Hi krefst tjáningar á ákveðnum áhrifaþáttum (Tafla 2). Flestir þeirra gera Hi ósýnilegri 

fyrir ónæmisvörnum hýsilsins með fasa og / eða mótefnavakabreytingum eins og áður var lýst (9).  
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Tafla 2. Áhrifaþættir í meinvirkni Hi og hlutverk þeirra. 

Áhrifaþáttur Tegund Hlutverk Heimild 

Festiþræðir (e. pili) Próteinflóki Hjálpar viðloðun við þekjufrumur.  (35). 

Hap* Utanhimnuprótein Eykur viðloðun við þekkjufrumur og 

aðrar bakteríur. Í nálægð við secretory 

leukocyte protease inhibitor (SLPI) er 

niðurbrot Hap hindrað sem veldur 

aukinni viðloðun, samsöfnun baktería 

og myndun smáþyrpinga (e. 

microcolony). 

(36). 

Hia Utanhimnuprótein Eykur viðloðun. Bindisetin HiaBD1 og 

HiaBD2 á Hia bindast við 

þekjufrumuviðtaka.  

(37). 

HMW1 og HMW2 Utanhimnuprótein Auka viðloðun við þekjufrumur.  (9, 28). 

IgA1 próteasi  Prótein með 

ensímvirkni 

Gerir IgA1 óvirkt með því að kljúfa 

sameindina. 

(38, 39). 

Lípíð A* Glúkósamíð Endótoxín, virkjar frumur í gegn um 

Toll-like viðtaka 4 (TLR4) og hvetur til 

bólguviðbragða meðfædda 

ónæmiskerfisins. Offramleiðsla þess í 

blóðsýkingum veldur 

smáæðaskemmdum og sýklasótt (e. 

septic shock). 

(10, 40) 

LOS Glýcólípíð Hjálpar viðloðun við þekjufrumur, 

veikla bifhár í nefkoki.  

(28, 41). 

OapA Utanhimnuprótein Eykur viðloðun við þekjufrumur og 

mögulega aðrar heilkjarna frumur. 

(9, 42) 

P2  Utanhimnuprótein  Gegnir porin hlutverki og hleypur 

sameindum allt að 1400 Da að stærð í 

gegnum himnuna. Binst við fjölsykrur í 

slími nefkoks. 

(12, 43) 

P5 Utanhimnuprótein Eykur viðloðun við þekjufrumur. Binst 

við CEACAM-1 en tjáning þeirra eykst 

við veirusýkingar.  

(9, 44) 

Prótein D* Utanhimnuprótein Vísbendingar um að það gegni 

hlutverki í eyðileggingu slímhúðar og 

bifhára í nefkoki. 

(9, 14). 

*Ekki heimildir um að þátturinn sé móttækilegur fyrir fasa- og mótefnavakabreytingar.  
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1.4 Sýklun og sýking 

Hi hefur  aðalbólsetu í nefkoki heilbrigðra manna. Hún getur valdið sýkingum eins og bráðri 

miðeyrnabólgu, skútabólgu, berkjubólgu, lungnabólgu ásamt blóðbornum sjúkdómum eins og 

heilahimnubólgu, húðbeðsbólgu og liðsýkingu (45).  

1.4.1 Samspil ónæmisvarna og Hi 
Komplementkerfið er fyrsta vörn hýsilsins gegn bakteríum. Það er partur af meðfædda ónæmiskerfinu 

og finnst í sermi. Langflestir sýkingarvaldar hafa þróað með sér leiðir til að komast framhjá 

komplementkerfinu og er Hi ekki undanskilinn því (29).  

Virkjun komplementa gerist vegna ólíkrar samsetningar himnu bakteríunar miðað við frumuhimnur 

hýsilsins. Þá virkjast styttri ferill (e. alternative pathway) og lektín ferill (e. lectin pathway) 

komplementkerfisins. Eins getur virkjun átt sér stað með hjálp mótefnabindingar sem er þá klassíski 

ferillinn (e. classical pathway) (29). Allir þessir þrír ferlar leiða til myndunar C3-convertasa. C3 

convertasinn klýfur C3 í C3a sem er bólguboðefni og C3b sem merkir bakteríufrumur til áthúðunar svo 

að átfrumur þekki þær sem ógn. C5 convertasi myndast sem klýfur C5 í C5a sem einnig er 

bólguboðefni og C5b sem hvetur til komu fleiri komplementa sem mynda gat (e. porin) í frumuhimnu 

bakteríunnar. Þetta gat kallast himnuárásarflóki (e. membrane attack complex, MAC) sem veldur 

dauða frumunnar (Mynd 2) (16, 29).  

Stjórn komplementskerfisins er háð stjórnpróteinum til þess að koma í veg fyrir skemmdir á eigin 

frumum. Hi getur bundist stjórnpróteinum komplementkerfisins og minnkar þá virkni þess. 

Stjórnpróteinin sem Hi getur haft áhrif á til þess að hindra virkjun komplementkerfisins eru C3 

bindiprótein (C3BP), Faktor H (FH), Faktor H lík prótein-1 (FHL-1) og vitronectin (Mynd 2). 

Í klassíska og lektín ferlinum hindrar C4BP myndun á C3-convertasa (C4bC2b) og hvetur til 

eyðingar á honum. Hjúplausir Hi geta bundist C4BP sem kemur þá í veg fyrir að C3b myndun og þar 

af leiðandi á áthúðun sér ekki stað.  

Í styttri ferlinum geta bæði hjúpaðir og hjúplausir Hi bundist FH og FHL-1 en bæði þessi prótein 

stjórna syttri ferlinum með því að bindast við C3b og hvetja til eyðingar á C3-convertasanum (C3bBb). 

Binding bakteríunnar við þessi prótein veldur því að áthúðun á sér ekki stað. 

Í lok virkjunarferlanna þegar myndun MAC á sér stað getur Hib bundist vitronectin í gegnum Hsf 

utanhimnupróteinið og hjúplausir Hi geta bundist vitronectin með hjálp prótein E viðloðunarþáttarins á 

himnu þeirra. Þá verður hindrun á virkjun komplementkerfisins þar sem að vitronectin stjórnpróteinið 

binst þá C5b-7 flókanum og hindrar þannig myndun MAC á frumuhimnunni (29).  
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Mynd 2. Ferlarnir þrír sem virkja komplementkerfið og stjórnprótein sem Hi getur bundist (29). 

 

Ákveðnir þættir í byggingu Hi hafa sýnt hæfileika til að auka viðnám gegn komplementkerfinu 

(Mynd 3). Hjúpurinn er þar mest rannsakaður, sérstaklega hjúpur Hib. Fylgni er á milli fjölda cap 

genasvæðanna í Hib og viðnáms gegn myndun og festingu MAC á yfirborðinu ásamt því að festing 

C3b er hindruð og þar af leiðandi dragast stórátfrumur ekki að bakteríunni (15, 29).  

Fasabreytilega genið lgtC á þátt í samsetningu LOS, tjáning þessa gens seinkar bindingu C4b sem 

hefur þá verndandi áhrif fyrir Hi í sermi vegna þess að ef ákveðinn fjöldi C4b er ekki á yfirborði 

bakteríufrumunnar virkjast ekki nægilega margir convertasasar til þess að drepa frumuna (46). Eins 

hefur sést að lex2 fasabreytilegi locusinn sem hefur með LOS tjáningu að gera getur líkt eftir 

samsetningu frumuhimnu hýsilsins og komist þannig fram hjá virkjun komplementkerfisins.  

Phosphorylcholine (ChoP) sem er tengt við LOS eykur líkur á að klassíski ferillinn fari af stað. 

Tjáning ChoP er hinsvegar nauðsynleg til þess að Hi geti sýklað nefkok, fasabreytilegur eiginleiki 

gensins sem tjáir fyrir ChoP skiptir því miklu máli því þegar ChoP er ekki tengt við LOS eykst viðnám 

Hi gegn komplementkerfinu. 

Sialic sýra er algeng á yfirborði mannafruma. Gerir hún það af verkum að hún eykur sækni FH og 

heldur því virkni styttri ferilsins í skefjum í kringum mannafrumur. Hi getur ekki framleitt sialic sýru en 

getur innlimað hana úr umhverfinu yfir í frumuhimnu sína og þannig notað hana sem vernd gegn 

virkjun komplementkerfisins (29). 
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Mynd 3. Samspil þátta á frumuhimnu Hi og komplementkerfisins (29).  

 

1.4.1.1 Þáttur bólguboðefna í sýkingarhæfni Hi 
Snerting Hi við þekjufrumur í nefkoki hvetur til losunar á bólguboðefnunum TNF-alfa, IL-6, IL-8 og 

MCP-1 sem eru bólguhvetjandi (e. proinflammatory cytokines) en hlutverk þeirra er að miðla boðum til 

annarra fruma og hvetja til aukins íflæðis kleyfkjarna átfruma og stórátfruma. Skaði sem cytokínin 

valda þekjufrumum er talinn hvetja enn frekar til Hi sýkingar þar sem sýnt hefur verið fram á að Hi loðir 

frekar við veiklaðar frumur og á auðveldara með að innlima sig inn í þær (47, 48). 

1.4.2 Sýklun og upphaf sýkingar af völdum hjúplausra Hi  

Hjúplausir Hi eru algeng orsök bráðrar miðeyrnabólgu, skútabólgu, berkjubólgu og lungnabólgu. 

Sýklun hefst í slími nefkoks. Flestir einstaklingar eru sýklaðir án einkenna eða svokallaðir berar, undir 

ákveðnum kringumstæðum getur sýklun leitt til þess að Hi breyðist út til miðeyra, skúta eða lungna og 

veldur þannig sýkingu. Til þess að auðvelda sýklun býr Hi yfir ýmsum viðloðunarþáttum sem auðvelda 

viðloðun við þekjufrumur (Mynd 4) (36). 
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Mynd 4. Sýklun og upphaf sýkingar af völdum hjúplausra Hi (9). 

A, B: Við komu Hi inn í nefkok binst bakterían við slím sem ásamt bifhárin nær að mestu að hreinsa 

hana burt. Veirusýking, tóbaksreykur og ónæmisbæling minnka hreinsunarhæfni slíms og bifhára, 

eykst þá möguleiki Hi á að komast að þekjufrumum nefkoksins. P2 og P5 eru viðloðunarþættir sem 

geta bundist við slím. Fyrir tilstilli LOS, próteins D og mögulega annarra þátta lamast bifhárin og 

hreinsunarhæfileikinn minnkar ennþá meira og Hi sem ekki voru hreinsaðar burt í byrjun halda áfram 

niður á við.  

C: Hi fær nú tækifæri til þess að loða við öndunarfæraþekjuna með hjálp viðloðunarþátta eins og pili, 

HMW1 og HMW2, Hia , Hap og OapA.  

D: Í nærveru SLPI sem er varnarþáttur, seyttur af öndunarfæraþekjunni, getur Hap viðloðunarþátturinn 

hvatt til áframhaldandi viðloðunar og miðlað ferli innan bakteríunnar sem leiðir svo til samsöfnunar á 

bakteríum. SLPI er þá að hvetja til smitunar Hi en ekki að varna gegn henni (36). 

E: Hap og mögulega fleiri þættir miðla innrás bakteríunnar inn í þekjufrumur og á milli þeirra, það veitir 

bakteríunum ákveðna vörn frá hýslinum. Hi getur dvalist þar og valdið sýkingu þegar ónæmisvarnir 

hýsilsins eru minnkaðar.  

F: Þegar styrkur SLPI er minnkaður gengst Hap undir sjálfsmeltingu og Hi fer að færast neðar. IgA1 

próteasi, fasabreytingar og mótefnavakabreytingar gera Hi kleyft að skjótast undan ónæmisvörnum 

hýsilsins (9). Við smitun þarf Hi að komast fram hjá IgA sem seytt er af öndunarfæraþekjunni til að 

koma í veg fyrir viðloðun og innrás baktería. Hi býr yfir IgA1 próteasa sem klýfur IgA (49). Hap getur 

hvatt til myndun smáþyrpinga ef punktstökkbreyting er í geninu. Þetta er mögulega stór áhrifaþáttur 

þegar kemur að hæfni Hi til þess að dveljast í nefkoki og lifa af árásir bakteríudrepandi efna sem seytt 

eru af öndunarfæraþekjunni (49). 
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1.4.3 Leið hjúpaðra Hi til að valda ífarandi sýkingum 

Hjúpurinn gerir Hi erfiðari viðureignar fyrir varnarkerfi hýsilsins. Ekki hafa birst eins ítarlegar skýringar 

á ferli sýkingar hjúpaðra Hi og hjúplausra Hi. Nokkrum ákveðnum þrepum í sýkingarferli Hi hefur verið 

lýst og þá sérstaklega fyrir heilahimnubólgu af völdum Hib. Þessar rannsóknir hafa hjálpað 

vísindamönnum að skilja ferli heilahimnubólgna af völdum baktería betur (9). 

1.4.3.1 Innrás í gegnum þekjuvef 
Hjúpaðir Hi geta haft bólsetu í nefkoki líkt og hjúplausir Hi. Hjúpaðir Hi hafa sterka sækni í slím 

nefkoks sem veldur niðurbroti á  svæðinu sem er á milli þekjufrumanna. Rýrnun verður á bifhárum sem 

orsaka minnkaða hreinsun á slími í nefkoki Þessar skemmdir leiða síðan til þess að bakteríurnar fá 

pláss til að komast að basal frumunum og grunnhimnu (e. basement membrane) (9, 50). 

1.4.3.2 Innrás í æðar 
Áður fyrr var ekki vitað hvort Hi kæmist í miðtaugakerfið frá nefkoki og í gegnum lyktarskyntaugar eða í 

gegnum blóðið. Sýnt var fram á að flutningur Hi frá undirþekjuvefssvæðinu (e. subepithelial tissue) yfir 

í blóðið átti sér stað með innrás í háræðar sem næra þekjuvefinn (e. epithelial tissue). Hi lifir af í 

vökvabólum innan æðaþekjufrumnanna og getur síðan ferðast með vökvabólunni á andstætt yfirborð 

frumunnar og er þar með komin í blóðrásina (9).  

1.4.3.3 Lifun í blóðrás  
Í rottum hefur verið sýnt fram á að yfir 90% af bakteríumagni Hi sem sprautað var í æð var dautt eftir 

að hafa verið í blóðrásinni í lítinn tíma en meðfædda og sértæka ónæmissvarið sér um þetta dráp. 

Þær bakteríur sem ekki voru drepnar náðu síðan að fjölga sér og gera innrás í heilahimnuna (9). Þetta 

bendir til að einungis þær Hi sem ósýnilegar eru ónæmisvörnum hýsilsins og hafa nægilega 

meinvirkan hjúp nái að valda sýkingu (29). 

1.4.3.4 Innrás í miðtaugakerfið 
Heilahimnuþröskuldurinn er einfalt lag af sérstökum þekjufrumum. Hi kemst úr blóðinu í gegnum 

heilahimnuþröskuldinn með því að nota viðloðunarþætti eins og LOS til þess að festa sig og fara svo á 

milli frumnanna þar sem bil er í þekjufrumulaginu. Skemmdir í heilahimnuþröskuldinum gera það að 

verkum að Hi kemst frekar í gegn um þröskuldinn. Þegar Hi er komin í gegnum þröskuldinn kemst 

bakterían í mænuvökvann og getur haldið áfram að fjölga sér. Þá er hýsillinn kominn með 

heilahimnubólgu (9). 

1.5 Faraldsfræði Hi  

1.5.1 Mikilvægi eftirlits 
Breytingar í kjölfar Hib bólusetninga undirstrika mikilvægi þess að fylgjast með hvaða hjúpgerðir Hi eru 

að valda sýkingum (51). Með því að vita hvaða hjúpgerðir liggja að baki er einnig hægt að meta þörf 

fyrir ný fyrirbyggjandi úrræði (52). Flestar rannsóknir sem birst hafa um faraldsfræði Hi einblína á 

ífarandi sýkingar af þeirra völdum en tíðni ífarandi sýkinga endurspeglar vel alvarleika Hi sýkinga. 
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1.5.2 Hi með hjúp 

Fyrir upphaf bólusetninga voru Hib sýkingar algengastar eða um 93-96% allra Hi sýkinga (7, 53). Á 

Íslandi fyrir árið 1990 var tíðni Hib sýkinga 6,4 á hverja 100.000 íbúa á ári (54). Almennt eru börn 

útsettari fyrir Hib sýkingum vegna óþroskaðra ónæmisvarna þeirra (7) en þetta sést vel þegar rýnt er í 

tíðni Hib sýkinga eftir aldri (Tafla 3) (53). Tíðni ífarandi sýkinga á árunum 1983-1989 hjá börnum undir 

eins árs aldri á Íslandi var 109 tilfelli á hverja 100.000 íbúa á ári og hjá börnum frá 1-5 ára var tíðnin 41 

tilfelli á hverja 100.000 íbúa á ári (Tafla 3).  

Samantekt á öllum Hib sýkingum fyrir tíð bólusetninga frá árunum 1970-1990 sem höfðu áhrif á 

taugakerfið (heilahimnubólga) eða voru einskorðaðar á einum stað í líkamanum (blóð, mænu- og 

liðvökva ásamt öðrum almennt sterílum vökvum) sýndi að tíðni sýkinganna í núll til fjögurra ára 

börnum var í kringum 71 tilfelli á hver 100.000 börn á þeim aldri í heiminum öllum. Samanlögð tíðni 

þessara sýkinga í öllum aldurshópum var 3 tilfelli á hverja 100.000 íbúa á ári (55). 

Tafla 3. Aldurstengd tíðni ífarandi Hi sýkinga frá árunum 1983-1989 á Íslandi (54). 

Aldur Hib Tilfelli á hverja 100.000 
íbúa á ári 

ekki Hib Tilfelli á hverja 
100.000 íbúa á ári 

n n 

<1 32 109,0 2 6,8 

1 til 5 6 41,1 1 0,7 

6 til 20 5 1,1 2 0,5 

21-40 1 0,2 1 0,2 

41-60 4 1,3 2 0,6 

>60 5 2,2 6 2,7 
 

Þegar horft er á tíðni hópa af mismunandi uppruna manna kemur í ljós að frumbyggjar undir 5 ára 

aldri í Ástralíu (e. Aboriginal) og Norður Ameríku (Eskimóar í Alaska, Apache og Navajo Indijánar) 

höfðu hærri tíðni ífarandi Hib sýkinga (53)eða allt að 408 ífarandi Hib sýkingar á hverja 100.000 íbúa 

undir 5 ára á ári. Ástæða þess er talin vera samspil milli umhverfis- og genatengdra þátta (7, 53).  

Með tilkomu bóluefna gegn Hib hefur sýkingum af þeirra völdum nánast verið útrýmt á Íslandi (Tafla 4) 

og í öðrum löndum með skipulagðar bólusetningar (52, 54, 55). Áhyggjur hafa vaknað um að aðrar 

hjúpgerðir Hi geti risið upp eftir útrýmingu Hib sýkinga í þeim löndum sem tóku upp bólusetningar  

(56).  

Í stórri evrópskri rannsókn þar sem rýnt var í tíðni ífarandi Hi sýkinga í 28 löndum frá árunum 1996-

2006 kom í ljós að sýkingar af völdum annarra hjúpaðra Hi en Hib eru mjög sjaldgæfar eða 0,36 tilfelli 

á hverja milljón íbúa á ári (0,036/100.000). Á rannsóknartímabilinu olli hjúpgerð e 21% allra ífarandi 

hjúpaðra Hi sýkinga annarra en Hib á meðan hjúpgerð f olli 72% sýkinganna. Einkenni þessarra 

sýkinga eru lík sýkingum af völdum hjúplausra Hi (56). 

Ífarandi sýkingar af völdum hjúpgerðar a með svipaða eiginleika og Hib hafa greinst (7, 57), þar á 

meðal ífarandi hjúpgerðar a klónar með IS1016-bexA hluteyðinguna (34). Algengi sýkinga af völdum 



  

22 

hjúpgerðar a er lítið í Evrópu. Hæst er tíðnin í börnum undir 5 ára eða 0,12 sýkingar á hverja milljón á 

ári (56). Hinsvegar er tíðni þessara sýkinga meðal Navajo- og Apacheindjánabarna undir 5 ára aldri 

meiri eða 20 tilfelli á hver 100.000 börn undir 5 ára og rannsóknir á frumbyggjum í Alaska hafa sýnt að 

tíðni hjúpgerðar a sýkinga í börnum undir tveggja ára er 21 tilfelli á hver 100.000 börn undir tveggja 

ára (51, 56). 

Hjúpgerðir c og d eru sjaldgjæfastar í Evrópu en rannsóknir benda til þess að þær séu algengari í 

fullorðnu fólki (56). Þær niðurstöður eru í samræmi við bandaríska rannsókn þar sem yfir helmingur 

tilfella ífarandi sýkinga af völdum hjúpgerða c og d var í 18-64 ára fólki (58). Dánartíðnin er lægst í 

ífarandi sýkingum af völdum hjúpgerða c og d og bendir það til þess að þær hjúpgerðir séu ekki mjög 

meinvirkar samanborið við hinar hjúpgerðirnar (56). 

Samanlögð dánartíðni af völdum hjúpgerða annarra en b er 9% og gæti sá fjöldi stafað af því að 

hjúpaðir Hi af annarri hjúpgerð en b valda helst sýkingum í fólki sem er ónæmisbælt fyrir (56).  

Fjöldi sýkinga af völdum hjúpaðra Hi annarra en Hib er ekki nálægt fjöldanum sem Hib olli á sínum 

tíma. Ekki er því hægt að sjá að aðrir hjúpaðir Hi séu að rísa upp eftir bólusetningu gegn Hib (7).  

Í nýlegri rannsókn sem Berndsen et al. gerðu á tíðni ífarandi Hi sýkinga á Íslandi yfir 25 ára tímabil sést 

að hjúpgerð f er algengust hjúpaðra Hi sem hafa greinst á Íslandi fyrir utan Hib. Algengasti uppruni sýkinga 

var heilahimnubólga og er Hib þar í miklum meirihluta sem sýkingarvaldur (Tafla 4) (54). 

Tafla 4. Uppruni ífarandi Hi sýkinga á Íslandi tímabilið 1983-2008 (54). 

Uppruni 
sýkingar 

Hjúpgerðir (1983-2008) 1983-1989 1990-2008 

a b c d e f NTHi* Hib ekki Hib Hib ekki Hib 

Lungnabólga 1 12 1 
  

6 16 9 4 3 24 

Heilahimnubólga 
 

58 
   

3 
 

55 2 3 2 

Blóðsýking 2 16   1 2 16 14 5 2 19 

Barkaspeldisbólga  
 

4 
   

1 
 

4 
  

1 

Húðbeðsbólga 
 

10 
   

2 1 10 1 
 

4 

Bein/liðsýking 
 

10 
    

1 9 
 

1 2 

Önnur  5  1   6 1 2 4 10 

Greining ekki 
tilgreind 

 

8 1 

    

7 

 

1 3 

Samtals 3 123 2 1 1 14 40 109 14 14 65 

*Hjúplausir Hi. 

1.5.3 Hjúplausir Hi 

Fyrir bólusetningar voru hjúplausir Hi ekki algengir sýkingarvaldar (53). Árið 1989 voru aðeins 16,8% 

ífarandi Hi sýkinga af völdum hjúplausra Hi samkvæmt úttekt sem gerð var á ífarandi sýnum sem 
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höfðu verið send til Active Bacterial Core surveillance (ABCs) í Bandaríkjunum. Í lok 2008 hafði tíðni 

þeirra hækkað upp í 68,4% af öllum ífarandi Hi sýkingum en þess má geta að árleg tíðni ífarandi Hi 

sýkinga lækkaði um 65% á rannsóknartímabilinu (59). 

Eftir bólusetningar gegn Hib er algengast að ífarandi Hi sýking sé af hjúplausum stofni (53). Í Illinois 

fylki í Bandaríkjunum jókst tíðni greindra hjúplausra Hi um 657% þar sem 7 tilfelli ífarandi sýkinga 

greindust árið 1996 og hæst var tíðnin 2004 eða 53 greind tilfelli (58, 60).  

Heildarfjöldi ífarandi Hi sýkinga lækkaði mikið í kjölfar Hib bólusetninga. Þó svo að aukning hafi 

orðið á ífarandi sýkingum af völdum hjúplausra Hi eru ekki merki um að heildarfjöldi ífarandi Hi sýkinga 

sé aukinn eftir bólusetningar (56, 60). Ekki hefur orðið marktæk aukning ífarandi sýkingum af völdum 

hjúplausra Hi á Íslandi samkvæmt tölum frá Berndsen et al. (54). Ólíkt Hib sem sýkir helst ung börn er 

meðaldur þeirra sem fá ífarandi sýkingar af völdum hjúplausra Hi annar. Tíðni þeirra er nú hæst í 

nýfæddum börnum og fullorðnum eldri en 65 ára (56, 58). Algengt er að ónæmisbæling af einhverjum 

toga sé til staðar (54, 59).  

Athygli hefur vakið að ófrískar konur eru líklegri til að sýkjast af hjúplausum Hi heldur en aðra konur 

á sama aldri. Þetta sést þegar rýnt er í tíðni ífarandi sýkinga af völdum Hi á Íslandi tímabilið 1983-2008 

(54) en því hefur verið haldið fram að ónæmiskerðing sem konur verða fyrir á meðgöngu valdi þessari 

aukningu (56, 61).  

1.6 Bólusetningar 

1.6.1 Bóluefni gegn Hib 

Avery og Goebel lýstu í grein sem birtist árið 1931 að hægt væri að bæta ónæmissvar með því að 

tengja fjölsykru úr bakteríu við prótein (62). Þessi uppfinning varð grunnur að framleiðslu 

próteintengdra bóluefna en PRP fjölsykran er notuð í Hib bóluefnin. Fjölsykran ein og sér myndar ekki 

ónæmissvar sem leiðir til ónæmisminnis. Mótefnavakar sem myndast vegna próteinanna sem bera 

PRP fjölsykruna hvetja T-hjálparfrumur og það leiðir til þess að T-frumur geta myndað boð til 

kolvetnasértækra B-frumna. Þannig er hvatt til betri ónæmissvörunar gegn PRP hluta próteintengda 

bóluefnisins og ónæmisminni myndast (7, 63). Fyrsta próteintengda bóluefnið sem kom á markað 

gegn Hib var PRP-D en það innihélt óeitrað barnaveikisprótein (64). 

Í dag eru þrjú bóluefni leyfð gegn Hib. PRP-T þar sem fjölsykran er tengd við próteinhluta úr 

stífkrampaeitri, HbOC þar sem fjölsykra er tengd við stökkbreyttan, óeitraðan próteinhluta úr 

barnaveikiseitrinu (CRM-197) og að lokum PRP-OMP þar sem fjölsykran er tengd utanhimnuprótein 

frá Neisseria meningitidis týpu b. (7). Við samanburð á ónæmissvari þessara bóluefna kom fram að 

áhrifaríkara ónæmissvar myndast við gjöf PRP-T heldur en PRP-D (63).  

1.6.2 Bólusetningar á Íslandi 

Niðurstöður frá finnskri rannsókn frá árinu 1987 urðu kveikjan að upphafi bólusetninga gegn Hib á 

Íslandi. Hún sýndi fram á 87% vernd gegn Hib sýkingum eftir að börn á fyrsta aldursári fengu þrjá 
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skammta af PRP-D. Bólusetningin hófst árið 1989 sem var á undan nærliggjandi Evrópulöndum en 

þau hófu bólusetningu ekki fyrr en tveimur til fjórum árum seinna (63, 64).  

Hægt er að gefa Hib bóluefni samtímis með öðrum algengum bóluefnum. Nú til dags eru börn á 

Íslandi og víðar bólusett með fimmgilda bóluefninu Pentavac® þegar þau eru þriggja, fimm og tólf 

mánaða gömul. Pentavac® inniheldur vörn gegn kíghósta, barnaveiki, stífkrampa, Hib og mænusótt í 

einni sprautu. Í Pentavac® skammti eru 10 míkrógrömm af PRP fjölsykrunni sem tengd er við 

stífkrampaprótein (65) 

1.6.3 Bóluefni gegn hjúplausum Hi 

Grundvöllur fyrir bólusetningar gegn hjúplausum Hi er til staðar. Allt að 40% allra bráðra 

miðeyrnabólgna eru vegna hjúplausra Hi. Einnig finnast þeir oft í uppgangi (e. purulent secretions) hjá 

fólki með langvinna lungnateppu og slímseigjusjúkdóm en helst er horft til þessa sjúklingahópa þar 

sem lífsgæði þeirra eru áberandi skert vegna sýkinga af völdum hjúplausra Hi (14).  

Erfiðlega hefur gengið að finna mótefnavaka til þess að nota gegn hjúplausum Hi vegna breytileika 

í genatjáningu og mótefnavökum eins og áður hefur verið lýst (14). Prymula et al. könnuðu verndandi 

virkni 11-gilds pneumókokkabóluefnis gegn bráðri miðeyrnabólgu, en PD var notað sem burðarprótein 

fyrir pneumókokkafjölsykrur sértækar fyrir hjúpgerðir 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F og 23F í 

bóluefninu. Sýndu þeir fram á 35% vernd gegn bráða miðeyrnabólgu af völdum hjúplausra Hi með 

notkun bóluefnisins þar sem PD hvatti til ónæmisvarnar gegn hjúplausum Hi (66). Bólusetningar hófust 

á Íslandi með Synflorix pneumókokkabóluefninu í apríl 2011 (67). Í Synflorix eru 

pneumókokkafjölsykrur tengdar við PD, því verður áhugavert að fylgjast með áhrifum bóluefnisins á 

hjúplausa Hi í framtíðinni (14).  

1.7 Hefðbundnar greiningaraðferðir 

1.7.1 Greining Haemophilus 
Flestar Haemophilus tegundir vaxa ekki á 5% blóðagar þar sem þá vantar NAD (V-faktor). Til þess að 

rækta Haemophilus þarf að setja sýni á súkkulaðiagar en hann inniheldur bæði hemin (X-faktor) og 

NAD (V-faktor) sem gerir öllum Haemophilus tegundum kleyft að vaxa. Ef grunur er um Haemophilus 

er sýninu sáð strax á súkkulaðiagar. Hægt er að rækta bakteríuna bæði í loftháðu og loftfirrtu umhverfi. 

Vöxtur er hvattur með CO2. Kjörhitastig til ræktunar er 37°C og vöxtur kemur fram innan 24 

klukkustunda (1). 

Í Grams litun birtist Haemophilus sem litlir Gram neikvæðir stafir. Erfitt getur verið að koma auga á 

Haemophilus í Grams litun sem er gerð beint úr sýni sjúklings þar sem bakgrunnur verður oft bleikur 

að lit og gerir litla Gram neikvæða illsjáanlega nema fyrir vana. 

Þyrpingar Haemophilus á súkkulaðiagar eru litlar, mjúkar og gagnsæjar. Stofnar með hjúp eru 

slímugri og stærri. Ef útlit og lykt er líkt Haemophilus og þyrpingar vaxa aðeins á súkkulaðiagar er 

næsta skrefið að greina hvaða tegund Haemophilus er um að ræða.  
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Faktorapróf segir til um hvaða faktora Hi þarf til að vaxa. Notaður er Plain agar án næringarefna og 

bakteríulausn í styrknum 0,5 á McFarland er sáð á agarinn. Faktoraskífur eru settar eins langt frá hvor 

annari og kostur er svo að efnin frá faktorunum skarist ekki. Skífurnar eru þrjár, ein sem hefur bara 

hemin (X-faktor), ein með NAD (V-faktor) og ein með bæði hemin og NAD (XV-faktor). Eftir eina nótt í 

hitaskáp við 35-37°C er vöxtur upp við skífurnar greindur (Talfa 5) (1). Einstaka stofnar af Hi þurfa CO2 

til að vaxa og því er faktorapróf endurtekið í CO2 bættu lofti ef engin vöxtur kemur fram (68). 

Langflestir H. haemolyticus og H. parahaemolyticus mynda β-hemólýsu. Hún er greind með því að 

sá stofni á 5% blóðagar og Staphylococcus aureus látin vaxa við hlið Haemophilus til þess að stofninn 

fái NAD (V-faktor) en hemin (X-faktor) fær hann frá blóðagarnum. Ef tær sóna myndast í agarnum í 

kringum Haemophilus þyrpingar flokkast hún sem β-hemólýtísk (Tafla 5) (1). 

Tafla 5. Greining á mismunandi tegundum út frá faktoraprófi og hemólýsu (1). 

Tegund X-faktor V-faktor β-hemólýsa 

H. influenzae + + - 

H. haemolyticus + + + 

H. parainfluenzae - + - 

H. parahaemolyticus - + + 
 

Næmispróf á Haemophilus stofnum eru gerð hér á landi samkvæmt EUCAST staðli á Muller Hinton 

agar með NAD (69). Ef stofninn reynist ónæmur fyrir penicillíni er gert Nitrocefin próf (70). Nitrocefin er 

afleiða af Cepalosporin sýklalyfinu sem inniheldur β-laktam-sameind. Einn dropi af Nitrocefnin 

hvarfefninu er settur á filterpappír og lykkjufylli af bakteríugróðri blandað saman við. Ef bakterían 

inniheldur β-laktamasa rofnar β-laktam-sameindin í Nitrocefin hvarfefninu og rauður litur myndast. Ef 

engin litabreyting verður er bakterían ekki með β-laktamasa (1, 71). 

1.7.2 Ónæmisfræðileg hjúpgreiningaraðferð 
1.7.2.1 Kekkjunarpróf til hjúpgreiningar á Hi 
Greining hjúpgerða Hi er mikilvæg í faraldsfræðilegum tilgangi. Fylgjast þarf með hvaða hjúpgerðir eru 

algengastar til að hægt sé að leggja mat á áhrif bólusetninga gegn Hib á aðrar hjúpgerðir og mögulega 

breyta bóluefnum í takt við fjölda sýkingartilfella af ákveðnum hjúpgerðum (72). 

Mótefnalausn sem inniheldur mótefni gegn hverri hjúpgerð fyrir sig er blandað við bakteríulausn í 

saltvatni á smásjárgleri. Blandað er í tvær mínútur og fylgst með hvort kekkjun komi fram. Kekkjunin 

þýðir að mótefnið er að bindast við hjúpinn og veldur því að bakteríurnar bindast saman og mynda 

kekkjun. Kekkjun er ekki bara kekkjun, hægt er að flokka hana í 6 flokka eftir magni kekkjunar (Mynd 5). 
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4+ er þegar allar frumurnar kekkjast og bakgrunnur milli frumanna virðist tær. 
3+ er þegar 75% frumanna kekkjast og bakgrunnur er örlítið skýjaður. 
2+ er þegar 50% frumanna kekkjast og bakgrunnur er örlítið skýjaður. 
1+ er þegar 25% frumanna kekkjast og bakgrunnur er örlítið skýjaður. 
+/- er þegar minna en 25% frumanna kekkjast og bakgrunnur er fín-kornóttur. 
0 (saltvatn) er þegar engin sjáanleg kekkjun er til staðar. Lausnin er þá skýjuð og einslit (72). 

Mynd 5. Misjafnt útlit kekkjunar. 

Sýni telst jákvætt fyrir tiltekinni hjúpgerð ef 3+ eða 4+ kekkjun myndast innan einnar til tveggja mínútna. 

Sýni er skilgreint neikvætt fyrir ákveðinni hjúpgerð þegar aðeins greinist 0, +/-, 1+ eða 2+ kekkjun. Þegar 

sýni er neikvætt með mótefnalausn gegn a, b, c, d, e og f er Hi flokkaður sem hjúplaus (72). 

1.7.2.2 Ókostir kekkjunarprófsins 
Þrátt fyrir leiðbeiningar og notkun kontrólsýna er huglægni kekkjunarprófsins áhyggjuefni. Framkvæmd 

og túlkun kekkjunarprófsins getur verið röng sér í lagi þar sem að ekki er nóg að kekkjun sé í sýninu 

heldur þarf að vera ákveðið hlutfall af henni til að sýnið teljist jákvætt í kekkjunarprófi (72). 

Að greina sanna hjúplausa Hi frá öðrum Hi með kekkjunarprófinu getur verið erfitt. Stofnar með eitt 

eintak af cap genasvæðinu þar sem hluteyðing er í bexA koma út sem hjúplausir en þeir eru 

erðafræðilega með hluta af cap genasvæðinu en geta ekki framleitt fullkominn hjúp og eru því 

neikvæðir í kekkjunarprófi. Ekki er rétt að kalla þessa stofna hjúplausa þar sem cap svæðið er til 

staðar, þeir eru táknaðir með mínus á eftir hjúpgerð (73). Þegar LaClaire et al. báru saman niðurstöður 

úr PCR og kekkjunarprófum, kom í ljós að 40% Hi stofnanna í rannsókninni voru greind með hjúp í 

kekkjunarprófi en voru hjúplausir samkvæmt PCR greiningaraðferð (74). 

Fjöldi rannsókna þar sem borin eru saman næmi og sértækni PCR greiningaraðferðanna miðað við 

kekkjunarprófin eru á sama máli um að PCR greiningaraðferðir eyði þeim óvissuþáttum sem til staðar 

eru í kekkjunarprófum og að ætti frekar að nota þau til hjúpgreiningar (72, 74-76). 

1.8 Greining með kjarnsýrumögnun (PCR) 

PCR (e. polymerase chain reaction) leyfir mögnun á ákveðnum DNA eða RNA bútum með hjálp 

prímerapara. Hvarflausn er búin til sem inniheldur einangrað DNA úr sýni, núkleótíð, sértæka prímera 

fyrir svæðið sem magna á upp og hitaþolinn DNA polýmerasa. Næst er hvarflausnin sett í tæki sem 

breytir hitastigi sýnisins með ákveðnu millibili til að magna upp DNA bútinn (Tafla 6) (77).  
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Tafla 6. Einn mögnunarhringur í PCR (77, 78).  

Mögnunarskref Hitastig (°C) Hvað gerist 

1. Eðlissvipting 94-95 Tvíþátta DNA klofnar í einþátta DNA. 

2. Þáttapörun 40-60 Prímerapar binst við sitthvorn enda DNA svæðisins sem 
magna á upp. 

3. Lenging 72 Polýmerasinn lengir svæðið sem afmarkað er af 
prímerunum. 

Hringurinn er endurtekinn þar til magn DNA bútsins sem sóst er eftir í sýninu er næg. Tilvist raðarinnar 

er svo greind með rafdrætti, kemur þá í ljós hvort DNA röð af réttri stærð hefur magnast upp (77).  

1.8.1 Multiplex PCR 

Hægt er að hafa fleiri en eitt prímerapar í hvarflausninni sem kallast þá multiplex PCR. Helstu kostir 

þess er notkun innri kontróla sem geta komið í veg fyrir falsk neikvæðar niðurstöður vegna hindrunar í 

sýninu eða falsk jákvæðar niðurstöður vegna mengunar. Minni kostnaður og undirbúningstími fer í 

multiplex PCR þar sem hægt er að hafa fleiri prímerapör í sömu hvarfefnalausn (78). 

1.8.1.1 Hönnun multiplex PCR 

1.8.1.1.1 Prímerar	
  valdir	
  og	
  prófaðir	
  í	
  monoplex	
  

Þegar genin sem nota á til greiningar á sýninu eru ákveðin er næsta skref að hanna prímera. 

Prímerarnir þurfa að vera sértækir á röðina þannig að prímerinn bindist ekki öðrum stöðum á DNA 

sameindinni og valdi þar með ósértækri mögnun. Stærðir PCR afurðanna mega ekki vera of líkar því 

það gerir greiningu mögnunarinnar í rafdrætti erfiða (78). Prímerar sem áætlað er að hafa saman í 

multiplex þurfa að hafa svipaða byggingu hvað varðar lengd G/C hlutfall og bræðsluhitastig. Gera þarf 

prófun með eitt par í einu og finna þannig hentug hitastig (79).  

1.8.1.1.2 Prímerum	
  blandað	
  saman	
  í	
  multiplex	
  PCR	
  og	
  hvarflausn	
  aðlöguð	
  

Eftir því sem fleiri prímerar eru í multiplex PCR aukast möguleikar á ósértækri mögnun vegna artifakta 

og ósértækrar prímerapörunar.  

Sumir prímerar virka vel einir og sér en sýna ósértæka mögnun í multiplex hvarfi. Stundum er hægt að 

laga það með Hot start (nánari umfjöllun að neðan) en ef það virkar ekki er eina leiðin að velja nýja 

prímera.  

Prímera dímerar er þegar prímerar parast við sjálfan sig og mögnun verður á þeim í stað þess að 

markröð DNA sameindarinnar sé mögnuð. Núkleótíðin í hvarflausninni fara þá í að magna upp 

prímerana sjálfa sem annars ættu að fara í að magna upp raðir af DNA sameindinni. Einnig myndast 

samkeppni milli prímeranna sem eru að parast við sjálfan sig og þá prímera sem eru rétt staðsettir um 

notkun polýmerasans. Til þess að draga úr áhættu á að þetta eigi sér stað er ráðlegt að nota Hot start, 

aðlaga bæði styrk prímera í hvarfinu og fjölda mögnunarhringja og þáttapörunarhitastig (79, 80). 
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Þegar bönd koma missterk út í rafdrætti er það vísbending um að sækni milli prímera og DNA 

sameindar sé ekki jöfn. Þetta er mögulegt að laga með því að minnka styrk þeirra prímera sem koma 

sterkt út (78, 79).   

1.8.1.1.3 Hot	
  start	
  PCR	
  	
  

Ef áður hefur sést ósértæk mögnun í PCR hvarfi er hægt að vinna gegn henni með Hot start aðferð. 

Ósértæka mögnunin getur átt sér stað ef prímerarnir ná að parast hvor við annan eða annað í 

lausninni (ruslmögnun) áður en fyrsti mögnunarhringurinn fer af stað. Koma þarf í veg fyrir að 

þáttapörun í byrjun hvarfsins geti átt sér stað og einnig að polýmerasinn verði virkur í lágu hitastigi. 

Með notkun sérstaks Taq polýmerasa sem virkjast ekki fyrr en búið er að hita lausnina upp í 95°C er 

mögulegt að vinna gegn ósértækri mögnun af þessum toga (78).  

1.8.2 Greining á milli Hi og H. haemolyticus með PCR aðferð 

Þróaðar hafa verið nokkrar multiplex PCR aðferðir til aðgreiningar á Hi og H. haemolyticus (81). 

Prótein D genið (hpd) og fuculose kinase genið (fucK) hafa reynst vel en H. haemolyticus á ekki að 

hafa þessi gen í genamengi sínu (19, 20). 

Þegar bæði genin eru til staðar er það mjög sterk ábending um að Hi sé í sýninu þar sem þau eru 

vel varðveitt í Hi. Í þeim tilvikum þar sem aðeins annaðhvort fucK eða hpd kemur fram er áætlað að 

sýnið sé Hi. Vegna hárrar tíðni lárétts genaflutnings getur engin PCR greiningaraðferð á Hi og H. 

haemolyticus verið 100% næm en með því að nota hpd og fucK saman er hinsvegar komist ansi 

nálægt því (19, 82). 

1.8.3 Greining hjúpgerða Hi með PCR aðferð 

Falla et al. þróuðu PCR til hjúpgreiningar Hi (75). Þau notuðu cap genasvæðið sem allir hjúpaðir Hi 

hafa í genamengi sínu. Prímer til þess að segja til um hvort hjúpur væri til staðar var hannaður út frá 

bexA geninu sem er á part I innan cap svæðisins og allir hjúpgerðarsértækir prímerar voru hannaðir út 

frá parti II innan cap en það svæði er einstakt fyrir hverja hjúpgerð (a-f). Fyrst voru sýnin keyrð með 

BexA prímer sem gengdi hlutverki innra kontróls fyrir hjúp og prímer fyrir Hib, þannig sigtuðust út 

hjúpgerðir b, b- og hjúplausir stofnar. Stofnar sem stóðu eftir ógreindir voru síðan keyrðir með a, c, d, e 

og f prímer í monoplex PCR (75). 

Notkun BexA prímera sem innra kontról ásamt hjúpgerðarsértækum prímerum í multiplex PCR er 

algengust á rannsóknarstofum sem nota PCR til að hjúpgreina Hi (73). Breytileiki bexA gensins hefur 

verið rannsakaður milli hjúpgerða og er ljóst að bexA prímerar eingöngu eru ekki nógu sértækir til að 

greina hvort Hi sé hjúpaður eða ekki vegna of mikils breytileika í geninu á milli klóna (83). Hætta er á 

að missa af klónum sem eru með hluteyðingu á BexA geninu vegna IS1016 endurröðunar ef BexA 

prímerinn er sértækur fyrir þann hluta gensins sem eyðist (83). Þegar hjúpgerðarsértækir prímerar eru 

hafðir með ásamt bexA sértækum prímer er ekki hætta á að missa af stofnum með hluteyðingu því 

þeir sýna þá mögnun samkvæmt hjúpgerðarsértæku prímerunum (75). 
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1.8.4 Rauntíma PCR  

Rauntíma PCR aðferð er þegar mögnun og greining hennar eru gerðar samtímis í sama tækinu. Þessi 

aðferð hefur þann kost fram yfir hefðbundið PCR að ekki þarf að rafdraga afurðina og felst því mikill 

tímasparnaður í rauntíma PCR ásamt því að hætta á mengun er í lágmarki.  

Hvarfið er eins uppbyggt og í hefðbundnu PCR (Tafla 4) nema að höfð eru með hvarfefni sem gera 

Real Time PCR tæki kleyft að nema mögnunina. Þessi hvarfefni eru DNA litir eða flúrljómandi DNA 

þreifarar. Því fyrr sem tækið fer að nema litinn eða flúrljómunina því meira er af DNA sameindinni sem 

magna á upp í sýninu. Þó prímerar séu hannaðir með rauntíma PCR í huga er möguleiki að nota þá í 

hefðbundnu PCR (78). 

Wroblewski et al. hönnuðu nýlega tveggja skrefa multiplex rauntíma PCR. Þau notuðu BexA prímer 

sem innra kontról en hann var valinn með tilliti til svæða sem sýnt hafa eyðingu hjá sumum klónum 

(73, 76). Hvörfunum var skipt þannig upp að fyrst voru prímerar fyrir bexA og Hib keyrðir á sýnunum. 

Ef sýnið var neikvætt fyrir báðum genunum þá var það greint sem hjúplaus Hi. Þau sýni sem voru 

jákvæð fyrir bexA og hjúpgerð b voru greind sem hjúpgerð b. Ef sýnið var jákvætt fyrir bexA og 

neikvætt fyrir hjúpgerð b þá var sýnið sett í annað hvarfið með prímerum fyrir hjúpgerðir a,c-f og fékkst 

þá greining fyrir eftirstandandi sýni (76). 
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2 Markmið 

Óhemólýtískir H. haemolyticus geta verið misgreindir sem Hi. Tíðni þess er óþekkt hér á landi. Eins er 

ekki þekkt hvaða hjúpgerðir eru í innsendum sýnum frá sjúklingum hér á landi. Því var markmið 

þessarar rannsóknar að:  

• þróa multiplex PCR aðferð til að kanna hvort H. haemolyticus stofnar í sýnum frá sjúklingum 

send á Sýklafræðideild Landspítalans árið 2012 hafi verið greindir sem Hi. 

• þróa multiplex PCR aðferð til að hjúpgreina Hi úr sjúklingasýnum send á Sýklafræðideild 

Landspítalans árið 2012. 
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Stofnar 
Hi stofnar sem greindust árið 2012 með hefðbundnum greiningaraðferðum á Sýklafræðideild 

Landspítalans voru frystir í  tryptose-glýseról frystiæti (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) við -80°C. 

Alls voru frystir 521 stofnar. Af þeim voru 5 stofnar dauðir ásamt 5 stofnum sem fundust ekki og voru 

því á endanum 511 stofnar tiltækir í rannsóknina (Tafla 7).  

Aðgreining á Hi og H. haemolyticus var gerð á öllum 511 stofnunum. Hjúpgreining var gerð á 453 

stofnum þar sem stofnar sem ræktuðust úr nef- og nefkoksstrokum voru útilokaðir vegna óvissu um að 

þeir væru að valda sýkingum og til þess að tími gæfist til hjúpgreiningar á eftirstandandi stofnum. 

Tafla 7. Tegund og fjöldi sýna sem greindust sem Hi  á Sýklafræðideild Landspítalans árið 2012 og 

voru höfð með í rannsókninni. 

Tegund sýnis Fjöldi stofna 

Ástunga/vefur frá auga 1 

Barkasog 22 

Berkjuskol 25 

Blóð 2 

Eyra 257 

Gróður úr auga 1 

Hálsstrok 2 

Hráki 129 

Hreint svæði/vefur 1 

Innri kynfæri kvenna 1 

Ígerð 1 

Nefkoksstrok* 46 

Nefstrok* 12 

Skol frá sinus 10 

Ytri kynfæri kvenna 1 

Samtals 511 

Samtals án nef og nefkokssýna 453 

*Stofnar útilokaðir frá hjúpgreiningu. 

3.2 PCR 

3.2.1 Undirbúningur stofna fyrir PCR 
Stofnar voru ræktaðir upp á súkkulaðiagar (Oxoid, Hampshire, UK) við 37°C í 5% CO2 yfir nótt. Teknar 

voru 2-5 þyrpingar af Haemophilusgróðri og settar í 700 µL af 5% Chelex 100® (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA). Lausnin var næst hituð í hitaskáp við 100°C í 10 mínútur. Eftir það var lausnin 
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spunnin niður við 14000 snúninga á mínútu við 4°C í 10 mínútur. Flotið innihélt erfðaefni bakteríunnar, 

teknir voru 300 µL af því og geymt í frysti við -60 til -70°C fram að notkun. 

3.2.2 Hvarfefni og uppsetning PCR 

Notuð var Quick Load® Taq 2X Master Mix (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA) 

hvarfefnalausn. Hún innihélt 10mM af Tris-HCl (pH 8,6 við 25°C), 50mM af KCl, 1,5 mM MgCl2, 50 

einingar/ml af Taq DNA Polýmerasa, 0,2mM af hverju núkleótíði (dNTP), 5% glycerol, 0,08% 

IGEPAL® CA-630, 0,05% Tween® 20, 0,024% Orange G og 0,0025% Xylene Cyanol FF.  

Allir prímerarnir voru fengnir frá TAG Copenhagen A/S (Kaupmannahöfn, Danmörku). Prímerapör 

voru þynnt með DNasa fríu vatni (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MI, USA) þannig að styrkur þeirra var 

0,5 µM. 

Í hverja PCR túpu fóru 12,5 µL af Quick Load®, 1 µL af prímerapari, 6,5 µL af Sigma vatni (Sigma-

Aldrich Co) og 5 µL af sýni, heildarrúmmál var 25 µL. Ef prímerapör voru fleiri en eitt minnkaði magn 

Sigma vatnsins (Sigma-Aldrich Co) á móti svo að heildarrúmmál var alltaf það sama.  

PCR hvarfið var framkvæmt í 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) við 

eftirfarandi aðstæður: Eðlissvipting við 94°C í 4 mínútur, eftir það voru 30 mögnunarhringir sem 

byggðust á eðlissviptingu við 94°C í 30 sekúndur, þáttapörun við 52°C í 30 sekúndur og lenging við 

72°C í 30 sekúndur. Lokalengingarskref var 72°C í 5 mínútur og sýnið var svo kælt niður í 4°C sem er 

geymsluhitastig hvarflausna. 

3.2.3 PCR fyrir aðgreiningu á Hi og H. haemolyticus 

Notast var við aðferð sem þróuð var á Sýklafræðideild Landspítalans sumarið 2012. Prímerarpar 

sértækt fyrir hpd genið sem kóðar fyrir prótein D í Hi var þá notað til þess að greina á mili Hi og H. 

haemolyticus. Hönnun Hpd sértæka prímeraparsins var byggð á rannsóknum Binks et al. (81) 

Í þessu verkefni var fucK prímerapari sem kóðar fyrir fuculose kinase í Hi bætt við hvarfið til þess 

að auka greiningarhæfni aðferðarinnar. Prófuð voru tvö mismunandi fucK prímerapör ásamt hpd í 

multiplex PCR (Tafla 8). Aðferðin byggir á rannsóknum Binks et al. og Meyler et al. og voru ýmsar 

samsetningar reyndar. Prófanir voru gerðar á fjórum stofnum (Tafla 9) og hönnuð var multiplex PCR 

aðferð út frá þeim niðurstöðum (Tafla 10).  

Tafla 8. Núkleótíðaraðir prímera sem prófaðir voru við samsetningu multiplex PCR ásamt stærð afurða 
þeirra. 

Prímerar Núkleótíðraðir (5'-3') Stærð afurðar (bp) Heimild 

fucK1-f CAC TTT CGG CGT GGA TGG 
560 (81). 

fucK1-r AAG ATT TCC CAG GTG CCA GA 

fucK2-f ATG GCG GGA ACA TCA ATG A 
102 (84). 

fucK2-r ACG CAT AGG AGG GAA ATG GTT 

hpd#1-f GAT TGG AAA GAA ACA CAA GAA AAA G 
112 (81). 

hpd#1-r CAC CAT CGG CAT ATT TAAC CA 
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Tafla 9. Tegund og rannsóknarnúmer þeirra stofna sem notuð voru við þróun aðferðarinnar. 

Tegund Rannsóknarnúmer 

Haemophilus haemolyticus 120605-00092 

Haemophilus parainfluenzae 070322-00751 

Haemophilus influenzae hjúpgerð b 070322-00821 

Haemophilus influenzae hjúpgerð f 090414-01191 

1Stofn frá staðalstofnasafni Sýklafræðideildar Landspítalans. 
2Stofn sem ræktaðist úr hálsi sjúklings. 

Tafla 10. Uppsetning prímera fyrir aðgreiningu Hi og H. haemolyticus. 

Prímerar Núkleótíðraðir (5'-3') Stærð afurðar (bp) Heimild 

fucK2-f ATG GCG GGA ACA TCA ATG A 
266 

(84). 

fucK1-r AAG ATT TCC CAG GTG CCA GA (81). 

hpd#1-f GAT TGG AAA GAA ACA CAA GAA AAA G 
112 (81). 

hpd#1-r CAC CAT CGG CAT ATT TAAC CA 

3.2.4 PCR fyrir hjúgreiningu Hi 

Hannaðir voru sértækir prímerar fyrir bexA genið sem sögðu til um hvort hjúpur væri til staðar ásamt ásamt 

hjúpgerðarsértækum prímerum út frá rannsóknum Falla et al. (75) og Wroblewski et al. (76). Byrjað var á að 

prófa hvert hjúpgerðarsértækt prímerapar (Tafla 11) í monoplex PCR. Staðalstofnar með hjúpgerðum a, b, c, 

d, e og f ásamt hjúplausum Hi voru notaðir til að prófa virkni og sértæki prímeraparanna (Tafla 12). Eftir að 

sýnt hafði verið fram á rétta virkni og sértækni prímeraparanna voru ýmsar samsetningar af prímerapörunum 

prófaðar og röðun multiplex PCR hvarfanna ákveðin (Tafla 13).  
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Tafla 11. Núkleótíðaraðir prímera sem prófaðir voru við samsetningu multiplex PCR til hjúpgreiningar 
ásamt stærð afurða þeirra. 

Hjúpgerð Prímerar Núkleótíðraðir (5'-3') Stærð af-
urðar (bp) Heimild 

a a1 CTA CTC ATT GCA GCA TTT G 
286 

(75) 
 a2 AGA ATA TGA CCT GAT CTT CTG 

AcsA-F GCA ACC ATC TTA CAA CTT AG 
77 (76) 

AcsA-R CGG TGT CCT GTG TTT AG 

b b1 GCG AAA GTG AAC TCT TAT CTC 
481 (75) 

b2 CTT ACG CTT CTA TCT CGG T 

BcsB-F CAA GAT ACC TTT GGT CGT C 
149 (76) 

BcsB-R GGC TCG AAG AAT GAG AAG 

c c1 TCT GTG TAG ATG ATG GTT CA 
166 (75) 

c4 TCA ATG AAA GTA ACC CAT TC 

CcsB-F CAA GAA ATG TTG GAA TTG A 
126 (76) 

CcsB-R GTG AAA CAT TCT CTG ATT CTG 

d d1 TGA TGA CCG ATA CAA CCT G 
146 (75) 

d2 TCC ACT CTT CAA ACC ATT C 

DcsC-F GAT GAC CGA TAC AAC CTG 
110 (76) 

DcsC-R ATT ATT TCT CCG TTA TGT TGA 

e 
 

e2 CAT AGC TTT ACT GTA TAA GTC TAG A 
190 (75) 

e3 CAG CTA TGA ACA AGA TAA CG 

e1 TGG TAA CGA ATG TAG TGG TAG 
190 (75) 

e3minus CGT TAT CTT GTT CAT AGC TG 

EcsC-F GAG TTT AAG GAT TTT ATT GAG C 
73 (76) 

EcsC-R TAG TTT GAA AGA ACC CTC TG 

EcsC2-F CAC ACT ACC TTT TGA GAA GAG 
209 

* 

EcsC-R TAG TTT GAA AGA ACC CTC TG (76) 

f f1 TGG TAC TAT CAA GTC CAA ATC 
456 (75) 

f2 GCA ATT ATG GAA GAA AGC 

FcsA-F CCT GAA ATT TGC TAT TAC TTT A 
94 (76) 

FcsA-R GTG GTC TAT TTC CAT TCT CTT 

Innra 
kontról fyrir 
hjúp 

Hi-1 CGT TTG TAT GAT GTT GAT CC 
340 (75) 

Hi-2 CCA TGT CTT CAA AAT GAT G 

BexA-F GCC GTT AGC TTT TAG TGG 
143 (76) 

BexA-R CAT AAA GAT AAT CGC CCA 

* Nýr prímer frá grunni, hannaður fyrir þessa rannsókn. 
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Tafla 12. Hjúpgerðir staðalstofna ásamt heiti staðalstofna. 

Hjúpgerð Staðalstofn 

a ATCC 90061 

b ATCC 102111 

c ATCC 90071 

d HK-6442 

e ATCC 81421 

f ATCC 98331 

b- Fb 71321 

Hjúplaus NCTC 113151 

Hjúplaus ATCC 492471 

1Stofn frá staðalstofnasafni Sýklafræðideildar Landspítalans. 
2 Stofn frá Háskólanum í Árósum. 

Tafla 13. Röðun prímerapara í multiplex PCR hvörfin. 

PCR hvarf Prímerapör Hjúpgerð Stærð afurðar (bp) 

  AcsA-f/r a 77 

1 b1/b2 b 481 

  d1/d2 d 146 

  Hi1/Hi2 BexA 340 

  c1/c4 c 166 

2 EcsC2-F/EcsC-R e 209 

  FcsA-f/r f 94 

  Hi1/Hi2 BexA 340 
 

3.2.5 Rafdráttur 
PCR afurðir voru rafdregnar í 1,5% agarósageli (Sigma-Aldrich Co) í rafdráttarkeri sem innihélt 0,5 x 

TBE buffer (Tris-borat-EDTA). Í hvern brunn gelsins voru settir 6 µL af sýni og 4 µL af 100 basapara 

stærðarstiga (Quick-Load 100 bp DNA Ladder, New England Biolabs Inc) voru settir í enda og miðju 

brunnanna til að hægt væri að leggja mat á stærð bandanna.  

Rafdregið var við 120 V og tímalengd fór eftir stærð gelanna. Lítið gel (6x6 cm) var rafdregið í 30 

mínútur, miðstærð af geli (14x14 cm) í 50 - 60 mínútur og stórt gel (14x20 cm) í 60 - 70 mínútur. 

Næst var agarósagelið litað í 15 mínútur með Ethidium brómíði (0,57 µg/ml) og svo aflitað í 30-40 

mínútur í 300 ml af eimuðu vatni. Að lokum var gelið myndað í útfjólubláu ljósi með ChemiImagerTM 

5500 (Cell BiosciencesTM, Inc. BORG, SC, USA) og myndin vistuð sem TIF skrá. 
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3.2.6 Tölfræðileg úrvinnsla 
Niðurstöður voru settar upp í Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) og notast var við lýsandi tölfræði. 

3.2.7 Leyfi 
Verkefni þetta er hluti af Vice rannsókninni – Áhrif pneumókokkabólusetninga á Íslandi. Númer leyfis 

frá Vísindasiðanefnd er 13-010-S1. 
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4 Niðurstöður 

4.1 Aðgreining Hi og H. haemolyticus 
Niðurstöður fyrir staðalstofnanna fjóra sem notaðir voru við þróun aðferðarinnar sýndu að multiplex 

PCR með fucK1-r og fucK2-f og hpd prímeraparinu virkaði vel (Mynd 6).  

Brunnur 1 og 18: 100 bp stærðarstigi. 
Brunnur 2: H. haemolyticus staðalstofn sýnir ekki band fyrir fucK2 prímeraparið. 
Brunnur 3: H. parainfluenzae staðalstofn sýnir ekki band fyrir fucK2 prímeraparið. 
Brunnur 4: Hib staðalstofn sýnir band fyrir fucK2 prímeraparið (102 bp). 
Brunnur 5: Hi staðalstofn af hjúpgerð f sýnir band fyrir fucK2 prímeraparið (102 bp). 
Brunnur 6: H. haemolyticus staðalstofn sýnir ósértæka mögnun rétt undir 100 bp að stærð en sýnir ekki band fyrir 

fucK1 prímeraparið. 
Brunnur 7: H. parainfluenzae staðalstofn sýnir ekki band fyrir fucK1 prímeraparið. 
Brunnur 8: Hib staðalstofn sýnir band fyrir fucK1 prímeraparið (560 bp). 
Brunnur 9: Hi staðalstofn af hjúpgerð f sýnir band fyrir fucK1 prímeraparið (560 bp). 
Brunnur 10: H. haemolyticus staðalstofn sýnir ekki band fyrir fucK2-f og fucK1-r prímeraparið. 
Brunnur 11: H. parainfluenzae staðalstofn sýnir ekki band fyrir fucK2-f og fucK1-r prímeraparið. 
Brunnur 12: Hib staðalstofn sýnir band fyrir fucK2-f og fucK1-r prímeraparið (266 bp). 
Brunnur 13: Hi staðalstofn af hjúpgerð f sýnir band fyrir fucK2-f og fucK1-r prímeraparið (266 bp). 
Brunnur 14: H. haemolyticus staðalstofn sýnir hvorki bönd fyrir fucK2-f og fucK1-r né hpd prímerapörin.  
Brunnur 15: Haemophilus parainfluenzae staðalstofn sýnir ekki bönd fyrir bæði fucK2-f og fucK1-r og hpd 

prímerapörin.  
Brunnur 16: Hib staðalstofn sýnir hvorki bönd fyrir fucK2-f og fucK1-r (266 bp) né hpd (112 bp) prímerapörin. 
Brunnur 17: Hi staðalstofn af hjúpgerð f sýnir bæði fucK2-f og fucK1-r (266 bp) og hpd (112 bp) prímerapörin. 

Mynd 6. Niðurstöður prófunar með mismunandi prímerasamsetningum á staðalstofnum fyrir 
aðgreiningu Hi og H. haemolyticus. 

Allir stofnarnir sem greindir voru með multiplex PCR aðferðinni sýndu fram á tilvist annað hvort 

hpd, fucK eða hvoru tveggja. Bæði genin fundust í 91,4% stofnanna (Tafla 14). Á mynd 7 sést dæmi 

um niðurstöður. Niðurstöður fyrir alla stofnanna má sjá í fylgiskjali. 

Tafla 14: Fjöldi stofna sem greindist með fucK, hpd eða bæði genin með multiplex PCR aðferð. 

Gen 
Fjöldi stofna sem 

 greindust með genin % 

fucK  32 6,3 

hpd 12 2,3 

fucK og hpd 467 91,4 

samtals 511 100 
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Brunnur 1: 100 bp stærðarstigi.  
Brunnur 2: Hib staðalstofn sýnir bönd fyrir bæði fucK2-f og fucK1-r (266 bp) og hpd (112 bp) prímerapörin. 
Brunnur 3: H .haemolyticus staðalstofn. 
Brunnar 4-14: Sjúklingastofnar. Öll þeirra sýna bönd bæði fyrir fucK2-f og fucK1-r (266 bp) og hpd (112 bp) 

prímerapörin nema stofn í brunni 8 sýnir bara band fyrir hpd (112 bp) prímeraparið. 

Mynd 7. Dæmi um niðurstöður fyrir aðgreiningu Hi og H. haemolyticus.  
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4.2 Hjúpgreining Hi 
Niðurstöður fyrir staðalstofnanna 7 sem notaðir voru við þróun aðferðarinnar sýndu að multiplex PCR 

virkaði vel (myndir 8 og 9). 

Brunnur 1: Staðalstofn af hjúpgerð a sýnir bönd fyrir hjúpgerðarsértæku prímerapari fyrir hjúpgerð a (77 bp) ásamt 
innra kontróli fyrir hjúp (340 bp).  

Brunnur 2: Staðalstofn af hjúpgerð b sýnir bönd fyrir hjúpgerðarsértæku prímerapari fyrir hjúpgerð b (481 bp) 
ásamt innra kontróli fyrir hjúp (340 bp). 

Brunnur 3: Staðalstofn af hjúpgerð c sýnir band fyrir innra kontról hjúps (340 bp). 
Brunnur 4: Staðalstofn af hjúpgerð d sýnir bönd fyrir hjúpgerðarsértæku prímerapari fyrir hjúpgerð d (146 bp) 

ásamt innra kontróli fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 5: Staðalstofn af hjúpgerð e sýnir band fyrir innra kontról fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 6: Staðalstofn af hjúpgerð f sýnir band fyrir innra kontról fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 7: Hjúplaus staðalstofn. 
Brunnar 8-11: Sjúklingasýni. 
Brunnur 12: 100 bp stærðarstigi. 

Mynd 8. Dæmi um niðurstöður fyrir hvarf I í hjúpgreiningu Hi.   
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Brunnur 1: 100 bp stærðarstigi. 
Brunnar 2-3: Sjúklingastofnar. 
Brunnur 4: Staðastofn af hjúpgerð a sýnir band fyrir innra kontról fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 5: Staðastofn af hjúpgerð b sýnir band fyrir innra kontról fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 6: Staðastofn af hjúpgerð c sýnir bönd fyrir hjúpgerðarsértæku prímerapari fyrir hjúpgerð c (166 bp) 

ásamt innra kontról fyrir hjúp. 
Brunnur 7: Staðastofn af hjúpgerð d sýnir band fyrir innra kontról fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 8: Staðastofn af hjúpgerð e sem sýnir bönd fyrir hjúpgerðarsértæku prímerapari fyrir hjúpgerð e (250 bp*) 

ásamt innra kontról fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 9: Staðastofn af hjúpgerð f sem sýnir bönd fyrir hjúpgerðarsértæku prímerapari fyrir hjúpgerð f (94 bp) 

ásamt innra kontról fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 10: Hjúplaus staðalstofn. 
*Þarna var eldra hjúpgerðarsértækt prímerpar fyrir hjúpgerð e í notkun, pantað var nýtt sem var 209 bp. 

Mynd 9. Dæmi um niðurstöður fyrir hvarf II í hjúpgreiningu Hi. 
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Allir Hi stofnarnir sem voru hjúpgreindir með multiplex PCR aðferð reyndust vera hjúplausir nema 

einn sem var af hjúpgerð e. Stofn 135 sem greindist með hjúpgerð e var settur í monoplex PCR til að 

staðfesta greininguna (mynd 10). Niðurstöður fyrir alla stofnanna má sjá í fylgiskjali. 

Brunnar 1 og 8: 100 bp stærðarstigi. 
Brunnur 2: Staðalstofn af hjúpgerð e sýnir mögnun á sértæku prímerapari fyrir hjúpgerð e (209 bp). 
Brunnur 3: Stofn 135, sýnir mögnun á sértæku prímerapari fyrir hjúpgerð e (209 bp). 
Brunnur 4: Staðalstofn af hjúpgerð e sýnir mögnun á innra kontróli fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 5: Stofn 135, sýnir mögnun á innra kontróli fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 6: Staðalstofn af hjúpgerð e sýnir mögnun á sértæku prímerapari fyrir hjúpgerð e (209 bp) ásamt innra 

kontróli fyrir hjúp (340 bp). 
Brunnur 7: Stofn 135, sýnir mögnun á sértæku prímerapari fyrir hjúpgerð e (209 bp) ásamt innra kontróli fyrir hjúp 

(340 bp). 

Mynd 10. Endurtekin hjúpgreining á stofni 135. 
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5 Umræða 

PCR aðferðin sem þróuð var til aðgreiningar á milli Hi og H. haemolyticus virkaði vel og tæmandi líkur eru á 

að H. haemolyticus stofnar hafi verið misgreindir sem Hi á Sýklafræðideild Landspítalans árið 2012.  

Aðeins einn Hi stofnanna sem voru hjúpgreindir reyndist vera af hjúpgerð e en sá stofn ræktaðist úr 

miðeyrnastroki á meðan allir hinir stofnarnir voru hjúplausir. 

5.1 Þróun aðferða  
Þróun multiplex PCR aðferðarinnar til aðgreiningar á milli Hi og H. haemolyticus gekk vel og engin 

ósértæk mögnun kom fram þegar aðferðin var prófuð á staðalsýnum. Þau sýni sem voru neikvæð fyrir 

báðum genunum eftir að hafa verið prófuð einu sinni voru endurtekinn í 10x þynningu en það var gert 

til að útiloka að hindrun væri í sýninu vegna of mikils DNA magns, Chelex eða annrra PCR hindra. Alls 

voru þetta tvö sýni, eitt þeirra greindist sem Hi eftir 10x þynningu og eitt var neikvætt. Neikvæða 

sýninu var þá sáð aftur og kom í ljós að önnur baktería hafði verið með í frystiglasinu. Mjög lítill vöxtur 

var á Haemophilus í tilteknu sýni og ekki náðist að einangra hann aftur vegna tímaskorts. 

Multiplex PCR aðferð til hjúpgreiningar á Hi var erfiðari viðureignar. Fyrst voru fengin 

hjúpgerðarsértæk prímerapör og innra kontról fyrir hjúp út frá grein Falla et al. (75) og virkni þeirra 

könnuð í monoplex. Þegar sýnt hafði verið fram á virkni allra nema e prímeraparsins var þeim blandað 

saman í multiplex með tilliti til afurðastærðar. Skipta þurfti greiningarferlinu upp í þrjú hvörf þar sem 

stærð afurðanna var of lík til þess að fá nægilega góða aðgreiningu með rafdrætti í einu eða tveimur 

hvörfum. Þegar þessi þrjú hvörf voru prófuð kom fram ósértæk mögnun á nokkrum stöðum. Hot start 

var reynt til að losna við ósértæku mögnunina. Hafði það í för með sér að innra kontról prímeraparið 

fyrir hjúp kom fram en ekki hjúpgerðarsértæka prímeraparið fyrir nokkrar af hjúpgerðunum.  

Í von um að innra kontról prímeraparið fyrir hjúp væri að yfirgnæfa hjúpgerðarsértæku prímerapörin 

og koma þannig í veg fyrir mögnun á þeim var styrkur prímeraparsins fyrir innra kontrólið minnkaður 

um helming. Svo virtist ekki vera og áfram vantaði hjúpgerðarsértæku böndin ásamt því að innra 

kontróls böndin sem sögðu til um tilvist hjúps duttu út í nokkrum staðalstofnum. Þá var gerð 10x 

þynning á þeim staðalstofnum sem ekki voru með mögnun til að útiloka að hindrun væri að eiga sér 

stað í PCR hvarfinu. Duttu þeir staðalstofnar þá alveg út og var þá ljóst að virkni prímeranna var ekki 

trufluð af þeim ástæðum. 

Ákveðið var að panta nýja prímera út frá rannsóknum Wroblewski et al. (76). Eftir að sýnt hafði 

verið fram á rétta virkni þeirra í monoplex var þeim blandað saman í multiplex PCR. Ljóst var að 

afurðarstærðir prímeranna sem hannaðir voru út frá rannsóknum Wroblewski et al. voru of líkar og var 

því gripið á það ráð að blanda prímerum sem hannaðir voru út frá rannsóknum Falla et al. saman við. 

Tókst með þessum hætti að ná greiningarferlinu saman í tvö hvörf.  

Engin ósértæk mögnun sást á staðalstofnum með þessu greiningarferli og var því hafist handa við að 

greina sjúklingastofna. Við greiningu á sumum sjúklingastofnum með multiplex PCR aðferðinni kom fram 

veikt band í kringum 150 bp. Reynt var að finna ástæðu þessa bands með því að blanda prímerum saman 

þannig að áfram prímer fyrir hjúpgerð a var settur saman við öfugtákna prímer af hjúpgerð b, áfram prímer 
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fyrir hjúpgerð a saman við öfugtákna prímer af hjúpgerð d og svo koll af kolli. Alls voru prófaðar 31 

samsetningar með það að markmiði að finna hvort einhver þessara prímerasamsetninga væri að gefa 150 

bp ósértækt band í rafdrættinum. Einnig var þetta gert til að útiloka prímera dímera. Ekki fannst skýring á 

150 bp bandinu með þessum hætti og ekki gafst tími til frekari athuguna á orsökum þessa aukabands og 

verður því skýringa leitað í áframhaldandi meistaraverkefni höfundar.  

5.2 Aðgreining Hi og H. haemolyticus 
Enginn H. haemolyticus var greindur sem Hi í innsendum sýnum á Sýklafræðideild Landspítalans árið 

2012. Þar sem hemólýsan er það eina sem aðgreinir þessar tvær tegundir með hefðbundna 

greiningarferlinu benda þessar niðurstöður til þess að engir óhemólýtískir H. haemolyticus hafi verið á 

meðal innsendra sýna árið 2012.  

Óhemólýtískir H. haemolyticus eru þekktir erlendis (85). Bandarísk rannsókn á beratíðni Hi í heilbrigðum 

börnum þar sem notast var við PCR greiningaraðferð með prímerapari fyrir iga geninu og kekkjunarpróf þar 

sem kekkjun sýndi fram á tilvist P6 utanhimnupróteinsins sýndi að 20% stofnanna sem áður voru greindir 

sem Hi voru samkvæmt þessari greiningaraðferð óhemólýtískir H. haemolyticus (86). Rannsókn á stofnum 

sem áður voru greindir sem Hi frá bandarískum börnum og fullorðnum með slímseigjusjúkdóm (e. Cystic 

fibrosis) sýndi að allt að 40% var í raun H. haemolyticus. Í þeirri rannsókn var notast við fjórar 

greiningaraðferð: DNA-DNA þáttapörun, 16s rDNA raðgreiningu, MLST (multilocus sequence typing) og 

tilvist P6 gensins. Þeim stofnum sem greindust sem H. haemolyticus með þessum aðferðum var sáð aftur 

á blóðagar og kom þá fram að engin þeirra stofna sem ræktaðist úr nefkoki sýndi hemólýsu og ríflega 

helmingur þeirra sem ræktaðist úr hrákasýnum sýndi ekki hemólýsu (87). Sömu aðferðir voru notaðar í 

Ástralíu þar sem rannsakaður var Hi úr nefkokssýnum heilbrigðra barna og barna með tíðar eyrnabólgur. Af 

þessum stofnum reyndust 79% stofnanna vera Hi en 12% reyndust vera H. haemolyticus en ekki náðist að 

greina 9% stofnanna (88). Í Danmörku var gerð rannsókn þar sem könnuð var tilvist fucK, hap og sodC 

genanna í 480 stofnum frá innsendum sýnum sem áður voru greindir sem Hi. Þar voru aðeins tveir stofnar 

óhemólýtískir H. haemolyticus (20).  

Tíðni óhemólýtískra H. haemolyticus er því misjöfn og mætti jafnvel halda fram að hún sé meiri í 

ákveðnum löndum. Þó þarf að hafa varann á þegar borin er saman mismunandi tíðni þar sem ekki eru 

notaðar sömu greiningaraðferðir. Mismunur á blóði sem notað er í agarframleiðslu gæti haft sitt að 

segja hvað varðar birtingamynd hemólýsu H. haemolyticus. Á Íslandi er notað hestablóð úr íslenskum 

hestum í agarframleiðslu en víða erlendis er notað kindablóð (72). 

Best væri að greina á milli Hi og H. haemolyticus með heilraðgreiningu eða MLST en þar sem 

þessar aðferðir eru kostnaðarsamar hefur verið leitast við að finna góða PCR aðferð (81). Theodore 

et. al gerðu nýlega samanburður á notkun fucK og hpd genanna og 16s rRNA raðgreiningar og voru 

niðurstöðurnar þær að 40 af 46 sýnum sem ekki höfðu fucK og hpd genin flokkuðust með H. 

haemolyticus eftir raðgreiningu á 16s rRNA. Allir þessir 40 stofnar voru óhemólýtískir. Sýnin 6 sem 

stóðu eftir flokkuðust með Hi. Öll 78 sýnin sem sýndu fram á tilvist fucK, hpd eða beggja genanna 

flokkuðust sem Hi eftir raðgreiningu á 16s rRNA. Langbesta greiningarhæfnin kom fram þegar genin 

tvö voru notuð saman þar sem næmi aðferðarinnar var 92% og sértækni 98%. Engin PCR aðferð 
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getur verið 100% næm til að greina á milli þessara tveggja mikið skyldu tegunda vegna hárrar tíðni 

lárétts genaflutnings (82).  

Því er hægt að álykta aðferðin sem notuð var í þessari rannsókn sé vel hæf til að greina á milli Hi 

og H. haemolyticus en greining á milli þessara tveggja tegunda er mikilvæg í faraldsfræðilegum 

tilgangi og einnig til að tryggja rétta meðhöndlun sjúklinga. 

5.3 Hjúpgreining Hi 
Stofnar frá nefi og nefkoki voru útilokaðir frá þessari rannsókn þar sem ekki er víst að þeir Hi sem 

ræktast þaðan séu sýkingavaldar. Eins voru þessir stofnar útilokaðir til að meiri tími gæfist til að greina 

alla hina 453 stofnanna.  

Einn þeirra Hi sem voru hjúpgreindir reyndist með hjúp og var af hjúpgerð e, allir hinir greindust 

sem hjúplausir. Frá árunum 1983-2008 er einungis vitað um einn Hi af hjúpgerð e hér á landi sem 

ræktaðist þá úr blóðsýni (Tafla 4) (54). Hinsvegar er möguleiki á að Hi af hjúpgerð e hafi verið fleiri 

vegna þess að ekki hafa allir Hi verið hjúpgreindir. Að jafnaði eru einungis Hi úr ífarandi sýnum 

hjúpgreindir á Sýklafræðideild Landspítalans.  

Hjúpgerð e ræktaðist út frá stroki úr miðeyra 16 mánaða gamallar telpu sem hafði merki um 

miðeyrnabólgu. Telpan er af erlendum uppruna og var þetta eina bakterían sem greindist frá 

miðeyrnastroki hennar. Því eru miklar líkur á að bakterían hafi verið að valda miðeyrnabólgu. Í 

rannsókninni voru 257 sýni frá eyra þar sem Hi stofnar höfðu greinst á Sýklafræðideild Landspítalans 

en öll þau sýni voru frá börnum. Var því tíðni hjúpgerðar e sem ræktaðist úr eyra 0,39%. 

Langalgengast er að hjúplausir Hi valdi miðeyrnabólgum hjá börnum, nýleg rannsókn frá Búlgaríu 

sýndi að 97,5% Hi sem fundust í miðeyrnabólgum voru hjúplausir (89) er sú prósentutala í takt við 

aðrar rannsóknir á tíðni miðeyrnabólgu af völdum hjúplausra Hi (90). 

Eftir bólusetningar gegn Hib eru sýkingar af völdum hjúplausra Hi algengastar allra Hi sýkinga 

bæði á Íslandi og erlendis (54). Evrópsk rannsókn sem tók saman tíðni ífarandi Hi sýkinga í 14 

Evrópulöndum frá árunum 1996-2006 sýndi fram á að 44% allra ífarandi Hi sýkinga var af völdum 

hjúplausra Hi. Tíðni þeirra var 0,28 sýkingar á hverja 100.000 íbúa á ári. Hib sýkingar voru 28% af 

öllum ífarandi Hi sýkingum á þessu tímabili og tíðnin þá 0,15 sýkingar á hverja 100.000 íbúa á ári. 

Ífarandi sýkingar af völdum annarra hjúpgerða en b voru einungis 7% allra Hi sýkinga á tímabilinu sem 

gerir tíðni upp á 0,036 sýkingar á hverja 100.000 íbúa á ári (56). Tíðni ífarandi sýkinga af völdum 

annarra en hjúpgerðar b á árunum 1990-2008 á Íslandi (það er að segja eftir að ungbarnabólusetning 

gegn Hib var hafin) var 1,2 á hverja 100.000 íbúa á ári. Hjúplausir Hi voru þar orsök 40 af 59 tilfellum 

yfir allt tímabilið (54).  

Niðurstöður rannsóknarinnar um að yfirgnæfandi meirihluti Hi sé hjúplaus eru samhljóða erlendum 

rannsóknum sem sýna að hjúplausir Hi eru ríkjandi meðal Hi sýkinga (56). Erfitt er að finna 

faraldsfræði upplýsingar úr erlendum rannsóknum yfir sýkingar af völdum hjúplausra Hi aðrar en 

ífarandi sýkingar. Samkvæmt þessari rannsókn ræktuðust í 256 tilvikum hjúplausir Hi úr eyrum barna 

og í 129 tilvikum úr hráka úr sýnum sendum til Sýklafræðideildar Landspítalans á einu ári (Tafla 7). 

Hjúplausir Hi eru því sannarlega að valda umtalsverðum fjölda sýkinga á hverju ári hér á landi og 

margvíslegum kostnaði samfara því. Spennandi verður því að fylgjast með hvort Synflorix bóluefnið 
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gegn pneumókokkum veiti einhverja vörn gegn hjúplausum Hi sýkingum hér á landi vegna PD 

burðarpróteinsins sem notað er í bóluefnið. 

5.4 Styrkur, takmarkanir og næstu skref 
Hefði fucK prímeraparinu ekki verið bætt við aðferðina í þessari rannsókn hefðu 6,3% stofnanna 

gefið vísbendingu um að vera óhemólýtískir H. haemolyticus. Liggur því mikill kostur í að vera með 

multiplex PCR aðferð. Einnig er aðferðin kostnaðarminni en ýmsar aðrar aðferðir eins og real time 

PCR og raðgreining.  

Þó svo að skortur á fucK og hpd genunum sé mjög sterk vísbending um að stofninn sé H. 

haemolyticus er ekki hægt að staðfesta að svo sé með þessari multiplex PCR aðferð. Láréttur 

genaflutningur milli tegundanna tveggja getur orsakað að Hi missi fucK og hpd genin eða að H. 

haemolyticus fái þau inn genamengið sitt. Til þess að staðfesta grun um að stofn sé óhemólýtískur H. 

haemolyticus þarf því raðgreiningu af einhverju tagi (82).  

Multiplex PCR aðferðin til hjúpgreiningar Hi sýndi takmarkanir að því leiti að ósértæk mögnun kom 

fram í nokkrum sýnum og ekki náðist að komast að ástæðu mögnunarinnar. Aðferð þessi hefur þá 

kosti að vera ódýrari en real time PCR og hlutlægari en kekkjunarprófin en þau hafa sýnt fram á 

falskar niðurstöður ásamt því að vera oft huglæg í túlkun (76). Ekki er víst að stökkbreyttir stofnar eins 

og b- sem hafa misst megnið af cap genasvæðinu hafi verið sýnilegir í þessari rannsókn þar sem þá 

hefði þurft að treysta einungis á hjúpgerðarsértæka prímeraparið fyrir hjúpgerð b til greiningar á þeim 

stofnum. Þegar um hjúplausan stofn er að ræða í þessari aðferð sýnir hann enga mögnun á 

prímerapörum í hvarfinu, það er ókostur að því leyti að ekki er hægt að staðfesta hvort hindrun hafi 

verið í hvarfinu og að þess vegna sé engin mögnun, eða þá að stofninn sé í raun hjúplaus. Það skal 

þó taka fram að ekki eru miklar líkur á að hindrun sé almennt í PCR hvörfum en betra er að tryggja sig 

gagnvart henni ef hægt er. 

Næstu skref eru þau að kanna tilvist H. haemolyticus í enn stærra úrtaki bæði í sjúklingum og 

berum. Einnig þarf að komast að ástæðu 150 bp ósértæku mögnunarinnar í hjúpgreiningaraðferðinni 

og kanna næmi hennar og sértækni ennfrekar. Einnig væri möguleiki að bæta við innra kontróli fyrir 

hjúplausa Hi til að staðfesta að hvarf hafi átt sér stað í hverjum brunni fyrir sig. Hinsvegar er spennandi 

möguleiki að færa þessa aðferð yfir í real time PCR, en hjúpgreiningar á Hi erlendis eru nær eingöngu 

gerðar með real time PCR aðferð.  
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6 Ályktanir 

Eftirfarandi ályktanir eru dregnar af rannsókninni:  

• Multiplex PCR með prímerum fyrir fucK og hdp genin hentar vel til aðgreiningar á H. 

haemolyticus og Hi. 

• Enginn óhemólýtískur H. haemolyticus var greindur sem Hi hjá Sýklafræðideild Landspítalans 

árið 2012. 

• Hefði fucK prímeraparinu ekki verið bætt við aðferð til að aðgreiningar á Hi og H. haemolyticus 

hefðu 6,3% stofnanna verið áætlaðir sem H. haemolyticus. 

• Einn stofn af 453 Hi stofnum sem hjúpgreindir voru með multiplex PCR reyndist vera með 

fjölsykruhjúp og var hann af hjúpgerð e. 

• Af 453 Hi stofnum úr innsendum sýnum árið 2012 voru 452 hjúplausir. 

• Þörf er á frekari aðferðaþróun multiplex PCR aðferðarinnar. 
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Fylgiskjal 

Niðurstöður aðgreiningar Hi og H. haemolyticus samhliða niðurstöðum fyrir hjúpgreiningu Hi. 

ND: Sýni frá nefi og nefkoki voru ekki keyrð í hjúpgreingu. 
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   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

239	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

241	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

242	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

243	
   +	
   -­‐	
   ND	
   ND	
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Sýnanr.	
   Aðgreining	
  Hi	
  
og	
  H.	
  
haemolyticus	
  

Hjúpgreining	
  Hi	
  

fucK	
   Hpd	
   Hvarf	
  I	
   Hvarf	
  II	
  

244	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

245	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

247	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

248	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

249	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

250	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

251	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

252	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

253	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

254	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

255	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

256	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

257	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

258	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

259	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

260	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

261	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

262	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

263	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

264	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

265	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

266	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

267	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

268	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

269	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

270	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

271	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

272	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

273	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

274	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

275	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

276	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

277	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

278	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

279	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

280	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

281	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

282	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

283	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

284	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

285	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

286	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

Sýnanr.	
  
	
  

Aðgreining	
  Hi	
  
og	
  H.	
  

haemolyticus	
  

Hjúpgreining	
  Hi	
  

fucK	
   Hpd	
   Hvarf	
  I	
   Hvarf	
  II	
  

287	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

288	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

289	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

290	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

291	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

292	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

293	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

295	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

296	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

297	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

298	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

299	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

300	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

301	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

302	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

303	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

304	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

305	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

306	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

307	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

308	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

309	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

310	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

311	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

312	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

313	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

314	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

315	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

316	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

317	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

318	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

319	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

320	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

321	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

322	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

323	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

325	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

326	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

327	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

328	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

329	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

330	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
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Sýnanr.	
   Aðgreining	
  Hi	
  
og	
  H.	
  
haemolyticus	
  

Hjúpgreining	
  Hi	
  

fucK	
   Hpd	
   Hvarf	
  I	
   Hvarf	
  II	
  

332	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

333	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

334	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

335	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

336	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

337	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

338	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

339	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

340	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

341	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

342	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

343	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

344	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

345	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

346	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

348	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

349	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

350	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

351	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

352	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

353	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

354	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

355	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

356	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

357	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

359	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

360	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

361	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

362	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

363	
   +	
   -­‐	
   ND	
   ND	
  

364	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

365	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

366	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

367	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

368	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

369	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

370	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

371	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

372	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

373	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

374	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

375	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

Sýnanr.	
   Aðgreining	
  Hi	
  
og	
  H.	
  
haemolyticus	
  

Hjúpgreining	
  Hi	
  

fucK	
   Hpd	
   Hvarf	
  I	
   Hvarf	
  II	
  

377	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

378	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

379	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

380	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

381	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

382	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

383	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

384	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

385	
   +	
   -­‐	
   ND	
   ND	
  

386	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

387	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

388	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

389	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

390	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

391	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

392	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

393	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

394	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

395	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

396	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

397	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

398	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

399	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

400	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

401	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

402	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

403	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

404	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

405	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

406	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

407	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

408	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

409	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

410	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

412	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

413	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

414	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

415	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

416	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

417	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

418	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

419	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
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Sýnanr.	
   Aðgreining	
  Hi	
  
og	
  H.	
  

haemolyticus	
  

Hjúpgreining	
  Hi	
  

fucK	
   Hpd	
   Hvarf	
  I	
   Hvarf	
  II	
  

421	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

422	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

423	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

424	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

425	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

426	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

427	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

428	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

429	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

430	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

431	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

432	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

433	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

434	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

435	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

436	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

437	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

438	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

439	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

440	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

441	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

442	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

443	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

444	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

445	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

446	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

447	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

448	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

449	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

450	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

451	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

452	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

453	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

454	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

455	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

456	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

457	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

458	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

459	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

460	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

461	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

462	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

Sýnanr.	
   Aðgreining	
  Hi	
  
og	
  H.	
  

haemolyticus	
  

Hjúpgreining	
  Hi	
  

fucK	
   Hpd	
   Hvarf	
  I	
   Hvarf	
  II	
  

464	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

465	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

466	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

467	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

468	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

469	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

470	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

471	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

472	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

473	
   +	
   +	
   ND	
   ND	
  

474	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

475	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

476	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

477	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

478	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

479	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

480	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

481	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

482	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

483	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

484	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

485	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

486	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

487	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

488	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

489	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

490	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

491	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

492	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

493	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

494	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
  

495	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

496	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

497	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

498	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

499	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

500	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

501	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

502	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

503	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

504	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

505	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
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Sýnanr.	
   Aðgreining	
  Hi	
  
og	
  H.	
  
haemolyticus	
  

Hjúpgreining	
  Hi	
  

fucK	
   Hpd	
   Hvarf	
  I	
   Hvarf	
  II	
  

507	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

508	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

509	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

510	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

511	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

512	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

513	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

514	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

e1	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

e2	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

e3	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

e4	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

e5	
   -­‐	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

e6	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

e7	
   +	
   +	
   -­‐	
   -­‐	
  

 

 

 

 

 

 


