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Agrip

Bakteriur af aettkvislinni Haemophilus eru Gram neikveedir stafir og finnast helst i efri loftvegum
manna. beer eiga pad sameiginlegt ad purfa hemin, nidurbrotsefni bldds til ad vaxa. Haemophilus
influenzae (Hi) er algengust peirra til ad valda sykingum. Hi er annadhvort med eda an fjdlsykruhjups.
Hjupgerdir eru flokkadar eftir dnaemisfraedilegum mismun i byggingu fidlsykranna. Alls hefur verid lyst
sex hjupgerdum en paer nefnast a, b, ¢, d, e og f. Adur en bélusetningar gegn hjipgerd b (Hib) héfust
var Hib orsék 95% ifarandi sykinga af véldum Hi. Nu til dags eru hjuplausir Hi stofnar algengastir. beir
valda alvarlegum sykingum mun sjaldnar en Hib, eru algengir i 6érverusambyli dndunarfeera og sykja

helst folk med skertar 6naemisvarnir. Hi smitast med uda- og snertismiti milli manna.

Haemophilus haemolyticus finnst i nefkoki manna. bar til nylega var tali® ad H. haemolyticus veeri sjaldan
eda aldrei ad valda sykingum. Nu til dags er vitad um tilfelli par sem H. haemolyticus hefur verid misgreindur
sem hjuplaus Hi. H. haemolyticus er mjog likur hjuplausum Hi pegar horft er til genamengisins. Erfitt getur
reynst ad greina a milli tegundanna par sem H. haemolyticus hefur i sumum tilfellum misst haefileikann til ad

syna hemolysu a blédagar, en pad er mest notada adferdin til ad greina a milli tegundanna.

Tidni 6hemolytiskra H. haemolyticus er 6pekkt hér a landi. Eins er ekki pekkt hvada hjupgerdir eru i
innsendum synum fra sjuklingum hér & landi. bvi var markmid pessarar rannsoknar ad préa multiplex
PCR adferd til ad kanna hvort H. haemolyticus stofnar i synum fra sjuklingum send a Syklafraedideild
Landspitalans arid 2012 hafi verid greindir sem Hi. Einnig var aetlunin ad préa multiplex PCR adferd til

ad hjupgreina Hi stofna ur sjuklingasynum send a Syklafraedideild Landspitalans arid 2012.

i rannsoknina fengust 511 Hi stofnar sem greindir voru med hefdbundnum greiningardaferdum a
Syklafreedideild Landspitalans arid 2012. Erféaefni stofnanna var einangrad og greining gerd med
multiplex PCR adferd.

Tveer multiplex PCR adferdir voru settar upp. Til adgreiningar a Hi og H. haemolyticus var notast
vid fucK og hpd genin en H. haemolyticus a ekki ad hafa pau gen i erfdamengi sinu. Multiplex PCR
adferd til hjupgreiningar & Hi var sett upp i tvd hvorf. | fyrra hvarfinu var notast vid hjupgerdarsértaek
primerapo6r fyrir hjupgerdir a, b og d, seinna hvarfid innihélt hjupgerdarsértaek primerapor fyrir
hjupgerdir c, e og f. Baedi hvorfin innihéldu innra kontrél sem greindi hvort Hi veeri med hjup eda ekki.

Adgreining Hi og H. haemolyticus med multiplex PCR adferdinni syndi ad enginn 511 Hi stofnanna
sem greindust & Syklafreedideild Landspitalans arid 2012 var i raun H. haemolyticus. Af stofnunum
511 reyndust 6,3% stofnanna einungis hafa fucK genid, 2,3% hoéfdu einungis hpd genid og 91,4%
stofnanna hoéfdu baedi genin i erfdamengi sinu. Af 453 Hi stofnum sem voru hjupgreindir greindist

adeins einn med hjup sem var af hjupgerd e, allir hinir voru hjuplausir Hi.

Rannsdékn pessi syndi ad multiplex PCR er vel heaegt ad nota til adgreiningar milli Hi og H.
haemolyticus. Teemandi likur eru & pvi ad dhemolytiskur H. haemolyticus hafi verid misgreindur sem
Hi & Syklafreedideild Landspitalans ari®d 2012. Multiplex PCR adferdina parf ad proéa frekar vegna
Osérteekrar moégnunar en nidurstddur hennar eru i samraemi vid erlendar rannsoknir sem segja ad

hjuplausir Hi séu i miklum meirihluta medal Hi sykinga.
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1 Inngangur

1.1 Almennt um Haemophilus influenzae

Bakteriur af eettkvislinni Haemophilus eru Gram neikveedir stafir og finnast helst i efri loftvegum
manna. beer eiga pad sameiginlegt ad purfa hemin, nidurbrotsefni bldds til ad vaxa. Haemophilus
aettkvislin skiptist i nokkrar tegundir. Haemophilus influenzae (Hi) er algengust peirra til ad valda
sykingum (1). Hi var fyrst lyst arid 1882 af Richard Pfeiffer. Hann var pa vid rannséknir a
influensufaraldri sem herjadi i Bandarikjunum. Kom i ljos ad bakterian var til stadar i hrakasynum fra
influensusyktum einstaklingum, i framhaldinu var pad almennt alit visindamanna ad Hi orsakadi
infliensu. Pad var ekki fyrr en arid 1933 ad Smith, Andrewes og Laidlaw syndu fram a ad infliensa
veeri orsdkud af veiru og Hi veeri ad fylgja i kj6Ifar veirusykingar (2-5).

Hi er annadhvort med eda an hjups sem myndadur er ur fjdlsykrum. Hjupgerdir eru flokkadar eftir
onaemisfraedilegum mismun i byggingu peirra. Alls hefur verid lyst sex hjupgerdum og nefnast peer a,
b, ¢, d, e og f (6). Adur en bdlusetningar héfust var hjupgerd b (Hib) orsék 95% ifarandi sykinga af
voldum Hi (7). Danartidni peirra barna sem fa heilahimnubdlgu af véldum Hib er 5% og 20-40% verda
fyrir varanlegum skada eins og blindu og heyrnaleysi (8). Hjuplausir stofnar valda sjaldnar alvarlegum
sykingum en eru algengir i érverusambyli 6ndunarfeera og sykja helst folk med skertar énamisvarnir.

Hi smitast med uda- og snertismiti milli manna (1).

1.1.1 Ytri himna

Ytri himna Gram neikvaedra stafa er myndud ur fésfolipidum. Vid himnuna tengjast ymis proétein og
lipépdlysakkarid (LPS) (9). LPS er glykdlipid sem samanstendur af O sérteekum fjélsykrukedjum
(oligosakkari®), einnig kallad O-antigen, fjolsykrukjornum og Ilipi6 A. Lengd O sérteeku
fidlsykrukedjanna samsvarar neikveedri hledslu yfirbords bakteriunnar (10). Fjélsykrukjarnar eru
tengdir lipid A, pad er endotoxin sem hefur eitrandi &hrif & hysilinn. Efst & LPS eru svo O sérteeku
fidlsykrukedjurnar (11).

Hépur Gram neikveedra stafa sem hafa adsetur a slimhimnum mynda lipdoligosakkarid (LOS)
frekar en LPS, Hi er ein af peim. Adal munurinn milli LPS og LOS er ad LOS skortir O-sértaekar
fidlsykrukedjur. Mikil fjdlbreytni er i samsetningu LOS, sérstaklega & sveedi fijdlsykrukedjanna. pessi
fidlbreytni leidir af sér ad hver bakteria getur tjad mdérg mismunandi is6form af LOS og er pvi um leid
ad auka moguleika sinn a ad komast framhja vérnum hysilsins pvi ef iséformid er likt pvi sem er a

frumum hysilsins pekkir 6naemiskerfid ekki bakteriuna sem 6gn (9).

1.1.2 Utanhimnuprétein
Fjoldi utanhimnupréteina hafa uppgétvast a Hi. Flest peirra auka a meinvirkni, pa sérstaklega vardandi
vidlodun hennar vid nefkok. Mérg utanhimnuprétein hafa verid rannsékud med pad ad markmidi ad
finna ahrifamikid béluefni gegn Hi (12).

Eitt helsta utanhimnupréteinid er protein D (PD) sem er kédad af hpd geninu og er vel vardveitt

medal Hi. Olikt flestum utanhimnuproéteinum virdist vera litill breytileiki milli métefnavaka sem gerir PD
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ahugaverdan kost fyrir bolusetningar. Mikilvaegt er ad proteinid sem bélusett er gegn hafi sem
minnstan breytileika i moétefnavékum sinum til pess ad motefni sem myndast fyrir ftilstilli

bélusetningarinnar virki gegn sem breidustum hép af Hi (13, 14).

1.1.3 Fjolsykruhjupur
Bygging fjdlsykra i hjupgerdum Hi er haegt er ad flokka i prja flokka. Samraemi er & milli pessa flokka
og 6naemi gegn komplementum (Tafla 1) (15) en virkjun og binding komplementa vid bakteriufrumuna

leida til draps hennar (16).

Tafla 1. Bygging fjdlsykra og gaedi 6naemis gegn komplementum (9, 15).

Hjapgeraoir Bygging fjolsykra i Onami gegn
hjapnum komplementum
aogb a: fjéllidur ar glukésa- Gott

ribitél-fosfat
b: fiéllidur ur ribésa
ribitél-fosfat (PRP)

cogf 2-acetamido-2- Minna en hjaaogb
deoxyhexose sem eru O-

afacetyleradar

doge 2-acetamide-2-deoxy- Minna en hja a, b, cog f

d-manndsa uronic syra

1.2 Adrar Haemophilus tegundir

Haemophilus parainfluenzae getur baedi valdid lungnabdlgu og sykingu a innra yfirbordi hjarta eda
hjartalokum (17). Haemophilus aegptius (einnig kdllud Haemophilus influenzae biogroup aegyptius)
veldur tarubdlgu (e. conjunctivitis) asamt Brazilian purpuric fever sem er mjog alvarleg syking i bérnum
a bilinu eins til fijbgurra ara. Einkenni hennar eru heilahimnubdlga, bl6dsyking og hudbleeding sem
orsakast af aedabolgum. Haemophilus ducreyi veldur linseeri (e. chancroid) sem er hnuda- og

saramyndun & kynfaerum (1).

Haemophilus haemolyticus finnst i nefkoki manna. Pbar til nylega var talid ad H. haemolyticus veeri
sjaldan eda aldrei ad valda sykingum. H. haemolyticus er mjog likur hjaplausum Hi pegar horft er til
genamengisins. Erfitt getur reynst ad greina a milli tegundanna par sem H. haemolyticus hefur i
sumum tilfellum misst heefileikann til ad syna haemolysu a blédagar, en pad er mest notada adferdin til
ad greina a milli tegundanna. Med PCR greiningaradferd og radgreiningum hafa stofnar sem adur voru
greindir sem hjuplausir Hi verid greindir sem ohemdlytiskir H. haemolyticus, pvi er ljést ad H.
haemolyticus er algengari sykingarvaldur en adur hefur verid haldid fram (18-20). Til ad mynda syndi
bandarisk rannsékn ad 7 af 374 tilfellum ifarandi sykinga sem adur var haldid fram ad veeru af véldum
hjuplausra Hi voru i raun af véldum H. haemolyticus en par adur var adeins vitad um tvo tilfelli ifarandi

H. haemolyticus (19).
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Til eru fleiri tegundir af Haemophilus en algengi peirra er mjog litid. Ma par helst nefna
Haemophilus  parahaemolyticus, Haemophilus aprophilus, Haemophilus paraphrohilus og

Haemophilus segnis (1).
1.3 Meinvirkni Hi

1.3.1 Erfoafraedilegar breytingar sem auka sykingarhafni

Hjuplausir Hi geta baedi verid i 6rverusambyli nefkoksins asamt pvi ad sykja pegar varnir hysilsins
skerdast. Er petta had erfdafraedilegum fjdlbreytileika innan stofnsins. Hjuplausir Hi stofnar hafa meiri
genetiskan fjélbreytileika en hjupadir Hi stofnar vegna pess ad hjupurinn er veigamikill meinvirknipattur
og reynir pvi ekki eins mikid a breytileika hjupadra Hi ti pess ad komast fram hja dnaemisvérnum
hysilsins (21).

1.3.1.1 Fasabreytingar

Fasabreytingar (e. phase variation) eru pegar gen sem tja fyrir ahrifapattum a ytri himnu eru stundum
tjad og stundum ekki. petta gerir bakteriunni mégulegt ad breyta munstri vidlodunarpatta sem hun
notar til ad festa sig vid nefkok. Eins hefur fasabreyting ahrif & innlimum Hi inn i frumur, en pad er ein

af leidunum sem nytist Hi til pess ad komast fram hja dnaemisvérnum hysilsins.

Fasabreytingar verda pa til pess ad mismunandi utgafur af Hi myndast og su haefasta til ad sykja
og koma sér undan énaemiskerfinu lifir af. Fasabreytingum er miélad af stuttum endurtekningum i DNA
sameindinni (e. simple sequence repeat, SSR) sem valda misp6run (e. slipped strand mispairing).
Radirnar eru ofan vid styrilsveedi gensins sem um raedir. Pessar radir eru 6stddugar og valda
annadhvort villu i pydingu proéteinsins eda pa ad paer breyta fjarlaegdinni sem styrillinn nzer yfir og par

med er genatjaningin breytt (21, 22).

1.3.1.2 Métefnavakabreytingar

Fjolbreytileiki i motefnavokum (e. antigenic drift) veldur pvi ad Hi kemst undan 6naemisvérnum.
Breytingarnar eru vegna utskiptingu, eydingu eda vidbét af amindsyrum a moétefnadkvardandi (e.
immunodominant) sveedum akvedins proéteins. Pessar breytingar leida af sér byggingafraedilegar

breytingar sem hindra métefnabindingu adur framleiddra métefna gegn métefnavakanum (9).

1.3.2 Meinvirkni kléna

Mikill breytileiki & tjaningu gena i erfdamengi hjuplausra Hi gerir samanburd a erfdamengjum
mismunandi kléna marklausan ef markmi®id er ad finna meinvirkustu stofnanna. An upplysinga um
stjérnradir genanna er ekki haegt ad greina meinvirknigenin. Kerfisliffreedilega nalgun er haegt ad nota
til pess ad fa haldbaerar nidurstédur um tilhneigingu akvedins kléns til pess ad valda sjukdémi. Su
nalgun byggist & alhlida skilningi & genalegum bakgrunni, stjérnkerfi (e. regulatory network) og

ahrifapattum meinvirkni bakteriunar (21).

1.3.3 Syklalyfjaénaemi
B-laktam lyf trufla samsetningu frumuveggs bakteriunar med pvi ad bindast Penisillin-bindi-préteinum
(PBP). Leidir pessi truflun til dauda bakteriufrumunnar (23).
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B-laktamasar eru ensim sem o6virkja B-laktam sameindina og gera bakteriuna énaema fyrir B-laktam
lyfjum. | Gram neikvaedum bakterium eru B-laktamasar stadsettir i ryminu milli ytri og innri himnu. Pessi
stadsetning er kjorin par sem B-laktam sameindin naer ekki til PBP par sem pau eru stadsett & innri

himnu bakteriufrumunnar. Tid gjof B-laktam lyfja hefur aukid tidni B-laktamasa jakvaedra bakteria (23).

Onzmi Hi gegn B-laktam lyfium getur lika veri® vegna breytingar & PBP proéteininu og skerts
gegnumflaedis milli ytri himnu og umhverfisins (23). Helsta astaedan er po framleidsla B-laktamasa fyrir
tilstilli ROB-1 eda TEM-1 ensimanna sem eru baedi k6dud af plasmidi og geta pvi audveldlega flust a
milli frumna. Stofnar sem hafa B-laktamasa eru kalladir B-laktamasa jakvaedir ampicillin 6naemir

stofnar eda BLPAR (B-lactamase positive and ampicillin resistant) (24, 25).

B-laktamasa neikveedir ampicillin 6naemir eda BLNAR (B-lactamase negative and ampicillin
resistant) stofnar hafa litid dagsins ljos vegna stokkbreytinga i fts/ geninu sem koédar fyrir PBP-3.
Breyting &4 PBP-3 leidir til minnkadrar saekni i B-laktam lyf. Allir stofnar sem hafa stokkbreytingu i fts/
geninu kallast genetiskir BLNAR (gBLNAR) pvi ad ekki allir stofnar sem innihalda stokkbreytingu & fts/
eru onaemir gegn ampicillin (26). Einnig hefur borid & stofnum sem eru med stokkbreytingu i PBP-3 en
eru samt B-laktamasa jakvaedir og eru dnaemir gegn amoxicillin-clavulanate, kallast peir BLPACR ([3-

lactamase positive amoxicillin-clavulanate resistant) (27).

1.3.4 Hjapurinn

Helsti meinvirknipattur Hi er fidlsykruhjupurinn. Likt og hja 68rum Gram neikvaedum bakterium eykur
hjupurinn meinvirknina med pvi ad vernda hana gegn frumuati (28). Sterk neikvaed hledsla og
samsetning efna i fjélsykruhjupnum getur truflad bindingu komplementa og athudandi métefna (28,
29).

1.3.4.1 Erfdafreedi hjupsins

Cap genasvaedid leidir til hjupmyndunar hja Hi. Haegt er ad skipta svaedinu upp i prja parta. Partur |
inniheldur bex genin (bexA-D) en pau eru naudsynleg fyrir flutning hjups a yfirbord og eru had ATP (9,
28). Partur Il inniheldur pau gen sem eiga patt i nymyndun fjélsykranna. bPessi partur er mismunandi
milli hjupgerda. Partur Il gegnir hlutverki i flutningi fidlsykranna ut & yfirbordid (9) og vinnslu

fidlsykranna eftir myndun peirra (30).

1.3.4.2 Aukin meinvirkni vegna I1S1016-bexA hluteydingar
Akvedinn skyldleikahépur hjupadra Hi er med 1S71016 innskotsradir innan cap genasvaedisins (30).
Innskotsradir eru faeranlegar DNA radir sem geta skotid sér inn i genamengi bakteria. Tilvist peirra

eykur likur @ akvednum atburéum i erféamenginu (31).

IS1016-bexA hluteyding er talin eiga patt i aukinni meinvirkni hjupadra Hi med pvi ad auka
stédugleika genatvoféldunar a cap genasvaedinu sem verdur til pess ad aukin framleidsla er a
hjupnum og par af leidandi er meinvirkni hans aukin. Leidir pad einnig til pess ad meiri likur verda a
margféldun cap genasvaedisins (32). betta hefur einna mest verid rannsakad i mjég meinvirkum Hib
stofnum (33).
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Algengt er ad cap genasvaedid sé tvofalt i hjupudum Hi. Samhlida tvéféldun (e. tandem duplication)
a cap genasvaedinu i Hib stofnum einkennist af hluteydingu i 66ru bexA geninu sem er med 1IS1016
innskotsradir; IS10716-BexA (Mynd 1). Tvennt getur gerst pegar endurrédun a sér stad a pessu svaedi.
Endurrédunin veldur pvi ad annad cap genasvaedid tapast vegna akvedinna endurrédunaratburda.
Eftir er pa halfeytt bexA sem veldur éafturkraefum hjupmissi en pessir stofnar kallast Hib™. Hinsvegar
getur tilvist IS1076 radanna i endurrédun hvatt til pess ad fleiri cap genasvaedi verda tjad i frumunni.
Bakterian er meinvirkari eftir pvi sem svaedin eru fleiri vegna aukinnar vatnsfaelni hjupsins sem getur
myndad goda hindrun fyrir bakteriuna gegn Osérteekri aras kleyfkjarna atfruma (e. neutrophila) og

stératfruma (e. macrophage) (9, 29, 30).
IS1016-bexA hluteyding hefur einnig sést i nokkrum ifarandi kibnum af hjupgerd a, e og f (32, 34).

Visbendingar eru um ad peir klébnar séu meinvirkari en adrir kiénar af sému hjupgerd. borf er a itarlegri

rannsoknum par sem utryming Hib vegna boélusetninga geeti haft ahrif a tidni pessara sykinga (32).

Truncated  Serotype- Post- ATP- Serotype- Post-
ATP-dnven specific  polymenzaton driven specific polymerizaton
expornt region region modification  expon region modification
R 7 region region rezion Rd 8¢ 97
$220.8388 1 , 7400.7521
¥ T XL ACLL. > > — '-o-v-ol
Sesd besB besC besD hesd hesB ofi Meid besB desC desD hesd hesB ogf3 151016
ﬁ,'w)mn-i)mn«(mm ﬁmnmjmm.(mnl
" \: bexB bex(C bexD ISI016 bexA bexB bexC bexD
ISI016 = bexA
delelion

Mynd 1. Cap genasvaedid i Hib par sem svaedid er tvofalt fyrir utan hluteydingu a fyrra bexA geninu (30).
1.3.5 Ahrifapaettir meinvirkni Hi adrir en hjapurinn

Hvert skref i sykingaferli Hi krefst tjaningar a akvednum ahrifapattum (Tafla 2). Flestir peirra gera Hi 6synilegri

fyrir Sneemisvérnum hysilsins med fasa og / eda métefnavakabreytingum eins og adur var lyst (9).
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Tafla 2. Ahrifapaettir i meinvirkni Hi og hlutverk peirra.

Ahrifapattur

Tegund

Hlutverk

Heimild

Festipreedir (e. pili)

Proteinfloki

Hjalpar vidlodun vid pekjufrumur.

(35).

*

Hap

Utanhimnuproétein

Eykur vidlodun vid pekkjufrumur og
adrar bakteriur. | nalasgd vid secretory
leukocyte protease inhibitor (SLPI) er
nidurbrot Hap hindrad sem veldur
aukinni viélodun, samsdfnun bakteria
og myndun smapyrpinga (e.

microcolony).

(36).

Hia

Utanhimnuproétein

Eykur vidlodun. Bindisetin HiaBD1 og
HiaBD2 a Hia bindast  vid

pekjufrumuvidtaka.

(37).

HMW1 og HMW?2

Utanhimnuproétein

Auka viélodun vid pekjufrumur.

(9, 28).

IgA1 préteasi

Protein med

ensimvirkni

Gerir I1gA1 6virkt med pvi ad kljufa

sameindina.

(38, 39).

Lipid A*

Glukésamid

Enddtoxin, virkjar frumur i gegn um
Toll-like vidtaka 4 (TLR4) og hvetur il
bolguvidbragda medfaedda
6namiskerfisins. Offramleidsla pess i
bl6dsykingum veldur
smaaedaskemmdum og syklasétt (e.

septic shock).

(10, 40)

LOS

Glycolipid

Hjalpar vidlodun vid pekjufrumur,

veikla bifhar i nefkoki.

(28, 41).

OapA

Utanhimnuproétein

Eykur vidlodun vid pekjufrumur og

mogulega adrar heilkjarna frumur.

(9, 42)

P2

Utanhimnuproétein

Gegnir porin hlutverki og hleypur
sameindum allt ad 1400 Da ad steerd i
gegnum himnuna. Binst vid fjdlsykrur i

slimi nefkoks.

(12, 43)

P5

Utanhimnuproétein

Eykur vidlodun vid pekjufrumur. Binst
vid CEACAM-1 en tjaning peirra eykst

vid veirusykingar.

(9, 44)

Protein D*

Utanhimnuproétein

Visbendingar um ad pad gegni
hlutverki i eyoileggingu slimhudar og

bifhara i nefkoki.

(9, 14).

*Ekki heimildir um ad patturinn sé méttaekilegur fyrir fasa- og motefnavakabreytingar.
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1.4 Syklun og syking

Hi hefur adalbdlsetu i nefkoki heilbrigdra manna. Hun getur valdid sykingum eins og bradri
mideyrnabdlgu, skutabdlgu, berkjubdlgu, lungnabdlgu asamt blédbornum sjukdémum eins og

heilahimnubdlgu, hudbedsbdlgu og lidsykingu (45).

1.4.1 Samspil 6naemisvarna og Hi
Komplementkerfid er fyrsta vorn hysilsins gegn bakterium. bPad er partur af medfeedda dnaemiskerfinu
og finnst i sermi. Langflestir sykingarvaldar hafa préad med sér leidir til ad komast framhja

komplementkerfinu og er Hi ekki undanskilinn pvi (29).

Virkjun komplementa gerist vegna 6likrar samsetningar himnu bakteriunar midad vié frumuhimnur
hysilsins. Pba virkjast styttri ferill (e. alternative pathway) og lektin ferill (e. lectin pathway)
komplementkerfisins. Eins getur virkjun att sér stad med hjalp métefnabindingar sem er pa klassiski
ferillinn (e. classical pathway) (29). Allir pessir prir ferlar leida til myndunar C3-convertasa. C3
convertasinn klyfur C3 i C3a sem er bélgubodefni og C3b sem merkir bakteriufrumur til athudunar svo
ad atfrumur pekki pzer sem o6gn. C5 convertasi myndast sem klyfur C5 i C5a sem einnig er
bblgubodefni og C5b sem hvetur til komu fleiri komplementa sem mynda gat (e. porin) i frumuhimnu
bakteriunnar. petta gat kallast himnuarasarfloki (e. membrane attack complex, MAC) sem veldur
dauda frumunnar (Mynd 2) (16, 29).

Stjérn komplementskerfisins er had stjornpréteinum til pess ad koma i veg fyrir skemmdir a eigin
frumum. Hi getur bundist stjérnpréteinum komplementkerfisins og minnkar ba virkni pess.
Stjornproteinin sem Hi getur haft ahrif a til pess ad hindra virkjun komplementkerfisins eru C3
bindiprétein (C3BP), Faktor H (FH), Faktor H lik prétein-1 (FHL-1) og vitronectin (Mynd 2).

| klassiska og lektin ferlinum hindrar C4BP myndun & C3-convertasa (C4bC2b) og hvetur til
eydingar & honum. Hjuplausir Hi geta bundist C4BP sem kemur pa i veg fyrir ad C3b myndun og par

af leidandi a athudun sér ekki stad.

| styttri ferlinum geta baedi hjupadir og hjuplausir Hi bundist FH og FHL-1 en baedi pessi prétein
stjorna syttri ferlinum med pvi ad bindast vid C3b og hvetja til eydingar a C3-convertasanum (C3bBb).

Binding bakteriunnar vid pessi prétein veldur pvi ad athudun a sér ekki stad.

i lok virkjunarferlanna pegar myndun MAC & sér stad getur Hib bundist vitronectin i gegnum Hsf
utanhimnuproéteinid og hjuplausir Hi geta bundist vitronectin med hjélp prétein E vidlodunarpattarins &
himnu peirra. Pa verdur hindrun a virkjun komplementkerfisins par sem ad vitronectin stjornproteinié

binst pa C5b-7 flokanum og hindrar pannig myndun MAC a frumuhimnunni (29).
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TRENDS in Microbiology

Mynd 2. Ferlarnir prir sem virkja komplementkerfid og stjornprotein sem Hi getur bundist (29).

Akvednir peettir i byggingu Hi hafa synt haefileika til ad auka vidnam gegn komplementkerfinu
(Mynd 3). Hjupurinn er par mest rannsakadur, sérstaklega hjupur Hib. Fylgni er a milli fjélda cap
genasvaedanna i Hib og vidndms gegn myndun og festingu MAC & yfirbordinu asamt pvi ad festing

C3b er hindrud og par af leidandi dragast stératfrumur ekki ad bakteriunni (15, 29).

Fasabreytilega genid IgtC a patt i samsetningu LOS, tjaning pessa gens seinkar bindingu C4b sem
hefur pa verndandi ahrif fyrir Hi i sermi vegna pess ad ef akvedinn fjdldi C4b er ekki a yfirbordi
bakteriufrumunnar virkjast ekki naegilega margir convertasasar til pess ad drepa frumuna (46). Eins
hefur sést ad lex2 fasabreytilegi locusinn sem hefur med LOS tjaningu ad gera getur likt eftir

samsetningu frumuhimnu hysilsins og komist pannig fram hja virkjun komplementkerfisins.

Phosphorylcholine (ChoP) sem er tengt vid LOS eykur likur a ad klassiski ferillinn fari af stad.
Tjaning ChoP er hinsvegar naudsynleg til pess ad Hi geti syklad nefkok, fasabreytilegur eiginleiki
gensins sem ftjair fyrir ChoP skiptir pvi miklu mali pvi pegar ChoP er ekki tengt vid LOS eykst vidnam
Hi gegn komplementkerfinu.

Sialic syra er algeng a yfirbordi mannafruma. Gerir hun pad af verkum ad han eykur seekni FH og
heldur pvi virkni styttri ferilsins i skefjum i kringum mannafrumur. Hi getur ekki framleitt sialic syru en
getur innlimad hana ur umhverfinu yfir i frumuhimnu sina og pannig notad hana sem vernd gegn

virkjun komplementkerfisins (29).
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Mynd 3. Samspil patta a frumuhimnu Hi og komplementkerfisins (29).

1.4.1.1 battur bolgubodefna i sykingarheefni Hi

Snerting Hi vid pekjufrumur i nefkoki hvetur til losunar & bélgubodefnunum TNF-alfa, IL-6, IL-8 og
MCP-1 sem eru bdlguhvetjandi (e. proinflammatory cytokines) en hlutverk peirra er ad midla bodum til
annarra fruma og hvetja til aukins ifleedis kleyfkjarna atfruma og stératfruma. Skadi sem cytokinin
valda pekjufrumum er talinn hvetja enn frekar til Hi sykingar par sem synt hefur veri® fram & ad Hi lodir

frekar vi® veikladar frumur og & audveldara med ad innlima sig inn i peer (47, 48).

1.4.2 Syklun og upphaf sykingar af voldum hjuplausra Hi

Hjuplausir Hi eru algeng orsok bradrar mideyrnabdlgu, skutabdlgu, berkjubdlgu og lungnabdigu.
Syklun hefst i slimi nefkoks. Flestir einstaklingar eru sykladir an einkenna eda svokalladir berar, undir
akvednum kringumstaedum getur syklun leitt til pess ad Hi breydist ut til mideyra, skuta eda lungna og
veldur pannig sykingu. Til pess ad audvelda syklun byr Hi yfir ymsum vidlodunarpattum sem audvelda
vidlodun vid pekjufrumur (Mynd 4) (36).
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A Predisposing factors
(Viral infection, cigarette smoke)

Disruption of mucociliary function
Bacterial acquisition

Binding to mucus
(P2, PS)

v

Ciliostasis and cilia loss
(LOS, Protein D)

Adherence Aggregation Invasion
HMW 1I/HMW?2, Hia, pili, (Hap) (Hap)
Hap, OzpA)

Mynd 4. Syklun og upphaf sykingar af véldum hjuplausra Hi (9).

A, B: Vid komu Hi inn i nefkok binst bakterian vid slim sem asamt bifharin neer ad mestu ad hreinsa
hana burt. Veirusyking, tobaksreykur og énsemisbaeling minnka hreinsunarheefni slims og bifhara,
eykst pa moguleiki Hi @ ad komast ad pekjufrumum nefkoksins. P2 og P5 eru vidlodunarpaettir sem
geta bundist vid slim. Fyrir tilstilli LOS, préteins D og mégulega annarra patta lamast bifharin og
hreinsunarhaefileikinn minnkar ennpa meira og Hi sem ekki voru hreinsadar burt i byrjun halda afram
nidur a vio.

C: Hi feer nu teekifeeri til pess ad loda vid dndunarfaerapekjuna med hjalp vidlodunarpatta eins og pili,
HMW1 og HMW2, Hia , Hap og OapA.

D: | naerveru SLPI sem er varnarpattur, seyttur af dndunarfaerapekjunni, getur Hap vidlodunarpatturinn
hvatt til &framhaldandi viélodunar og midlad ferli innan bakteriunnar sem leidir svo til samsoéfnunar &

bakterium. SLPI er pa ad hvetja til smitunar Hi en ekki ad varna gegn henni (36).

E: Hap og mdgulega fleiri paettir midla innras bakteriunnar inn i pekjufrumur og & milli peirra, pad veitir
bakteriunum akvedna vorn fr4 hyslinum. Hi getur dvalist par og valdi® sykingu pegar 6naemisvarnir

hysilsins eru minnkadar.

F: begar styrkur SLPI er minnkadur gengst Hap undir sjalfsmeltingu og Hi fer ad feerast nedar. IgA1
préteasi, fasabreytingar og motefnavakabreytingar gera Hi kleyft ad skjotast undan dnaemisvérnum
hysilsins (9). Vid smitun parf Hi ad komast fram hja IgA sem seytt er af 6éndunarfeerapekjunni til ad
koma i veg fyrir vidlodun og innras bakteria. Hi byr yfir IgA1 préteasa sem klyfur IgA (49). Hap getur
hvatt til myndun smapyrpinga ef punktstokkbreyting er i geninu. petta er mogulega stoér ahrifapattur
pegar kemur ad haefni Hi til pess ad dveljast i nefkoki og lifa af arasir bakteriudrepandi efna sem seytt

eru af dndunarfeerapekjunni (49).
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1.4.3 Leid hjupadra Hi til ad valda ifarandi sykingum

Hjupurinn gerir Hi erfidari vidureignar fyrir varnarkerfi hysilsins. Ekki hafa birst eins itarlegar skyringar
a ferli sykingar hjupadra Hi og hjuplausra Hi. Nokkrum dkvednum prepum i sykingarferli Hi hefur verid
lyst og ba sérstaklega fyrir heilahimnubdlgu af véldum Hib. Pessar rannséknir hafa hjalpad

visindamdénnum ad skilja ferli heilahimnubdlgna af véldum bakteria betur (9).

1.4.3.1 Innras i gegnum pekjuvef

Hjupadir Hi geta haft bolsetu i nefkoki likt og hjuplausir Hi. Hjupadir Hi hafa sterka seekni i slim
nefkoks sem veldur nidurbroti a svaedinu sem er a milli pekjufrumanna. Ryrnun verdur a bifharum sem
orsaka minnkada hreinsun & slimi i nefkoki Pessar skemmdir leida sidan til pess ad bakteriurnar fa

plass til ad komast ad basal frumunum og grunnhimnu (e. basement membrane) (9, 50).

1.4.3.2 Innras i aedar

Adur fyrr var ekki vitad hvort Hi keemist i midtaugakerfid fra nefkoki og i gegnum lyktarskyntaugar eda i
gegnum blédid. Synt var fram & ad flutningur Hi fra undirpekjuvefssveedinu (e. subepithelial tissue) yfir
i bl6oid atti sér stad med innras i hareedar sem naera pekjuvefinn (e. epithelial tissue). Hi lifir af i
vokvabolum innan aedapekjufrumnanna og getur sidan ferdast med vokvabdlunni a andsteett yfirbord

frumunnar og er par med komin i blédrasina (9).

1.4.3.3 Lifun i bl6dras

i rottum hefur verid synt fram & ad yfir 90% af bakteriumagni Hi sem sprautad var i 8 var dautt eftir
ad hafa verid i blédrasinni i litinn tima en medfeedda og sérteeka dneemissvarid sér um petta drap.
Pzer bakteriur sem ekki voru drepnar nadu sidan ad fjdlga sér og gera innras i heilahimnuna (9). betta
bendir til ad einungis pser Hi sem O&synilegar eru déneemisvérnum hysilsins og hafa naegilega

meinvirkan hjup nai ad valda sykingu (29).

1.4.3.4 Innras i midtaugakerfio

Heilahimnupréskuldurinn er einfalt lag af sérstokum pekjufrumum. Hi kemst ar blédinu i gegnum
heilahimnuprdskuldinn med pvi ad nota vidlodunarpaetti eins og LOS til pess ad festa sig og fara svo a
milli frumnanna par sem bil er i pekjufrumulaginu. Skemmdir i heilahimnuprdéskuldinum gera pad ad
verkum ad Hi kemst frekar i gegn um prdéskuldinn. begar Hi er komin i gegnum prdskuldinn kemst
bakterian i maenuvbkvann og getur haldi® afram ad fijdlga sér. P& er hysillinn kominn med

heilahimnubdlgu (9).
1.5 Faraldsfraedi Hi

1.5.1 Mikilvaegi eftirlits

Breytingar i kjolfar Hib bolusetninga undirstrika mikilveegi pess ad fylgjast med hvada hjupgerdir Hi eru
ad valda sykingum (51). Med pvi ad vita hvada hjupgerdir liggja ad baki er einnig haegt ad meta porf
fyrir ny fyrirbyggjandi urreedi (52). Flestar rannsdknir sem birst hafa um faraldsfraedi Hi einblina a

ifarandi sykingar af peirra véldum en tidni ifarandi sykinga endurspeglar vel alvarleika Hi sykinga.
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1.5.2 Hi med hjup

Fyrir upphaf bolusetninga voru Hib sykingar algengastar eda um 93-96% allra Hi sykinga (7, 53). A
islandi fyrir arid 1990 var tidni Hib sykinga 6,4 & hverja 100.000 ibua & ari (54). Almennt eru bérn
utsettari fyrir Hib sykingum vegna éproskadra énaemisvarna peirra (7) en petta sést vel pegar rynt er i
tidni Hib sykinga eftir aldri (Tafla 3) (53). Tidni ifarandi sykinga & arunum 1983-1989 hja bérnum undir
eins ars aldri & islandi var 100 tilfelli & hverja 100.000 ibua & ari og hja bérnum fra 1-5 &ra var tiénin 41
tilfelli & hverja 100.000 ibua a ari (Tafla 3).

Samantekt & Ollum Hib sykingum fyrir tid bdlusetninga fra arunum 1970-1990 sem ho6féu ahrif a
taugakerfid (heilahimnubdlga) eda voru einskordadar & einum stad i likamanum (bl6d, maenu- og
lidvokva asamt 66rum almennt sterilum vékvum) syndi ad tidni sykinganna i null til fijdgurra ara
bdrnum var i kringum 71 tilfelli @ hver 100.000 bérn & peim aldri i heiminum 6llum. Samanlégd tioni

pessara sykinga i 6llum aldurshépum var 3 tilfelli & hverja 100.000 ibua a ari (55).

Tafla 3. Aldurstengd tidni ifarandi Hi sykinga fra arunum 1983-1989 4 islandi (54).

Aldur Hib Tilfelli é} h’ver’ja, 1_00.000 ekki Hib Tilfelli é} h’ver’ja’ _
ibua a ari 100.000 ibua & ari
n n
<1 32 109,0 2 6,8
11til5 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 22 6 2,7

Pegar horft er a tidni hopa af mismunandi uppruna manna kemur i ljés ad frumbyggjar undir 5 ara
aldri i Astraliu (e. Aboriginal) og Nordur Ameriku (Eskimoar i Alaska, Apache og Navajo Indijanar)
hofdu haerri tidni ifarandi Hib sykinga (53)eda allt ad 408 ifarandi Hib sykingar & hverja 100.000 ibua

undir 5 ara 4 ari. Astaeda pess er talin vera samspil milli umhverfis- og genatengdra pétta (7, 53).

Mes tilkomu béluefna gegn Hib hefur sykingum af peirra véldum nénast verid Gtrymt & islandi (Tafla 4)
og i 68rum l6ndum med skipulagdar bolusetningar (52, 54, 55). Ahyggjur hafa vaknad um ad adrar
hjupgerdir Hi geti risid upp eftir atrymingu Hib sykinga i peim 16ndum sem téku upp bdlusetningar
(56).

| storri evropskri rannsékn par sem rynt var i tiéni ifarandi Hi sykinga i 28 16ndum fra arunum 1996-
2006 kom i ljés ad sykingar af véldum annarra hjupadra Hi en Hib eru mjég sjaldgaefar eda 0,36 tilfelli
& hverja milljén ibua & ari (0,036/100.000). A rannséknartimabilinu olli hjupgerd e 21% allra ifarandi
hjupadra Hi sykinga annarra en Hib & medan hjupgerd f olli 72% sykinganna. Einkenni pessarra
sykinga eru lik sykingum af véldum hjuplausra Hi (56).

ifarandi sykingar af véldum hjupgerdar a med svipada eiginleika og Hib hafa greinst (7, 57), par &

medal ifarandi hjupgerdar a klénar med IS7016-bexA hluteydinguna (34). Algengi sykinga af véldum
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hjupgerdar a er litid i Evropu. Haest er tidnin i bornum undir 5 ara eda 0,12 sykingar a hverja milljén a
ari (56). Hinsvegar er tidni pessara sykinga medal Navajo- og Apacheindjanabarna undir 5 ara aldri
meiri eda 20 tilfelli & hver 100.000 bérn undir 5 ara og rannsoknir a frumbyggjum i Alaska hafa synt ad
tidni hjupgerdar a sykinga i bérnum undir tveggja ara er 21 tilfelli & hver 100.000 bérn undir tveggja
ara (51, 56).

Hjupgerdir ¢ og d eru sjaldgjeefastar i Evropu en rannséknir benda til pess ad paer séu algengari i
fullordnu félki (56). Paer nidurstddur eru i samraemi vid bandariska rannsékn par sem yfir helmingur
tilfella ifarandi sykinga af véldum hjupgerda c og d var i 18-64 ara félki (58). Danartidnin er laegst i
ifarandi sykingum af véldum hjupgerda c og d og bendir pad til pess ad paer hjupgerdir séu ekki mjog
meinvirkar samanborid vid hinar hjupgerdirnar (56).

Samanlégd danartidni af véldum hjupgerda annarra en b er 9% og geeti sa fjéldi stafad af pvi ad
hjupadir Hi af annarri hjupgerd en b valda helst sykingum i folki sem er énaemisbeelt fyrir (56).

Fjoldi sykinga af véldum hjupadra Hi annarra en Hib er ekki nalaegt fjdoldanum sem Hib olli & sinum
tima. Ekki er pvi haegt ad sja ad adrir hjupadir Hi séu ad risa upp eftir bolusetningu gegn Hib (7).

i nylegri rannsékn sem Berndsen et al. gerdu 4 tidni ifarandi Hi sykinga a Islandi yfir 25 &ra timabil sést

ad hjupgerd f er algengust hjipadra Hi sem hafa greinst & islandi fyrir utan Hib. Algengasti uppruni sykinga

var heilahimnubdlga og er Hib par i miklum meirihluta sem sykingarvaldur (Tafla 4) (54).

Tafla 4. Uppruni ifarandi Hi sykinga a islandi timabili® 1983-2008 (54).

Uppruni Hjupgerdir (1983-2008) 1983-1989 1990-2008
sykingar a | b |c| d| e | f | NTH* | Hib | ekkiHib | Hib | ekkiHib
Lungnabdlga 1 12 1 6 16 9 4 3 24
Heilahimnubdlga 58 3 55 2 3 2
Blodsyking 2 16 1 2 16 14 5 2 19
Barkaspeldisbolga 4 1 4 1
Hudbedsbdlga 10 2 1 10 1 4
Bein/lidsyking 10 1 9 1 2
Onnur 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
*Hjuplausir Hi.

1.5.3 Hjuaplausir Hi

Fyrir boélusetningar voru hjuplausir Hi ekki algengir sykingarvaldar (53). Arid 1989 voru adeins 16,8%

ifarandi Hi sykinga af véldum hjuplausra Hi samkvaemt uttekt sem gerd var a ifarandi synum sem
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hofdu verid send til Active Bacterial Core surveillance (ABCs) i Bandarikjunum. i lok 2008 haféi tidni
peirra haekkad upp i 68,4% af dllum ifarandi Hi sykingum en pess ma geta ad arleg tidoni ifarandi Hi

sykinga laeekkadi um 65% & rannsoknartimabilinu (59).

Eftir bolusetningar gegn Hib er algengast ad ifarandi Hi syking sé af hjuplausum stofni (53). i lllinois
fylki i Bandarikjunum jokst tidni greindra hjaplausra Hi um 657% par sem 7 tilfelli ifarandi sykinga
greindust arid 1996 og haest var tidnin 2004 eda 53 greind tilfelli (58, 60).

Heildarfjoldi ifarandi Hi sykinga laekkadi mikid i kjolfar Hib bdlusetninga. Pé svo ad aukning hafi
ordid a ifarandi sykingum af véldum hjuplausra Hi eru ekki merki um ad heildarfjéldi ifarandi Hi sykinga
sé aukinn eftir bélusetningar (56, 60). Ekki hefur ordi® markteek aukning ifarandi sykingum af véldum
hjuplausra Hi & islandi samkvaemt télum fra Berndsen et al. (54). Olikt Hib sem sykir helst ung bérn er
medaldur peirra sem f4 ifarandi sykingar af véldum hjaplausra Hi annar. Tidni peirra er nd haest i
nyfaeeddum bérnum og fullordnum eldri en 65 ara (56, 58). Algengt er ad énaemisbeeling af einhverjum
toga sé til stadar (54, 59).

Athygli hefur vakid ad ofriskar konur eru liklegri til ad sykjast af hjuplausum Hi heldur en adra konur
& sama aldri. Petta sést pegar rynt er i tiéni ifarandi sykinga af voldum Hi & islandi timabili® 1983-2008
(54) en pvi hefur verid haldid fram ad 6naemiskerding sem konur verda fyrir & medgdngu valdi pessari
aukningu (56, 61).

1.6 Bélusetningar

1.6.1 Boéluefni gegn Hib

Avery og Goebel lystu i grein sem birtist ari® 1931 ad haegt veeri ad baeta dnaemissvar med pvi ad
tengja fjdlsykru ur bakteriu vid prétein (62). Pessi uppfinning vard grunnur ad framleidslu
préteintengdra béluefna en PRP fjdlsykran er notud i Hib béluefnin. Fjdlsykran ein og sér myndar ekki
Onaemissvar sem leidir til Gneemisminnis. Motefnavakar sem myndast vegna préteinanna sem bera
PRP fjdlsykruna hvetja T-hjalparfrumur og pad leidir til pess ad T-frumur geta myndad bod til
kolvetnasértaekra B-frumna. Pannig er hvatt til betri 6neemissvérunar gegn PRP hluta préteintengda
boluefnisins og 6naemisminni myndast (7, 63). Fyrsta préteintengda béluefni® sem kom a markad
gegn Hib var PRP-D en pad innihélt 6eitrad barnaveikisprétein (64).

i dag eru prju boluefni leyfd gegn Hib. PRP-T par sem fjdlsykran er tengd vid préteinhluta ur
stifkrampaeitri, HbOC par sem fjdlsykra er tengd vid stokkbreyttan, oeitradan proéteinhluta uar
barnaveikiseitrinu (CRM-197) og ad lokum PRP-OMP par sem fjélsykran er tengd utanhimnuprétein
fra Neisseria meningitidis typu b. (7). Vid samanburd & 6naemissvari pessara boluefna kom fram ad

ahrifarikara 6naemissvar myndast vid gjof PRP-T heldur en PRP-D (63).

1.6.2 Boélusetningar a islandi

Nidurstodur fra finnskri rannsokn fra arinu 1987 urdu kveikjan ad upphafi bélusetninga gegn Hib a

islandi. Hun syndi fram & 87% vernd gegn Hib sykingum eftir ad born & fyrsta aldursari fengu prja
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skammta af PRP-D. Bolusetningin héfst arié 1989 sem var a undan naerliggjandi Evrépuldndum en

pau héfu bolusetningu ekki fyrr en tveimur til fijérum &rum seinna (63, 64).

Haegt er ad gefa Hib boluefni samtimis med 6&rum algengum béluefnum. Nu til dags eru bérn a
islandi og vidar bolusett med fimmgilda béluefninu Pentavac® pegar pau eru priggja, fimm og tolf
manada gomul. Pentavac® inniheldur vérn gegn kighdsta, barnaveiki, stiftkrampa, Hib og maenusott i
einni sprautu. | Pentavac® skammti eru 10 mikrégromm af PRP fidlsykrunni sem tengd er vid

stifkrampaprétein (65)

1.6.3 Bodluefni gegn hjuplausum Hi

Grundvéllur fyrir bodlusetningar gegn hjaplausum Hi er til stadar. Allt ad 40% allra bradra
mideyrnabdlgna eru vegna hjuplausra Hi. Einnig finnast peir oft i uppgangi (e. purulent secretions) hja
félki med langvinna lungnateppu og slimseigjusjukdém en helst er horft til pessa sjuklingahdpa par

sem lifsgaedi peirra eru aberandi skert vegna sykinga af voldum hjuplausra Hi (14).

Erfidlega hefur gengid ad finna métefnavaka til pess ad nota gegn hjuplausum Hi vegna breytileika
i genatjaningu og métefnavokum eins og adur hefur verid lyst (14). Prymula et al. kénnudu verndandi
virkni 11-gilds pneumdkokkabdluefnis gegn bradri mideyrnabdlgu, en PD var notad sem burdarprotein
fyrir pneumoékokkafjolsykrur sértaekar fyrir hjupgerdir 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F og 23F i
boluefninu. Syndu peir fram a 35% vernd gegn brada mideyrnabdlgu af véldum hjuplausra Hi med
notkun béluefnisins par sem PD hvatti til Ghaemisvarnar gegn hjuplausum Hi (66). Bélusetningar hofust
a4 lslandi med Synflorix pneumokokkabdluefninu i april 2011 (67). | Synflorix eru
pneumokokkafjolsykrur tengdar vidé PD, pvi verdur ahugavert ad fylgjast med ahrifum boluefnisins a

hjuplausa Hi i framtidinni (14).
1.7 Hefdbundnar greiningaradéferdir

1.7.1 Greining Haemophilus

Flestar Haemophilus tegundir vaxa ekki a 5% blédagar par sem pa vantar NAD (V-faktor). Til pess ad
reekta Haemophilus parf ad setja syni & sukkuladiagar en hann inniheldur baedi hemin (X-faktor) og
NAD (V-faktor) sem gerir 6llum Haemophilus tegundum kleyft ad vaxa. Ef grunur er um Haemophilus
er syninu sad strax a sukkuladiagar. Haegt er ad raekta bakteriuna baedi i lofthadu og loftfirrtu umhverfi.
Voéxtur er hvattur med CO,. Kjorhitastig til reektunar er 37°C og vOxtur kemur fram innan 24
klukkustunda (1).

i Grams litun birtist Haemophilus sem litlir Gram neikvaedir stafir. Erfitt getur verid ad koma auga &
Haemophilus i Grams litun sem er gerd beint ur syni sjuklings par sem bakgrunnur verdur oft bleikur
ad lit og gerir litla Gram neikvaeda illsjaanlega nema fyrir vana.

bPyrpingar Haemophilus & sukkuladiagar eru litlar, mjukar og gagnsaejar. Stofnar med hjup eru
slimugri og steerri. Ef atlit og lykt er likt Haemophilus og pyrpingar vaxa adeins a sukkuladiagar er

naesta skrefid ad greina hvada tegund Haemophilus er um ad raeda.
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Faktoraprof segir til um hvada faktora Hi parf til ad vaxa. Notadur er Plain agar an naeringarefna og
bakteriulausn i styrknum 0,5 & McFarland er sad a agarinn. Faktoraskifur eru settar eins langt fra hvor
annari og kostur er svo ad efnin fra faktorunum skarist ekki. Skifurnar eru prjar, ein sem hefur bara
hemin (X-faktor), ein med NAD (V-faktor) og ein med baedi hemin og NAD (XV-faktor). Eftir eina nétt i
hitaskap vid 35-37°C er voxtur upp vid skifurnar greindur (Talfa 5) (1). Einstaka stofnar af Hi purfa CO,
til ad vaxa og pvi er faktorapréf endurtekid i CO, beettu lofti ef engin voxtur kemur fram (68).

Langflestir H. haemolyticus og H. parahaemolyticus mynda B-hemdélysu. Hun er greind med pvi ad
sa stofni a 5% bldédagar og Staphylococcus aureus latin vaxa vid hlid Haemophilus til pess ad stofninn
fai NAD (V-faktor) en hemin (X-faktor) feer hann fra blédagarnum. Ef teer sbna myndast i agarnum i

kringum Haemophilus pyrpingar flokkast hun sem B-hemalytisk (Tafla 5) (1).

Tafla 5. Greining & mismunandi tegundum ut fra faktoraprofi og hemdélysu (1).

Tegund X-faktor V-faktor B-hemolysa
H. influenzae + + -
H. haemolyticus + + +
H. parainfluenzae - + -
H. parahaemolyticus - + +

Naemisprof a Haemophilus stofnum eru gerd hér a landi samkvaemt EUCAST stadli a Muller Hinton
agar med NAD (69). Ef stofninn reynist dnaemur fyrir penicillini er gert Nitrocefin prof (70). Nitrocefin er
afleida af Cepalosporin syklalyfinu sem inniheldur B-laktam-sameind. Einn dropi af Nitrocefnin
hvarfefninu er settur a filterpappir og lykkjufylli af bakteriugrédri blandad saman vié. Ef bakterian
inniheldur B-laktamasa rofnar B-laktam-sameindin i Nitrocefin hvarfefninu og raudur litur myndast. Ef

engin litabreyting verdur er bakterian ekki med B-laktamasa (1, 71).

1.7.2 Onamisfradileg hjupgreiningaradferd
1.7.2.1 Kekkjunarprof til hjupgreiningar a Hi
Greining hjupgerda Hi er mikilvaeg i faraldsfreedilegum tilgangi. Fylgjast parf med hvada hjupgerdir eru
algengastar til ad haegt sé ad leggja mat a ahrif bolusetninga gegn Hib a adrar hjupgerdir og mégulega

breyta béluefnum i takt vid fjdlda sykingartilfella af &kvednum hjupgerdum (72).

Métefnalausn sem inniheldur moétefni gegn hverri hjupgerd fyrir sig er blandad vid bakteriulausn i
saltvatni & smasjargleri. Blandad er i tveer minutur og fylgst med hvort kekkjun komi fram. Kekkjunin
pydir ad moétefnid er ad bindast vid hjupinn og veldur pvi ad bakteriurnar bindast saman og mynda

kekkjun. Kekkjun er ekki bara kekkjun, haegt er ad flokka hana i 6 flokka eftir magni kekkjunar (Mynd 5).
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4+ 3+ 2+ 1+ +/- Saline

4+ er pegar allar frumurnar kekkjast og bakgrunnur milli frumanna virdist teer.

3+ er pbegar 75% frumanna kekkjast og bakgrunnur er 6rlitid skyjadur.

2+ er pegar 50% frumanna kekkjast og bakgrunnur er 6rlitid skyjadur.

1+ er pegar 25% frumanna kekkjast og bakgrunnur er 6rlitid skyjadur.

+/- er pegar minna en 25% frumanna kekkjast og bakgrunnur er fin-kornéttur.

0 (saltvatn) er pegar engin sjaanleg kekkjun er til stadar. Lausnin er pa skyjud og einslit (72).

Mynd 5. Misjafnt utlit kekkjunar.

Syni telst jakveett fyrir tiltekinni hjupgerd ef 3+ eda 4+ kekkjun myndast innan einnar til tveggja minutna.
Syni er skilgreint neikveett fyrir akvedinni hjupgerd pegar adeins greinist 0, +/-, 1+ eda 2+ kekkjun. begar

syni er neikvaett med métefnalausn gegn a, b, ¢, d, e og f er Hi flokkadur sem hjuplaus (72).

1.7.2.2 Okostir kekkjunarproéfsins
bratt fyrir leidbeiningar og notkun kontrélsyna er huglaegni kekkjunarpréfsins ahyggjuefni. Framkvaemd
og tulkun kekkjunarprofsins getur verid rong sér i lagi par sem ad ekki er nég ad kekkjun sé i syninu

heldur parf ad vera akvedid hlutfall af henni til ad synid teljist jakveett i kekkjunarprofi (72).

Ad greina sanna hjuplausa Hi fra 66rum Hi med kekkjunarprofinu getur verid erfitt. Stofnar med eitt
eintak af cap genasvaedinu par sem hluteyding er i bexA koma ut sem hjuplausir en peir eru
erdafreedilega med hluta af cap genasvaedinu en geta ekki framleitt fullkominn hjup og eru pvi
neikvaedir i kekkjunarprofi. Ekki er rétt ad kalla pessa stofna hjuplausa par sem cap sveedid er il
stadar, peir eru taknadir med minus a eftir hjupgerd (73). begar LaClaire et al. baru saman nidurstédur
ur PCR og kekkjunarpréfum, kom i ljos ad 40% Hi stofnanna i rannsokninni voru greind med hjup i

kekkjunarprofi en voru hjuplausir samkvaemt PCR greiningaradferd (74).

Fjoéldi rannsdkna par sem borin eru saman nami og sérteekni PCR greiningaradferdanna midad vid
kekkjunarprofin eru @ sama mali um ad PCR greiningaradferdir eydi peim oévissupattum sem til stadar

eru i kekkjunarpréfum og ad eetti frekar ad nota pau til hjupgreiningar (72, 74-76).

1.8 Greining med kjarnsyrumognun (PCR)

PCR (e. polymerase chain reaction) leyfir mégnun a akvednum DNA eda RNA butum med hjalp
primerapara. Hvarflausn er buin til sem inniheldur einangrad DNA ar syni, nukleo6tid, sérteeka primera
fyrir svaedid sem magna a upp og hitapolinn DNA polymerasa. Neest er hvarflausnin sett i taeki sem

breytir hitastigi synisins med akvednu millibili til ad magna upp DNA butinn (Tafla 6) (77).

26



Tafla 6. Einn mdégnunarhringur i PCR (77, 78).

Mognunarskref Hitastig (°C) Hvaéd gerist

1. Edlissvipting 94-95 Tvipatta DNA klofnar i einpatta DNA.

2. battapdrun 40-60 anerapar binst vid sitthvorn enda DNA svaedisins sem
magna a upp.

3. Lenging 79 Polymerasinn lengir sveedid sem afmarkad er af

primerunum.

Hringurinn er endurtekinn par til magn DNA butsins sem sést er eftir i syninu er naeg. Tilvist radarinnar

er svo greind med rafdraetti, kemur pa i ljos hvort DNA r6d af réttri steerd hefur magnast upp (77).

1.8.1 Multiplex PCR

Haegt er ad hafa fleiri en eitt primerapar i hvarflausninni sem kallast pa multiplex PCR. Helstu kostir
pess er notkun innri kontréla sem geta komid i veg fyrir falsk neikvaedar nidurstédur vegna hindrunar i
syninu eda falsk jakveaedar nidurstddur vegna mengunar. Minni kostnadur og undirbuningstimi fer i

multiplex PCR par sem haegt er ad hafa fleiri primerapér i sému hvarfefnalausn (78).

1.8.1.1 H6nnun multiplex PCR

1.8.1.1.1 Primerar valdir og profadir i monoplex

Pegar genin sem nota a til greiningar a syninu eru akvedin er neesta skref ad hanna primera.
Primerarnir purfa ad vera sértaekir a rédina pannig ad primerinn bindist ekki 68rum st6dum a DNA
sameindinni og valdi par med ésértaekri mégnun. Steerdir PCR afurdanna mega ekki vera of likar pvi
pad gerir greiningu mognunarinnar i rafdreetti erfida (78). Primerar sem aaetlad er ad hafa saman i
multiplex purfa ad hafa svipada byggingu hvad vardar lengd G/C hlutfall og braedsluhitastig. Gera parf

préfun med eitt par i einu og finna pannig hentug hitastig (79).

1.8.1.1.2 Primerum blandad saman i multiplex PCR og hvarflausn adlégud

Eftir pvi sem fleiri primerar eru i multiplex PCR aukast mdguleikar & 6sértaekri mégnun vegna artifakta

og Osértaekrar primerapoérunar.

Sumir primerar virka vel einir og sér en syna 6sértacka moégnun i multiplex hvarfi. Stundum er haegt ad
laga pad med Hot start (nanari umfjdllun ad nedan) en ef pad virkar ekki er eina leidin ad velja nyja

primera.

Primera dimerar er pegar primerar parast vid sjalfan sig og mégnun verdur a peim i stad pess ad
markr6d DNA sameindarinnar sé mognud. Nukleétidin i hvarflausninni fara pa i ad magna upp
primerana sjalfa sem annars eettu ad fara i ad magna upp radir af DNA sameindinni. Einnig myndast
samkeppni milli primeranna sem eru ad parast vid sjalfan sig og pa primera sem eru rétt stadsettir um
notkun polymerasans. Til pess ad draga Ur aheettu a ad petta eigi sér stad er radlegt ad nota Hot start,

adlaga baedi styrk primera i hvarfinu og fjdlda mégnunarhringja og pattapérunarhitastig (79, 80).
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Pegar bdnd koma missterk ut i rafdreetti er pad visbending um ad saekni milli primera og DNA
sameindar sé ekki j6fn. petta er mégulegt ad laga med pvi ad minnka styrk peirra primera sem koma
sterkt ut (78, 79).

1.8.1.1.3 Hot start PCR

Ef adur hefur sést 6sérteek mognun i PCR hvarfi er haegt ad vinna gegn henni med Hot start adferd.
Osértazka mognunin getur att sér stad ef primerarnir na ad parast hvor vid annan eda annad i
lausninni (ruslmoégnun) adur en fyrsti mdégnunarhringurinn fer af stad. Koma parf i veg fyrir ad
pattapdrun i byrjun hvarfsins geti att sér stad og einnig ad polymerasinn verdi virkur i lagu hitastigi.
Med notkun sérstaks Taq polymerasa sem virkjast ekki fyrr en buid er ad hita lausnina upp i 95°C er

mdgulegt ad vinna gegn 6sértaekri mégnun af pessum toga (78).

1.8.2 Greining & milli Hi og H. haemolyticus med PCR adferd

bréadar hafa verid nokkrar multiplex PCR adferdir til adgreiningar & Hi og H. haemolyticus (81).
Prétein D genid (hpd) og fuculose kinase genid (fucK) hafa reynst vel en H. haemolyticus & ekki ad
hafa pessi gen i genamengi sinu (19, 20).

Pegar baedi genin eru til stadar er pad mjég sterk abending um ad Hi sé i syninu par sem pau eru
vel vardveitt i Hi. | peim tilvikum par sem adeins annadhvort fucK eda hpd kemur fram er aaetlad ad
synid sé Hi. Vegna harrar tidni larétts genaflutnings getur engin PCR greiningaradferd & Hi og H.
haemolyticus verid 100% naem en med pvi ad nota hpd og fucK saman er hinsvegar komist ansi
naleegt pvi (19, 82).

1.8.3 Greining hjupgerda Hi med PCR adferd

Falla et al. préudu PCR til hjupgreiningar Hi (75). Pau notudu cap genasvaedid sem allir hjupadir Hi
hafa i genamengi sinu. Primer til pess ad segja til um hvort hjupur veeri til stadar var hannadur ut fra
bexA geninu sem er a part | innan cap svaedisins og allir hjupgerdarsértaekir primerar voru hannadir ut
fra parti Il innan cap en pad sveedi er einstakt fyrir hverja hjupgerd (a-f). Fyrst voru synin keyrd med
BexA primer sem gengdi hlutverki innra kontréls fyrir hjup og primer fyrir Hib, pannig sigtudust ut
hjupgerdir b, b~ og hjuplausir stofnar. Stofnar sem stédu eftir 6greindir voru sidan keyrdir med a, c, d, e
og f primer i monoplex PCR (75).

Notkun BexA primera sem innra kontrél asamt hjupgerdarsértaekum primerum i multiplex PCR er
algengust & rannsoknarstofum sem nota PCR til ad hjupgreina Hi (73). Breytileiki bexA gensins hefur
verid rannsakadur milli hjupgerda og er ljést ad bexA primerar eingdbngu eru ekki négu sértaekir til ad
greina hvort Hi sé hjupadur eda ekki vegna of mikils breytileika i geninu & milli kiéna (83). Haetta er a
ad missa af klonum sem eru med hluteydingu a BexA geninu vegna IS7076 endurrédunar ef BexA
primerinn er sértaekur fyrir pann hluta gensins sem eydist (83). begar hjupgerdarsértaekir primerar eru
haféir med dsamt bexA sértaeekum primer er ekki heetta &4 ad missa af stofnum med hluteydingu pvi

peir syna pa mégnun samkvaemt hjupgerdarsértaeku primerunum (75).

28



1.8.4 Rauntima PCR

Rauntima PCR adéferd er pegar mégnun og greining hennar eru gerdar samtimis i sama taekinu. pessi
aoferd hefur pann kost fram yfir hefébundid PCR ad ekki parf ad rafdraga afurdina og felst pvi mikill

timasparnadur i rauntima PCR asamt pvi ad haetta 8 mengun er i lagmarki.

Hvarfid er eins uppbyggt og i hefdbundnu PCR (Tafla 4) nema ad hofd eru med hvarfefni sem gera
Real Time PCR teeki kleyft ad nema mognunina. bessi hvarfefni eru DNA litir eda flarljomandi DNA
preifarar. bvi fyrr sem taekid fer ad nema litinn eda flarljomunina pvi meira er af DNA sameindinni sem
magna a upp i syninu. b6 primerar séu hannadir med rauntima PCR i huga er mdguleiki ad nota pa i
hefdbundnu PCR (78).

Wroblewski et al. hdnnudu nylega tveggja skrefa multiplex rauntima PCR. Pau notudu BexA primer
sem innra kontrél en hann var valinn me® tilliti til svaeda sem synt hafa eydingu hja sumum klénum
(73, 76). Hvorfunum var skipt pannig upp ad fyrst voru primerar fyrir bexA og Hib keyrdir & synunum.
Ef synid var neikveett fyrir badum genunum pa var pad greint sem hjuplaus Hi. bau syni sem voru
jakvaed fyrir bexA og hjupgerd b voru greind sem hjupgerd b. Ef synid var jakveett fyrir bexA og
neikveett fyrir hjupgerd b pa var synid sett i annad hvarfid med primerum fyrir hjupgerdir a,c-f og fékkst

pba greining fyrir eftirstandandi syni (76).
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2 Markmio

Ohemolytiskir H. haemolyticus geta verid misgreindir sem Hi. Tidni pess er 6pekkt hér & landi. Eins er
ekki pekkt hvada hjupgerdir eru i innsendum synum fré sjuklingum hér a landi. bvi var markmid
pessarar rannséknar ad:

* préa multiplex PCR adferd til ad kanna hvort H. haemolyticus stofnar i synum fra sjuklingum

send a Syklafreedideild Landspitalans arid 2012 hafi verid greindir sem Hi.

* proéa multiplex PCR adferd til ad hjupgreina Hi ur sjuklingasynum send a Syklafraedideild
Landspitalans arié 2012.
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3 Efni og adéferdir

3.1 Stofnar

Hi stofnar sem greindust arid 2012 med hefébundnum greiningaradferéum a Syklafraedideild
Landspitalans voru frystir i tryptose-glyserdl frystieeti (Difco Laboratories, Detroit, MIl, USA) vid -80°C.
Alls voru frystir 521 stofnar. Af peim voru 5 stofnar daudir asamt 5 stofnum sem fundust ekki og voru

pvi @ endanum 511 stofnar tiltaekir i rannséknina (Tafla 7).

Adgreining & Hi og H. haemolyticus var gerd a 6llum 511 stofnunum. Hjapgreining var gerd & 453
stofnum par sem stofnar sem raektudust ur nef- og nefkoksstrokum voru utilokadir vegna dvissu um ad

peir vaeru ad valda sykingum og til pess ad timi geefist til hjupgreiningar a eftirstandandi stofnum.

Tafla 7. Tegund og fj6ldi syna sem greindust sem Hi & Syklafreedideild Landspitalans arid 2012 og

voru hofd med i rannsokninni.

Tegund synis Fjoldi stofna
Astungalvefur fra auga 1
Barkasog 22
Berkjuskol 25
Bloo 2
Eyra 257
Grodur ur auga 1
Halsstrok 2
Hraki 129
Hreint svaedi/vefur 1
Innri kynfaeri kvenna 1
igerd 1
Nefkoksstrok* 46
Nefstrok* 12
Skol fra sinus 10
Ytri kynfaeri kvenna 1
Samtals 511
Samtals an nef og nefkokssyna 453

*Stofnar utilokadir fra hjupgreiningu.

3.2 PCR

3.2.1 Undirbuningur stofna fyrir PCR
Stofnar voru reektadir upp a sukkuladiagar (Oxoid, Hampshire, UK) vid 37°C i 5% CO; yfir nétt. Teknar
voru 2-5 pyrpingar af Haemophilusgréori og settar i 700 pL af 5% Chelex 100® (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA). Lausnin var naest hitud i hitaskap vid 100°C i 10 minatur. Eftir pad var lausnin
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spunnin nidur vid 14000 snuninga & minutu vid 4°C i 10 mindtur. Flotid innihélt erfdaefni bakteriunnar,

teknir voru 300 L af pvi og geymt i frysti vid -60 til -70°C fram ad notkun.

3.2.2 Hvarfefni og uppsetning PCR

Notud var Quick Load® Tag 2X Master Mix (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA)
hvarfefnalausn. Hun innihélt 10mM af Tris-HCI (pH 8,6 vid 25°C), 50mM af KCI, 1,5 mM MgCli2, 50
einingar/ml af Tag DNA Polymerasa, 0,2mM af hverju nukleétidi (ANTP), 5% glycerol, 0,08%
IGEPAL® CA-630, 0,05% Tween® 20, 0,024% Orange G og 0,0025% Xylene Cyanol FF.

Allir primerarnir voru fengnir fra TAG Copenhagen A/S (Kaupmannahdfn, Danmorku). Primerapor
voru pynnt med DNasa friu vatni (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MI, USA) pannig ad styrkur peirra var
0,5 uM.

i hverja PCR tapu féru 12,5 uL af Quick Load®, 1 uL af primerapari, 6,5 uL af Sigma vatni (Sigma-
Aldrich Co) og 5 pL af syni, heildarrammal var 25 yL. Ef primerapdr voru fleiri en eitt minnkadi magn

Sigma vatnsins (Sigma-Aldrich Co) & méti svo ad heildarrammal var alltaf pad sama.

PCR hvarfid var framkvaemt i 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) vid
eftirfarandi adsteedur: Edlissvipting vid 94°C i 4 minutur, eftir pad voru 30 mdgnunarhringir sem
byggdust a edlissviptingu vid 94°C i 30 sekundur, pattaporun vid 52°C i 30 sekundur og lenging vid
72°C i 30 sekundur. Lokalengingarskref var 72°C i 5 minatur og synid var svo keelt nidur i 4°C sem er

geymsluhitastig hvarflausna.

3.2.3 PCR fyrir adgreiningu a Hi og H. haemolyticus

Notast var vid adferd sem proud var a Syklafreedideild Landspitalans sumari® 2012. Primerarpar
sérteekt fyrir hpd genid sem kodar fyrir prétein D i Hi var pa notad til pess ad greina a mili Hi og H.
haemolyticus. Honnun Hpd sérteeka primeraparsins var byggd & rannsoknum Binks et al. (81)

i pessu verkefni var fucK primerapari sem kédar fyrir fuculose kinase i Hi baett vié hvarfid til pess
ad auka greiningarheefni adferdarinnar. Profud voru tvé mismunandi fucK primerapdr dsamt hpd i
multiplex PCR (Tafla 8). Adferdin byggir & rannséknum Binks et al. og Meyler et al. og voru ymsar
samsetningar reyndar. Préfanir voru gerdar a fjorum stofnum (Tafla 9) og hénnud var multiplex PCR

aoferd ut fra peim nidurstédum (Tafla 10).

Tafla 8. Nukledtidaradir primera sem profadir voru vid samsetningu multiplex PCR dsamt staerd afurda

peirra.

Primerar Nukleétidradir (5'-3") Staerd afurdar (bp) Heimild
fucK1-f CAC TTT CGG CGT GGA TGG 560 @1)
fuck1-r | AAG ATT TCC CAG GTG CCA GA '
fucK2-f ATG GCG GGA ACATCAATGA 102 84
fucK2-r ACG CAT AGG AGG GAA ATG GTT (84).
hpd#1-f GAT TGG AAA GAA ACA CAA GAA AAA G 112 @1)

hpd#1-r CAC CAT CGG CAT ATT TAAC CA
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Tafla 9. Tegund og rannsdéknarnumer peirra stofna sem notud voru vid préoun adferdarinnar.

Tegund

Rannsoknarnumer

Haemophilus haemolyticus

120605-0009°

Haemophilus parainfluenzae

070322-0075"

Haemophilus influenzae hjupgerd b

070322-0082"

Haemophilus influenzae hjupgerd f

090414-0119"

'Stofn fra stadalstofnasafni Syklafraedideildar Landspitalans.

“Stofn sem raektadist Ur halsi sjuklings.

Tafla 10. Uppsetning primera fyrir adgreiningu Hi og H. haemolyticus.

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

Primerar Nukleoétidradir (5'-3") Staerd afurdar (bp) | Heimild
fucK2-f ATG GCG GGAACATCAATGA 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 @1)

3.2.4 PCR fyrir hjugreiningu Hi

Hannadir voru sérteekir primerar fyrir bexA genié sem sdgdéu til um hvort hjupur veeri til stadar asamt asamt
hjupgerdarsérteekum primerum at fra rannséknum Falla et al. (75) og Wroblewski et al. (76). Byrjad var a ad
profa hvert hjupgerdarsérteekt primerapar (Tafla 11) i monoplex PCR. Stadalstofnar med hjupgerdum a, b, c,
d, e og f asamt hjuplausum Hi voru notadir til ad préfa virkni og sérteeki primeraparanna (Tafla 12). Eftir ad

synt hafdi verid fram a rétta virkni og sértaekni primeraparanna voru ymsar samsetningar af primerapérunum

profadar og rédun multiplex PCR hvarfanna akvedin (Tafla 13).
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Tafla 11. Nukledtidaradir primera sem préfadir voru vid samsetningu multiplex PCR til hjupgreiningar
asamt steerd afurda peirra.

Staero af-

Hjupgerod Primerar | Nukleétidradir (5'-3') urdar (bp) Heimild
a al CTACTCATTGCAGCATTT G (75)
286
a2 AGA ATA TGA CCT GAT CTT CTG
AcsA-F GCA ACCATC TTACAACTT AG
77 76
AcsA-R CGG TGTCCTGTGTTT AG (76)
b b1 GCG AAA GTG AAC TCT TAT CTC
481 (75
b2 CTTACGCTTCTATCTCGGT )
BcsB-F CAA GATACCTTT 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 CATTC
CcsB-F CAA GAAATG TTG GAATTG A
126 76
CcsB-R GTG AAACAT TCT CTG ATT CTG (76)
d d1 TGATGA CCG ATACAACCTG
146 (75)
d2 TCC ACT CTT CAAACCATTC
DcsC-F GAT GAC CGA TAC AAC CTG
110 76
DcsC-R ATT ATTTCT CCG TTATGT TGA (76)
e e2 CAT AGC TTT ACT GTATAAGTC TAG A
190 (75
e3 CAG CTATGA ACAAGATAACG )
el TGG TAA CGA ATG TAG TGG TAG
190 (75)
e3minus CGT TAT CTT GTT CAT AGC TG
EcsC-F GAG TTT AAG GATTTT ATT GAG C
73 76
EcsC-R TAGTTT GAA AGAACCCTC TG (76)
EcsC2-F CAC ACT ACCTTT TGA GAA GAG *
209
EcsC-R TAGTTT GAA AGAACCCTC TG (76)
f f1 TGG TAC TAT CAA GTC CAA ATC
456 (75)
f2 GCA ATT ATG GAA GAA AGC
FcsA-F CCT GAAATTTGC TATTACTTTA
94 76
FcsA-R GTG GTC TAT TTC CAT TCT CTT (76)
Innra Hi-1 CGT TTG TAT GAT GTT GAT CC
kontrdl fyrir ; 340 (75)
hjtip Hi-2 CCATGT CTT CAA AAT GAT G
BexA-F GCC GTTAGC TTT TAG TGG
143 (76)
BexA-R CAT AAA GAT AAT CGC CCA

* Nyr primer fra grunni, hannadur fyrir pessa rannsokn.
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Tafla 12. Hjupgerdir stadalstofna asamt heiti stadalstofna.

Hjapgerd | Stadalstofn
a ATCC 9006'
b ATCC 10211'
c ATCC 9007"
d HK-6447

e ATCC 8142
f ATCC 9833’
b- Fb 7132
Hjuplaus | NCTC 11315
Hjuplaus | ATCC 49247’

'Stofn fra stadalstofnasafni Syklafreedideildar Landspitalans.
2 Stofn fra Haskolanum i Arosum.

Tafla 13. R6dun primerapara i multiplex PCR hvoérfin.

PCR hvarf Primerapor Hjupgero Stzerd afurdar (bp)

AcsA-fIr a 77

1 b1/b2 b 481
d1/d2 d 146

Hi1/Hi2 BexA 340

cl/ca c 166

2 EcsC2-F/EcsC-R e 209
FcsA-fir f 94

Hi1/Hi2 BexA 340

3.2.5 Rafdrattur

PCR afurdéir voru rafdregnar i 1,5% agardsageli (Sigma-Aldrich Co) i rafdrattarkeri sem innihélt 0,5 x
TBE buffer (Tris-borat-EDTA). | hvern brunn gelsins voru settir 6 uL af syni og 4 uL af 100 basapara
steerdarstiga (Quick-Load 100 bp DNA Ladder, New England Biolabs Inc) voru settir i enda og midju

brunnanna til ad haegt veeri ad leggja mat a staerd bandanna.

Rafdregid var vid 120 V og timalengd for eftir staerd gelanna. Litid gel (6x6 cm) var rafdregid i 30
minatur, midsteerd af geli (14x14 cm) i 50 - 60 minutur og stort gel (14x20 cm) i 60 - 70 minutur.

Naest var agardsagelid litad i 15 minutur med Ethidium bromidi (0,57 ug/ml) og svo aflitad i 30-40

minGtur i 300 ml af eimudu vatni. Ad lokum var gelid myndad i utfjclublau ljési med Chemilmager™

5500 (Cell Biosciences™, Inc. BORG, SC, USA) og myndin vistud sem TIF skra.
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3.2.6 Tolfraedileg urvinnsla

Nidurstddur voru settar upp i Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) og notast var vid lysandi tolfraedi.

3.2.7 Leyfi

Verkefni petta er hluti af Vice rannsékninni — Ahrif pneumokokkabélusetninga 4 islandi. Numer leyfis
fra Visindasidanefnd er 13-010-S1.
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4 Nidurstodur

4.1 Adgreining Hi og H. haemolyticus
Nidurstddur fyrir stadalstofnanna fjéra sem notadir voru vid préun adferdarinnar syndu ad multiplex

PCR med fucK1-r og fucK2-f og hpd primeraparinu virkadi vel (Mynd 6).
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Brunnur 1 og 18: 100 bp steerdarstigi.

Brunnur 2: H. haemolyticus stadalstofn synir ekki band fyrir fucK2 primeraparid.

Brunnur 3: H. parainfluenzae stadalstofn synir ekki band fyrir fucK2 primerapari®.

Brunnur 4: Hib stadalstofn synir band fyrir fucK2 primerapariéd (102 bp).

Brunnur 5: Hi stadalstofn af hjupgerd f synir band fyrir fucK2 primeraparid (102 bp).

Brunnur 6: H. haemolyticus stadalstofn synir ésértacka mégnun rétt undir 100 bp ad staerd en synir ekki band fyrir
fucK1 primeraparid.

Brunnur 7: H. parainfluenzae stadalstofn synir ekki band fyrir fucK? primeraparid.

Brunnur 8: Hib stadalstofn synir band fyrir fucK1 primeraparid (560 bp).

Brunnur 9: Hi stadalstofn af hjupgerd f synir band fyrir fucK1 primeraparid (560 bp).

Brunnur 10: H. haemolyticus stadalstofn synir ekki band fyrir fucK2-f og fucK1-r primeraparid.

Brunnur 11: H. parainfluenzae stadalstofn synir ekki band fyrir fucK2-f og fucK1-r primeraparid.

Brunnur 12: Hib stadalstofn synir band fyrir fucK2-f og fucK1-r primeraparid (266 bp).

Brunnur 13: Hi stadalstofn af hjupgerd f synir band fyrir fucK2-f og fucK1-r primeraparid (266 bp).

Brunnur 14: H. haemolyticus stadalstofn synir hvorki bond fyrir fucK2-f og fucK1-r né hpd primerapdrin.

Brunnur 15: Haemophilus parainfluenzae stadalstofn synir ekki bond fyrir baedi fucK2-f og fucK1-r og hpd
primerapdrin.

Brunnur 16: Hib stadalstofn synir hvorki bond fyrir fucK2-f og fucK1-r (266 bp) né hpd (112 bp) primerapdrin.

Brunnur 17: Hi stadalstofn af hjupgerd f synir baedi fucK2-f og fucK1-r (266 bp) og hpd (112 bp) primerapdrin.

Mynd 6. Nidurstdédur profunar med mismunandi primerasamsetningum a stadalstofnum fyrir
adgreiningu Hi og H. haemolyticus.

Allir stofnarnir sem greindir voru med multiplex PCR adferdinni syndu fram & tilvist annad hvort
hpd, fuckK eda hvoru tveggja. Baedi genin fundust i 91,4% stofnanna (Tafla 14). A mynd 7 sést deemi

um nidurstddur. Nidurstddur fyrir alla stofnanna ma sja i fylgiskjali.

Tafla 14: Fjoldi stofna sem greindist med fucK, hpd eda bzedi genin med multiplex PCR adferd.

Fjoldi stofna sem
Gen greindust med genin %
fucK 32 6,3
hpd 12 23
fucK og hpd 467 91,4
samtals 511 100
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Brunnur 1: 100 bp steerdarstigi.

Brunnur 2: Hib stadalstofn synir bdnd fyrir baedi fucK2-f og fucK1-r (266 bp) og hpd (112 bp) primerapdrin.

Brunnur 3: H .haemolyticus stadalstofn.

Brunnar 4-14: Sjuklingastofnar. Oll peirra syna bénd baedi fyrir fuck2-f og fucK1-r (266 bp) og hpd (112 bp)
primerapdrin nema stofn i brunni 8 synir bara band fyrir hpd (112 bp) primeraparid.

Mynd 7. Daemi um nidurstddur fyrir adgreiningu Hi og H. haemolyticus.
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4.2 Hjupgreining Hi
Nidurstddur fyrir stadalstofnanna 7 sem notadir voru vid préun adferdarinnar syndu ad multiplex PCR

virkadi vel (myndir 8 og 9).
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Brunnur 1: Stadalstofn af hjupgerd a synir bond fyrir hjupgerdarsértaeku primerapari fyrir hjupgerd a (77 bp) asamt
innra kontrdli fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 2: Stadalstofn af hjupgerd b synir bdnd fyrir hjupgerdarsértaeku primerapari fyrir hjupgerd b (481 bp)
asamt innra kontrdli fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 3: Stadalstofn af hjupgerd ¢ synir band fyrir innra kontrél hjups (340 bp).

Brunnur 4: Stadalstofn af hjupgerd d synir bdnd fyrir hjupgerdarsértaeku primerapari fyrir hjupgerd d (146 bp)
asamt innra kontrdli fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 5: Stadalstofn af hjupger® e synir band fyrir innra kontrol fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 6: Stadalstofn af hjupgerd f synir band fyrir innra kontrdl fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 7: Hjuplaus stadalstofn.

Brunnar 8-11: Sjuklingasyni.

Brunnur 12: 100 bp steerdarstigi.

Mynd 8. Daemi um nidurstédur fyrir hvarf | i hjupgreiningu Hi.
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Brunnur 1: 100 bp steerdarstigi.

Brunnar 2-3: Sjuklingastofnar.

Brunnur 4: Stadastofn af hjupgerd a synir band fyrir innra kontrél fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 5: Stadastofn af hjupgerd b synir band fyrir innra kontrdél fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 6: Stadastofn af hjupgerd c synir bond fyrir hjupgerdarsértaeku primerapari fyrir hjupgerd c (166 bp)
asamt innra kontrdl fyrir hjap.

Brunnur 7: Stadastofn af hjupgerd d synir band fyrir innra kontrél fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 8: Stadastofn af hjupgerd e sem synir bond fyrir hjupgerdarsérteeku primerapari fyrir hjupgerd e (250 bp*)
asamt innra kontrdl fyrir hjap (340 bp).

Brunnur 9: Stadastofn af hjupgerd f sem synir bond fyrir hjupgerdarsértaeku primerapari fyrir hjupgerd f (94 bp)
asamt innra kontrdl fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 10: Hjuplaus stadalstofn.

*Parna var eldra hjupgerdarsérteekt primerpar fyrir hjipgerd e i notkun, pantad var nytt sem var 209 bp.

Mynd 9. Daemi um nidurstédur fyrir hvarf 1l i hjupgreiningu Hi.
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Allir Hi stofnarnir sem voru hjipgreindir med multiplex PCR adferd reyndust vera hjuplausir nema
einn sem var af hjupgerd e. Stofn 135 sem greindist med hjupgerd e var settur i monoplex PCR til ad

stadfesta greininguna (mynd 10). Nidurstddur fyrir alla stofnanna ma sja i fylgiskjali.

1517
1200
1000
700
500

300
200

Brunnar 1 og 8: 100 bp steerdarstigi.

Brunnur 2: Stadalstofn af hjupgerd e synir mégnun a sértaeku primerapari fyrir hjupgerd e (209 bp).

Brunnur 3: Stofn 135, synir mégnun a sérteeku primerapari fyrir hjupgerd e (209 bp).

Brunnur 4: Stadalstofn af hjupgerd e synir mégnun a innra kontréli fyrir hjap (340 bp).

Brunnur 5: Stofn 135, synir mégnun a innra kontrdli fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 6: Stadalstofn af hjupgerd e synir mégnun a sértaeku primerapari fyrir hjupgerd e (209 bp) asamt innra
kontrdli fyrir hjup (340 bp).

Brunnur 7: Stofn 135, synir mégnun a sértaeku primerapari fyrir hjupgerd e (209 bp) asamt innra kontrdli fyrir hjup
(340 bp).

Mynd 10. Endurtekin hjupgreining a stofni 135.
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5 Umraeoda

PCR adferdin sem préud var til adgreiningar & milli Hi og H. haemolyticus virkadi vel og teemandi likur eru &

ad H. haemolyticus stofnar hafi verid misgreindir sem Hi & Syklafreedideild Landspitalans arié 2012.

Adeins einn Hi stofnanna sem voru hjupgreindir reyndist vera af hjupgerd e en sa stofn raektadist ur

mideyrnastroki 8 medan allir hinir stofnarnir voru hjuplausir.

5.1 broun adferda

Préun multiplex PCR adferdarinnar til adgreiningar @ milli Hi og H. haemolyticus gekk vel og engin
Osérteek mdgnun kom fram pegar adferdin var profud a stadalsynum. bau syni sem voru neikvaed fyrir
badum genunum eftir ad hafa verid profud einu sinni voru endurtekinn i 10x pynningu en pad var gert
til ad utiloka ad hindrun veeri i syninu vegna of mikils DNA magns, Chelex eda annrra PCR hindra. Alls
voru petta tvd syni, eitt peirra greindist sem Hi eftir 10x pynningu og eitt var neikveett. Neikvaeda
syninu var pa sad aftur og kom i ljés ad dnnur bakteria haféi verid med i frystiglasinu. Mjog litill véxtur

var & Haemophilus i tilteknu syni og ekki nadist ad einangra hann aftur vegna timaskorts.

Multiplex PCR adferd til hjapgreiningar & Hi var erfidari vidureignar. Fyrst voru fengin
hjupgerdarsértaek primerapdr og innra kontrdl fyrir hjup ut fra grein Falla et al. (75) og virkni peirra
kénnud i monoplex. begar synt haféi verid fram a virkni allra nema e primeraparsins var peim blandad
saman i multiplex me? tilliti til afurdastaerdar. Skipta purfti greiningarferlinu upp i prju hvérf par sem
staerd afurdanna var of lik til pess ad fa naegilega gdéda adgreiningu med rafdreetti i einu eda tveimur
hvorfum. begar pessi prju hvorf voru profud kom fram ésértaek moégnun & nokkrum stédum. Hot start
var reynt til ad losna vid 6sértaeeku mognunina. Hafdi pad i for med sér ad innra kontrél primeraparid

fyrir hjup kom fram en ekki hjupgerdarsértaeka primeraparid fyrir nokkrar af hjupgerdunum.

i von um ad innra kontrél primeraparid fyrir hjup vaeri ad yfirgnaefa hjupgerdarsérteeku primerapérin
og koma pannig i veg fyrir mégnun & peim var styrkur primeraparsins fyrir innra kontrélid minnkadur
um helming. Svo virtist ekki vera og afram vantadi hjupgerdarsértaeku bdondin asamt pvi ad innra
kontréls bondin sem sdgdu til um tilvist hjups duttu ut i nokkrum stadalstofnum. Pa var gerd 10x
pynning & peim stadalstofnum sem ekki voru med mdgnun til ad utiloka ad hindrun veeri ad eiga sér
stad i PCR hvarfinu. Duttu peir stadalstofnar pa alveg ut og var pa ljést ad virkni primeranna var ekki

truflud af peim astaedum.

Akvedid var ad panta nyja primera Ut fra rannséknum Wroblewski et al. (76). Eftir ad synt hafdi
verid fram & rétta virkni peirra i monoplex var peim blandad saman i multiplex PCR. Ljést var ad
afurdarstaerdir primeranna sem hannadir voru ut fra rannséknum Wroblewski et al. voru of likar og var
pvi gripid & pad rad ad blanda primerum sem hannadir voru ut fra rannséknum Falla et al. saman vié.

Tokst med pessum heetti ad na greiningarferlinu saman i tvd hvorf.

Engin 6sérteek mognun sast a stadalstofnum med pessu greiningarferli og var pvi hafist handa vid ad
greina sjuklingastofna. Vid greiningu a sumum sjuklingastofnum med multiplex PCR adferdinni kom fram
veikt band i kringum 150 bp. Reynt var ad finna astaedu pessa bands med pvi ad blanda primerum saman

pannig ad afram primer fyrir hjupgerd a var settur saman vid 6fugtakna primer af hjupgerd b, afram primer
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fyrir hjupgerd a saman vid 6fugtédkna primer af hjupgerd d og svo koll af kolli. Alls voru préfadar 31
samsetningar med pad ad markmidi ad finna hvort einhver pessara primerasamsetninga veeri ad gefa 150
bp dsérteekt band i rafdraettinum. Einnig var petta gert til ad utiloka primera dimera. Ekki fannst skyring a
150 bp bandinu med pessum haetti og ekki gafst timi til frekari athuguna a orsbkum pessa aukabands og

verdur pvi skyringa leitad i aframhaldandi meistaraverkefni héfundar.

5.2 Adgreining Hi og H. haemolyticus

Enginn H. haemolyticus var greindur sem Hi i innsendum synum & Syklafreedideild Landspitalans &ri®
2012. bpar sem hemdlysan er pad eina sem adgreinir pessar tveer tegundir med hefdbundna
greiningarferlinu benda pessar nidurstédur til pess ad engir hemolytiskir H. haemolyticus hafi verid a

medal innsendra syna arié 2012.

Ohemolytiskir H. haemolyticus eru pekktir erlendis (85). Bandarisk rannsékn & beratiéni Hi i heilbrigdum
bédrnum par sem notast var vid PCR greiningaradferd med primerapari fyrir iga geninu og kekkjunarproéf par
sem kekkjun syndi fram a tilvist P6 utanhimnupréteinsins syndi ad 20% stofnanna sem adur voru greindir
sem Hi voru samkvaemt pessari greiningaradferd dhemolytiskir H. haemolyticus (86). Rannsokn a stofnum
sem adur voru greindir sem Hi fra bandariskum bérnum og fullordnum med slimseigjusjukdém (e. Cystic
fibrosis) syndi ad allt ad 40% var i raun H. haemolyticus. | peirri rannsékn var notast vid fiorar
greiningaradferd: DNA-DNA pattapdrun, 16s rDNA radgreiningu, MLST (multilocus sequence typing) og
tilvist P6 gensins. beim stofnum sem greindust sem H. haemolyticus med pessum adferdum var sad aftur
a blédagar og kom pa fram ad engin peirra stofna sem reektadist ur nefkoki syndi hemélysu og riflega
helmingur peirra sem raektadist Ur hrakasynum syndi ekki hemolysu (87). S6mu adferdir voru notadar i
Astraliu par sem rannsakadur var Hi ur nefkokssynum heilbrigdra barna og barna med tidar eyrnabdlgur. Af
pessum stofnum reyndust 79% stofnanna vera Hi en 12% reyndust vera H. haemolyticus en ekki nadist ad
greina 9% stofnanna (88). | Danmérku var gerd rannsokn par sem kénnud var tilvist fucK, hap og sodC
genanna i 480 stofnum fra innsendum synum sem adur voru greindir sem Hi. bPar voru adeins tveir stofnar
6hemolytiskir H. haemolyticus (20).

Tidni 6hemdlytiskra H. haemolyticus er pvi misjoéfn og meetti jafnvel halda fram ad hdn sé meiri i
akvednum Iéndum. b6 parf ad hafa varann & pegar borin er saman mismunandi tidni par sem ekki eru
notadar sému greiningaradferdir. Mismunur a bl6di sem notad er i agarframleidslu gaeti haft sitt ad
segja hvad vardar birtingamynd hemolysu H. haemolyticus. A islandi er notad hestabléd ar islenskum

hestum i agarframleidslu en vida erlendis er notad kindabl4d (72).

Best veeri ad greina a milli Hi og H. haemolyticus med heilradgreiningu eda MLST en par sem
pessar adferdir eru kostnadarsamar hefur verid leitast vid ad finna géda PCR adferd (81). Theodore
et. al gerdu nylega samanburdur a notkun fucK og hpd genanna og 16s rRNA radgreiningar og voru
nidurstédurnar peer ad 40 af 46 synum sem ekki héfdu fucK og hpd genin flokkudust med H.
haemolyticus eftir radgreiningu @ 16s rRNA. Allir pessir 40 stofnar voru 6hemdlytiskir. Synin 6 sem
stodu eftir flokkudust med Hi. Oll 78 synin sem syndu fram 4 tilvist fucK, hpd eda beggja genanna
flokkudust sem Hi eftir radgreiningu & 16s rRNA. Langbesta greiningarhaefnin kom fram pegar genin

tvd voru notud saman par sem naemi adferdarinnar var 92% og sérteekni 98%. Engin PCR adferd
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getur verid 100% naem til ad greina & milli pessara tveggja mikid skyldu tegunda vegna harrar tidni
larétts genaflutnings (82).

bvi er haegt ad alykta adferdin sem notud var i pessari rannsokn sé vel haef til ad greina a milli Hi
og H. haemolyticus en greining a milli pessara tveggja tegunda er mikilveeg i faraldsfreedilegum

tilgangi og einnig til ad tryggja rétta medhdéndlun sjuklinga.

5.3 Hjupgreining Hi
Stofnar fra nefi og nefkoki voru utilokadir fra pessari rannsdkn par sem ekki er vist ad peir Hi sem
raektast padan séu sykingavaldar. Eins voru pessir stofnar utilokadir til ad meiri timi gaefist til ad greina

alla hina 453 stofnanna.

Einn peirra Hi sem voru hjupgreindir reyndist med hjup og var af hjupgerd e, allir hinir greindust
sem hjuplausir. Fra arunum 1983-2008 er einungis vitad um einn Hi af hjupgerd e hér a landi sem
reektadist pa ur blédsyni (Tafla 4) (54). Hinsvegar er moguleiki & ad Hi af hjupgerd e hafi verid fleiri
vegna pess ad ekki hafa allir Hi veri® hjupgreindir. Ad jafnadi eru einungis Hi ur ifarandi synum

hjupgreindir & Syklafraedideild Landspitalans.

Hjupgerd e raektadist ut fra stroki ur mideyra 16 manada gamallar telpu sem hafdi merki um
mideyrnabdlgu. Telpan er af erlendum uppruna og var petta eina bakterian sem greindist fra
mideyrnastroki hennar. Pvi eru miklar likur & ad bakterian hafi verid ad valda mideyrnabdlgu. I
rannsékninni voru 257 syni fra eyra par sem Hi stofnar héféu greinst & Syklafreedideild Landspitalans
en Oll pau syni voru frd bornum. Var pvi tidni hjupgerdar e sem reektadist ar eyra 0,39%.
Langalgengast er ad hjuplausir Hi valdi mideyrnabdélgum hja bérnum, nyleg rannsékn fra Bulgariu
syndi ad 97,5% Hi sem fundust i mideyrnabdlgum voru hjuplausir (89) er su prosentutala i takt vid

adrar rannséknir a tidni mideyrnabdlgu af véldum hjuplausra Hi (90).

Eftir bélusetningar gegn Hib eru sykingar af véldum hjuplausra Hi algengastar allra Hi sykinga
baedi a islandi og erlendis (54). Evropsk rannsokn sem ték saman tidni ifarandi Hi sykinga i 14
Evropuldndum fré arunum 1996-2006 syndi fram & ad 44% allra ifarandi Hi sykinga var af véldum
hjuplausra Hi. Tidni peirra var 0,28 sykingar a hverja 100.000 ibua & ari. Hib sykingar voru 28% af
Ollum ifarandi Hi sykingum & pessu timabili og tidnin pa 0,15 sykingar a hverja 100.000 ibua a ari.
ifarandi sykingar af véldum annarra hjipgerda en b voru einungis 7% allra Hi sykinga & timabilinu sem
gerir tidni upp a 0,036 sykingar a hverja 100.000 ibua a ari (56). Tidni ifarandi sykinga af véldum
annarra en hjupgerdar b 4 arunum 1990-2008 & islandi (pad er ad segja eftir ad ungbarnabdlusetning
gegn Hib var hafin) var 1,2 & hverja 100.000 ibua a ari. Hjuplausir Hi voru par orsdk 40 af 59 tilfellum
yfir allt timabilid (54).

Nidurstdédur rannsoknarinnar um ad yfirgnaefandi meirihluti Hi sé hjuplaus eru samhlj6da erlendum
rannséknum sem syna ad hjuplausir Hi eru rikjandi medal Hi sykinga (56). Erfitt er ad finna
faraldsfraedi upplysingar ar erlendum rannséknum yfir sykingar af véldum hjaplausra Hi adrar en
ifarandi sykingar. Samkvaemt pessari rannsokn reektudust i 256 tilvikum hjuplausir Hi r eyrum barna
og i 129 tilvikum dr hrdka ur synum sendum til Syklafreedideildar Landspitalans & einu ari (Tafla 7).
Hjuplausir Hi eru pvi sannarlega ad valda umtalsverdum fjélda sykinga a hverju ari hér a landi og

margvislegum kostnadi samfara pvi. Spennandi verdur pvi ad fylgjast med hvort Synflorix béluefnid
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gegn pneumodkokkum veiti einhverja vorn gegn hjuplausum Hi sykingum hér a landi vegna PD

burdarproéteinsins sem notad er i béluefnid.

5.4 Styrkur, takmarkanir og naestu skref

Hefdi fucK primeraparinu ekki verid baett vid adferdina i pessari rannsékn heféu 6,3% stofnanna
gefid visbendingu um ad vera dhemodlytiskir H. haemolyticus. Liggur pvi mikill kostur i ad vera med
multiplex PCR adéferd. Einnig er adferdin kostnadarminni en ymsar adrar adferdir eins og real time
PCR og radgreining.

P6 svo ad skortur a fucK og hpd genunum sé mjog sterk visbending um ad stofninn sé H.
haemolyticus er ekki hzegt ad stadfesta ad svo sé med pessari multiplex PCR adferd. Laréttur
genaflutningur milli tegundanna tveggja getur orsakad ad Hi missi fucK og hpd genin eda ad H.
haemolyticus fai pau inn genamengid sitt. Til pess ad stadfesta grun um ad stofn sé dhemolytiskur H.
haemolyticus parf pvi radgreiningu af einhverju tagi (82).

Multiplex PCR adferdin til hjupgreiningar Hi syndi takmarkanir ad pvi leiti ad ésérteek mégnun kom
fram i nokkrum synum og ekki nadist ad komast ad astaeedu mdgnunarinnar. Adferd pessi hefur pa
kosti ad vera ddyrari en real time PCR og hlutlaegari en kekkjunarpréfin en pau hafa synt fram a
falskar nidurstédur asamt pvi ad vera oft huglaeg i tulkun (76). Ekki er vist ad stokkbreyttir stofnar eins
og b sem hafa misst megnid af cap genasvaedinu hafi verid synilegir i pessari rannsékn par sem pa
hefdi purft ad treysta einungis a hjupgerdarsértaeka primeraparid fyrir hjupgerd b til greiningar a peim
stofnum. Pegar um hjuplausan stofn er ad reeda i pessari adferd synir hann enga mdgnun a
primerap6érum i hvarfinu, pad er ékostur ad pvi leyti ad ekki er haegt ad stadfesta hvort hindrun hafi
verid i hvarfinu og ad pess vegna sé engin mégnun, eda pa ad stofninn sé i raun hjuplaus. Pad skal
po taka fram ad ekki eru miklar likur & ad hindrun sé almennt i PCR hvérfum en betra er ad tryggja sig

gagnvart henni ef haegt er.

Neestu skref eru pau ad kanna tilvist H. haemolyticus i enn steerra urtaki baedi i sjuklingum og
berum. Einnig parf ad komast ad astaedu 150 bp 6sértaeeku mdégnunarinnar i hjupgreiningaradferdinni
og kanna nami hennar og sértaekni ennfrekar. Einnig veeri mdguleiki ad baeta vid innra kontroli fyrir
hjuplausa Hi til ad stadfesta ad hvarf hafi att sér stad i hverjum brunni fyrir sig. Hinsvegar er spennandi
moguleiki ad faera pessa adferd yfir i real time PCR, en hjapgreiningar & Hi erlendis eru naer eingdéngu

gerdar med real time PCR adferd.
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6 Alyktanir

Eftirfarandi alyktanir eru dregnar af rannsokninni:

Multiplex PCR med primerum fyrir fucK og hdp genin hentar vel til adgreiningar a H.
haemolyticus og Hi.

Enginn éhemdlytiskur H. haemolyticus var greindur sem Hi hja Syklafreedideild Landspitalans
arié 2012.

Hefdi fucK primeraparinu ekki verid beett vid adferd til ad adgreiningar a Hi og H. haemolyticus
hefdu 6,3% stofnanna verid asetladir sem H. haemolyticus.

Einn stofn af 453 Hi stofnum sem hjupgreindir voru med multiplex PCR reyndist vera med
fidlsykruhjap og var hann af hjupgerd e.

Af 453 Hi stofnum Ur innsendum synum arid 2012 voru 452 hjuplausir.

Porf er & frekari adferdapréun multiplex PCR adferdarinnar.
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Fylgiskjal

Nidurstdédur adgreiningar Hi og H. haemolyticus samhlida nidurstédum fyrir hjupgreiningu Hi.

ND: Syni fra nefi og nefkoki voru ekki keyrd i hjupgreingu.

Synanr. Adgreining Hi Hjupgreining Hi
og H.
haemolyticus
Fuck Hpd Hvarf | Hvarf Il

1|+ + - -

2 |+ + - -

3|+ + - -

4 | + + - -

5|+ + - -

6 | + + - -

7|+ + - -

8 | + + - -
10 | + + - -
11 | + + - -
12 | + + - -
13 | + + - -
14 | + + - -
15 | + + - -
16 | + + - -
17 | + + - -
18 | + + - -
19 | + + - -
20 | + + - -
21 | + + - -
22 | + + - -
23 | + + - -
24 | + + - -
25 | + + - -
26 | + + - -
27 | + + - -
28 | + + - -
29 | + + - -
30 | + + - -
31 | + - - -
32 | + + - -
33 | + + - -
34 | + + - -
35 | + + - -
36 | + + - -
37 | + + - -

Synanr. | Adgreining Hi Hjupgreining Hi

og H.

haemolyticus

Fuck Hpd | Hvarfl Hvarf Il
39 | + + - -
40 | + + - -
41 | + + - -
42 | + - - -
43 | + - - -
44 | + + - -
45 | + + - -
46 | + + - -
47 | + + - -
48 | + + - -
49 | + + - -
50 | + + - -
51 | + + - -
52 | + + - -
53 | + + - -
54 | + + - -
55 | + + - -
56 | + + - -
58 | + + - -
59 | + + - -
60 | + + - -
61 | + + - -
62 | + + - -
63 | + + - -
64 | + + - -
65 | + + - -
66 | + + - -
67 | + + - -
68 | + + - -
69 | + + - -
70 | + + - -
71 | + + - -
72 | + + - -
73 | + + - -
74 | + + - -
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Synanr. Adgreining Hi Hjupgreining Hi
og H.
haemolyticus
fucK Hpd Hvarf | Hvarf Il
75 | + + - -
76 | + + - -
77 | + + - -
78 | + + - -
79 | + + - -
80 | + + ND ND
81 | + - - -
82 | + - - -
83 | + + - -
84 | + + - -
85 | + + - -
86 | + - - -
87 | + + - -
88 | + + - -
89 | + + - -
90 | + + - -
91 | + + - -
92 | + + ND ND
93 | + + - -
94 | + - - -
95 | + + - -
9% | + + - -
97 | + + ND ND
99 | + + ND ND
100 | + + ND ND
101 | + + - -
102 | + - - -
103 | + + - -
104 | + + ND ND
105 | + + - -
106 | + + - -
107 | - - - -
108 | + + - -
110 | + + - -
111 | + + - -
112 | + + ND ND
113 | + + - -
114 | + + ND ND
115 | + + - -
116 | + + ND ND
117 | + + ND ND
118 | + + - -

Synanr. | Adgreining Hi Hjupgreining Hi
og H.
haemolyticus
fuck Hpd Hvarf | Hvarf Il
119 | + + ND ND
120 | + + - -
121 | + + - -
122 | + + - -
123 | + + - -
124 | + + - -
125 | + + - -
126 | + + - -
127 | + + - -
128 | + + - -
129 | + + - -
130 | + + - -
131 | + + - -
132 | + + - -
133 | + + - -
134 | + + - -
135 | + + pos fyrir pés  fyrir
innra innra
kontrdli kontrdli og
e
136 | + + - -
137 | + + - -
138 | + + - -
139 | + + - -
140 | + + ND ND
141 | + + - -
142 | + + - -
143 | + + - -
144 | + + ND ND
145 | + + ND ND
146 | + + - -
147 | + + - -
148 | + + ND ND
149 | + + ND ND
150 | + + - -
151 | + + - -
152 | + + - -
153 | + + - -
154 | + - - -
155 | + + - -
156 | + + - -
157 | + + - -
158 | + + - -
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Adgreining Hi

Hjupgreining Hi

og H.
haemolyticus
Synanr. fuck Hpd Hvarf | Hvarf Il
159 | + + - -
160 | + + - -
161 | + + - -
162 | + + - -
163 | + + - -
164 | + + - -
165 | + + - -
166 | + + - -
167 | + + - -
168 | + + - -
169 | + + - -
170 | + + - -
171 | + + - -
172 | + - - -
173 | + + - -
174 | + + - -
175 | + + - -
176 | + + - -
177 | + + - -
178 | + + - -
179 | + + - -
180 | + + - -
181 | + + ND ND
182 | + + ND ND
183 | + + - -
184 | + + - -
185 | - + - -
186 | + + - -
187 | + + - -
188 | + + - -
189 | + + - -
190 | + + - -
191 | + - ND ND
192 | + + ND ND
193 | + + - -
194 | + + - -
195 | + + - -
196 | + + - -
197 | + + - -
198 | + + - -
199 | + + - -
200 | + - - -

Synanr. Adgreining Hi Hjupgreining Hi
og H.
haemolyticus
fuck Hpd Hvarf | Hvarf I
201 | + + - -
202 | + + - -
203 | + + - -
204 | + + - -
205 | + + - -
206 | + + - -
207 | + + - -
208 | + + - -
209 | + + - -
210 | + + - -
211 | + - - -
212 | + + - -
213 | + + - -
214 | + - - -
215 | + + - -
216 | + + - -
217 | + + - -
218 | + + - -
219 | + + - -
220 | + + - -
221 | + + - -
222 | + + - -
223 | + + - -
224 | + + - -
225 | + + - -
226 | + + - -
227 | + + - -
228 | + + - -
229 | + + - -
230 | + + - -
231 | + + - -
232 | + + - -
233 | + + - -
234 | + + - -
235 | + + - -
236 | + - - -
237 | + + - -
238 | + + - -
239 | + + - -
241 | + + - -
242 | + + ND ND
243 | + - ND ND
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Synanr.

Adgreining Hi

Hjupgreining Hi

og H.

haemolyticus

fucK Hpd Hvarf | Hvarf Il
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

Synanr. Adgreining Hi Hjupgreining Hi
og H.
haemolyticus
fuck Hpd Hvarf | Hvarf I
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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Synanr. | Adgreining Hi Hjupgreining Hi

og H.

haemolyticus

fucK Hpd Hvarf | Hvarf Il
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 | + + - -

Synanr. | Adgreining Hi Hjupgreining Hi

og H.

haemolyticus

fuck Hpd Hvarf | Hvarf Il
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 | + + - -
39 | + + - -
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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Synanr. Adgreining Hi Hjupgreining Hi
og H.
haemolyticus
fuck Hpd Hvarf | Hvarf i
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 | + + - -

Synanr. Adgreining Hi Hjupgreining Hi
og H.
haemolyticus
fuck Hpd Hvarf | Hvarf I
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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Synanr. | Adgreining Hi Hjupgreining Hi

og H.

haemolyticus

fucK Hpd Hvarf | Hvarf Il
507 | + + - -
508 | + + - -
509 | + + - -
510 | + + - -
511 | + + - -
512 | + + - -
513 | + + - -

514

el

e2

e3

e4

e5

eb

e7
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