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Abstrakt

Guldstandarden inom mikrobiologisk diagnostik har lange varit identifikation av patogena
mikrober fran odlingar pa olika naringsmedier. Teknologiska framsteg inom molekylara
diagnostikmetoder har skapat apparatur och tester som kan utnyttjas effektivt inom
mikrobiologisk diagnostik. Genom detta kan undersokningsresultat fas snabbare till
bestéllaren och anvéandas i varden av patienten. De senaste artionden har manga
laboratorier centraliserats, och detta forlanger tiden det tar for att fa laboratoriesvar. Manga
infektionssjukdomar ar tidskritiska och optimalt skulle prover analyseras i narheten av
patienten. Genom utvecklingen av snabbtester (POC-tester) kan ocksa molekylérbiologiska
metoder utnyttjas utanfor laboratorier. For att testerna kan anvéndas med flera olika slag av
provmaterial, finns det en stor variation pa olika tester. Inmunokromatografiska tester har
utvecklats med s& hog specificitet och sensitivitet att de anvands bade i laboratorier och
hemma hos patienter. Detta examensarbete ar en litteraturdversikt pa snabbdiagnostiska
metoder och tester inom mikrobiologin.

Sprak: Svenska Nyckelord: Mikrobdiagnostik, molekylardiagnostik, snabbdiagnostik,
POC-tester.
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Tiivistelma

Kéytantd mikrobiologisessa diagnostiikassa on kauan ollut patogeenien tunnistus
viljelyistd eri elatusaineilla. Molekyylidiagnostiikkamenetelmien kehitys on luonut
mahdollisuuksia eri laitteiden ja testien kdyttamisessa diagnostiikassa. Tdma mahdollistaa,
ettd tulokset ovat tilaajien kdytdssa nopeammin, ja etta niitd voidaan tehokkaammin
kayttaa potilaan hoidossa. Viime vuosikymmenten aikana laboratoriotoimintaa on
keskitetty yha enemmaén, mikéa pidentaa tulosten saamista yha enemmén. Monet
tartuntataudit vaativat nopeaa hoitoa ja parhaimmassa tapauksessa diagnostiikka
toteutettaisiin potilaan laheisyydessa. Vieripikatestien (POC-testien) kehitys mahdollistaa
my0s molekyylidiagnostiikkamenetelmien hyddyntdmisen laboratorioiden ulkopuolella.
Koska testeja voidaan kéyttaa erityyppisten ndytteiden kanssa, on testivalikoima laaja.
Immunokromatografisia testejd on kehitetty niin ettd niill& on niin korkea spesifisyys ja
sensitiivisyys, etté niit4 voidaan kéyttad seka laboratorioissa, etta potilaitten kotona. Tama
opinnaytetyo on tehty kirjallisuuskatsauksena eri pikadiagnostisiin menetelmiin kliinisessé
mikrobiologiassa.
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Abstract

The golden standard within clinical microbiology has been identification of pathogens in
cultures on different mediums. Advancements in molecular methods have created
possibilities for various apparatus and tests to be utilized in diagnostics. This enables for
faster test results so that they can be used in patient care more effectively. In the last
decades because of centralization of laboratory services the times for laboratory results
have been prolonged even further. Many infectious diseases require fast treatment, and in
an ideal situation the diagnostics would be done near the patient. The development of rapid
diagnostic test (POC-tests) has permitted for molecular diagnostic methods to be used
outside of a laboratory setting. Because tests can be used with different kinds of samples,
there is a wide array of tests available. Immunochromatographic tests have been developed
to have such a high specificity and sensitivity so that they are used in laboratories, as well
as patients’ homes. This thesis is a literature review of rapid diagnostic methods used
within clinical microbiology.
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1 Introduktion

Inom mikrobiologi har odlingar lange varit enda metoden for diagnostisering av
infektionssjukdomar. Nackdelen med odlingar &r tiden det tar att fa fram bakterien eller
viruset som orsakar infektionen. De senaste artionden har det dock utvecklats flera olika
metoder for att forsnabba denna process. Manga infektioner &r tidskritiska, och med nya
diagnostikmetoder far patienterna snabbare vard och mortaliteten sjunker. Onddig
anvandning av antibiotika har ocksa minskat till foljd av detta. En ytterligare fordel med
snabbdiagnostik &r att vid smittsamma sjukdomar kan patienter isoleras och pa sa satt
vidare smittor forhindras. Snabbdiagnostikindustrin har vuxit inom de senaste artionden,
och tester har utvecklats for alla miljoer, fran centraliserade laboratorier till hemmatester.
Med att integrera snabbdiagnostik till laboratorieprocessen kan patientvarden forsnabbas

med flera dagar.

Pa ett laboratorium utnyttjas manga molekylara metoder for att analysera provmaterial.
Polymeras kedjereaktionen (PCR) och andra amplifikationsmetoder ar nufértiden vanliga
ocksa pa mindre laboratorier. Apparatur har utvecklats sa att den &r latt att anvanda, men
anda behaller hog sensitivitet och specificitet. Om provet inte behdvs forbehandlas eller
odlas ut kan analyser utforas till och med inom en timme. | manga fall vet man oftast inte
vilken specifika mikrob som soks sa odling ar oundvikligt men det har utvecklats metoder
som forsnabbar identifikationen av specifika mikrober. Langvariga kemiska
undersokningar har ersatts av masspektrometri (MALDI-TOF) som ger resultat inom
minuter (Vila, Gomez, Salavert, & Bosch, 2017)

For att mikrobiologiska undersokningar kan ta flera dagar, administreras ofta antibiotika
empiriskt. Okad antibiotikaresistens ar en direkt foljd av dver- och felanvandning av
antibiotika. Om antibiotikaresistens kunde upptéckas direkt ur ett odlat prov skulle
patienten kunna administreras ratt behandling snabbare &n de nuvarande metoderna
mojliggor. Ett genombrott inom detta omrade skulle spara pa massor resurser inom

sjukvarden (Lenzen, 2013).

For att snabbdiagnostik har blivit lattare att anvanda har apparatur spridit sig fran
laboratorier till avdelningar och polikliniker. Snabbtester eller POC-tester (point-of-care

tester) har blivit vanligare till foljd av att det bildats sa manga centraliserade laboratorier.



Implementeringen av dessa tester har skapat problem med kvalitetskontroller och falska
svar, men fordelarna &r anda stora. Svarstiden forkortas avsevart och det betyder att

resultaten kan direkt anvandas i varden av patienten.

Tester sa som graviditetstest och blodsockermétningar utfor patienten sjalv hemma. For
mikrobiologiska undersdkningar finns det flera olika kommersiella tester tillgangliga.
Patienter kan valja att anvanda snabbtester hemma for att skydda deras privatliv, eller som
screeningtester for att inte belasta sjukvarden. Den dominerande metoden for dessa ar
immunokromatografiska tester (Kozer & Burnham-Maruisch, 2017)

2 Syfte

Syftet med detta arbete ar att gora en litteraturstudie pa de olika metoderna som anvands
vid snabbdiagnostik inom mikrobiologi, och vilka tester anvénder sig av dessa metoder. |
arbetet tas upp metoder som forsnabbar laboratorieprocessen fran tiden det skulle ta att
utnyttja sig av odlingsmetoder. Detta innebar ocksa point-of-care-diagnostik (POC-

diagnostik).

3 POC-diagnostik

Traditionellt har diagnostiken av akuta infektioner baserat sig pa odlingsmetoden. Provet
odlas pa olika naringsmedium, patogenerna identifieras och det undersoks vilka antibiotika
ar effektiva. Denna arbetsprocess tar flera dygn och gor det svart att ge lamplig vard till
patienten tillrackligt snabbt. Olika metoder av identifikation av den infektionsorsakande
patogenen, sa som mikroskopering, kan inte utféras utanfor ett laboratorium for att det
kraver specifik utrustning och utbildad personal. Med anvéndning av snabbdiagnostiska
tester kan orsaken till infektionen snabbare identifieras och lamplig vard paborjas
snabbare. De tester som nu finns tillgangliga ar sma, lattanvanda tester med fardiga kit.
Dessa tester kan anvandas i narheten av patienten av all vardpersonal for att utfora
molekylarbiologisk diagnostik med resultat tillgdngliga i under 30 minuter. Ratt
integrering av denna teknologi kan flytta en stor del av diagnostiken bort fran
centraliserade laboratorium som anvénder sig av traditionella odlingsmetoder. Med ratt

anvandning kan paverkan vara stor pa patientvarden och administreringen av antibiotika,



speciellt i omraden dar det inte finns majlighet att fa laboratoriesvar inom en lamplig
tidsram (Lisby & Schneider, 2021).

Med utvecklingen av olika snabbtester och snabba molekylara metoder kan manga av
proven analyseras direkt pa vardavdelningar. POC-tester (vieritutkimus, point-of-care
testing, snabbtester) ar laboratorieanalyser som kan géras utanfor ett laboratorium, i
narheten av patienten. Proven behdéver inte transporteras, analysen ar forenklad, och
anvandaren ar oftast inte laboratoriepersonal. Snabbtester gors 6verallt inom hélsovarden:
akutrum, ambulanser, modravardcentraler, alderdomshem och baddavdelningar. Detta
mojliggor att resultaten kan anvandas direkt i varden av patienten. De mest anvanda POC-

testerna ar blodsockermétningar och graviditetstest (Tuokko, Rautajoki, & Lehto, 2008).

Dominerande modellen inom sjukvarden ar ett centraliserat laboratorium dér processen &r
till stor del automatiserad, som mojliggor analysering av stora mangder av prover och
minimering av kostnader. Ekonomiskt tryck har varit huvudorsaken for centraliserade
laboratorium och detta har haft sidoeffekten att varden blivit mindre patientfokuserad.
Alternativa modeller som anvander sig mera av POC-tester har utvecklats. Dessa modeller
kan utnyttjas bade av halsocentraler i glest bebyggda omraden, samt storstader dar
analyseringen kan goras hemma av patienten. F6r manga patienter & modellen med ett

centraliserat laboratorium inte optimalt (Tuokko et al, 2008)

Uppgiften av ett laboratorium for klinisk mikrobiologi ar att forse den bestéllande
vardenheten med en diagnos, ifall det identifieras en patogen i provet. Laboratoriet ger ett
svar som innehaller sadan information som vilken bakterie det ar fragan om, och vilken
antibiotika som kan anvandas mot infektionen. Vardenheten anvander sedan denna
information for att paborja ratt antibiotikabehandling, och méjligtvis tar ocksa andra
atgarder sa som isolering av patienten. For att laboratoriesvaren kan anvandas i
patientvarden maste resultaten finnas till vardande lakarens tillgang inom en relativt kort
tid. Oftast betyder detta inom nagra dagar, men manga infektionssjukdomar &r tidskritiska
och varden maste paborjas mycket tidigare.

Definitionen pa POC-tester ar bred och innehaller flera olika sorters test och apparatur,
fran sma lattanvanda pappersbaserade tester till sofistikerad apparatur pa ett laboratorium.

Den avgoérande faktorn &r att om testet kan utforas snabbt, och om det &r lattanvand.

POC-tester kan indelas i grupper baserat pa var de anvands, och av vem.



Grupp 1A:

POC-testerna anvands av uthildad laboratoriepersonal pa ett laboratorium. Detta kan vara
pa ett centraliserat laboratorium, eller pa en mindre enhet av ett centraliserat laboratorium.
Grupp 1B:

I denna milj6 anvands POC-testerna av utbildad sjukvardspersonal pa ett sjukhus. Detta
kan vara pa akutrum, intensivvardsavdelning eller annan vardavdelning. For att personalen
som anvander sig av testerna inte har laboratorieutbildning maste testerna vara lattanvanda.
Grupp 2A:

POC-testerna anvands av utbildad personal, men i en vardanstalt utanfor ett sjukhus. Till
exempel inom &ldrevard och lakarmottagningar.

Grupp 2B:

Har utfors testerna utanfor en vardanstalt men av utbildad personal. Hit hor till exempel
anvandningen av tester i faltarbete i u-lander.

Grupp 3:

| denna grupp faller tester som gors hemma hos patienten av anvéndare som inte har

tidigare utbildning.

Det har utvecklats flera olika POC-tester som anvander sig av olika undersékningsmetoder
och provmaterial. Det finns delade asikter om vem som tar ansvaret om POC-
verksamheten. En del tycker att vardenheten som anvander apparaten ar ansvarig for
kvalitetskontroll och anvandning. Medan andra tycker att laboratoriet ska vara ansvarig for
skolning och kvalitetsdvervakning (Akerman, 2010). Anvéndning av POC-tester kraver i
varije fall personal. Detta betyder att pa sadana stallen dar svar inte behovs direkt eller
laboratorieverksamheten ar centraliserad, ar inskaffning av POC-tester inte alltid [6nsamt
(Tuokko et al, 2008).

Laboratorieprocessen kan delas i tre olika delar: preanalytik, analytik och postanalytik.

1.Preanalytik 2.Analytik 3.Postanalytik
Beslut av undersokning Analysering Granskning av resultat
Bestallning till ADB Kvalitetskontroll Mojlig kommentar eller

beskrivning av svaret

Informering av patienten Séandning av resultat at

bestallaren




Provtagning Dokumentering och
arkivering

Forvaring och transport Forvaring av provet i
lamplig tid

Mottagning till laboratoriet Tolkning av resultat av
vardenheten

Bekraftning att provet gar Beslut om vard

att analysera

Nér apparatur har blivit lattare att anvanda, minskar felen inom analytiska fasen och
arbetsmomenten inom preanalytiken och postanalytiken blir allt viktigare. Ratt
provtagningssatt, samt analysering och sparande av resultaten ar faktorer som blir allt
viktigare. Kvaliteten av snabbdiagnostik kan forbattras med att utbilda personalen som
anvander sig av den vél. Utbildningen kan utforas av en representativ fran foretaget som
utvecklat testet, eller avdelningens POC-ansvariga. Utbildningen skall vara forberedd sa att
alla omraden och detaljer gas igenom. Ocksa i snabbdiagnostik kommer fram

laboratorieprocessens tre faser (Tuokko et al, 2008)

Ett problem med POC-tester kommer fran anvandargruppen. For att anvandaren oftast inte
har laboratorieutbildning, saknas information om kvalitetskontroll. POC-tester blir ofta
som en extra uppgift i en redan hektisk arbetsmiljo. Det finns oftast inte tid for kontroller,
felsokning eller service. Enligt studier sker det mera preanalytiska fel for POC-anvéndare,
an for laboratoriepersonal. (O’Kane et al, 2011). Att registrera svaren fran testerna hor till
postanalytiska fel och hander speciellt med bérbara apparater. Manga apparater skickar
ivag svaren direkt till databasen. | sadana situationer ar det vadligt viktigt att identifiera
patienten. Alla apparater kan inte lasa strackkoder, sa man maste mata in information for

hand. Manuell inskrivning dkar chansen for fel (Shaw, 2016)

Ett idealt POC-test beskrivs som foljande: forsta resultaten pa under en minut, barbart
instrument, har mojlighet att analysera obearbetade prover (helblod, urin, faeces etc), enkla
arbetsmoment, resultaten jamforbara med resultaten fran ett centraliserat laboratorium,
integrerade kontroller och kalibrationer, méjlighet att skicka eller spara resultaten och lag
kostnad. POC-testernas huvudanvandningsomrade &r bade pa ett sjukhus samt

vardanstalter utanfor ett sjukhus. Pa sjukhusen kan de anvandas pa t.ex. operationssalar,
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forlossningsavdelningar, dialys. Annanstans an sjukhus kan vara t.ex. Lakarmottagningar,

apotek, patientens hem och naturkatastrofomraden (Dima, 2021)

Marknaden for POC-tester &r en viktig del av in vitro diagnostikmarknaden, upp till 30%.
Vérdet av den globala marknaden uppskattas stiga kraftigt 6ver de kommande aren, upp till
43 miljarder euro till aret 2025 fran 25,4 miljarder euro ar 2020. Teknologiska framsteg
inom industrin, hogre insidens av infektionssjukdomar och tkat stéd ar huvudorsakerna till
denna snabba tillvéxt. De storsta bolagen inom dessa marknad &r bl.a. Abbott (USA),
Roche (Schweiz) och Siemens (Tyskland) (Dima, 2021).



4 Immunokromatografiska tester (LFI)

Lateral flow immunoassay (LFI) eller lateral flow immunochromatograpic assay ar en av
de mest anvanda metoderna inom POC-tester. Den mest kdnda och forsta formen av dessa

var for detektion av humant koriongonaotropin (hCG) (Creative Diagnostics, 2019).

LFI anvands ocksa inom mat- och jordbruksindustrin. LFI anvands for detektion av
antikroppar, antigen och PCR-produkter. For att testerna kan anvandas med blod, serum,
saliv, svett, plasma, urin etc., ar utbudet pa tester mangfaldigt. LFI kan delas delas in i tva
olika kategorier: lateral flow immunoassays (LFI) och nucleic acid lateral flow assay
(naLFA). Nucleic acid lateral flow assay anvands for detektion av amplifikationsprodukten
som bildas under polymeraskedjereakationen (PCR). Lateral flow immunoassays kan
vidare delas in i tester som detekterar antikroppar, och de som detekterar andra &mnen
(proteiner, hormoner, etc) (Koczula & Gallotta, 2016).

LFI detekterar antigen, hormoner etc i ett prov genom att bindas med antikroppar. Provet
ror sig genom testens olika zoner med hjalp av kapillarkraft. | ena &ndan av testet 1aggs
provet forst pa en provdyna ’sample pad”. Provdynan har flera roller, men viktigaste ar att
jamnt dela ut provmaterialet och styra det till konjugations zonen. Provdynan innehaller
ytaktiva &mnen samt andra vatskor for att gora provmaterialet [ampligt for detektion.
Porerna i provdynan fungerar ocksa som filter for att ta bort material som kan stora testet.

T.ex. erytrocyter vid tester med helblod.

Provet nar en konjugations zon dar det finns antikroppar specifika for antigenet som ska
detekteras. Antikropparna ar konjugerade oftast med guldpartiklar eller latex. Konjugations
zonens viktigaste uppgift ar att halla komplexen som behdvs vid detektion stabila tills
testet anvands. Detta uppnas med bufferter och kolhydrater sa som sackaros som fungerar
som forvaringsamne. Nar komplexen torkas i ndrvaro av sackaros bildar
sockermolekylerna ett skikt runt komplexen som gor att deras biologiska struktur halls
stabil. Nar provet nar konjugations zonen upploses sockermolekylerna och komplexen
kommer i kontakt med provmaterialet (Koczula & Gallotta, 2016)

Analyt komplexet ror sig sedan framat till en detektions zon. Det &r en pords zon oftast av
nitrerad cellulosa. Hér finns det rader av antikroppar eller antigen vars uppgift &r att
reagera med komplexet som bildades i konjugations zonen. Ifall det har funnits antigen i

provet, och det har bildat komplex med antikropparna, binds komplexet i en test zon. Detta
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streck som bildas ar synligt och kan avlasas med blotta dgat. Det finns ocksa apparatur for
att avlasa testremsor. Kontrollinjen som kommer senare i detektionszonen ar dar for att
uppvisa att provet dragits tillrackligt langt. Till sist sa finns det en absorberande platta som
finns dér for att driva kapillarkraften och hindra éverlopps spill (figur 7)(Koczula &
Gallotta, 2016).

Det finns tva sorter av metoder inom LFI: Sandwich format och competetive format.
Sandwich format anvands for att detektera storre analyter i provet. Om analyten har tva
epitoper, binds forst pa ena epitopet antikroppen som ar markt med fargade nanopartikeln.
Komplexet som uppstar binder sig sedan pa andra epitopet med antikroppen som ar fast i

testzonen (figur 8) (Creative Diagnostics, 2019).

Om analyten & mindre och det inte gar och binda tva antikroppar, anvands competetive
format. Sadana analyter kan t.ex. vara vitaminer eller antibiotika. P4 testzonen finns da
protein-analyt komplex och nanopartikel &r bundna till antikroppen som binds till analyten.
Om det inte finns analyt i provet, binds antikroppen till den pa testzonen. Om det finns
analyt i provet, binds den till testzonen och forhindrar den markta antikroppen fran att
binda till testzonen. Det sker ingen signal, vilket betyder att den omvént proportionell till

méangden analyt (figur 8)(Creative Diagnostics)(Koczula & Gallotta, 2016).

Au-antibody

flow conjugates

Sample ———)

n R Roa Y

. 4

Sample Conjugation / Membrane \ Absorption

pad Pad  Tostzone Control pad

Zone

Figur 1 De olika delarna av ett immunokromatografiskt test (Kim & Moon, 2013).



SANDWICH COMPETITION
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Figur 2 | sandwich assay, nar analyten binder sig till antikroppen fast pa testzonen finns det annu plats for en
till antikropp att binda sig till komplexet. Den andra antikroppen har fardigt bunden till sig en nanopartikel
som utger en signal nér den bundits till analyten. Déremot i competition assay kan inte de nanopartikelmérkta
antikropparna binda sig till testzonen om analyten &r bunden till den. Det sker alltsa ingen signal i narvaro av
analyten (NanoComposix, 2021)

Membranen med detektions-zonerna &r oftast tillverkad av nitrerad cellulosa. Men det
finns ocksa ”pelar baserade” tester dir membranen ersitts med en mikropelarrad
(micropillar array). Dessa tester anvands for detektion av DNA och reglerar kapillarflodet
effektivare. Vid val av membran ar kapillarkraften och immobilisering samt binding av
proteiner viktiga egenskaper. Porerna pa membranen &r av varierande storlek fran 0,05 till

12 um, men de &r inte jamt fordelade (Koczula & Gallotta, 2016).

Absorberingsdynan (absorption pad) i andan av testet ar dar for att styra provmaterialet
genom membranen och samla upp 6verlopps provmaterial. Den mojliggér anvanding av
storre volymer av provmaterial som leder till hogre sensitivitet. De tillverkas oftast av

cellulosa.

For att LFI &r antikropp-baserade metoder, kan specificitet och sensitivitet paverkas av
molekyler med liknande sammanséttningar. Detta kan leda till falska positiva resultat.
Testets sensitivitet begransas av antikropp-antigen komplexets bendgenhet att sonderfalla,
eller dissociationskonstanten. Beroende pa vilken markor som anvands i testet valjs
avlasningsmetoden. Fluoreserande och paramagnetiska markorer kan inte avlasas med

blotta 6gat och det behdvs avlésningsapparatur for en kvantitativ analys.

Beroende pa hurdan markor som anvands i ett LFI, kan resultaten vara kvantitativa, semi-

kvantitativa eller kvalitativa. Kvantitativa svar ger ett numeriskt varde at mangden analyt
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som finns i provet. Med fargmarkarer, sa som guld-nanopartiklar eller fargad latex, kan
man anvanda en optisk avlasare som mater styrkan av fargen som produceras pa test- och
kontrollinjen. Kvantitativa svar kan ocksa fas med fluorescerande markdorer sa som
rutenium-komplex, eller paramagnetiska markdrer. Gemensamt for de kvantitativa
markdrerna ar att det behovs ytterligare utrustning for att mata reaktionen (Koczula &
Gallotta, 2016).

Fargade markorer kan ocksa anvéandas i semikvantitativa eller kvalitativa LFI. Ett test kan
vara utvecklat att ha flera testlinjer for samma analyt, sa mangden analyt korrelerar med
antalet linjer som fargas. | kvalitativa LFI tolkas resultatet med att visuellt analysera

fargreaktionen pa testlinjen.

Pa grund av att LFI inte behovs forvaras nedkylt och har bra hallbarhet, ar LFI ett perfekt
verktyg for POC-testing. Resultaten kan tolkas I4tt och de krdver oftast inga speciella
verktyg eller apparatur. Det krdvs oftast ingen behandling av provmaterialet och
mangderna som behdvs ar sma. Fastan metoden varit samma lange utvecklas nya tester

hela tiden samtidigt som specificeten och sensitiviteten av existerande tester blir béattre.

4.1 Anvéandningsomrade

For snabbtesttillverkare ar marknaden annorlunda i i-lander och u-lander. Detta beror pa att
diagnostisk mikrobiologi har annorlunda mal i olika férhallanden. I den mest Iénsamma
marknaden, &r snabbtester utvecklade for att bli anvanda utanfor centraliserade
laboratorium. Detta innebar akutvard, halsovardcentraler och intensivvard. | omraden med
lite eller ingen infrastruktur for héalsovard, kan det vara svart att implementera teknologiskt
advancerad apparatur i vardkedjan. I lander med daliga resurser for laboratorieverksamhet,
brister i infrastrukturen eller extrema forhallanden kan implementeringen av snabbtester ha
en betydande socio-ekonomisk paverkan. Graviditetstest och glukostest har visat sig vara
effektiva och latta att anvanda i hemmiljo. Men POC-tester ar mera benédgna till misstag,

och en stor faktor som paverkar ar vem som anvander testerna.

Né&r automatiserade analysatorer med kapacitet for att kora hundratalsprover blev vanliga
inom laboratorieverksamhet uppstod det stora centraliserade laboratorier med stor variation
undersokningar. For diagnostik och uppféljning av ickelivshotande och kroniska
sjukdomar har denna modell logistiska och ekonomiska férdelar. Men vid livshotande

infektionssjukdomar har modellen sina brister. Dessa uppstar framst vid kommunikation av
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resultat och snabbhet. Den kritiska tiden fér behandling av infektionssjukdomar ar under 6
timmar, och darfor har det foreslagits att snabbtester kan anvandas annu effektivare av
mindre vardanstalter och t.o.m. av patienten sjélv. Instrument skulle utvecklas ocksa att
vara lattare att anvanda, barbara och prisvarda.
De snabbtester som anvénds i hemmamilj6 ar oftast immunokromatografiska tester som
kan kopas i t.ex. apotek. Under coronavirus pandemin utnyttjade lander olika metoder for
testning och en strategi i t.ex. Storbritannien var utdelningen av gratis hemmatest at
befolkningen (Landler & Castle, 2021).

For testning av coronavirus utvecklades ocksa snabbtester, som kan anvandas med flera
olika provmaterial. Det finns kommersiellt bade for detektion av antigen och antikroppar.
Till skillnad fran PCR-tester, identifierar antikroppstesterna inte en aktiv infektion. Istallet
for att detektera virusets genetiska material identifierar antikroppstesterna markdérer for en
respons fran immunférsvaret, IgM, 1gG och IgA antikroppar producerade av B-celler.
Antigen snabbtesten baserar sig daremot pa detektion av ytmolekyler pa viruset (Abbasi,
2020).

Testerna har bade hog specificitet och sensitivitet, men det finns faktorer som kan paverka
resultaten. Utan utbildad personal som tar provet, kan man inte garantera att provet tagits
pa ratt satt. Detta leder till falska negativa svar. Olamplig forvaring och frakt av testerna

kan paverka testernas funktion.

Den storsta positiva faktorn med hemmatester ar att de skapar mindre tryck pa
hélsovarden. Patienter kunde testa sig sjalva och soka sig till halsovarden bara om de fatt
ett positivt resultat. Da blir det ocksa minde sannolikt att patienter skulle smitta
sjukvardspersonal.

5 Amplifierande metoder

Metoder for detektion av nukleinsyror ar nu vardagliga inom diagnostiken av
infektionssjukdomar. Méngden av olika kommersiella tester och analyt specifika reagens
har 6kat anvandningen inom kliniska laboratorier. Framsteg inom real-time PCR,
nukleinsyra sekvensering, mikromatris (DNA microarray) och proteomik har skapat nya
mojligheter for diagnostik. Dessa framsteg har minskat laboratoriernas beroende av

odlings-baserad diagnostik (Cameron, Bohrhunter, Taffner, Malek & Pecora, 2020).



12
Det finns applikationer i POC-diagnostik av amplifikationsmetoder, men alla kan klassas
som snabbdiagnostik nar man jamfér med odlingsmetoder. Speciellt inom virologin har
amplifikationsmetoder blivit populéra tack vare deras sensitivitet. Nar en negativ
virusodling kan ta upp till 2-3 veckor majliggor amplifikationsmetoder snabbare vard at

patienten (Loginov & Lappalainen, 2021).

Det finns flera olika slag av amplifikationsmetoder, men de kan delas in i kategorier
beroende pa vad som amplifieras, malnukleotiden eller signalen som uppstar fran narvaro

av analyten.

Alla amplifikationsmetoder av analyten delar samma princip. De anvander sig av enzymer
som syntetiserar kopior av av malnukleinsyran. | alla dessa tekniker detekteras
amplifieringsprodukten av tva oligonukleotid-primers, som binder sig till komplementara
sekvenser pa motsatta andor av dubbelstrangade analyten. Dessa tekniker producerar
miljontals kopior av malsekvensen i en relativt kort tid, och produkten kan anvéandas till
vidare amplifikation (Nolte & Caliendo, 2007).

Metoderna ger snabba svar jamfort med odlingsmetoderna. | vanlig polymeras
kedjereaktion, om det anvands fardiga kit, far man svar redan nagra timmar efter
provtagningen. Metoden har vidare utvecklats for att kunna observera reaktionen i real tid,
och pa sa satt kan positiva svar ges ut snabbare an vid vanlig PCR. Ett prov kan ocksa
analyseras for flera malgener pa samma korning, med hjélp av multiplex PCR (Walker-
Daniels, 2012).

5.1 Polymeras kedjereaktion (PCR)

PCR, polymerase chain reaction, ar en genteknologisk metod som anvands for att tka
mangden DNA man har. Det finns variationer av PCR dar man kan amplifiera ocksa RNA
eller cDNA. PCR har flera applikationer men inom diagnostiken anvands PCR for att
amplifiera en patogens arvsmassa for att kunna lattare detektera den (Walker-Daniels,
2012).

For reaktionen kravs primers, som &r konstgjorda oligonukleotider for att hitta sekvensen
som skall amplifieras. dNTPs ar fria nukleotider som bygger upp den nya sekvensen. Pa
samma satt som DNA-replikation som sker i vara celler kravs ocksa fria nukleinsyror i en
PCR-reaktion. PCR-buffert anvands for att reglera pH under reaktionen. Magnesiumklorid

har en viktig roll i en PCR-reaktion. MgCl> gor att magnesiumjoner kan frisattas, som i sin
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tur paverkar de fria nukleinsyrornas funktion. Det behovs ocksa ett DNA-polymeras som
kan tala varme, sa som tag-polymeras. Allt detta laggs i en PCR-apparat som hojer och
sanker temperaturen i cykler for att amplifiera malsekvensen (Walker-Daniels, 2012).

Hela reaktionen ar uppdelad i fyra faser. Under denaturering, om man har dubbelstrangad
DNA som mall, dras den isar nar temperaturen hojs (94-96c¢). Vatebindningarna mellan
kvévebaserna brister. Nar hybridisering skall ske, sdnks temperaturen till 50-65 C. Detta
kallas en inbindningstemperatur, som tillater primers att hybridisera till DNA-mallen.
Under elongering hojs temperaturen till 72C. Tag-polymeraset binder sig till primers och

syntetiserar en ny komplementér strdng (Walker-Daniels, 2012).

5.2 Omvant transkriptas-PCR-metoden (Reverse transcriptase PCR,
RT-PCR)
I omvént transkriptas-PCR borjar man med omvand transkription som foljs av PCR.
Enzymet omvant transkriptas syntetiserar komplementart DNA (cDNA) fran RNA. Den
storsta skillnaden mellan PCR och RT-PCR ér att PCR anvander dubbelstrdngat DNA som
mall, medan RT-PCR anvander RNA. RT-PCR dr en av de sensitivaste metoderna for
detektion av mRNA. Mallen for amplifieringen kan vara viralt, bakteriellt eller humant
RNA.

5.3 Multiplex PCR

I multiplex PCR anvands tva eller mera primers designade for amplifikation av olika
malsekvenser i samma losning. Med denna teknik kan flera &n en malsekvens amplifieras i
samma provror. Primers i en multiplexldsning maste valjas noggrant sa att de har en
liknande hybridiseringtemperatus. Multiplex PCR &r komplicerade att utveckla och &r

mindre sensitiva &n PCR med en uppsattning primers.

5.4 Realtids-PCR (Real Time PCR)

Polymeraskedjereaktion (PCR) dr en metod av att amplifiera enstaka DNA-stréangar for att

skapa ett obegrénsat antal av kopior.
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For att reaktionen skall fungera behévs DNA primers, DNA-polymeras (tag-polymeras),
nukleotider, buffertldsning och joner. Genom att upphetta och kyla ner 16sningen i sk
cykler. Nar 16sningen hettas upp denatureras DNA. Vid kylning, binds primers till
komplementara sekvenser pa respektive DNA strang. Tag-polymeraset tillsétts och
temperaturen hojs. Fran enkelstrangda DNAt syntetiserar DNA-polymeraset
dubbelstrangat DNA (Solunetti, 2019)

Realtids PCR ar en form av polymeraskedjereaktion, dar reaktionens gang kan observeras i
realtid. Samtidigt kan en relativt liten mangd av PCR produkten (cDNA, DNA, RNA)
amplifieras. Metoden baserar sig pa detektion av en fluoreserande rapportorgen.
Fluoreserande rapportérgenerna kan vara t.ex. SYBR Green for dubbelstrangat DNA eller
sekvensspecifika sonder som t.ex. TagMan Probes. Baserat pa vilken rapportérgen anvands
kan man dela real-time PCR i tva kategorier: icke-specifik detektion med DNA-bindande

farger och specifik detektion med specifika sonder (Premier Biosoft, 2019)

3.4.1 Icke-specifik realtids-PCR

Né&r man anvander realtids PCR med DNA-féarger detekterar man fluoresensen i produkten
som amplifieras vid varje cykel. SYBR Green dr den mest anvéanda fargen specifik for
dubbelstrangat DNA. Den binder sig vid helixens minor groove. Etiniumbromid kan ocksa
anvandas men pa grund av att det ar carcinogent har man bytt till mera sékra &mnen. Detta

betyder att SYBR Green och liknande fargdmnen inte &r specifika. (Premier Biosoft, 2019)

3.4.2 Specifik realtids-PCR

For att detektera specifika sekvenser behdvs sonder. Oligonukleotider mérkta med
fluoreserande &mne och en dadmpare (quencher). Oligonukleotiden bildar en 6gla med
damparen och fargen pa andorna. Sonden delas in i fyra delar: Oglan, p& 18-30 baspar som
ar komplementar med malsekvensen. Stammen, 5-7 baspar lang och komplementerar andra
anda pa oligonukleotiden. 5’-fdrgdmen, som fluoreserar i ndrvaro av malsekvensen. 3’-
quencher, firg som #r kovalent bundet till 3°-dndan pa oligonukleotiden nar den &r som en
stingd 6gla. Hindrar 5°-fargamnet fran att fluorescera.

| narvaro av en malsekvens dppnas stam-delen och oligonukleotiden hybridiseras med

malsekvensen. Nar 6glan 6ppnas hindrar inte 3°-quencher mera fargamnet fran att emittera
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ljus. I en real-time PCR apparat detekteras ljuset som korrelerar med mangden malsekvens

det fanns i provet (Premier Biosoft).

Tagman-sonder som &r ett varumarke av Roche diagnostics A
skiljer sig lite till funktion. Oligonukleotider &r inte hydrolyserad, fy ((4(
och firgimnet pa 5°-andan ar skilt fran quenchern i 3°-andan. :5}/% ((f
Skillnaden mellan &r langden av oligonukleotiden som gor att -
fluorescens kan observeras i bakgrunden. Under PCR binder sig

sonden mellan forward och backward primern pa sekvensen som

korrelerar med sonden. Polymerasen syntetiserar en ny DNA- 5" )
strang komplementar till templatet dar sonden &r bunden. Molecular Beacon
Polymeraset klyver proben, som frigor fargdmnet. For att

fargamnet inte langre ar sa nara quenchern stiger fluorescensen

(Premier Biosoft, 2021). Figur 3 Oligonukleotid med,
dgla, stam, farg och quencher

(PREMIER Biosoft, 2021)

SYBR Green Detection Tagman—Probe Detection
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Figur 4 Skillnad i funktion mellan SYBR Green probes och Tagman probes (Sagar Aryal)
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Figur 5 Schematisk bild 6ver de olika momenten i de olika PCR-metoderna. A: RNA isoleras och
cDNA bildas med omvéand transkription. Sedan utférs PCR for att amplifiera malgenen. B: DNA
isoleras och amplifieras. Mangden DNA kvantifieras med hjélp av fluorescerande &mnen. C: Realtids-
PCR kombinerat med omvand transkription. RNA isoleras och cDNA bildas fore realtids-PCR.
(Adams, 2020)

5.4.1 Pavardavdelningar

Ett utmarkt exempel pa hur snabbdiagnostik kan implementeras till en vardavdelning ar
hur man 6vergatt fran bakterieodling till PCR vid screening av grupp B streptokocker
(GBS) hos gravida.

Grupp B streptokock (Group B streptococcus, GBS, Streptococcus agalactie) ar en
bakterie som hor till ménniskans normalflora och det &r vanligt att vara en symptomfri
béarare. Hos vuxna finns GBS utan att orsaka infektion i mag- och tarmkanalen, vagina,
urinblasa, svalg och pa huden. Hos gravida kvinnor, ar 10-30% symptomfria barare. Da har
mag- och tarmkanalen eller vagina koloniserats av GBS. Grupp B streptokock sprids med
kontaktsmitta. Om mamman &r GBS bérare kan fostret smittas i samband med
forlossningen (THL, 2021).

Streptococcus agalactiae ar en betahemolytisk, grampositiv bakterie, vars cellvagg bestar
mestadels av polysackarider. Utanfor polysackaridvaggen &r en polysackaridkapsel som &r
betydande till virulensfaktorn. Utgaende fran kapselns omsattning kan GBS-stammar

vidare delas upp i olika antigentyper. Stammarna kan vidare uppdelas med hjélp av olika
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ytproteiner. Med noggrannare identifikation kan olika stammarna jamféras battre och

effektivare utveckla ett GBS-vaccin.

GBS har flera virulensfaktorer som hjalper den orsaka en infektion hos sin vérd. Med hjalp
av polysackaridkapseln utanfor cellvdggen kan bakterien fésta sig till sin omgivning.
Kapseln skyddar ocksa bakterien effektivt fran kroppens forsvarsmekanismer sa som
fagocyter och komplementsystemet. Streptococcus agalactiae producerar flera olika toxiner
som orsakar hal i malcellens yta, vilket gor att cellen dér. En av toxinerna, som kodas av
cfb-genen, ar ytantigenen CAMP-faktor som orsakar hemolys. En virulensfaktor &r ocksa
att GBS kan forandra dens genexpression. Pa sa satt kan den anpassa sig till dens miljo vid
t.ex. syre- eller temperaturférandringar. Med hjalp av den virulensfaktorer kan bakterien

Overleva i varden och spridas i kroppen (Rajagopal 2009; Madzivhandila 2011)

GBS kan orsaka olika infektioner sa som urinvégsinfektioner, sepsis,
mjukvavnadinfektioner och hjarnhinneinflammation. I allvarliga infektioner hos vuxna
finns det oftast en grundsjukdom i bakgrunden, sa som diabetes, cancer eller leversjukdom.
GBS kan ocksa orsaka allvarliga infektioner hos aldringar eller gravida, men hos nyfodda
ar GBS en speciellt allvarlig infektionsorsakare. Ungefar en av 100 nyfédda dar mamman
varit barare far en infektion. De flesta av de nyfodda som far infektion har sympton under
forsta dygnet. (Lyytikdinen, 2006)

Det finns tre altenativ for identifikation av gravida GBS-barare. Forsta metoden ar en
riskbeddmning som baserar sig pa tidigare sjukhistoria och symptom som uppstar under
forlossningen. Andra alternativet ar en bakterieodling i senare skedet av graviditeten
(vecka 35-37). Tredje alternativet ar en molekylar undersokning nér forlossningen skall
borja (Hovi, Lyytikdinen, Laitinen & Makeld, 2007)

En bakterieodlings fordelar ar att materialen &r billiga och bakteriestammarnas egenskaper
ar latt att undersoka med andra metoder. Ocksa stammens antibiotikaresistens kan
bestdmmas i samband med en positiv odling. Bakterieodlingarnas tolkning och hantering
kraver dock kunnande och specialiserad personal. En odlad skal inkuberas i ett dygn fore
man kan kolla om det finns vaxt. Med hjalp av latexagglutination eller MALDI-TOF kan

man identifiera GBS fran dvrig bakterievaxt.

Anvandning av en molekylar undersokning direkt pa vardavdelningen har blivit méjlig
med utvecklingen av lattanvénda real-time PCR apparatur, som t.ex. Cepheid GeneXpert

GBS. Cepheid GeneXpert GBS &r en kvalitativ in vitro metod som anvands vid GBS-
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diagnostik fran vagina eller rektumprov. Under PCR-reaktionen kanner primers och probes
igen cfb-genen i 3” d4ndan hos Streptococcus agalactiae. Systemet uppg0rs av apparaten, en
dator och datorsystemet. Det behdvs ocksa reagenskasetter, dar PCR reaktionen sker.
Provet laggs i kasetten, som laggs i apparaten och datasystemet tolkar svaret. Inre
kontrollerna SPC (sample processing control), IC (internal control) och probe check sker i
samband med varje kérning. SPC kontrollerar att provet har bearbetats pa ratt satt. IC
kontrollerar att det inte fanns faktorer som imhiberade PCR-reaktionen och reagensernas
funktion. Med probe check méts probernas fluoresens innan reaktionen pabdrjar, som
forsakrar att de fungerar pa ratt satt. Hela reaktionen tar ca 50 minuter (Cepheid, Kimura et
al. 2013)

Flera undersokningar har utforts for att jamfora odlingsmetoden och molekylara
diagnostiken av GBS. Enligt El Helali et al. 2009, &r PCR-metoden valdigt sensitiv for
indentifikation av GBS-barare. Anvandingen av GeneXpert har hjélpt identifiera de som
behdver antibiotikaprofylax, ocksa hos de som foder for tidigt. Testet var latt att anvanda,
och lampar sig till dejouranvandning pa grund av korta analystiden. Begransningarna hos
tidigare PCR-metoder har varit att anvandaren behdver specialutbildning eller
laboratorieutrustning. (EI Helali, Nguyen, Giovangrandi & Trinquart, 2009)

PCR-testerna kan ocksa minska pa onddvandig anvandning av antibiotikabehandligar.
Jamfort med bakterieodlingar som gors i slutskedet av graviditeten minskar PCR-test
anvandningen av oddiga behandligar (Poncelet-Jasserand, Varlet, Chauleur, Seffert, Siani,
Pozzetto & Ros, 2013)

6 Signalamplifikation

Signalamplifikation utvecklades som ett alternativ till malamplifierande metoder sa som
PCR, for att minimera risken for kontaminationer. Till skillnad fran PCR, anvander
signalamplifikation inte sig av enzymer (Wang, 2016)

I signalamplifikation vid PCR &kar inte koncentrationen av proberna eller malsekvensen.
Den Okade sensitiviteten kommer fran amplifiering av koncentrationen markerade
molekyler bundna till malsekvensen. Signalamplifikation har ofta inte lika hog sensitivitet

som malsekvensamplifiering men den har nagra fordelar. I signalamplifikation férandras
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inte mangden malsekvenser i ett prov. Detta betyder att signalen &r direkt proportionell till
mangden malsekvenser i provet. Till foljd av detta minskar mangden falska positiva som
orsakats av kontaminationer. For att signalamplifieringsmetoder ar inte beroende av
enzymatiska prosesser for att amplifiera malsekvensen, ar de inte paverkade av

enzyminhibitorer i kliniska prover (Nolte & Caliendo, 2007)

6.1 Branched DNA-metoder (bDNA)

Populéraste signalamplifieringsmetoden som anvénds ar branched DNA (bDNA) -
metoden. Metoden anvands ofta inom virusdiagnostik sa som t.ex. HIV-1 och Hepatit B
(Lappalainen, Séderlund, Piiparinen, Puolakkainen, Mannonen, Suni, Bonsdorff,
Koskiniemi, Hyypi4, Vaheri & Hedman, 1999). Fordelarna med bDNA-metoden &r att den
inte krdver isolering, rening eller amplifiering av RNA eller DNA. Vilket som helst
provmaterial kan anvandas: helblod, bakterier, virus men ocksa isolerat DNA eller RNA
(Fuchs, Truisi, & Hewitt, 2013).

Flera mal-specifika prober anvéands for att fanga malnukleinsyran pa ytan av en
mikrotiterbrunn. En till uppsattning av mal-specifika prober binder sig ocksa till
malsekvensen. Preamplifikationsmolekyler binder till andra uppsattningen av malprober
och upp till atta bDNA amplifierare. Tre alkaliska fosfatas-markerade prober hybridiseras
till varje gren av amplifieraren (Figur 1). For detektion av markerade bundna prober maste
det inkuberas med dioxetane, och ljusreaktionen méats med en luminometer. Reaktionen &r
direkt proportionell till méngden analyt i provet och tolkas med en standardiserad kurva
(Nolte & Caliendo, 2007)
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Figur 5 Schema av momenten som ingdr i bDNA metoden: Malsekvensen fangas av prober i ett fast

1

medium, en till uppsattning malprober binder sig till malsekvensen. Dessa prober binder sedan en
amplifierare (bDNA), som i sin tur binder sig till AP-prober (alkaline phosphatase). ref: Wang et al

6.2 Hybrid Capture Assay-metoden (HCA-metoden)

Hybrid Capture Assay ar en metod som anvénds t.ex for screening av humant
papillomvirus (HPV). Mal DNAt denatureras och hybridiseras sedan med en specifik
RNA-probe. Denna DNA-RNA hybrid fangas sedan av antikroppar féasta pa en microwell-
platta. Alkalisk fosfatas konjugerade antihybrid antikroppar binds till de redan bundna
hybriderna. De bundna antikropps konjugaten detekteras genom signalamplifikation med
ett kemiskt luminiserande substrat och ljuset méts med en luminometer. Flera alkalisk
fosfatas konjugat binder sig till varje hybridmolekyl, som amplifierar signalen.
Intensiviteten av ljuset ar proportionell till mangden mal DNA i provet. Tester som
utnyttjar hybrid capture assay -metoden finns kommersiellt for t.ex. HPV, Neisseria
gonorrhoeae och Chlamydia thracomatis av Qiagen. (Nolte & Caliendo, 2007, QIAGEN)

6.3 Signalamplifikation och immunokromatografiska tester

Signalamplifikation kan i framtiden ocksa tillampas i pappersbaserade snabbtester, sa som
LFI. LFI baserar sig pa avlasningen av en fargférandring antingen med blotta égat eller

med semikvantitativ apparatur. Storningar orsakade av provet eller testet kan géra
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avlasningen utmanande. Detta kan paverka diagnostiken och patientens vard speciellt vid
allvarligare tidskritiska infektioner. Signalamplifikation kan vara l6sningen till
pappersbaserade snabbtesters problem med sensitivitet (Hoang, Phan, Vo, & Cho, 2021).

Ett av de effektivaste satten att amplifiera fargsignalen i ett LFI &r forstora
partikelstorleken. Plasmoniska egenskaperna hos nanopartiklar av adelmetaller kan
anvandas i utvecklingen i nya LFI for att forstarka signalen (Hoang, Phan, Vo, & Cho,
2021). Plasmoniska nanopartiklar &r partiklar som kan modifieras att ha olika fargrespons
beroende pa dess form och storlek. Guld, silver och koppar &r populdra material for
tillverkningen av plasmoniska nanopartiklar (nanoComposix, 2021). SERS (Surface-
Enhanced Raman Scattering), fotoakustisk amplifikation och fotoelektrokemisk
amplifikation dr andra metoder som anvands i LFI. Men just nu &r testerna komplicerade
att producera och apparaturen som anvénds vid avlasning dyr. Det behdvs vidare
utveckling for att kunna na kraven av ett POC-test (Hoang, Phan, Vo, & Cho, 2021).

7 Snabbdiagnostik och respiratoriska virus

Respiratoriska virus &r en stor hélsorisk runt om varlden, och darfor har det varit en stor
press pa att utveckla snabbare diagnostik. WHO uppskattar att 3,9 miljoner manniskor
avlider pa grund av akuta virala infektioner varje ar. Respiratoriska virusinfektioner okar
risken for bakteriella infektioner sa som lunginflammation eller sepsis. Hos barn under 5 ar
ar mortaliteten av influenssa och respiratory syncytial virus (RSV) ca 300 000 per ar.
Andra respiratoriska virus sa som adenovirus, parainfluensa virus typ 1-4, humant
metapneumovirus, humant koronavirus och rhinovirus har inte lika hg mortalitet (Azar &
Landry, 2018)

Influensa orsakas av influensa A och influensa B virus. | Finland startar den arliga
epidemin mellan november och mars. Epidemierna orsakas oftast av typ A virus men det
forekommer ocksa infektioner orsakade av typ B med liknande symptom. Att skilja pa
influensa och vanlig flunsa utan laboratorieprover ar sa gott som omojligt. Influensa
misstanks sallan om det inte pagar en epidemi inom kommunen. Vid en influensa-epidemi

ar anda bara halften av fallen egentlig influensa, med nagra RSV fall (Duodecim, 2019).

For att symptomen &r lik varanda, kan inte bakteriell och viral infektion differentieras utan
laboratorieprov. En snabb metod att identifiera virala infektioner kan hindra onddig
anvandning av antibiotika och férsnabbar ordinationen for antivirala medel. Dartill kan
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spridningen forhindras och sjukhusvistelser goras kortare. Diagnostiken har utvecklats fran

virusodlingar och antigen immunoassays till amplifikationsmetoder (Azar & Landry, 2018)

Det finns flera olika metoder for detektion av virus som orsakas luftvégsinfektioner. Alla
av dessa kan mera eller mindre kategoriseras som POC-tester. MariPOC-systemet av
Arcdia anvénder sig av en automatiserad sandwich immunoassay som detekteras med two-
photon excitation (TPX) teknologi. Apparaturen ar simpel att anvénda och kréaver inte
laboratorieutbildning, men &r anda relativt stor och kréaver laboratorieutrustning. MariPoc
kan dock identifiera flera olika respiratoriska virus semi-kvantitativt. Fran ett prov kan det
identifieras: adenovirus, influensa typ A & B, parainfluensa typ 1 — 3, RSV och

metapneumovirus (ArcDia).

Det finns LFI-tester som kan anvandas pa vardavdelningar for influensa samt RSV. Dessa
tester har relativt 1ag sensitivitet (70-89% Abbott Binaxnow), och darfor féredras
molekyldra metoder. Vid HUSLAB anvands ett immunkromatografiskt test for influensa
A/B, men bara vid influensa-sasong. Utanfor sdésongen rekommenderas real-time PCR med
mycket hogre sensitivitet. Speciellt under sasong da det finns mycket influensa-misstankar,
ar det formanligare att gora ett snabbare test. Apparatur som utnyttjar molekylardiagnostik

har alltid en max kapacitet som leder till forlangda turnaround-tider (HUSLAB).

Oberoende av vilken metod som anvands &r provtagningen ett viktigt moment. Falska
negativa svar kan bero pa olika saker. For att fa viralt material pa provtagningsstickan skall
den foras tillrackligt langt i nashalan och roteras. Speciellt om provet transporteras till ett
annat laboratorium skall provet forvaras kylt, och analyseras inom 48 timmar. Provet kan
ocksa ha tagits vid fel tidpunkt i sjukdomforloppet. For influensa finns det mest virus vid
24 — 72 timmar efter symptom uppkommit. Om provet tas utanfor denna ram, antingen for

tidigt eller sent, kan testet vara negativt (Azar & Landry, 2019).

Nuvarande antigen detektions immunoassays amplifierar varken produkten eller signalen
och ar darfér mindre sensitiva &n virusodlingar eller amplifikations tester.
Immunkromatografiska tester finns tillsvidare bara for influensa A/B och RSV, och de
saljs som separata tester. For att hoja specificitet och sensitivitet anvander sig tva
tillverkare av digitala avlasare for att forbattra tolkningen. Ena anvénder sig av reflektans
fran kolloidala metallpartiklar for att tolka signalens intensivitet (BD Veritor; Becton
Dickinson Diagnostics) och andra fluorescensmérkta antikroppar som tillater fluorometrisk
detektion (Sofia; Quidel Corp.) Dessa digital immunoassays (DIA) kommer med flera

fordelar. De ger testet hogre sensitivitet, minskar misstag vid avlasning, reagens och
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patientinformation kan skannas, och resultaten kan skrivas ut eller éverforas direkt till
laborationssystemet. For att ett immunkromatografiskt test skall bli positivt kravs 10° — 10°
viruspartiklar. Tillverkarna anger ofta en sensitivitet av 82 — 99%, men flera studier har fatt
resultat med mycket lagre sensitivitet. Fastan specifisiteten av testerna ar hoga,
rekommenderas inte anvandning av immunkromatografiska tester utanfor influensasasong.
Fordelarna med immunkromatografiska tester ar laga kostnader, enkelhet, korta analystider
och ndr resultaten tolkas visuellt krévs ingen apparatur. Prover kan testas individuellt
direkt efter provtagning. Billiga avlasare kan hoja sensitivitet och noggrannhet (Azar &
Landry, 2019).

Pa grund av deras hogre sesitivitet, &r amplifikationsmetoder den foredragna metoden for
diagnostik av respiratoriska virus. NAAT (nucleic acid amplification test) har tidigare
kravt komplicerad apparatur, flera arbetsmoment och utbildad personal. Men under de
senaste aren har teknologin utvecklats sa att de kan anvandas som POC-instrument. Det
finns flera olika metoder som kan klassificeras som NAAT. Isotermal amplifikation
anvénds (ex. Abbott Influenza A/B), real-time reverse transcriptase PCR (ex. cobas Liat
influenza A/B, nested multiplex PCR (ex. EZ respiratory panel) och real-time PCR
kombinerat med testremsa (Accula Flu A & Flu B). | alla former laggs obehandlat prov i

en kassett som stalls i apparaten, och inkuberas i 10-60 minuter.
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Figur 6 Abbott ID NOW (ovan) &r ett molekylért kvalitativt POC-test for influensa typ A och B. Testet
utnyttjar nicking enzyme nucleic acid (NEAR) isotermal amplifikation, som haller temperaturen
konstant. Jamfort med PCR som hettar upp och kyler ner losningen i cykler. Reagenserna i
testkasetterna 6ppnar upp virus for att f& fran RNA. Reagensen identifierar specifika sekvenser och de
amplifieras. Varje RNA-produkt binds med sonder mérkta med fluorescerande &mnen. Fluorescensen

méts och om det 6verskrider en specifik mangd &r testet positivt. Bild: Abbott ID NOW
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| laboratorier, minskar anvandningen av NAAT risken av kontaminationer pga slutna
system. Huvudanvéndargruppen av POC-instrument &r trots allt personal utan egentlig
laboratorieutbildning. Instrument, bord och hénder kan bli kontaminerade av starkt positiva
prover, kontroller, eller av amplifikationsproduker om de inte hanteras korrekt. Problem
med testerna kan uppsta till foljd av dalig skolning, slarvig eller ingen underhallning av
apparaten samt oaktsamhet med kvalitetskontroller (Azar & Landry, 2018)

Kostnaderna for NAAT samt mojliga serviceavtal ar betydligt hogre an
immunkromatografiska tester. For att apparaturen kan analysera bara ett prov at gangen ar
provmangderna en begransande faktor. P& grund av detta kan det behdvas flera apparater
for att kunna analysera alla prover under influensasasonger, som sedan star oanvanda nar
provmangderna ar mindre. Ogiltiga svar som maste koras om och tekniska fel kraver tid
och resurser. (Azar & Landry, 2018)

For att virus kan forandra sa snabbt kan sensitiviteten av test plotsligt sjunka. Detta hande
for Cepheid GeneXpert Flu och Roche cobas Liat mellan 2014 och 2015. En féradring
hade skett i grupp 3C av influensa A H3N2 sa den inte kunde detekteras av testerna. Detta
ledde dock till forbattrade tester sa som med Cepheid Xpert som anvéander nu tva
malsekvenser (Azar & Landry, 2018).

7.1 PCR-tester for coronavirusdiagnostik

Molekyléra tester, sa som real-time PCR har lange varit en stor del inom diagnostiken av
infektioner. Metoden har ocksa varit den vanligaste i diagnostiken av COVID-19. Higa
sensitiviten av PCR-tester mojliggor att bara sma méangder av viruset kan upptackas. Trots
detta, fanns det i borjan av pandemin en stor oro om falska negativa testsvar (YLE, 2020).
Falska negativa innebér att en infektion har funnits i en patient trots att testsvaren har blivit
negativa. Motsatsen falska positiva ar nér testet ar positivt men infektionsorsakaren inte
funnits. Flera undersokningar visade att COVID-19 tester fran évre luftvagarna som
utfordes med real-time PCR kunde sensitiviteten vara sa lag som 60%. Men nar det
samlades in mera data kom man till slutsatsen att provtagningen hade valdigt stor paverkan
i detektionen av viruset. Hur lang tid efter symptomen uppstatt har provet tagits, typen av
prov och provtagninsséttet blev da de storsta paverkande faktorerna. Mangden virus &r
storst i Ovre luftvagarna de forsta dagarna nar patienten har symptom, oftast 5-7 dagar efter
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exponering. Dérefter minskar mangden under foljande vecka. | senare skeden av
infektionen (1 vecka efter symptomen borjat) finns storsta chansen av detektion i prover
fran nedre luftvagarna, sa som upphostningsprover och BAL-prover (bronkoalveolart
lavage). Nér sd manga olika faktorer paverkar detektionen av viruset blir det svart att tolka

om provet faktiskt varit ett falskt negativt.

For att molekyldra tester kan ge positiva svar for patienter som haft COVID-19 lange efter
symptomen upphort har det funnits intresse i att ocksa svara till bestallaren mangden PCR-
cykler som kravdes for detektion. Manga real-time PCR tester uppger ett varde (cycle
threshold value) for hur manga cykler av amplifikation kravdes for detektion. Detta varde
ar da omvant propotionellt till mangden virus i provet. Vardet ar dock inte kvantitativt for
att det paverkas av flera faktorer, sa som malgenen av testet och kvaliteten av provet
(Binnicker, 2020).

For testning av coronavirus utvecklades ocksa snabbtester, som kan anvandas med flera
olika provmaterial. Det finns kommersiellt bade for detektion av antigen och antikroppar.
Till skillnad fran PCR-tester, identifierar antikroppstesterna inte en aktiv infektion. Istallet
for att detektera virusets genetiska material identifierar antikroppstesterna markdérer for en
respons fran immunforsvaret, IgM, 1gG och IgA antikroppar producerade av B-celler.
Antigen snabbtesten baserar sig daremot pa detektion av ytmolekyler pa viruset (Abbasi,
2020).

Testerna har bade hog specificitet och sensitivitet, men det finns faktorer som kan paverka
resultaten. Utan utbildad personal som tar provet, kan man inte garantera att provet tagits
pa ratt satt. Detta leder till falska negativa svar. Olamplig forvaring och frakt av testerna

kan paverka testernas funktion.

Den storsta positiva faktorn med hemmatester ar att de skapar mindre tryck pa
halsovarden. Patienter kunde testa sig sjalva och soka sig till halsovarden bara om de fatt
ett positivt resultat. Da blir det ocksa minde sannolikt att patienter skulle smitta

sjukvardspersonal.
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8 MALDI-TOF

Masspektrometri &r en metod dér kemiska foreningar joniseras till laddade molekyler och

deras forhallande mellan massa och laddning mats.

Senaste artiondet har MALDI-TOF (matrix assisted laser desporption ioniation time-of-
flight) mojliggjort snabbare identifikation av patogener an traditionella biokemiska
metoder. Nar identifikation med biokemiska metoder kan ta flera dygn, kan MALDI-TOF
identifiera en mikrob fran en ren odling pa nagra minuter eller rakt fran en positiv
blododling pa ca 20 minuter. Trots att MALDI-TOF ér ett verktyg vanligen reserverat for
centraliserade laboratorium, kan ocksa anses vara POC-apparatur. Den mojliggor billig och
snabb diagnostik som kan utféras av personal utan laboratorieutbildning (Chabriere,
Basséne, Drancourt, & Sokhna, 2018)

Identifikation av en mikrob med MALDI-TOF baserar sig pa ribosomala proteinernas och
peptidernas “proteinspektrum”, eller peptidfingeravtryck (peptide mass fingerprint). En
bakteriekoloni flyttas dver fran en odlingsskal till en platta, och pa den pipetteras ett
matrix. Matrix ar kristalliserade molekyler, oftast sinapinsyra eller kanelsyra, blandat med
destillerat vatten och ett organisk I6sningsmedel som etanol eller asetonitril. Tillsattning av
bade vatten och organisk 16sningsmedel gor att bade hydrofobiska och hydrofila molekyler
kan 16sa upp sig. Nar man pipetterat matrixet och latit det torka, blir det kvar ett
kristalliserat matrix men nu med analyten inbaddad. Plattan med provet laggs in i
masspektrometern, dar proteinerna joniseras med hjélp av laser. | ett vakum flyger
joniserade proteinerna mot en detektor. Tiden mats, och baserat pa den tiden mats
forhallandet mellan massa och laddning. Varje bakterie och svamp har ett eget
proteinspektrum. Med att jamfdra databaser med kdnda proteinspektrum mot analytens kan
bakterien identifieras TOF (Harju & Gronroos, 2020).

Billiga reagenser och material i kombination med palitliga svar ar stora fordelar for
MALDI-TOF. Det uppskattas att det kostar ungefar 0,70€ per bakterie identifierad. Trots
att sjalva apparaten och programmet kostar mellan 150 000€ och 250 000€ beroende pa
tillverkare och databasen, ar MALDI-TOF mycket formanlig jamfort med tester baserat pa
identifikation av nukleinsyra som kan kosta mellan 10€ och 100€ per test TOF (Harju &
Gronroos, 2020)

For en lakare ar inte MALDI-TOF bara nyttig med forsnabbade odlingssvar, men ocksa
Okat noggrannheten i identifikationen av flera kliniskt betydelsefulla bakteriegrupper. Till
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exempel infektioner orsakade av Actinomyces -arter kan lattare identifieras med hjélp av
MALDI-TOF. Samma galler koagulasnegativa stafylokocker, dér en stor del hor till
normalfloran. Viktigaste av patogener i denna grupp ar Staphylococcus lugdunensis och
Staphylococcus pseudintermedius som kan ha liknande virulenta egenskaper som
Staphylococcus aureus. Tidigare har dessa arter svarats som koagulasnegativa
stafylokocker eller felaktigt identifierats som Staphylococcus aureus (Harju & Gronroos,
2020).

| bakteremiska infektioner kréavs en odling i blododlingflaskor for att fa en tillrackligt stor
bakteriebiomassa for diagnostik. For att bakteremi (sepsis) kan vara livshotande ar det
viktigt med tidig antibiotikabehandling. Med MALDI-TOF forkortas tiden fran en positiv
blododling till slutligt laboratoriesvar anmérkningsvért. Olika metoder har utvecklats for
att kunna direkt ur blododlingsflaska identifiera olika bakterier och jastsvampar med
MALDI-TOF (Harju & Gronroos, 2020).

9 Latex agglutination

Latex agglutination kan anvandas for flera &ndamal men inom mikrobiologin for detektion
av olika bakterier. Provet som innehaller specifikt antigen reagerar med antikroppar
bundna till latexkroppar. Om det finns specifika antigenet i provet klumpas latexkulorna

ihop dvs agglutinerar. Latex agglutination anvands som POC-test for bl.a. hepatit B.
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Figur 7 Funktion av latexagglutinationstester (Gubala & Klein 2014)
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Cryptococcus ér ett slakte av svampar, som kan orsaka hjarnhinneinflammation speciellt
hos patienter med nedsatt immunférsvar. Kryptokockmeningit &r en av de vanligaste
dodsorsakerna for AIDS-patienter. VVid misstanke av kryptokockmeningit tas serumprover
och cerebrospinalvatska. | ett laboratorium for mikrobiologi fargas och mikroskoperas
cerebrospinalvatskan, och odlas pa sabouraud agar skalar. Skalarna inkuberas vid 25 °c och
37 °c i tva dygn. Serumet testas for HIV. Det finns ocksa ett test som utnyttjar latex
agglutination. Testet anvander latexpartiklar med anti cryptococcus polyklonalt globulin
som detekterar cryptococcus polysackarid antigen som leder till agglutination. Enligt flera
undersokningar ar sensitiviteten 100% och specificiteten runt 85%. Fastén det alltid gors
odling och fargning ar ett agglutinations test nédvandigt for snabb diagnostik
(Parameshwaran & Naicker, 2019)
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10 Antibiotikaresistens

Antibiotika anvénds for behandling och forebyggande av bakteriella infektioner, men nar
bakterien blir motstangskraftig, resistent, mot ett antibiotikum kan detta antibiotikum inte
mera anvandas mot infektionen. En viktig del av arbetet pa ett laboratorium for klinisk
mikrobiologi &r test av antibiotikaresistens. Vanligast séttet ar diskdiffusionsmetoden. Dér
dras bakterien ut pa en skal pa ett medium dar mikroben kommer vaxa, men man lagger in
ocksa lappar med antibiotika. Efter inkuberingen véxer sedan bakterien olika langt in mot
lappen. Zonerna runt antibiotikalappen méts och tolkas. Ju stdrre diametern av zonen utan
vaxt &r, desto sensitivare ar bakterien mot antibiotikan. Detta ar den rekommenderade
metoden bl.a. av EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
(Vasala, Hytonen, & Laitinen, 2020).

10.1 Mojligheter inom POC-diagnostik

Ett snabbt satt behdvs dock for att denna metod kan ta flera dygn med langa
inkubationstider, och for att runt 50% av antibiotikabehandligar paborjas med fel sorts
antibiotika och utan ordentlig diagnostik. (Frontiers). Det finns redan flera olika metoder
for att snabbt identifiera mikroben som orsakar infektionen, och vissa av dem kan detektera
resistensgener, men de behdver ofta en ren odling av bakterien. En snabb metod for
identifikation av resistensmekanismer skulle minska anvéndingen av onddiga
antibiotikabehandligar och hjalpa bestdimma vilken antibiotika som skall egentligen
anvandas. Vanliga infektioner blir obotliga for att allt flera bakterier blir resistenta. | EU
dor ca 33 000 personer varje ar pa grund av infektioner orsakade av resistenta bakterier
(Vasala, Hytonen, Laitinen 2020).

Innovationer inom mikrofluidik, biosensorteknik, optik och DNA-amplifikation har
presenterat nya metoder for testing av resistensmekanismer (Vasala, Hytonen, & Laitinen,
2020). Dock har dessa metoder varit svara att applicera for POC-testing. Flera av
metoderna som utvecklats har kréavt tid och resurser som ar svara att applicera till ett
anvéandarvanligt POC-test. Rena odlingar av mikroberna, hantering av provmaterialet och
krav av ett laboratoium gor ocksa svart att jamfora kostnaderna mellan traditionella och
nya resistensbestaimningsmetoder. Snabb diagnostik av dessa resistenta bakterier skulle
effektivt hindra deras spridning. Det skulle ocksa inte mera behdvas patient isolering, som

i sin tur ocksa skulle spara pa tid och resurser (Vasala, Hytonen, Laitinen 2020).
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Bakterier kan bli resistenta genom flera olika mekanismer, vilket gor
resistensbestamningen mera komplicerad. Metoder baserat pa bakteriens genotyp
detekterar bara en sorts mekanism, och det méjligt att detekterade mekanismen inte ar fran
en patogen bakterie. Enligt EUCAST kraver resistensbestdmning ett fenotypiskt test, dér
det undersoks om bakterien véxer i nérvaro av antibiotikan. Denna metod fungerar
oberoende av resistensmekanism och ger svar pa hur stor dos det kravs for effektiv
medicinering (Vasala, Hytonen, Laitinen 2020).

10.1.1 Fluorescerande in situ-hybridisering

FISH (fluorescence in situ hybridization) ar ett effektivt satt att visualisera malorganismen
kvantitativt. PNA-FISH (Peptide nucleic acid)s som anvéander sig av prober som binder sig
till ribosomalt RNA, ar en effektivare och mera sensitiv metod &n anvanding av prober
som binder sig till DNA eller RNA. Kommersiellt appliceras detta av Quickfish
technology (USA), som identifierar bakterien genom att detektera 16S rRNA (16S
ribosomalt RNA). Deras XpressFISH test detekterar specifikt mecA genen i
Staphylococcus aureus, som tillater snabb identifikation och diagnostik av
meticillinresistens redan 2 timmar efter en positiv blododling. Det &r osannolikt for
kliniska laboratorium som anvénder sig av masspektrometri for identifikation av mikrober
att anvada PNA-FISH. Detta dr p.g.a. att det finns kit for detektering av mecA-genen som
kan anvandas med MALDI-TOF (t.ex. Bruker MALDI septityper kit PBP2A).

| vaxande celler finns det mera RNA an DNA, som gor det ett battre mal for detektion med
prober. Speciellt pre-rRNA, ett forstadie till rRNA, &r en bra indikator for
bakteriemetabolism och véxt. Biosensorbaserad resistensbestamning anvénds av
Genefluidics Inc. (USA), som maéter bakterievaxt genom att detektera méngden 16S rRNA
molekyler med hjélp av en elektrokemisk biosensor. Systemet anvander artspecifika prober
och kombinerar nanoteknologi och mikrofluidik. Ar 2018 publicerade Genefluidics ett
UtiIMAX™ kit for diagnostik av urinvagsinfektioner. Testet kan identifiera mikrober inom
30 minuter och gora resistenshestamningar pa 2 timmar men sensitivitet pa 100% och

specifisitet pa 98,2% (Vasala, Hytonen, Laitinen 2020).

10.1.2 Genomsekvensering

Whole Genome Sequencing (WGS) ar ocksa en majlighet inom snabbare
resistensbestamning. System sa som Illuminas MiniSeq eller Pacific Bioscienses PacBio

Sequel system ar relativt snabba pa sekvensering. | teorin, skulle WGS kunna identifiera
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patogenen och detektera antibiotikas malgener i en relativt kort tid. For de flesta bakterier
finns det dock for lite eller inget bevis att metoden skulle kunna anvéndas inom
resistensbestamning. En stor orsak &r att det inte finns en databas for alla kdnda
resistsgener eller mutationer for att kunna jamféra WGS med andra metoder (Vasala,
Hytdnen, Laitinen 2020).

10.1.3 Immunodetektion av resistensmekanismer

Immunokromatografiska tester och lateral flor assays &r utmérkta metoder for anvanding
inom POC-industrin. Trots detta finns det bara fa tester som direkt kan detektera
resistensmekanismer. Alere Inc. har ett test for detektion av MRSA, som baserar sig pa en
PBP2a specifik IgY-antikropp fran honor. PBP2a &r ett protein som kodas av mecA genen i
MRSA. Detta test kan identifiera MRSA pa 6 minuter. Coris Bioconcept har test for
detektion av karbapenemaser (OXA-48, KPC) fran enterobakteriella isolater. Dessa tester

gar dock inte att anvanda direkt fran patientprover (Vasala, Hytonen, Laitinen 2020).

10.2 Problem med resistensbestamning och snabbdiagnostik

Pa grund av sma provmangder (t.0.m. bara en bakteriecell), &r det mojligt att ett testsvar
inte representerar hela bakteriepopulationen inom ett prov. Tester kan misslyckas p.g.a.
icke-optimal atmosfér eller ackumulering av icke-gynnsamma &mnen. Snabbdiagnostik
skulle skapa mindre kostnader for varden men molekylara test ar dyra jamfort med
traditionella metoder. For ett sjukhus med 500 baddplatser skulle testning av varje positiva
blododling med multiplex PCR kosta t.0.m. 500 000€/ar i bara reagens (She & Bender,
2019). Forutom att sjalva instrumenten har htga kostnader. Kostnader for testning kan vara
svart att uppskatta, for att priset pa instrument och reagens baserar sig pa erbjudanden fran
forséljaren. Den billigaste metoden for resistensbestamning skulle vara kit for
masspektrometri, om man antar ett laboratorium anvander sig redan av den metoden.
Totala kostnaderna maste jamforas med vanliga fenotypiska resistensbestamningar, som &r
ca 30-50€/prov. Det finns flera tester som ar billigare &n s, men de alla kraver rent odlade

prover. Testkapaciteten ar ocksa en viktig faktor (Vasala, Hytonen, Laitinen 2020).

Bara fa av metoderna som anvénds for resistensbestamning kan appliceras i POC-tester.
Detta ar p.g.a. hoga kostnader, krav av laboratorieutrustning, utbildad personal och dalig
prestation inom test direkt fran patientprover. Anvandning av amplifikations metoder ar
effektiva for identifikation och vissa kan ocksa identifiera resistensmekanismer, men

rutinanvandning av denna metod for diagnostik &r alldeles for dyr.
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Detta arbete ar en systematisk litteratursékning genom att lasa vetenskapliga artiklar och
studier inom omradet. Kallor som anvants &r skrivna pa svenska, finska och engelska. For

att hitta artiklar anvandes sokmotorn Google.

Sokord som anvandes var: POC-test, vieritutkimus, pikatesti, POCT, rapid diagnostics,
lateral flow testing, lateral flow assay, PCR testing, multiplex PCR, reverse transcription
PCR, point-of-care, och MALDI-TOF.

For att skilja pa de olika artiklarna fran kemiska snabbtester specificerade man med:

microbiology, POC och rapid test.

12 Slutsatser

De teknologiska framstegen som har gjorts inom molekyldra metoder har méjliggjort att
diagnostik av infektionssjukdomar kan utféras snabbare dn nagonsin forut. Nufortiden
anvands en kombination av traditionella odlingsmetoder och olika snabbdiagnostikmetoder
for optimala resultat. | framtiden kan olika metoder utvecklas fér snabbare diagnostik
ocksa inom spesis och antibiotikaresistens. Nu ar dessa metoder for dyra och komplicerade

for att implementeras i laboratorier varlden over.

Med att vidare utveckla apparatur for att bli mera anvandarvanliga kan diagnostiken
forflyttas till avdelningar och akutrum. For att det anvands kemiska undersokningar pa
manga olika omraden inom sjukvarden ar implementeringen av ny diagnostik inte svart,
men sjalva apparaturen kan vara for dyr. For att immunokromatografiska tester ar létta att
anvanda och relativt billiga, ar det bésta alternativet for sadana undersékningar som inte

utfors sa ofta.

| framtiden kan snabbdiagnostik lattare utforas i sk. POC-laboratorier. Laboratorier som
bara anvander sig av POC-diagnostik, kan i framtiden utvecklas speciellt i omraden dar det
inte finns ett laboratorium tillgangligt. Utbildningen som kravs for manga apparater ar kort
och kostanderna laga. Utvecklingar inom mikrofluidik PCR och enzymkopplad
immunadsorberande analys som utférs med mobiltelefoner kan bli verklighet i nara

framtiden.
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