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Inklusioner av klamydiabakterien lyser &ppelgrént mot en bakgrund av brun-réda
celler.

Chlamydia trachomatis- och Neisseria
gonorrhoeae-infektioner ar de tva vanli-
gaste och mest kanda sexuel It dverforbara
sjukdomarna. Bakterien Mycoplasma
genitaliumér en relativt "ny” bakterie som
isolerades forsta gangen i borjan av 80-ta-
let hos uretritpatienter. Sedan dess har kli-

niska prevalensstudier utfortsi fleralander
dar forekomsten av bakterien i urin, uretra
eller cervix-prover hos framférallt sympto-
matiska ST D-patienter har undersokts. Alla
treagens har associerats med infertilitet och
SARA (Sexually Acquired Reactive
Arthritis).
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>> fortsattning frdn sid 1

Chlamydia trachomatis
Klamydiabakterien, C. trachomatis, ar
gramnegativa, obligat intracellulara
bakterier som formar karakteristiska
intracellul&érainklusioner som kan ob-
serverasi cellkulturer. C. trachomatis
orskar cervicit, uretrit, salpingit,
proktit och endometrit hos kvinnor
och uretrit, epidymit och proktit hos
man. Det har uppskattats att 70-80%
av kvinnornaoch upp till 50% av méan-
nen a symtomfria trots infektionen.
Mangaklamydiainfektioner hoskvin-
nor & darfor obehandlade vilket kan
ledatill inflammationi &ggledarnaoch
varaen av orsakernatill infertilitet.

Mikroorganismen kan ocksa Gver-
forasvid forlossningen och ge barnet
konjunktivit och/eller pneumoni.
Avenvuxnaindivider kanfaklamydia
konjunktivit.

Neisseria gonorrhoeae
Gonokocker, N. gonorrhoeae, & gram-
negativa diplokocker som kan ses i
utstryk fran uretraeller cervix, oftatill-
sammans med neutrofiler. Odling av
N. gonorrhoeaekan varasvart att ut-
fora eftersom bakterien ar transport-
kanslig.

N. gonorrhoeaeorsakar akut uret-
rit hos mén, som obehandlad kan ut-
vecklas till epidymit, prostatit, och
uretrastriktur. Hos kvinnor &r cervix-
infektioner det vanligaste. En kompli-
kation hos kvinnor & béckeninflam-
mation (pelvic inflammatory disease)
som kan varaen bidragande orsak till
infertilitet.

Asymtomatiska infektioner fore-
kommer oftare hos kvinnor &n hos
man. | sdllsynta fall kan gonorré ge
septisk artrit med broskdegeneration
som foljd.

Mycoplasma genitalium
Bakterien M. genitaliumtros orsaka
uretrit och cervicit, den smittar sexu-
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ellt och &r vanligt forekommande. Bak-
terien orsakar symptom som pamin-
ner om andrasexuellt éverforbarag uk-
domar s som klamydia och gonorré.
Prevalensen av bakterien uppskattas
till omkring 5% vid provtagning pa
STD-mottagning.

Komplikationer av uretrit och
cervicit kan vara salpingit och utom-
kvedshavandeskap hos kvinnor,
epidymit och kanske prostatit hos
man.

M. genitalium omfattas inte av
Smittskyddslagen men kontaktspar-
ning och antibakteriell behandling re-
kommenderas.

Detektion av Chlamydia
trachomatis och Neisseria
gonorrhoeae
Utvecklingen av amplifieringsmetoder
for att detektera C. trachomatis och
N. gonorrhoeae, jamfort med detek-
tion genom odling och serologiska
test, har framforallt tvafordelar: okad
kanslighet och att fler olikaprovtyper

kan analyseras.

Flera olika molekyléarbiol ogiska
test finns pa marknaden, alla anvan-
der sigav amplifieringstekniker sisom
LCR (ligase chain reaction), PCR
(polymerase chain reaction) och SDA
(strand displacement amplification).

Inom Capio Diagnostik anvands
for nérvarande PCR i Eskilstuna och
ennyligeninford SDA-teknik i Skévde
som ersatter LCR-tekniken. Bada
dessa metoder anses likvardiga vad
galler prestanda och anvands for
mangfaldigande och detektion av
arvsmassan hos C. trachomatis och
N. gonorrhoeae i kliniska prover sa
som urin och pinnprover fran cervix
och uretra.

Det nya detektionssystemet,
BDProbeTec™, &r ett semiautomatisk
DNA-probe system for pvisning av
Chlamydia trachomatis och
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Neisseria gonorrhoeae frén genitala
prover. Systemet bygger pa Strand
Displacement Amplification (SDA)
teknologi for direkt kvalitativ pévis-
ning av Chlamydia trachomatis och
Neisseria gonorrhoeae.

Metoden kan delas in i tre delar:
generering av mal-DNA, exponentiell
SDA-amplifiering och detektion.

Mal-DNA
Forutom kromosomalt DNA innehdl-
ler varje C. trachomatis-organism ca
10 kopior av en plasmid. Plasmiden
finnshos alla serovarer av C. tracho-
matis men inte bland andra
Chlamydiaarter. SDA-metoden base-
ras pa amplifiering av en ca 100 bas-
par 1&ng nukleinsyrasekvens som
finnsi plasmiden. M &l sekvensen hos
N. gonorrhoeaeér en 103 baspar |ang
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sekvensi kromosomalt DNA.

Urinproverna centrifugeras sa att
en pellet av celler koncentrerasi bot-
ten paroret. LyseringslGsning till sétts
till pelleten och till uretrapinnarnafor
att cellerna i provet ska ga sonder.
Cervixproverna transporteras i lyse-
ringsl 6sningen sddessaér fardigafor
varmebehandling. Allaprovernalyse-
rassedan vid 114° for att DNAtinnei
bakterierna ska frigéras innan ampli-
fieringssteget startas.

Exponentiell SDA-amplifiering
och detektion

SDA & en amplifieringsmetod for
DNA dér amplifiering och detektion
av mal-DNA sker med hjalp av speci-
fika amplifieringsprimers och en spe-
cifik fluorescensinmérkt detektor-
probe. Reagensen fér SDA-metoden
finnstorkad i mikrotiterbrunnarnadér
reaktionen sen sker.

Det férbehandlade provet som
innehaller det frigjorda DNAt tillsitts
till brunnar i en 96-hdls platta (prim-
ingplatta) som innehdller primers for
amplifiering, detektorprobe, nukle-
otider samt buffert och stabiliserings-
medel som behdvs fér att nya kopior
av mal-DNA ska kunna byggas upp.

Efter inkubering vid 72.5 grader
flyttas reaktionsblandningen till en
annan 96-hdls platta (amplifierings-
platta) som innehdller tva olika
enzymer (DNA polymerasoch restrik-
tionsenzym) som behovsfor att SDA-
reaktionen skall ske. Denna brunn
innehaller dessutom nukleotider
(dNTP), buffert och stabiliserings-
medel. Amplifieringsbrunnarna for-
slutsmed plastfilm ochinkuberas dér-
efter p& en temperaturreglerad fluor-
escenslésare.

Reaktionen som sker &r en
isotermal cykling vid 52.5 grader dér
avlésning av amplifierad produkt sker
i brunnarnap&96-halsplattan en gang
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per minut under 60 minuter. Deavléasta
vardenaplottasi ett diagrami realtid
(exponentiell tillvaxt av produkt un-
der 60 minuter).

Signalen frén brunnarna normali-
serasoch plottasmot tid, darefter kan
arean under kurvan beréknas. Arean
under kurvan kallas MOTA-vérde
(Method Other Than Acceleration)
och jamfors dérefter med en algoritm
for hur den exponentidlatillvaxtenska
seut.

Engodkand kurva, efter jamforel se
med algoritm, och ett MOTA-vérde
>2000 ger ett positivt resultat, dv s
amplifiering av den specifika produk-
ten har varit specifik och exponentiell.
MOTA-vérden <2000 avl&ses som

negativt, d v singen amplifiering har
skett i amplifieringsbrunnen.

Till varje prov som testas sétts
aven en brunn med amplifieringskont-
roll for att se om nagot i provet
inhiberar (hdmmar) SDA-reaktionen.
Om ett urinprov &r inhiberat sdprepa-
reras ett nytt prov fran ursprungs-
urinen. Om ett cervixprov eler uret-
raprov ar inhiberat analyseras det
lyserade provet om annu en gang. Om
inget tydligt resultat kan utlésas re-
kommenderas att ett nytt prov tas.

Inhibition av pinnprov fran kvin-
nor kan oftaundvikasom rengdrings-
pinnen som finns med i testet noga
anvands innan provtagning.mm
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