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Parasiter Malaria

Bakgrund

Malaria dr en potentiellt dodlig sjukdom som kriaver snabb diagnostik
och behandling. Vid misstanke om malaria ska infektionslidkare alltid

konsulteras.

Human malaria kan orsakas av sex olika Plasmodium (P.)-arter; P.
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi och P. cynomolgi.
P. falciparum, som ofta ger svarast sjukdom, debuterar oftast 1-4v
efter exponering i malariaomrade. P.vivax och P.ovale-malaria har
lagre mortalitet och debuterar ibland lang tid (manader-ar) efter
vistelse i malariaendemiskt omrade. Ovriga arter ir sillsynta dir dock

P. knowlesi kan bli allvarlig.

DNA-pavisning med LAMP-metod anvénds for att utesluta eller
pavisa malaria, men nuvarande metod/kit kan inte anvidndas for att
artbestdimma Plasmodium spp., faststilla parasitemigrad eller avgéra
om pavisat DNA kommer fran levande eller d6da parasiter. Darfor
anvands metoden endast initialt vid forsta misstanken om malaria,
och vid positivt utfall f6r malaria-DNA i LAMP fargas utstryk for
mikroskopi av samma blodprov. DNA-pavisning rekommenderas inte
heller vid uppf6ljning efter insatt behandling, eller f6r bedémning av
eventuell behandlingssvikt, eftersom DNA kan kvarsta i veckor-
manader efter framgangsrik behandling. For uppfoljning bestills

endast stryk och fargning, fér mikroskopi.
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Svar/Tolkning/Bedomning

Svarstid

Malaria-DNA utférs dygnet runt alla arets dagar. Provet registreras
och hanteras akut pa Laboratoriemedicin bas i Helsingborg,
Kristianstad, Malmo och Lund. Efter registrering utférs utstryk och
DNA-analys kan utféras snarast mojligt (provet skickas vid behov i
taxi till den ort som utfér analysen aktuell tid pa dygnet). Svarstid

fran provtagning kan variera fran 1,5-4h.
Mikroskopi jourtid utférs vid behov av infektionslikare.

Mikroskopi pa klinisk mikrobiologi avseende malaria utfors dagtid,

mandag-fredag.

Svarsalternativ

Malaria DNA

DNA fran Plasmodium spp. PAVISAT

DNA fran Plasmodium spp EJ PAVISAT
DNA fran Plasmodium spp EJ BEDOMBART

Fasta svarskommentarer vid pavisat DNA:

e Mikroskopi krivs for artbestimning och eventuell berikning av
parasitemigrad. Glas fér mikroskopi firgas pa labmedicin bas.

e Malaria bor handliggasisamriad med infektionsldkare, och idr en
anmalningspliktig sjukdom.

e DNA fran Plasmodium spp. kan kvarsta i blodet en period efter

framgangsrik behandling av malaria.

Fast svarskommentar di DNA ej pavisats:
Franvaro av plasmodium DNA med denna metod bedéms som
tillracklig for att utesluta aktuell malaria, mikroskopibedémning

kravs ej.
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Fast svarskommentar da analysen svarats ej bedombar:
Analysen har inte kunnat genomf6ras med sikert resultat. Glas for

mikroskopi fargas pa labmedicin bas, och kommer att hanteras enligt
lokal rutin for respektive ort. Nytt prov f6r DNA-pavisning

rekommenderas.

Telefonsvar: Analysresultat for Pavisat och Ej bedombara rings ut 24/7
av BMA pa labmedicin Bas sa snart som mojligt (innan firgning av
glasen ar klara). Om inte bestéllaren dr infektionsenhet, rings d&ven

svar till infektionsjour pa aktuell ort (nas via vixeln).

Malaria dr en anmalningspliktig sjukdom.

Malaria Mikroskopi, Stryk och Fargning:

Forst skickas info med alternativen,
1. Fiargade utstryk finns for mikroskopi pa Labmedicin bas

2. Férgade utstryk skickas enligt 6verenskommelse till Infektion for
mikroskopi

3. Firgade utstryk skickas enligt 6verenskommelse for mikroskopi dagtid,
ndsta vardag, pa Klinisk mikrobiologi

Efter mikroskopi (av de positiva) nédstkommande vardag svarsalternativ;

Forekomst av Plasmodium falciparum. (Vid forekomst av Plasmodium
falciparum besvaras parasitemigrad i % med en decimal.)

Forekomst av Plasmodium ovale.
Forekomst av Plasmodium vivax.
Forekomst av Plasmodium malariae.

Forekomst av Plasmodium knowlesi. (Vid forekomst av Plasmodium
knowlesi besvaras parasitemigrad i % med en decimal.)

Forekomst av Plasmodium spp. (med kommentar om varfér man inte kunnat
uttala sig om art)
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Metodik/matprincip

Malaria DNA

Malaria DNA-pavisning utfors med Loopamp/HumaTurb C&A
(Human, Tyskland), i vilken Loop-medierad isotermisk amplifiering
(LAMP) som ér ett alternativ till polymeras chain reaction (PCR)
anvands. LAMP behover ej temperaturcykler eller detektion med gel.
Resultatet avldses genom realtids-turbidimetri. De sex malgenerna
for LAMP-analysen hor till mitokondriegenomet hos
malariaparasiten. I LAMP-analysen amplifieras detta DNA 109-1010
ganger pa 15-60 min under en jimn temperatur pa 65°C. Den
automatiserade detektionen av amplifierade produkter ir baserad pa
turbidimetri, dar en biprodukt (calcein) vid DNA-amplifiering
orsakar grumlighet.

DNA-pavisning med LAMP ir betydligt kinsligare dn de globalt
dominerande diagnostiska metoderna antigentest och mikroskopi
efter Giemsa-fargning. I studier varierar den kliniska sensitiviteten
for LAMP mellan 97-100% och specificiteten anges till >99%. Vi har
genomfort en mindre studie (infor inféorandet av metoden), i vilken
den jimfordes med hogkinslig QPCR, och vi fick en total
overenstimmelse med referensmetoden (DNA péavisadesi5lav 153
prover), vilket gav NPV och PPV pa 100% i aktuellt urval. Den
analytiska sensitiviteten anges av tillverkaren till 1 parasit/uL, att
jamfora med mikroskopi, som har en sensitivitet mellan 20-200

parasiter/uL.

Mikroskopi

Pa Laboratoriemedicin bas utfors sex tunna utstryk och tre tjocka
droppar, som laggs att torka i vintan pa analysresultat fran
HumaTurb LAMP. Tva tunna utstryk firgasiordinarie diff-
fargningsmetod (May-Griinewald Giemsa) och far ligga kvar pa
Laboratoriemedicin bas. De anviands om mikroskopi kravs innan svar
pa DNA-pavisning, t.ex. vid dalig patient och behov av snabb diagnos.
Vid negativt utfall i DNA-pavisning, firgas inte 6vriga glas, utan
sparas ofirgade i en vecka, och kasseras darefter. Efter firgning delas

glasen upp, och en uppsittning; ofdrgade glas, 1 firgad tjock droppe
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och tva tunna utstryk (dels Giemsa-fargat och dels May-
Grunewaldfirgat) skickas samma dag till Klinisk mikrobiologi i Lund
tillsammans med kvarvarande prov, som biobankas. En uppsittning
fargade glas limnas kvar pa Laboratoriemedicin bas for mikroskopi
av infektionsldkare. Resultat av mikroskopi noterasilopande
journaltext av infektionsldkare, och efter mikroskopi pa Klinisk
mikrobiologi i Lund svaras mikroskopibedémningen ut pa samma

remissnummer som LAMP/DNA-analysen.

Vid upprepad analys som utfaller ’ej bedombar’ firgas utstryken och
mikroskoperas (for att inte forsena eventuell diagnos). Nytt prov for

DNA-pavisning rekommenderas.
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