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MALARIA/BABESIA

MEDICINSK BAKGRUND

Malaria ar en potentiellt dodlig sjukdom som kraver snabb diagnostik och behandling.
Vid misstanke om malaria ska infektionslakare 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 &r sallsynta dar dock P.
knowlesi kan bli allvarlig.

DNA-pavisning med LAMP-metod anvands for att utesluta eller pavisa malaria, men
nuvarande metod/kit kan inte anvandas for att artbestamma Plasmodium spp.,
faststalla parasitemigrad eller avgéra om pavisat DNA kommer fran levande eller
doda parasiter. Darfér anvands metoden endast initialt vid férsta misstanken om
malaria, och vid positivt utfall for malaria-DNA i LAMP fargas utstryk for mikroskopi
av samma blodprov. DNA-pavisning rekommenderas inte heller vid uppféljning efter
insatt behandling, eller for bedémning av eventuell behandlingssvikt, eftersom DNA
kan kvarsta i veckor-manader efter framgangsrik behandling. For uppfdljning bestalls
endast stryk och fargning, for mikroskopi.

Babesia sprids med fastingar i stora delar av varlden inklusive Sverige. Patienterna
utvecklar symtom veckor-manader efter ett fastingbett och far ofta influensaliknande
symtom med feber, ont i kroppen och huvudvéark. Hos i 6vrigt friska individer l&ker
infektionen ofta ut av sig sjalv, men da enstaka parasiter kan finnas kvar i blodet ar
det risk att dverfora Babesia vid blodtransfusion under lang tid efter
primarinfektionen. Immunsupprimerade patienter (eller de som saknar mjélte),
riskerar att utveckla en livshotande sjukdom med hemolys och trombocytopeni.

METOD/ANALYSPRINCIP

Malaria DNA-pavisning

Malaria DNA-pavisning utfors med Loopamp/HumaTurb C&A (Human, Tyskland), i
vilken Loop-medierad isotermisk amplifiering (LAMP) som ar ett alternativ till
polymeras chain reaction (PCR) anvands. LAMP behdver ej temperaturcykler eller
detektion med gel. Resultatet avlases genom realtids-turbidimetri. De sex

Faktaagare: Klinisk mikrobiologi 2023-05-14



Laboratoriemedicin \
Klinisk mikrobiologi §okANE
malgenerna for LAMP-analysen hor till mitokondriegenomet hos malariaparasiten. |
LAMP-analysen amplifieras detta DNA 109-1010 ganger pa 15 — 60 min under en

jamn temperatur pa 65°C. Den automatiserade detektionen av amplifierade produkter

ar baserad pa turbidimetri, dar en biprodukt (calcein) vid DNA-amplifiering orsakar
grumlighet.

Mikroskopi, utstryk och fargning

Sex tunna utstryk och tre tjocka droppar utfors och laggs for att torka i vantan pa
analysresultat fran HumaTurb LAMP.

Tva tunna utstryk fargas sa snart som mojligt i ordinarie diff-fargningsmetod (May-
Griinewald Giemsa) och far ligga kvar pa laboratoriemedicin bas. De anvands om
mikroskopi kravs innan svar pa DNA-pavisning, t.ex. vid dalig patient och behov av
snabb diagnos. Om negativt utfall i DNA-pavisning, behover dvriga glas inte fargas,
utan kan sparas ofargade i en vecka, och darefter kasseras. Efter fargning delas
glasen upp, och en uppsattning; ofargade glas, 1 fargad tjock droppe och tva tunna
utstryk (dels Giemsa-fargat och dels May-Grunewaldféargat) skickas samma dag till
Klinisk mikrobiologi i Lund tillsammans med remiss och kvarvarande prov, som ska
biobankas. En uppsattning fargade glas lamnas kvar pa baslab pa respektive ort for
mikroskopi av infektionslakare. Resultat av mikroskopi noteras i Idpande journaltext
av infektionslékare, och efter mikroskopi pa Klinisk mikrobiologi i Lund svaras
mikroskopibedémningen ut p& samma remissnummer som LAMP/DNA-analysen.

Vid upprepad analys som utfaller ’ej bedémbar’ bér utstryken fargas och
mikroskoperas (for att inte forsena eventuell diagnos), samt nytt prov (for DNA-
pavisning) efterfragas av bestallaren.

SVAR/TOLKNING

Svarsfrekvens: For malaria-DNA: Dygnet runt alla arets dagar. Provet
registreras och hanteras skyndsamt av akutlab
(Laboratoriemedicin bas) i Helsingborg, Kristianstad, Malmo och
Lund. Efter registrering hanteras provet sa att utstryk gors direkt
och DNA-analys kan utforas snarast mojligt (provet skickas vid
behov i taxi till den ort som utfor analysen aktuell tid pa dygnet).
Svarstid fran provtagning kan variera fran 1,5-4h.

Mikroskopi jourtid utférs vid behov av infektionslakare.

Mikroskopi pa klinisk mikrobiologi avseende malaria/babesia
utfors dagtid mandag-fredag.

Svarsalternativ Malaria DNA-pavisning
DNA fréan Plasmodium spp. PAVISAT

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

Fasta svarskommentarer vid pavisat DNA:
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-Mikroskopi kravs for artbestdmning och eventuell berdkning av parasitemigrad. Glas
for mikroskopi fargas pa labmedicin bas.

-Malaria bor handlaggas i samrad med infektionslakare, och ar en anmalningspliktig
sjukdom.

-DNA fran Plasmodium spp. kan kvarsta i blodet en period efter framgangsrik
behandling av malaria.

Fast svarskommentar dd DNA ej pavisats:

Franvaro av plasmodium DNA med denna metod bedéms som tillracklig for att
utesluta aktuell malaria, mikroskopibedémning kravs ej.

Fast svarskommentar da analysen svarats ej bedémbar:

-Analysen har inte kunnat genomforas med sakert resultat. Glas for mikroskopi
fargas pa labmedicin bas, och kommer att hanteras enligt lokal rutin for respektive
ort. Nytt prov for DNA-pavisning rekommenderas.

Telefonsvar: Analysresultat for Pavisat och Ej bedombara rings ut 24/7 av BMA pa
labmedicin Bas sa snart som mgjligt (innan fargning av glasen ar klara). Om inte
bestéallaren ar infektionsenhet, rings aven svar till infektionsjour pa aktuell ort (nas via
vaxeln).

Svarsalternativ Mikroskopi, utstryk och fargning

Forst skickas info med alternativen;
1. Fargade utstryk finns for mikroskopi pa Labmedicin bas

2. Fargade utstryk skickas enligt dverenskommelse till Infektion fér mikroskopi

3. Fargade utstryk skickas enligt 6verenskommelse for mikroskopi dagtid, nasta
vardag, pa Klinisk mikrobiologi

Efter mikroskopi (av de positiva) nastkommande vardag svarsalternativ;

Foérekomst av Plasmodium falciparum. (Vid férekomst av Plasmodium falciparum
besvaras parasitemigrad i % med en decimal.)

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

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

Foérekomst av Plasmodium spp. (med kommentar om varfér man inte kunnat uttala
sig om art)
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OVRIG INFORMATION

Efter analys pa Klinisk kemi kommer provet att ga med remiss till Klinisk mikrobiologi.
Provet biobankas, och kan skickas for PCR av artspecifika gener eller resistensgener
pa begaran av avnamare. Ring parasitavdelningen pa Klinisk mikrobiologi om
ytterligare analyser 6nskas fran detta prov (046-173267).

DNA-pavisning med LAMP ar betydligt kénsligare an de globalt dominerande
diagnostiska metoderna antigentest och mikroskopi efter Giemsa-fargning. | studier
varierar den kliniska sensitiviteten for LAMP mellan 97-100% och specificiteten
anges till >99%. Vi har genomfért en mindre studie (infor inforandet av metoden), i
vilken den jamfordes med hoégkanslig QPCR, och vi fick en total dverenstammelse
med referensmetoden (DNA pavisades i 51 av 153 prover), vilket gav NPV och PPV
pa 100% i aktuellt urval. Den analytiska sensitiviteten anges av tillverkaren till 1
parasit/uL, att jamféra med mikroskopi, som har en sensitivitet mellan 20-200
parasiter/uL.
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For stryk och fargning:

1. Websida Centre for Disease Control, US GOV 2016-09-29:
http://www.cdc.gov/dpdx/resources/pdf/benchAids/malaria/malaria_staining_b
enchaid.pdf

2. WHO: Giemsa Staining of Malaria Blood Films, Malaria Microscopy Standard
Operating procedure — MM-SOP-07A
http://www.wpro.who.int/mvp/lab _quality/2096 _oms _gmp _sop 07a_rev.pdf

3. Referensmetodik, Klinisk mikrobiologi: Parasitologisk diagnostik
http://referensmetodik.folkhalsomyndigheten.se/w/Referensmetodik:Parasitolo
gisk _diagnostik
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