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Tiivistelma

Taman opinndytetydn aiheena oli kuvata matalan malariailmaantuvuuden alueilla malarian
laboratoriodiagnostiikassa kaytetyt ja siihen kehitteilla olevat nukleiinihapon osoitustestit. Tassa
katsauksessa kasiteltiin  aluksi yleistd tietoa malariasta seka sen esiintyvyydests,
leviamismekanismista, ennaltaehkaisysta, Kkliinisista ilmentymista, oireista, hoidosta ja
perinteisesta laboratoriodiagnostiikasta. Katsauksessa keskityttiin kaymaan lapi tutkimuksia
nykyisten ja kehitteilld olevien nukleiinihapon osoitustestien suorituskyvysta malarian

tunnistamisessa ja parasitemia-asteen maarityksessa matalan ilmaantuvuuden alueilla.

Tassa kirjallisuuskatsauksessa kaytettiin aineistona paaasiassa PubMedista 16ytyvia artikkeleja,
jotka kasittelivat nukleiinihapon osoitustestien suorituskykya malarian diagnostiikassa matalan
ilmaantuvuuden alueella. Kirjallisuuskatsauksesta kavi ilmi, ettd nukleiinihapon osoitustestit ovat
mikroskopiaan verrattuna suorituskyvyltaan herkempia malarian tunnistamisessa, eika vaaria
negatiivisia tuloksia juuri tule. Nukleiinihapon osoitustestien todettiin antavan usein positiivisia
tuloksia myds malarian hoidon aikana silloinkin, kun malariaparasiitteja ei enaa kyetty
havaitsemaan mikroskopialla. Katsauksesta ilmeni, etta tietyilla nukleiinihapon osoitustesteilla
kyettiin arvioimaan parasitemia-astetta vahintadn kohtalaisen luotettavasti. Joissakin testeissa
ongelmaksi ilmeni testin pitka suoritusaika. Lisaksi yksi testeista ei tunnistanut P. knowlesi -
infektiota. Tieto nukleiinihapon osoitustestien suorituskyvystd useamman samanaikaisen
malariaparasiittilajin  aiheuttamien  sekainfektioiden  tunnistuksessa oli  ristiriitaista.
Nukleiinihapon osoitustestien positiivisen tulosten kliinisesta merkityksesta hoitovasteen

arvioinnissa tarvitaan lisaa tutkimusta.
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Abstract

The topic of this thesis was the diagnostics of malaria in areas of low incidence using current and
under-development nucleic acid detection tests. This review addressed general information about
malaria, its prevalence, spread mechanism, prevention, clinical manifestations, symptoms, treat-
ment, and traditional diagnostics. The review focused primarily on examining studies on the per-
formance of current and under-development nucleic acid detection tests in identifying malaria
and determining the degree of parasitemia in areas of low incidence. The review discussed the
various diagnostic methods for malaria and their ability to identify the pathogen causing malaria.
The literature used in this review was mainly articles found in PubMed, which discussed the per-

formance of nucleic acid detection tests in malaria diagnosis in its areas of low incidence.

It was found that nucleic acid detection tests are more sensitive in identifying malaria compared
to microscopy, and false negative results are rare. It was often noted that nucleic acid detection
tests showed positive results during treatment when microscopy could no longer detect malaria
parasites. The review showed that the tests were able to assess the degree of parasitemia with at
least moderate reliability. An issue in some tests was the test's long performance time, and one
test was unable to identify P. knowlesi infection. Furthermore, there was conflicting information
about the performance of nucleic acid detection tests in identifying mixed malaria infections. Fu-
ture studies are needed on the clinical significance of positive results in assessing treatment re-

sponse.
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1 Johdanto

Malaria on yksi maailmanlaajuisesti tarkeimpia parasiitin aiheuttamia kuumetauteja ja sita esiintyy
paasaantoisesti kotoperaisena Afrikassa. Malaria on aiemmmin tunnettu Euroopassa kotoperaisena
tautina 1800-luvulta ldhtien, mutta sittemmin se on saatu havitettya kotoperaisena lajina vuoden
1975 loppuun mennessa(1). Maailman terveysjarjestdn (WHO, World Health Organization) mukaan
malaria kuuluu maailman pahimpiin globaaleihin terveysongelmiin. Malariatapauksista 95 %
diagnosoidaan Afrikassa ja myds kaikista kuolemista 96 % tapahtuu Afrikassa. Vuonna 2021
rekisteroitiin 247 miljoonaa malariatapausta, mika oli edelliseen vuoteen verrattuna 2 miljoonaa
enemman. Vaikean tautimuodon kehittamisen riskiryhmaan kuuluivat alle 5-vuotiaat lapset,

raskaana olevat naiset, matkailijat ja HIV/AIDS-potilaat(2).

Malarian varhainen toteaminen ja hoito vahentad huomattavasti vaikeiden tautimuotojen
kehittymisen riskia seka kuolleisuutta. Korkean ilmaantuvuuden alueilla keskeisessa osassa
diagnostiikkaa ovat mikroskopiatutkimukset seka nopeaan patogeenintunnistukseen tarkoitetut
ns. rapid detection test -antigeenitestit (RDT-testit). Malarian diagnostiikassa keskeisessa osassa
ovat myos nukleiinihapon osoitustestit (NhO-testit), jotka ovat herkkia ja tarkkoja tunnistamaan
malariaparasiitteja. Vaikka NhO-testit ovat erinomaisia tunnistamaan malarian aiheuttavia
parasiitteja malarian eri tautimuodoissa, kuten vaikeissa malariainfektioissa mutta myds alhaisen
parasitemia-asteen infektioissa, ne eivat kuulu WHO:n suosituksiin ensisijaisena tutkimuksena.
Syita tahan ovat mm. NhO-testien huonompi kustannustehokkuus ja siita koituvat korkeammat
kustannukset, tulosten saamisen viive ja testien suorittamiseen tarvittava koulutus seka
erityislaitteet (3). Tassa kirjallisuuskatsauksessa keskitytadn malarian diagnostiikkaan matalan
ilmaantuvuuden alueilla perinteisin menetelmin ja nukleiinihappo-osoitukseen perustuvalla

menetelmalla.

2 Tausta

Malaria on Plasmodium-alkueldimen aiheuttama vakava trooppinen kuumetauti, joka levida
paasaantoisesti Anopheles-suvun naarashyttysen piston valityksella. Hyvin harvinaisia

leviamisteita ovat verensiirrot, kontaminoituneet neulat, elinsiirrot ja raskaana olevasta naisesta



lapseen siirtyminen (2). Ihmisilla malariaa aiheuttavia malarialoislajeja ovat P. malariae, P. ovale, P.
vivax, P. knowlesi ja P. falciparum. Naista lajeista P. falciparumia pidetaan vakavimman taudinkuvan
aiheuttajana, ja se aiheuttaa n. 90 % maailman malariatapauksista (4). Malarian itamisaika

vaihtelee Plasmodium-lajin mukaan, mutta yleisesti sen itamisajan ajatellaan olevan 7-14 vrk.

Korkean malariailmaantuvuuden alueelta palaavalta kuumeilevalta matkailijalta on poissuljettava
malaria, vaikka kaytdssa olisi ollut asianmukainen estolaakitys (5). Malariaa epailtdessa otetaan
verindytteita, joista valmistetaan sively- ja paksupisarandytteité mikroskopointia varten.
Diagnostisina apuvalineina on kaytdssa myos NhO-testit, ja myds RDT-antigeenitesteja on kaytetty
mikroskopian tukena. Malarian toteamisen jalkeen hoito on aloitettava valittdmasti. Hoitoon
vaikuttavia tekijoita ovat potilaan yleiskunto, malarialoisen laji ja ns. parasitemia-aste, eli kuinka
suuri osa veren punasoluista on infektoitunut parasiitilla. Yleensa laakehoidossa on kaytdssa

artemisiinijohdannaiset ja niita sisaltavat yhdistelmavalmisteet (5).
2.1 Malarian epidemiologia

Malariaa todetaan vuosittain n. 250 miljoonaa tapausta, joista 95 % todetaan sen kotoperaisilla
alueilla (2). Malariaa esiintyy enimmakseen Afrikassa, mutta sita todetaan myo6s Lansi- ja Etela-
Aasiassa seka Etela- ja Keski-Amerikassa. Kuolemantapauksien maara malariassa on vuosittain
noin 620 000. Puolet malarian aiheuttamista kuolemantapauksista tapahtuu Afrikan neljassa
maassa, joita ovat Nigeria, Kongon demokraattinen tasavalta, Tansania ja Niger (2). Euroopassa
todettiin vuonna 2021 4 855 malariatapausta, joista 99,7 % liittyi matkustamiseen korkean
ilmaantuvuuden alueelle. THL:n rekisterin mukaan Suomessa todettiin vuonna 2022 49
malariatapausta, joista 86 % oli P. falciparumin aiheuttamia (6). Malaria on hoitamattomana

korkean kuolleisuuden tauti ja hoidettunakin lansimaissa kuolleisuus on n. 1-4 % tasoa (7).
2.2 Malarian tartuntatavat ja patogeneesi

Malaria tarttuu paasaantoisesti malariasaasken pistoksen valityksella. Pistoksen aikana
malariaparasiitteja siirtyy ihmisen verenkiertoon, josta ne siirtyvat muutamissa minuuteissa
maksaan. Maksassa parasiitit lisdantyvat suvuttomasti ja moninkertaistuvat. Lisdantyminen kestaa
yleensa n. 7-14 paivan ajan, mutta tietyt Plasmodium-lajit voivat muodostaa maksaan ns.

hypnotsoiitteja, joiden avulla ne voivat piileksia inaktiivisena muotona maksasoluissa kuukausista



vuosiin.  Seuraavassa vaiheessa malariaparasiitit siirtyvat maksasoluista verenkierron
punasoluihin, joiden sisalld ne lisaantyvat ja tuhoavat punasolun. Taman jdlkeen ne etsivat
verenkierrosta uuden punasolun toistaen saman syklin. Osa punasoluissa olevista parasiiteista
kehittyy sukusoluiksi, jotka voivat jatkaa suvullista lisadantymista paatyessaan takaisin hyttyseen

taman imiessa verta malariaa sairastavalta ihmiselta (5).
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Lahde: CDC, kuvan tuottanut CDC. Kopiointivapaa materiaali. Saatavissa:

https://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html

Kuva 1. Malariaparasiitin kiertokulku malariasaasken ja ihmisen valilla.

P. falciparumia pidetaan vaarallisimpana malarian aiheuttajana, silla se kykenee lisaantymaan
kaikenikaisissd punasoluissa sen pintaproteiinin PfEMP1:n avulla. P. falciparum muokkaa my®ds
infektoimiensa punasolujen pintaa niin, ettd punasolut tarttuvat herkemmin toisiinsa ja voivat
aiheuttaa tukoksia. Lisdantyneen P. falciparumin seurauksesta punasolut hajoavat. Tama stimuloi

ihmisella tulehdustilan syntymista makrofagien ja sytokiinien lisaantymisen valityksella (8).

P. malariae aiheuttaa lievimman muodon malariasta, koska se ei voi aiheuttaa merkittavaa
parasitemia-astetta pystyessaan lisadantymaan vain vanhoissa punasoluissa. P. vivax ja P. ovale

lisdantyvat padasiassa kypsymattdmissa punasoluissa eli retikulosyyteissa ja ne kayttavat Duffy-


https://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html

antigeenia siirtyakseen punasoluihin. Edella mainitut kolme malariaparasiittia eivat ole yhta
vaarallisia P falciparumiin  verrattuna, silla niiden kyky lisaté tukosriskia, aktivoida

tulehdusreaktioita ja infektoida punasoluja on vahadisempi.

P. knowlesi muistuttaa P. falciparumia patogeneesin suhteen. Se on kaikista muodoista harvinaisin
ja sita esiintyy Kaakkois-Aasiassa. Se voi siirtya ihmiseen apinasta ns. vektorivalitteisesti, kun
Anopheles-hyttynen pistaa tartunnan saanutta apinaa ja imee P. knowlesi -gametosyytteja ja siirtaa

naitda mydhemmin ihmiseen (8).

2.3 Malarian ennaltaehkaisy
Hyvin toteutuva ennaltaehkaisy koostuu monesta komponentista. Estoladkitys vahentaa

merkittavasti riskia P. falciparumin ja P. malariaen aiheuttamien tautien puhkeamiseen, mutta se
ei esta P. vivaxin ja P. ovalen aiheuttamien hypnotsoiittien muodostumista. Estolaakitys valikoituu
yleensa kohdemaan, matkan pituuden ja laakkeen sopivuuden perusteella. Kaytéssa olevia
estolaakkeita ovat mm. doksisykliini, meflokiini ja atovakonin ja proguaniilin yhdistelma.
Estolaakkeiden on todettu olevan keskenaan yhta tehokkaita. Kaikkia estoladkkeitd yhdistaa se,
etta ne tulee aloittaa ennen korkean ilmaantuvuuden alueille siirtymista ja jatkaa viela tietyn ajan

alueelta poistumisen jalkeen (3).

Malariaa voidaan ennaltaehkaistd myos pukeutumisella ja kayttamalla hyttysverkkoja, joidenlapi
malariasdasket eivat padse. Suojaavaan pukeutumiseen kuuluvat mm. pitkahihaiset paidat ja
pitkalahkeiset housut. Pistokset tapahtuvat yleensa yodaikaan, joten permetriinilla kasitellyt
vuodetta ympardivat  hyttysverkot ovat tehokkaita estamaan  pistoksia.  Muita
ennaltaehkaisykeinoja ovat iholle laitettavat DEET-hyOnteiskarkotteet ja seiniin ja kattoihin

ruiskutettavat karkotteet (9).
2.4 Malarian kliininen kuva

Malarian oireet ovat yleensa vaihtelevia ja epamaaradisia. Oireet muistuttavat usein tavallista
gastroenteriittia ja flunssaa. Klassisimpina oireina pidetadan horkkamaista kuumetta, joka yleensa
ilmenee voimakkaana kuumeena, jonka aikana potilaalla saattaa esiintya paansarkya, lihaskipuija,
pahoinvointia, oksentelua, ripulia ja usein myds voimakasta vasymysta (1). On tarkeaa muistaa,
ettd Suomeen palannutta malarian riskialueilla vastikdadn matkannutta kuumeilevaa potilasta

pidetdan malariaa sairastavana, kunnes toisin todetaan (5).



Kuume on luonteeltaan yleensa kolmivaiheinen, joista ensimmadisena vaiheena nahdaan ns.
horkkavaihe. Tassa kuume nousee yleensa akillisesti, ja sen aikana potilas on huonovointinen.
Kuumetta voi olla jopa yli 40°C ja siihen voi liittya vilunvaristyksia. Toinen vaihe on yleensa ns.
kuumevaihe, jossa iholle voi tulla punoitusta ja kuivuutta ja potilaalla voi esiintya sekavuutta.
Kolmantena vaiheena on hikoiluvaihe, jolloin potilas hikoilee voimakkaasti, lampd laskee
normaaliin kehonlampoétilaan ja potilas saattaa kokea vointinsa normaaliksi jo muutaman tunnin

kuluttua. Malarialle on tyypillista, etta naita kuumejaksoja saattaa esiintya n. 36-72 h valein (1).

Komplisoitunutta malariaa aiheuttavat pdaasiassa vain P falciparum ja P knowlesi.
Komplisoitumista edesauttavat ndiden parasiittimuotojen kyky infektoida kaikkia punasoluja
kypsyysasteesta ja iasta riippumatta seka punasolujen pinnalla tapahtuvat muutokset, jotka
mahdollistavat verihyytymien muodostuksen (4). Komplisoituneen malarian oireita on esitetty

taulukossa 1.

TAULUKKO 1. Vakavan komplisoituneen falciparum-malarian oireet aikuisilla ja lapsilla. Mukailtu

taulukosta, joka on peraisin Heli Silkkamaen ja Hannu Kyronsepan artikkelista Malaria (1).

Kliininen oire 1 Esiintyvyys 2 Liittyy huonoon ennusteeseen
Lapset Aikuiset Lapset Aikuiset |

Huonontunut yleistila +'|'+ + 4 "‘ + ‘?

Tajunnan heikkeneminen -I--]--I: - 4 b

Toistuva kouristelu 444 + + + 3

Verenkiertokollapsi 3 e + ¢4 +4+4

Hengitysvaikeudet ++4 -+ & o= |..|. o

Keuhkopdohd rontgenkuvassa -|-/.... + .l. & &

Keltaisuus + “+ + Y +

1: +/-= harvinainen, + = suhteellisen yleinen, ++ = yleinen, +++ = erittdin yleinen

2: + = jonkin verran, ++ = kohtalaisesti, +++ = vahvasti, ? = ei tiedetd

Komplisoituneessa malariassa laboratorioldyddksina voi olla alentunut verihiutaleiden eli

trombosyyttien maara, alentunut verensokeri, metabolinen asidoosi ja laktaattihydrogenaasin
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maaran kasvaminen, maksa-arvojen kuten alaniiniaminotransferaasin ja
aspartaattiaminotransferaasin kohoaminen, anemiga, fibriinin D-dimeeri -arvon kohoaminen ja C-

reaktiivisen proteiini -arvon kohoaminen (4).
2.5 Malarian hoito

Malarian hoito perustuu Suomessa artesimiinipohjaisiin yhdistelmahoitoihin, jotka ovat
ensisijainen hoito useimmissa tapauksissa. Hoito ja ladkevalinta riippuvat Plasmodium-lajista seka
potilaan yleiskunnosta, oireista ja parasitemia-asteesta. Suomessa parasitemia-aste ei valttamatta
aina ole maaritettavissa paivystyksellisesti, jos paikallisesti ei tehda sivelynaytteiden mikroskopiaa
ja referenssilaboratorio on kaukana. NhO-testin ollessa positiivinen usein aloitetaankin
suonensisainen (i.v., intra venous) artesunaatti taudin vaikeudesta riippumatta, jos

mikroskopiatulosta ei saada paivystyksellisesti (10).

Yleisena ohjeena on kuitenkin se, ettd potilaan ollessa huonokuntoinen tai parasitemia-asteen
ollessa yli 2 % P. falciparumin ja P. knowlesin aiheuttamissa infektioissa aloitetaan hoito i.v.
artesunaatilla painonmukaisin annostuksin. Voinnin kohentuessa ja parasitemia-asteen
vahentyessa voidaan siirtya artesunaatin suun kautta annosteltavaan (p.o., per 0s) muotoon.
Hyvakuntoisella potilaalla P. falciparumin ja P. knowlesin aiheuttamassa taudissa voidaan aloittaa
hoito artemeetterin ja lumefantriinin tai atorvakonin ja proguaniilin yhdistelmalla. Muissa
malarian muodoissa hoito tapahtuu yleensa p.o. klorokiinilla tai p.o. klorokiniinin ja primakiinin
yhdistelmalld. Malarian hyvaan hoitoon kuuluvat myo6s oireiden hoito eli potilaskohtaisesti
mahdollinen kipulaakitys ja nesteytys. Laakehoidon kesto on yleensa viidesta seitsemaan paivaan,

mutta se vaihtelee tapauskohtaisesti ladkehoidon vasteen mukaan (10).
2.6 Malarian diagnostiikka

Varhainen onnistunut diagnostiikka vahentdd merkittavasti malarian komplisoitumista.
Diagnostiikan kulmakivena ja ns. kultaisena standardina on jo pitkaan toiminut ns. perifeerisen
veren mikroskopiatutkimus. Taman lisaksi joissakin paikoissa on mikroskopian ohella kaytetty

my0s antigeenitesteja.

2000-luvun alussa Suomessa malarian diagnostiikkaan otettiin kayttdoén NhO-testi, joka

mahdollisti  malarian  herkemman  diagnostiikan. Tama oli HUSLABIn  kehittdma
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polymeraasiketjureaktioon (PCR, polymerase chain reaction) perustuva testi, joka pyrki
tunnistamaan verindytteesta Plasmodium-lajien deoksiribonukleiinihappoa (DNA) (11). Talla
vuosituhannella NhO-testit ovat alkaneet yleistymaan, silla ne ovat tehokkaita havaitsemaan
parasiitteja myos tilanteissa, joissa parasitemia-aste on matala (11). NhO-testit voivat myos olla
mikroskopiaa herkempia ja tarkempia havaitsemaan eri Plasmodium-lajeja. Kaantdpuolena
nykyisin kaytdssa olevat NhO-testit saattavat vieda mikroskopiaa enemman aikaa ja vaativat
asianmukaiset laitteet. Suomessa kaytdssa olevalla Meridian Biosciencen valmistamalla Alethia
Malaria -testilla pystytaan léytamaan kaikki viisi Plasmodium-lajia, mutta parasitemia-asteen
maaritys tai lajimaaritys ei ole mahdollista(10).

Malarian matalan ilmaantuvuuden alueilla NhO-testien suorittamisen vahdaisyys voi vaikuttaa
tulosten laatuun ja tarkkuuteen. Nukleiinihapon osoitukseen pohjautuvan diagnostiikan kaytté on
kallista ja resurssit taman kayttédon voivat olla rajallisia, esim. maasta riippuen. Joskus
kaantdpuolena NhO-testit voivat olla liiankin herkkia tunnistamaan DNA:ta kuolleista parasiiteista.
Tama voi antaa valheellisen vaaran positiivisen tuloksen parasitemia-asteen seurannassa, mutta
toisaalta hyva herkkyys tunnistamisessa voi nopeuttaa malarian diagnosointia ja latentin infektion
tunnistamista (11).

Talla hetkelld suurin osa Suomen yliopistollisten sairaaloiden laboratorioista kayttaa
malariainfektion paivystysluonteisessa diagnostiikassa jotakin NhO-testia. Paivystyksellisesti
toteutettavan alustavan mikroskopian toteuttaminen vaihtelee paikoittain, eika sita ole kaikkialla
saatavissa. On myds laboratorioita, jotka eivat kayta NhO-menetelmaa malarian
paivystyksellisessa diagnostiikassa, vaan tukeutuvat mikroskopiaan seka mahdollisesti RDT-
pikatestiin. Riippumatta paivystyksellisesti kaytetyista laboratoriomenetelmista, useat
laboratoriot lahettavat sively- ja paksupisaravalmisteita referenssilaboratorioon HUS:n
parasitologian yksikkdon, jossa arkipaivina tapahtuu naytteiden varmistustutkimukset,
parasitemia-asteen tarkka arvio ja taudinaiheuttajan lajimaaritys. Eroavaisuudet malarian
diagnostisissa menetelmissa voivat kuitenkin jossain maarin asettaa ihmiset eriarvoiseen
asemaan malarian diagnostiikassa, esim. onko tieto parasitemia-asteesta saatavissa

paivystyksellisesti vai ei, mika voi vaikuttaa potilaan hoidon toteuttamiseen.

ISLABin tamanhetkisessa toimintamallissa malariainfektiota epailtdessa potilaalta otetaan 3 ml
EDTA-kokoverta, joka tutkitaan Alethia Malaria NhO-menetelmalla. Ensimmainen EDTA-

kokoveresta tehty NhO-testi vastataan paivystyksellisesti, mutta mahdolliset mydhempien
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naytteiden B- PlasNhO - tutkimukset tehddan ja vastataan ei-pdivystyksellisesti paivasaikaan.
Lisaksi potilaalta otetaan ihopistosnayte, josta valmistetaan 4 sivelyndytetta ja 4
paksupisaranaytettd. Mikali ensimmainen NhO-testi osoittautuu positiiviseksi, alustava
parasitemia-aste arvioidaan ISLAB:ssa paivittain klo 9-15. Kaikista ISLAB:n potilaista |ahetetaan
sively- ja paksupisaravalmisteet HUS:n parasitologian yksikkdon arvioitavaksi huolimatta NhO-
testin tuloksesta (15), koska ISLAB laboratoriokeskuksen kokemus NhO-testien kaytosta on

kuitenkin vasta alussa ja malariaepailymaarat ovat viime vuosina olleet varsin vahaisia.
2.7 Perinteiset malarian diagnosointi menetelmat

Mikroskopialla suoritettava diagnostiikka on malarian diagnostiikan kultainen standardi. Sen
avulla pystytaan selvittdmaan parasiittilajin lisdksi myos parasitemia-aste eli parasiiteilla
infektoituneiden punasolujen osuus verrattuna kaikkiin punasoluihin. Parasitemia-aste jaetaan
neljaan kategoriaan, joita ovat 0 %, alle 2 %, 2-5 % ja yli 5 %. Mikroskopia on hyvin herkka ja tarkka
menetelma malarian diagnosointiin, mutta se voi olla NhO-testeja vahemman herkka
Plasmodium-parasiittien 16ytamisessa parasitemia-asteen ollessa hyvin pieni tai infektion ollessa

alkuvaiheessa (10).

Mikroskopiatutkimuksia varten malariaa epadiltdessa otetaan sormenpdasta sively- ja
paksupisarandytteita 3-4 kpl, joista perinteisesti vahintaan yksi sivelynayte tutkitaan
paivystyksellisesti. Seuraavat ndytteet otetaan 4-6 h aikana diagnoosiepdilyn herdamisesta

mieluiten kuumepiikkien aikana, jolloin parasitemia-asteen arviointi on luotettavampaa (12).

Sivelyvalmiste varjataan 10 %:lla giemsaliuoksella tai May-Grunwald-Giemsan varjayksella.
Vahintaan yksi sivelyndyte on perinteisesti tutkittu paivystyksellisesti laboratoriossa. Naytteista
pyritaan etsimaan malariaplasmodeja punasoluista tuhatkertaisella suurennuksella. Punasoluista
pyritdéan loytamaan plasmodirenkaita. Paksupisaranaytteestda malarian osoittaminen on
huomattavasti herkempaa, mutta sen tulkinta vaatii enemman kokemusta verrattuna
sivelynaytteeseen, joten se tutkitaan yleensa referenssilaboratoriossa. Suomessa jokaisesta
epaillystd malariatapauksesta tuleekin I3hettad ko. sively- ja paksupisaranaytteet

referenssilaboratorioon (padasiassa HUS parasitologian yksikko) (5, 10).



13

- -
T~

I ‘
Lahde: Kuva otettu CDC:n kuvapankista. https://www.cdc.gov/dpdx/malaria/index.html#tabs-1-2

Kuva 2. Sivelyvalmiste verindytteesta, jossa on havaittavissa P. falciparum rengasmuotoja.

Paksupisaranaytteessa verindytteen punasolukerroksia hajotetaan osmoottisesti vedelld, jonka

avulla parasiitit pystytaan havaitsemaan paremmin mikroskoopilla.
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Lahde: Kuva otettu CDC:n kuvapankista. https://www.cdc.gov/dpdx/malaria/index.html#tabs-1-2

Kuva 3. Paksupisaravalmiste verindytteesta, jossa on havaittavissa P malariaen muodostamia
trofotsoiitteja.

Mikroskopian haasteena on, etta se vaatii runsaasti kliinista kokemusta mikroskopoijalta. Kliinisen
kokemuksen kerryttaminen vaatii toistoa negatiivisten ja positiivisten malarianaytteiden
tulkinnasta. Matalan ilmaantuvuuden alueilla tdma on haasteellista vahaisien ndytemaarien takia

(11).

Aiemmin Suomessa oli monessa yliopistollisissa sairaaloissa paivystysdiagnostiikassa
mikroskopian lisaksi kaytossa malariapikatesteja, jotka perustuvat malarian tuottaman proteiinin
tunnistamiseen veresta antigeeniosoituksen avulla. Pikatesti on nopea diagnostinen testi
Plasmodium-loisen havaitsemiseksi, mutta se ei kykene tunnistamaan parasitemia-astetta ja se
saattaa antaa vaaria positiivisia tuloksia ristireagoinnin takia. Antigeenitestien on todettu olevan
huonoja tunnistamaan latentteja ja alhaisen parasitemia-asteen infektioita. Antigeenitesti-
osoitukseen perustuvista pikatesteista kuitenkin luovuttiin useissa yliopistollisissa sairaaloissa
huonon herkkyyden vuoksi ja NhO-testien ollessa tarkempia ja herkempia aiempiin pikatesteihin
verrattuna seka mahdollisesti kustannustehokkaampia. (11,13). Antigeenitesti on kuitenkin

edelleen kaytdssa Suomessa paivystysdiagnostiikassa joissakin laboratorioissa (14).
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2.8 Malarian parasitemia-asteen seuranta ja sen haasteet

Parasitemia-asteen madritys on tarkedssa roolissa arvioitaessa annetun hoidon vastetta ja
kuvatessa taudin vakavuutta. Etenkin P. falciparumin hoidossa se on erityisen tarkeaa, silla korkean
parasitemia-asteen tiedetaan aiheuttavan vakavia komplikaatioita, jotka ovat harvinaisia muissa
malarian muodoilla. Tavallisesti parasitemia-asteen seurantatiheys maaraytyy potilaan
yleiskunnon mukaan. Tyypillisesti seurantaa toteutetaan malarian vaikeusasteesta riippuen joko
useita kertoja pdivassa tai lievemmissa tapauksissa harvemmin, esim. vuorokauden valein. Talla
hetkella Suomessa monissa laboratorioissa kaytossa olevalla NhO-testilla ei pystyta seuraamaan
parasitemia-astetta eika nain ollen infektion vaikeusastetta ja ladkehoidon vastetta. Taman vuoksi

parasitemia-asteen seurantaan kaytetaan yleensa mikroskopiamenetelmia.

Tulevaisuuden haasteena on kehittda NhO-testi, joka on riittavan tarkka ja herkka tunnistamaan
malarian ja joka kykenee myoOs lajimadritykseen ja parasitemia-asteen maarittamiseen.
Tamankaltainen NhO-testi olisi hyva, silla sen avulla mikroskooppisen osaamisen tarve vahenisi ja
potilaat olisivat tasa-arvoisemmassa asemassa riippumatta asuinpaikkansa etdisyydesta
referenssilaboratorioon. Lisaksi vahaoireisemmat matalan parasitemia-asteen malariainfektiot

voisivat olla helpommin tunnistettavissa.

3. Kirjallisuuskatsaus

3.1 Tavoitteet

Katsauksen tavoitteena on etsid kirjallisuudesta ja julkaisuista tietoa nykyisista ja uusista kehitteilla
olevista NhO-testeista ja erityisesti niiden herkkyydesta ja tarkkuudesta malariaplasmodien
tunnistamisessa seka kyvysta seurata infektion parasitemia-astetta kliinisissa potilasnaytteissa.
Tavoitteena on selvittda, onko markkinoille tullut tai tulossa NhO-testeja, jotka ovat herkkia
tunnistamaan malariainfektion ja kykenevat tarkkaan lajimaaritykseen seka parasitemia-asteen
seurantaan hoidon toteutuksen aikana. Yksi paatavoittesta on selvittda uusien tai kehitteilla

olevien NhO-testien suorituskyky verrattuna mikroskopiaan.
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3.2 Aineisto ja menetelmat

Katsaus rajattiin niin, etta siihen kaytettava aineisto koostuu paaasiallisesti malarian
diagnostiikasta NhO-testeilld sen matalan ilmaantuvuuden alueilla. Katsaukseen etsitty aineisto
rajattiin vuodesta 2016 eteenpain, silla katsauksen aiheena ovat kaytdssa ja kehitteilla olevat NhO-

testit. Aineistoa etsittiin paaasiallisesti PubMed tietokannasta (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).

Hakutermeind kaytettiin mm. "Malaria’AND"parasite-density”, "parasitemia”, "diagnostic test”,
"nucleid acid”, "PCR” AND "non-endemic” ja "screening”. Artikkeleiden aiheina olivat mm.
diagnostiikan haastavuus matalan ilmaantuvuuden alueilla ja erilaisten diagnostisten tydkalujen
vertailu, kuten silmukkavalitteiseen isotermaaliseen DNA:n monistukseen perustuvan PCR:n
(LAMP, loop-mediated isothermal DNA amplification) ja reaaliaikaisen PCR:n (Real-time PCR, RT-PCR)
suorituskyvyn vertailu matalan ilmaantuvuuden alueilla. Lisaksi tietoa etsittiin suomenkielisista
lahteista mm. Duodecimin Mikrobiologian ja Infektiotautien kirjoista, THL:n internetsivuilta,
Terveysportin artikkelista ja Duodecimin artikkeleista (1,4-6,10-12). Tietoa etsittiin myds

englanninkielisesta kirjallisuudesta WHO:n sivuilta, ECDC:sta ja CDC:sta (2,3,9,16).
3.3 Nykyiset nukleiinihapon osoitusmenetelmat

Nukleinihappo-osoitukseen pohjautuvat testit tulivat ensi kerran markkinoille malarian
diagnostiikkaan maailmalla 1990-luvun lopussa, ja malarian diagnostisena valineena ne ovat

yleistyneet viime vuosikymmenen aikana (11).

Nukleiinihapon-osoitukseen perustuvissa testeissa perusperiaatteena on pyrkia loytamaan
etsityn parasiitin DNA:ta sen eksponentiaalisen monistuksen avulla. Perinteisessa PCR:ssa
prosessi alkaa niin, etta potilaalta otetaan pieni maara verta, n. 3 ml, josta pyritaan eristamaan
etsittya DNA:ta. Eristettya DNA:ta monistetaan reagenssisarjan kahdella alukkeella ja DNA-
polymeraasilla eksponentiaalisesti syklisesti vaihtuvassa lampétilassa (tyypillisesti valilla 50-98
°C). Kahdella alukkeella pyritdan rajaaman tietty patka kohde-DNA:ta, jota halutaan monistaa.
Monistusvaihe kestaa yleensa 1-3 h ajan, jonka jalkeen laitteistosta analysoidaan, 16ytyyko etsittya

DNA:ta (11).

Nykyisin monissa Suomen sairaaloissa on kaytantona tehda NhO-testi paivystyksellisesti potilailta,

joilla epailladn malariaa. NhO-testi tehdaan 3 ml EDTA-naytteesta (10,12).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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Malarian NhO-diagnostiikassa on kaytossa talla hetkella paaasiallisesti kahden tyyppisia NhO-
testeja, joista ensimmainen on silmukkavalitteiseen isotermaaliseen DNA monistukseen (LAMP,
loop-mediated isothermal DNA amplification) perustuva PCR-testi. LAMP-PCR on
helppokayttdisempi ja tehokkaampi aiempiin PCR-testeihin vertailtuna (17). Toinen yleisimmin
kaytetty NhO-testi on RT-PCR, joka perustuu spesifisen DNA-alueen monistamiseen ja sen

havaitsemiseen merkkiaineen avulla (18).

Vuosien saatossa on tehty tutkimuksia, joissa NhO-testien on todettu olevan mikroskopiaa
herkempia tunnistamaan Plasmodium-infektioita, etenkin kun kyseessa on matala parasitemia-
aste tai sekainfektio (19). NhO-testit ovat hyva tydkalu mikroskopian ohelle, silla niiden avulla
voidaan diagnosoida infektioita, joita mikroskopialla ei ole mahdollista diagnosoida. NhO-testien
avulla pystytaan vahentamaan vaarista negatiivisista diagnooseista koituvaa taloudellista taakkaa
mahdollistamalla ajoissa tapahtuva hoidon aloitus. Kdantopuolena PCR:aan perustuvat testit ovat

kalliimpia ja usein enemman aikaa vievia perinteiseen mikroskopiaan verrattuna (20).
3.3.1 LAMP-PCR

LAMP-PCR:n erona perinteisiin PCR-testeihin on se, ettd se toimii vakioidussa lampotilassa,
alukkeita on yleensa 4-6 kpl ja laitteisto on yksinkertaisempi. LAMP on yleensa perinteiseen
PCR:dan verrattuna nopeampi menetelma, silla se ei vaadi syklista lampétilan muutosta ja
alukkeita on enemman, joten kohde-DNA:sta pystytaan tunnistamaan useita eri sekvensseja ja
tama taas nopeuttaa DNA:n monistusta. LAMP-testin etuna on, etta monistettavia kohteita on
useampia, mika nostaa tutkimusmenetelman herkkyytta ja tarkkuutta aiempiin menetelmiin
verratuna (21). Suomessa on talld hetkelld kaytdssa Alethia Malaria -NhO-testi, joka perustuu

LAMP-menetelmaan (10).
3.3.1.1 LAMP-PCR suorituskyky

LAMP-PCR on alkanut yleistyd viimeisen kymmenen vuoden aikana. Sen etuna on
helppokayttdisyys, vahainen koulutustarve ja nopea n. 1 h 30 min suoritusaika. LAMP-PCR on
osoittanut herkaksi ja tarkaksi malarian tunnistamisessa ja se kykenee osoittamaan kaikkien
malarialajien aiheuttamat infektiot. Rajoituksena on testin kallis hinta ja se, ettd se ei kykene

tarkkaan lajimaaritykseen eika parasitemia-asteen arviointiin (22).



18

Espanjassa toteutettiin tutkimus, jossa vertailtiin Alethia-Malaria -NhO-testin suorituskykya
referenssi-PCR-testin suorituskykyyn. Aineistoksi valikoitu 114 malarian kotoperaisilta alueilta
palannutta matkailijaa, joista 85 sairasti malariaa. Alethia LAMP-testi parjasi hyvin verraten
referenssimenetelmaan, jolla meni tulosten kasittelyyn 6 tuntia Alethian testin ollessa selvasti
nopeampi. Testin herkkyys oli 98.84 %, tarkkuus 94.74 % ja kappakerroin 0.94. Tutkimuksessa
testin alhaisimmaksi havaitsemisrajaksi malariainfektioille maaritettiin 0,075 parasiittia/pl. Vaarat
tulokset tulivat yhdesta havaitsemattomasta P. malariae -infektiosta ja yhdesta naytteesta, jonka
Alethia-testi tulkitsi virheellisesi positiiviseksi. Syyna vaaraan positiiviseen tulokseen arveltiin

olevan naytteen kontaminaatio (22).

LAMP-PCR:n hyvaa suorituskykya tukee myos Yhdysvalloissa suoritettu retrospektiivinen tutkimus,
jossa Alethia-testin suorituskykya vertailtiin PET-PCR (photo-induced electron transfer-PCR)
menetelmaan. Naytteita tutkimuksessa oli 95 kappaletta, joista 90 oli positiivisia malariainfektion
suhteen. Alethia-testi tunnisti 66 P. falciparum, viisi P. vivax, kahdeksan P. ovale ja kuusi P. malariae
-infektiota seka 3 sekainfektiota ja kaksi P. knowlesi -infektiota. Alethia-testin herkkyys oli 100 % ja

tarkkuus 100 % kappakertoimen ollessa 1 (23).

Myds ranskalaisessa 2017 julkaistussa tutkimuksessa saatiin lupaavia tuloksia LAMP-PCR
pohjaisen illumigene Malaria -testin (Alethia Malaria -testin aikaisempi nimi) hyvasta
suorituskyvysta.  Tutkimus toteutettin  yhden vuoden ajanjaksolla Ranskassa ja
referenssimenetelmana malarian diagnosointiin kaytettiin sively- ja -paksupisaravalmisteiden
mikroskopiaa. Naytteita tutkimuksessa kerattiin 310 kappaletta ja ne arviotiin reaaliaikaisella
PCR:lla seka mikroskopoinnilla. Mikroskopia totesi 83 positiivista naytettd, kun taas LAMP totesi 93
naytetta positiiviseksi. Nelja naista positiivisista naytteista oli vaaria positiivisia tuloksia. Herkkyys
llumigenen testilla oli 100 %, tarkkuus mikroskopiaan verraten 94.64 % ja negatiivinen
ennustearvo 100 %. Illumigene-testilta jai tunnistamatta yksi P. vivax infektio. Testitulokset saatiin

alle tunnissa ja hinta-arvioksi tuli n. 25 dollaria per testi (24).
3.3.1.2 LAMP-PCR:n kaytto diagnostiikassa

LAMP-PCR on hyva tydvaline malarian diagnostiikkaan sen hyvan suorituskyvyn ja
helppokayttdisyyden vuoksi. Se voisi soveltua ensilinjan tutkimukseksi, kun halutaan tietaa, onko

potilaalla malariainfektio. Se vaatii kuitenkin aina mikroskopialla toteutettavan diagnostiikan
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tuekseen, silla LAMP PCR:lla ei pystyta lajimadritykseen eika parasitemia-asteen arvioon. Lisaksi
tutkimuksissa osoitettin  LAMP-PCR:n ongelmaksi vaarat positiiviset tulokset negatiivisissa

kontrollinaytteissa seka kontaminoitumisesta aiheutuvat vaarat positiiviset testitulokset (25).
3.3.2 RT-PCR

RT-PCR perustuu spesifisen DNA-alueen monistamiseen ja samanaikaisesti tapahtuvaan
monistuneen DNA:n havaitsemiseen fluoresoivan tai vinrean merkkiaineen avulla. Havaitseminen
tapahtuu, kun fluoresoivaa tai vihreaa merkkiainetta kiinnittyy DNA-juosteisiin samanaikaisesti
monistuksen tapahtuessa. Merkkiaine havaitaan PCR-laitteessa fluoresenssina, jonka avulla testi
pystyy maarittamaan ilmentyneen DNA:n maaran ja tunnistamaan kohde-DNA:n. Yleisesti RT-

PCR:ssa on kaytetty SYBR green tai TagMan -koettimia (18).

RT-PCR voidaan jakaa viela erikseen ns. monoplex- ja multiplex-RT-PCR:dan. Monoplex-PCR:n
avulla pystytaan tunnistamaan vain yksi Plasmodium-laji, kun taas multiplex-PCR:lla pystytaan
tunnistamaan samanaikaisesti useampia Plasmodium-lajeja. Monoplex-PCR:n etuna on sen
helppokayttdisyys ja nopeus verrattuna multiplex-PCR:aan, parempi tarkkuus tunnistamisessa ja
edullisempi hinta. RT-PCR:n avulla pystytéaan arvioimaan parasitemia-astetta suhteuttamalla

monistuneen DNA:n maara kalibroituihin arvoihin (26).
3.3.2.1 RT-PCR suorituskyky

RT-PCR:n suorituskykyyn ja tuloksiin vaikuttavat monet tekijat, kuten naytteiden kasittely,
reagenssien laatu, kohdealueen valinta oligonukleotideilld ja olosuhteet, kuten Iampétila. Yleisesti
reaaliaikaisen PCR:n suorituskykya on pidetty hyvana, johtuen sen kyvysta tunnistaa
malariainfektio hyvalla herkkyydelld tarjoten samanaikaisesti lajimaarityksen. Viime vuosien
aikana on julkaistu runsaasti tutkimuksia RT-PCR-menetelman mahdollisuuksista parasitemia-

asteen maarittamisessa.

Ranskalaisessa v. 2008 julkaistussa vertailututkimuksessa analysoitiin 15 tutkimuksesta saatuja
tuloksia, joissa verrattiin RT-PCR:n suorituskykya mikroskopiaan. Vertailututkimuksien perusteella
1108 potilasta todettiin positiiviseksi malariainfektion suhteen mikroskopialla ja 1204 RT-PCR:lla.
Kaikki mikroskopialla positiiviset potilaat olivat myds RT-PCR:lla positiivisia, ja tdman herkkyyden

katsottiin olevan 4.4 % parempi mikroskopiaan verrattuna (27).



20

Lisaksi hollantilaisessa Leidenin yliopistollisessa sairaalassa tehdyssa tutkimuksessa vertailtiin
yhdeksan vuoden aikana kerattyja malariandytteita RT-PCR:n herkkyydessa perinteiseen
mikroskopiaan verrattuna. Naytteita kerattiin 839 kappaletta 825 potilaalta. Naista RT-PCR havaitsi
56 positiivista naytetta. Tutkimuksen aikana ei havaittu P knowlesi tai sekainfektiota.
Mikroskopialla ei kyetty havaitsemaan yhta P. malariaen aiheuttamaa infektiota, joka olisi jaanyt
huomaamatta, jos kaytossa ei olisi ollut RT-PCR-menetelmaa. RT-PCR:n todettiin olevan herkempi
ja tarkempi mikroskopiaan verrattuna. Lisaksi kolmea P. falciparum infektiota seurattiin hoidon
aikana mikroskopialla ja RT-PCR:lld 5-12 naytteen verran. Mikroskopiassa ndytteet muuntuivat
negatiiviseksi 4-8 paivan sisalla hoidon aloituksen jalkeen. Naissa kaikissa kolmessa infektiossa
mikroskopia naytti negatiivista tulosta ennen PCR-menetelmaa. Kaytossa olleen RT-PCR:n CQ-

arvot olivat verrannollisia mikroskopian tuloksiin parasiittitiheyden arvioinnissa (28).
3.3.2.2 RT-PCR:n kayttd diagnostiikassa

RT-PCR on ollut jo vuosituhannen vaihteesta lahtien kaytossa diagnostiikan kulmakivena
mikroskopian tukena. Sen on todettu olevan erittain herkka ja tarkka, mutta ei kuitenkaan taysin
ongelmaton. Yksi tarkeimmista syistd, minka takia RT-PCR ei ole vakiinnuttanut paikkaa
ensisijaisena tutkimuksena mikroskopian sijasta, on sen pitka analysointi aika, joka menee
tulosten valmistumiseen (28). Lisaksi RT-PCR vaatii monimutkaisempia laboratoriolaitteita ja
enemman henkildkuntakoulutusta seka se on hinta-arviolta kalliimpi perinteisempaan

mikroskopiaan verrattuna (29).

3.4 Kehitteilla olevat nukleiinihapon osoitusmenetelmat

3.4.1 RealStar PCR

RealStar PCR on altona Diagnostics -yhtion kehittama reaaliaikainen multiplex-PCR, joka kykenee
malarian tunnistamisen lisaksi lajimaaritykseen ja parasitemia-asteen arviointiin. Se on kehitetty
Saksassa ja sen tavoite on helpottaa malarian diagnostiikkaa matalan ilmaantuvuuden alueilla,
joilla mikroskopiakokemuksen kerryttaminen on haastavaa. Se ei kykene tunnistamaan P. knowlesi
-infektiota, mika rajoittaa sen kayton kannattavuutta Aasiassa, silla kyseista Plasmodium-lajia

esiintyy paaasiallisesti vain Kaakkois-Aasiassa [29].
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3.4.2 RealStar PCR:n suorituskyky

Saksassa tehtiin v. 2019 julkaisu, jossa verrattiin Hampurissa kehitetyn RealStar Screen&Type -
PCR-testin suorituskykya mikroskopiaan. Tutkimus toteutettiin Saksassa, ja tutkimusnaytteet oli
otettu trooppisilta alueilta palanneilta matkailijoita. 817 potilaalta kerattiin yhteensa 1022 EDTA-
verindytettd, joista 247 naytteen (24,2 %) todettiin olevan positiivisia Plasmodium-DNA:n suhteen.
179 (72,5 %) naista naytteista testattiin positiivisiksi seka mikroskopian etta lajikohtaisen PCR:n
avulla. Naytteista 68 kpl (27,5 %) oli positiivisia vain lajikohtaisella PCR:ll&. Tahan ajateltiin syyksi
parasitemia-asteen tippuminen niin matalaksi, etta infektioita ei kyetty enaa havaitsemaan

mikroskopialla (30).

RealStar PCR-testin herkkyys mikroskopiassa positiivisiin naytteisiin verrattuna oli 98,9 %. RealStar
onnistui tunnistamaan sekainfektiot, joita todettiin tutkimuksen aikana kolme kappaletta.
Mikroskopia identifioi virheellisesti yhden P. vivax infektion P. ovale infektioksi, mika varmistettiin
toisella PCR-menetelmalla. Lisaksi tutkimuksessa oli kaksi potilasta, joilla diagnosoitiin
mikroskopialla P. falciparum-monoinfektio, mutta nama tunnistettiin myéhemmin RealStar PCR:lla

P. falciparumin ja P. vivaxin sekainfektioksi (30).

Tutkimuksessa tarkasteltiin myds RealStar PCR:n kykya seurata parasitemia-astetta. Ct-arvot, jotka
kuvastavat parasitemia-astetta, olivat taman tutkimuksen mukaan mikroskooppiseen
parasiittitiheyteen verrattuna matalan ja kohtalaisen luotettavia. R? vaihteli valilla 0,20 ja 0,26,
mika osoittaa sen, ettd RealStar PCR ei ole erityisen hyva parasitemia-asteen seurannassa

verratuna mikroskopiaan (30).

Lisaksi Espanjassa tehtiin retrospektiivinen tutkimus, joka toteutettiin Malaria and Emerging
Parasitic Diseases -laboratoriosta saaduilla referenssinaytteilld. Naytteet otettiin malarian
kotoperdisilta alueilta palanneilta matkaajilta ja maahanmuuttajilta ja ne tutkittiin Espanjan
malarian referenssilaboratoriossa. Tutkimuksessa verrattiin RealStar Malaria Screen&Type -PCR:n
suorituskykya malarian tunnistamisessa, havaitsemisrajassa ja lajinmadarityksessa. Tutkimuksessa
analysointiin yhteensa 121 naytetta. Jokaisesta Plasmodium-lajista oli 15 naytetta ja sekainfektiota
sisaltavia naytteita oli 16 ndytettd. Lisaksi naytteiden joukossa oli 15 naytettd, jotka olivat
Plasmodium-lajien suhteen negatiivisia, mutta sisalsi muita parasiittilajeja. Tutkimuksessa ei
havaittu ristireaktioita muiden parasiitti-infektioiden kanssa. NhO-testi antoi negatiivisen tuloksen

yhdelle P. ovale -infektiolle ja tunnisti vaarin kaksi sekainfektiota, joista ensimmaisen
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kolmoisinfektioksi ja toisessa infektiossa P. falciparum + P. malariae -infektion yksittaisena P.
malariae infektiona. Taten retrospektiivisessa tutkimuksessa RealStar-testin herkkyydeksi saatiin
97,5 %. Havaitsemisraja vaihteli testilla lajikohtaisesti, jossa matalin havaitsemisraja todettiin P.
vivaxilla sen ollessa 0.09 parasiittia/pl, kun taas korkein havaitsemisraja, 2,00 parasiittia/pl

todettiin P. ovalella (31).

Tutkimuksessa todettu RealStar PCR-testin keskimaarainen aika valmiiseen tulokseen oli
keskimaarin nelja tuntia, ja testin todettiin olevan yksinkertaisempi ja helppokayttdisempi
aiempaan PCR-referenssimenetelmaan verrattuna. RealStar-PCR:n todettiin olevan selvasti
herkempi malariainfektion osoittamisessa kuin perinteinen mikroskopia, jossa havaitsemisrajana

malariainfektiolle on pidetty n. 100 parasiittia/pl (31,32).
3.4.3 MCOO4-RT-PCR

MC004-RT-PCR on Hollannin yliopistollisessa sairaalassa kehitetty reaaliaikainen multiplex-PCR.
MC004 perustuu malarian mitokondriaalisen DNA:n tunnistamiseen kolmen fluoresoivan
merkkiaineen avulla, josta se luo sulamiskayran. Sulamiskayran avulla pystytaan tekemaan tarkka
lajimaaritys seka muodostamaan arvio parasitemia-asteesta. Verindytteenotosta kuluu arviolta 4

h tulosten valmistumiseen (33).

3.4.4 MC004-RT-PCR suorituskyky

V.2021 julkaistussa hollantilaisessa tutkimuksessa esiteltiin uusi hollantilaisen bioteknologiayrityk-
sen kehittdma MCO004-NhO-testi. Tutkimuksessa keskityttiin padasiassa MC004-RT-PCR:n analy-
sointiominaisuuksiin. Tutkimuksessa kaytetyt naytteet olivat padasiassa referenssindytteits,
mutta mukana oli myo6s potilasnaytteita ja synteettisia naytteitd. Analysointitulokset osoittivat,
ettda MC004 ei tuottanut vaaria positiivisia tai negatiivisia tuloksia. Testin tulosten avulla pystyttiin
luomaan kalibrointikayria P. falciparum -infektion parasitemia-asteen maarittamiseksi. Tutkimuk-
sessa ei maaritelty, kuinka monesta naytteesta parasitemia-astetta maariteltiin, mutta tutkimus-
tuloksien mukaan MCO04-testi pystyi madrittamaan parasitemia-asteen ja sen todettiin olleen riit-
tavan tarkka erityisesti kriittisissa kohdissa, kuten 2 %:n parasitemia-asteessa. Parasitemia-astetta
arvioitiin vertailemalla kalibrointikayrien Cg-arvoja tiedettyihin mikroskooppisesti arvioituihin pa-

rasiittitineyksiin. Tutkimuksessa mainittiin, etta testin todellinen suorituskyky eri Plasmodium-
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lajien ja parasitemia-asteiden osalta on viela varmistettava tulevaisuudessa empiirisesti. Tutki-

muksessa ei seurattu, kuinka pitkdan naytteet sailyivat positiivisina verrattuna mikroskopiaan (33).

Hollantilaisessa v. 2023 julkaistussa tutkimuksessa verrattiin MC004 NhO-testin kliinista suoritus-
kykya malarian havaitsemisessa ja tunnistamisessa mikroskopiaan ja RDT-antigeenitestiin. Tutki-
mus suoritettiin Hollannissa ja tutkimukseen kertyi 318 verindytetta 304 potilaalta. Malaria osoit-
tautui positiiviseksi 34 potilaalta ja MC004-testin herkkyys oli 100 % malariainfektioiden tunnista-
misessa. Tutkimuksen mukaan perinteisella mikroskopialla olisi jaanyt yksi P. vivax -infektio huo-
maamatta. MC004-testi tunnisti kaikki infektiot, mutta lajintunnistuksessa se tunnisti kertaalleen
sekainfektion yksittaiseksi infektioksi: P. falciparum ja P. vivax -sekainfektio oli virheellisesti identi-
fioitu P. falciparum -infektioksi. Tutkimuksen tulosten mukaan MC004-testi pystyi havaitsemaan
Plasmodium-DNA:ta, vaikka mikroskopiassa ei nahty enaa parasiitteja, mutta tutkimus ei kuiten-

kaan eritellyt, missa kohtaa tama ajallisesti tapahtui (34).

Tutkimuksessa seurattiin erikseen MC004-testin avulla hoidon vastetta kahdeksalta malariaan
sairastuneelta potilaalta. Nailta potilailta otettiin tiiviisti paivittain naytteita ja seurattiin aikavalia,
jonka aikana naytteet muuttuivat negatiivisiksi. MC004-testi antoi ensimmaista kertaa negatiivisen
tuloksen 7 paivan kuluttua malarialaakityksen aloittamisesta yhdelle P. vivax ja yhdelle P. ovale -
tartunnan saaneelle potilaalle ja 4-20 paivan kuluessa P. falciparum -tartunnan saaneille. PCR-

naytteet pysyivat mikroskopiaa pidempaan positiivisina (34).

MCO004-testin suorituskykya parasitemia-asteen arvioinnissa vertailtiin mikroskopian kanssa
maarittamalld parasitemia-aste 19 P. falciparum -naytteestd. MCO04-testilla maaritetyt
parasitemia-asteet olivat 14 naytteessa mikroskopian maarittaman 95 %: n luottamusvalin sisalla
ja verrannollisia mikroskopian lukemiin. Kuitenkin viidessa naytteessa, mukaan lukien kaksi
korkeinta parasitemiatasoa (4,2 % ja 3,5 %), MC004-testin maarittamat tasot jaivat luottamusvalin
ulkopuolelle. MCO04-testin todettiin aliarvioivan yli 4 %: n parasitemia-asteen lukemia, joka on raja

vaikealle malarialle (34).

Seuraavassa tutkimuksessa arvioitin  MCO0O04-testin  suorituskykya  Plasmodium-lajien
havaitsemisessa ja erottelussa. Tutkimus suoritettiin Adaman malarian diagnosointi- ja

hoitokeskuksessa Etiopiassa. Verinaytteita kerattiin 150 potilaalta, joilla epailtiin malariaa (35).
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Tulosten mukaan malariainfektio havaittiin 59 naytteessa mikroskopialla ja 62 naytteessa MC004-
testilla. Kolme naytettd, jotka olivat negatiivisia mikroskopialla, todettiin positiiviseksi MC004-tes-
tilla. Naista infektiosta kaksi oli P. vivax ja yksi P. falciparum -infektio. Tutkimuksessa ei ollut mala-
riapositiivisia potilaita, jotka olisivat olleet mikroskopian valossa positiivisia, mutta negatiivisia
MCO004-testilla. MCO004 -testin herkkyys oli 100 % ja tarkkuus 96,7 % verrattuna mikroskopiaan.
Kappa-arvo oli 95,8 %, mika osoittaa MC004-testin olevan erittain yhtenevainen tarkkuudessa ja
herkkyydessa mikroskopiaan verrattuna. Mikroskopia tunnisti 7 sekainfektiota (P. vivax ja P. falcipa-
rum), mutta MC0O04 RT-PCR ei tunnistanut yhtaan sekainfektiota. Kuusi ndista sekainfektioista tun-
nistettiin MC004-testilla monoinfektiona P. vivaxiksi ja yksi P. falciparumiksi. Kappa-arvo lajien tun-
nistamisessa oli 87,2 %, mutta sekainfektioita tunnistettaessa kappa-arvo oli 61 %. Tutkimuksessa
ei keskitytty parasitemia-asteen seurantaan eika tarkasteltu, kuinka pitkaan malarianaytteet na-

kyivat positiivisina hoidon aloituksen jalkeen (35).

Tutkimuksen lopussa pohdittiin, etta PCR:n suorituskyvysta sekainfektioiden tunnistamisessa on
ristiriitaista tietoa, silla osassa tutkimuksissa MC004-testin kyky tunnistaa sekainfektioita oli mik-
roskopiaa parempi, kun taas toisaalta osassa tutkimuksia MC004 on ollut heikompi sekainfektioi-
den tunnistamisessa. Syyksi tdhan on ajateltu mm. menetelmalliset erot laboratorioiden tutkimus-

protokollissa, joita ei tarkemmin eritelty (35).
3.4.5 FRET RT-PCR

FRET RT-PCR (Fluorescence Resonance Energy Transfer) on reaaliaikaiseen nukleiinihappo-
osoitukseen perustuva menetelma, jossa jokaiseen koetinjuosteeseen on kiinnitetty fluoresoivaa
merkkiainetta molemmille puolille juostetta. DNA:n monistuessa koetinjuosteet kiinnittyvat
spesifisesti kohde-DNA:han saaden aikaan fluoresoivien molekyylien reagoinnin keskenaan, joka
rekisterdityy PCR-laitteelle havaittavana valona. PCR-laite tulkitsee havaitun valon voimakkuuden
ja sen muuttumisen ajan kuluessa, jonka avulla voidaan arvioida ilmentyneen DNA:n maaraa ja
tehda arvio parasitemia-asteen maarittamiseen. Testin suoritusajaksi DNA:n eristamisesta

valmiiseen tulokseen arvioitiin menevan keskimaarin alle kaksi tuntia (36).

3.4.6 FRET RT-PCR:n suorituskyky
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Seuraavassa tutkimuksessa kaydaan lapi FRET RT-PCR:n kykya tunnistaa malariainfektio
luotettavasti seka sen potentiaalia tulla uudeksi tyokaluksi muiden NhO-testien ohelle
malariainfektion tunnistamisessa ja parasitemia-asteen seurannassa. Tutkimus toteutettiin
Englannissa vuosina 2016-2020 kayttaen FRET RT-PCR menetelmaa verraten sita standardisoituun
PCR-menetelmaan. Tutkimuksessa analysoitiin 56 referenssindytetta, jotka oli testattu UK
NEQASIn (United Kingdom National External Quality Assessment Service) toimesta standardisoidulla
PCR-menetelmalla ennen tata tutkimusta. Kaikkiaan 56 naytteesta 46 oli positiivisia ja lajimaaritys
FRET RT-PCR:lla onnistui tarkasti. Kaikki kymmenen naytetts, jotka antoivat negatiivisen tuloksen,
olivat DNA-naytteitd mm. Leishmaniasta, Babesiasta, Pneumocystiksestd ja Toxoplasmasta. Nama

DNA-ndytteet eivat aiheuttaneet ristireaktiota FRET RT-PCR:ssa.

Kyseisen menetelman suorituskykya arvioitiin laimentamalla P. falciparum -naytteita
kymmenenkertaisella laimennuksella, josta saatiin selville, ettd FRET RT-PCR -menetelmalld
pystytaan havaitsemaan 200 parasiittia/pl verta. Sekainfektioita luotiin keinotekoisesti
tutkimukseen yhdistamalla P. falciparum joko P. vivaxin kanssa tai P. ovalen kanssa. Menetelma
tunnisti kaikki sekainfektiot, eika tutkimuksessa havaittu vaaria tuloksia. Lisaksi tutkimuksen
tulosten mukaan FRET RT-PCR-menetelmaa pystyttiin luotettavasti kayttamaan parasitemia-
asteen maarittamiseen. Arvio tehtiin vertailemalla Cp-arvoa tiedettyyn P. falciparum -madraan
mikrolitraa kohden. Cp-arvoilla ja mikroskooppisesti maaritettyjen parasiittitiheysarvojen valilla oli
selva korrelaatio. Tutkimuksen lopuksi todettiin, etta parasiittitiheyden maarittdminen on FRET RT-
PCR:lla tehokkaampaa ja vdahemman aikaa vievaa kuin perinteisilla menetelmalla, etenkin hoidon

ensimmaisen kolmen paivan aikana (37).

Yhdessa FRET RT-PCR:aa kasittelevassa julkaisussa kasiteltiin NhO-testin tuomia etuja ja haasteita
tulevaisuuden diagnostiikassa. Julkaisussa pohdittiin, etta tulevaisuudessa FRET-pohjainen PCR
tarjoaisi tarkempaa malarialajien tunnistamista, madritysta ja parempaa parasitemia-asteen
arviointia. Lisaksi FRET-biosensorien sovellusten parantuessa niiden odotetaan saavan
merkittavan roolin malarian diagnostiikassa ja ihmisen terveyden parantamisessa. FRET-
menetelman haasteiksi mainittiin mm. epaspesifisen sitoutumisen aiheuttamat vaarat positiiviset
tulokset ja laitteiston puutteellinen kyky erottaa fluoresoivan signaalin lahde, joka voi vaikuttaa

tulokseen (36).
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3.4.7 TagMan In-house PCR

TagMan In-house PCR on kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR menetelmd, joka tunnistaa kaikki
Plasmodium-lajit ja kykenee lajimaaritykseen P. falciparumin suhteen. Se perustuu merkkiaineilla
tapahtuvaan malarian 18S-rRNA-sekvenssin tunnistamiseen ja P. falciparumille spesifisen var-
geenin tunnistamiseen. Menetelma on kehitetty ranskalaisessa laboratoriossa, eika se ole

kaupallisesti saatavilla (38).

3.4.8 TagMan In-House PCR:n suorituskyky

Ranskalaisen malarian referenssikeskuksen tutkimusryhma julkaisi Malaria Journalissa v. 2022
tutkimuksen, jossa vertailtin neljaa kvantitatiivista RT-PCR-menetelmaa ja mikroskopiaa
keskendan. Tutkimuksen referenssimenetelmaksi valikoitui LAMP-menetelmaan perustuva
Alethia Malariae -NhO-testi. Tutkimuksessa vertailtiin kahta kaupallista PCR-testia ja kahta
laboratoriossa kehitettya PCR-testia keskenaan. Vertailtavia PCR-testeja olivat Bio-Evolution qPCR,
Ampliquick Malaria, In-House HRM ja In-House TagMan. Julkaisun tutkimustuloksien mukaan In-
House TagMan gPCR -menetelma oli vertailtavista PCR-menetelmista herkin ja tarkin, sen
herkkyyden ollessa 100 %. Tutkimuksen mukaan mikroskopian herkkyys oli 85,2 %, ja kaikki
mikroskopialla tunnistetut malariainfektiot pystyttiin tunnistamaan my®os kaikilla neljalla PCR-
testilla. Kaikki Alethia Malaria -testilla negatiiviset tulokset olivat negatiivisia myos neljalla

vertailtavalla PCR-menetelmalla (38).

TagMan-PCR pystyi tunnistamaan kaikki ne P. falciparum -infektiot, jotka jaivat havaitsematta
kaupallisilla testisarjoilla, osoittaen sen erityisen vahvuuden malarian diagnosoinnin
herkkyydessa. Tutkimuksessa havaittiin, etta TagMan-PCR-menetelmalld voidaan peilata
parasiittitineyttd CT-arvojen avulla. Tutkijat havaitsivat matalampien CT-arvojen vastaavan
suurempaa parasiittitiheytta (parasitemia-astetta) ja taman avulla TagManilla voitaisiin arvioida
malariainfektion vakavuutta tarkemmin. Tagman PCR:lla kyettiin tarkkaan lajimaaritykseen.
TagMan-PCR:n suorityskyky parasitemia-asteen maarittamisessa oli vahvistettu niin, ettd sen

tuloksien  CT-arvot osoittivat selkedad  korrelaatiota  mikroskopialla ~ maaritettyjen
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parasiittitiheyksien kanssa. Tutkimuksessa ei ollut mainintaa, kuinka pitkaan tulokset nakyivat

positiivisina hoidon aloituksen jalkeen (38).
3.4.9 18S gPCR

18S gPCR on kvantitatiivinen RT-PCR-testi, jossa voidaan mitata DNA:n madraa naytteessa
reaaliajassa kayttaen fluoresoivaa merkkiainetta, joka antaa signaalin, kun se liittyy oikeaan DNA-
kohtaan. Yksinkertaistettuna kohde DNA:n patka sitoutuu merkkaineeseen PCR:n aikana, jossa se
hydrolysoituu liittyessaan ja vapauttaa fluoresoivan signaalin. Taman signaalin avulla pystytaan

arvioimaan DNA-maaraa ja ndin parasiittitiheytta (39).
3.4.10 18S gPCR:n suorituskyky

Vuonna 2019 Tropical Medicine and Health -lehdessa julkaistussa tutkimuksessa vertailtiin 18S
gPCR:n suorituskykya parasitemia-asteen maarittamisessa P. falciparum -infektioissa. Kyseessa oli
2a-vaiheen tutkimus, jossa kasiteltiin potilaita, joilla oli komplisoitumaton P. falciparum -infektio.
Tutkimus toteutettiin 740 verindytteesta ja jokaisesta naytteesta suoritettiin kokeneiden
mikroskopoijien toimesta parasiittitiheyden laskenta sively- ja paksupisaranaytteista.
Tutkimuksessa 18S gqPCR:n DNA:n havaitsemisraja oli 22 parasiittia/pl. Tutkimuksessa kaikki

mikroskopiassa positiiviset naytteet olivat myos qPCR:lla positiivisia (40).

Tutkimuksessa keskimaarainen parasitemia-arvo naytteissa oli 810 parasiittia/ul ja Log 10
parasitemia-arvo 5,81 log10-yksikkda/ml. 18S gPCR:lla parasitemia-arvo oli 5,86 log10-yksikkda/ml
ja sisainen korrelaatiokerroin (intraclass correlation coefficient, ICC) 0,965 osoittivat erinomaista
johdonmukaisuutta mikroskopian ja gPCR-menetelman valilla. Tutkimuksen mukaan 18S gqPCR
testi ei kykene erittain matalan parasitemia-asteen kohdalla varmuudella erottamaan, onko
kohde-DNA peradisin elavasta vai kuolleesta parasiitista. Testi ei mydskaan pysty erottamaan onko

kohde-DNA peraisin soluvapaasta DNA:sta (40).
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4. Pohdinta

Laboratoriovarmennetuista malariainfektioista suurin osa todetaan malarian kotoperaisilla
alueilla, joissa diagnostiikka tapahtuu padasiassa mikroskopian ja RDT-testien avulla naiden
hyvasta kustannushyotysuhteesta johtuen (2). Malarian kotoperaisilla alueilla toimivilla
mikroskopoijilla on suuri etu mikroskopiakokemuksen kerryttamisessa, silla toistoa ja oikeita
malariatapauksia tulee paljon enemman verrattuna matalan ilmaantuvuuden alueilla toimiviin
laboratoriotydntekijoihin. Matalan ilmaantuvuuden alueilla malariaepadilyja tulee merkittavasti
vahemman, minka seurauksesta mikroskopiaosaamisen kerryttdminen on haastavampaa ja
diagnostiikkaa joudutaan osin keskittamaan referenssilaboratorioihin. Tama voi asettaa harvaan
asutettujen alueiden malariapotilaiden diagnostiikan ja hoidon epatasa-arvoisempaan asemaan,

silla tulosten saaminen voi olla viiveellista.

Vaihtoehtoisten diagnostisten valineiden, kuten NhO-testien avulla kyetdan tunnistamaan
malariainfektio herkasti ja menetelmasta riippuen mahdollisesti maarittdmaan taudin aiheuttava
Plasmodium-laji seka taudin vaikeusaste. Nama menetelmat eivat kuitenkaan kykene korvaamaan
mikroskopiaa useiden tekijoiden vuoksi, joita ovat mm. riittamaton tieto suorituskyvysta, pidempi
suoritusaika potilasnaytteesta valmiiseen tulokseen, niiden kompleksisuuden vuoksi vaadittava

asianmukainen laboratorio-osaaminen ja kouluttautuminen seka laitteistojen kalliit hinnat.

Katsauksessa kaytiin lapi kaytossa olevia ja kehitteilla olevia NhO-testeja, keskittyen erityisesti
niiden suorituskykyyn. Niiden toimintamekanismeissa seka suorituskyvyssa todettiin vaihtelua.
Suorituskyvyn havaittiin olevan yleisesti parempi malariainfektioiden tunnistamisessa, mutta yksi
epakohdista oli tutkimuksien ristiriitainen tieto NhO-testien kyvysta tunnistaa sekainfektioita
(28,29,31).Taman lisaksi yhdessa NhO-menetelmdssa osoittautui puute, silla se ei kyennyt

tunnistamaan P. knowlesi infektiota, joka ymmarrettavasti rajoittaa sen kayttdéa Aasiassa (30).

Tarkkoja kustannusarvioita NhO-testeista kasiteltiin varsin niukasti ja tutkimuksissa lahinna
todettiin NhO-testien olevan kalliimpia perinteiseen mikroskopialla tapahtuvaan diagnostiikkaan
verrattuna mm. kalliiden koulutusten, laitteistojen hintojen ja yllapidon vuoksi. Suoritusajat
vaihtelivat runsaasti, eika tarkkoja aikoja kerrottu kaikkien menetelmien osalta. Suoritusajat

vaihtelivat 2 h ja 4 h valilla (34,37).
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Monet NhO-testit kykenivat viela havaitsemaan naytteen malariaplasmodin suhteen positiiviseksi,
vaikka mikroskopiassa ei havaittu plasmodeja. Tama voi olla merkittavaa joissakin tapauksissa,
kuten laakehoidon jatkon arvioinnissa potilailla, joilla infektio on edelleen aktiivinen negatiiviseksi
jaaneesta mikroskopiaseurannasta huolimatta, seka tilanteissa, jossa potilaalla todetaan matalan
parasitemia-asteen infektio, joka jaisi mikroskopialla havaitsematta. Toisaalta NhO-testit eivat
kykene erottamaan onko DNA peraisin kuolleesta vai eldvasta parasiitista ja tasta johtuen tulokset
voivat sdilya pitkaan positiivisina esim. soluvdlitilassa olevasta kuolleiden parasiittien DNA:sta
johtuen (28,30,31,33). Tutkimustietoa hoitovasteen seurannassa saadun positiivisen tuloksen

kliinisesta merkittavyydesta tarvitaan tulevaisuudessa.

Jotta NhO-testit voisivat tulevaisuudessa kokonaan korvata mikroskopian matalan
ilmaantuvuuden alueilla, tarvitaan tulevaisuudessa viela lisaa tutkimuksia, joissa kasitelladn mm.
NhO-testien kykya arvioida infektion vaikeusastetta, positiivisten tuloksien kliinistd merkitysta
hoitovasteen arvioinnissa ja kykya tunnistaa sekainfektiota seka niiden kustannustehokkuuden

arviointia mikroskopiaan verrattuna ja niista aiheutuvan viiveen merkitysta hoidon toteutuksessa.
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