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Hinkuyskd on pitkakestoinen hengitystieinfektio, joka on Bordetella pertussis bakteerin
aiheuttama. Rokotusten avulla hinkuyskatapaukset on saatu laskuun eri puolilla maata, mutta
koska rokote tai infektio ei anna pitkdaikaista immuniteettia, esiintyy uusia hinkuyskatapauksia
vuosittain. Taudin diagnoosi Suomessa perustuu sekd oireisiin, ettd taudin vahvistukseen
laboratoriomenetelmilld. Jotkut ndistd menetelmistd ovat serologisia, eli ne mittaavat joko B.
Pertussis bakteerin komponentteja tai ainoastaan sen toksiinia kohtaan reagoivien vasta-
aineiden maaraa.

Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelualueen laboratorio on kayttanyt
hinkuyskadiagnostiikassa rinnakkain omaa ”In-House” -menetelmda ja ECDC:n (European
Centre for Disease Prevention and Control) suosittelemaa menetelmda. Taman opinnaytety6n
tarkoituksena oli vertailla ndiden kahden menetelman tuloksia keskenaan, ja koittaa saada
selville, onko toinen menetelma kenties toista tarkempi. Tavoitteena oli selvittda, miten
mikrobiologian osaston tulisi menetelmia kayttaa jatkossa.

Tavoite pyrittin saavuttamaan selvittdmalld vastaavatko "In-House” -menetelman Bordetella
pertussis IgA- ja IgM-vasteet ECDC:n suositteleman menetelman pertussis toksiini IgG-vasteita
(PT-IgG). Taman liséksi selvitettiin, voiko IgA- tai IgM-vasteita kayttda infektion ja rokotteen
aiheuttamien reaktioiden erottamisessa toisistaan, seka onko sukupuolella vaikutusta tuloksiin.
Vertailut suoritettiin analysoimalla biostatistikon laatimia taulukoita ja kuvioita. Tuloksista ilmeni,
ettd IgA- ja IgM-vasteet eivat anna selkedsti samanlaisia tuloksia kuin PT-IgG. Rokotusten
vaikutus ei ndy selkeasti tuloksista, eikd sukupuolten vélisid eroja ole. Pelkdstaan naiden
kahden menetelman vertailulla ei saavuteta tavoitetta, vaan Tyks-Sapa liikelaitoksen
mikrobiologian ja genetiikan palvelualueen taytyy tehda menetelmista jatkotutkimuksia.
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COMPARING TWO SEROLOGICAL ASSAYS USED
FOR THE DIAGNOSIS OF WHOOPING COUGH

Whooping cough is a highly contagious respiratory infection, which is caused by Bordetella
pertussis. Vaccinations have decreased the amount of whooping cough cases in different parts
of the world. Neither vaccinations nor infections give a long-term immunity against the disease,
which is why new whooping cough cases are diagnosed every year. In Finland, the diagnosis is
based on symptoms and laboratory confirmation. The confirmation can be done using e.g.
serological assays, which are designed to measure the amount of antibodies against B.
pertussis components, or solely against its toxin in the blood.

The microbiology and genetics laboratory at the public utility Tyks-Sapa has used their “In-
House” -method concurrently with the method recommended by ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control) for the diagnosis of whooping cough. The purpose of this
study was to compare the results of these two methods with each other, and try to find out
whether one method is potentially more accurate than the other. The objective was to find out
how the microbiology department should use the methods in the future.

To achieve the objective, the results gathered by a biostatistician were analyzed to find out if
IgA and IgM responses correspond with the pertussistoxin IgG (PT-IgG) response, and whether
IgA or IgM responses could be used to distinguish between infection and vaccination. In
addition, the results were analyzed to see whether gender had an influence on the responses.
The results showed that the IgA and IgM responses are not clearly similar with the PT-IgG
response, the effect of vaccinations is not evident, and gender differences do not exist. The
microbiology and genetics laboratory at the public utility Tyks-Sapa needs to conduct further
research, because a comparison of these two methods alone cannot achieve the objective.

KEYWORDS:

Whooping cough, Bordetella pertussis, Serology



SISALTO

1 JOHDANTO

2 HINKUYSKAN SEROLOGINEN DIAGNOSTIIKKA
2.1 Hinkuyska
2.1.1 Hinkuyskan epidemiologia
2.1.2 Hinkuyskan laboratoriodiagnostiikka
2.2 Serologia
2.3 Vasta-aine
2.4 Antigeeni
2.5 ELISA

3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSTEHTAVAT

4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Naytteet ja niiden analysointi

4.2 Tulosten kirjaaminen

4.3 Opinnaytetydn metodologiset lahtékohdat
4.4 Opinnaytetydn eettiset lahtokohdat

5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU
6 POHDINTA

LAHTEET

LITTEET

Liite 1. IgA:n/IgM:n ja PT-IgG:n valinen vaikutus.

16
16
17
17
18

19

26

29



KUVAT

Kuva 1. Hinkuyskatapaukset Suomessa vuosina 2003—-2014, lasten ja nuorten

aikuisten ikaryhmissa, lkm (Jaakola ym. 2015). 9
Kuva 2. Pinta ja irralliset vasta-aineet (Male ym. 2006, mukailtu). 11
Kuva 3. Elavaa ja tapettua virusta sisaltdvan poliorokotteen vasta-ainevaste (Male ym.
2006, mukailtu). 12
KUVIOT
Kuvio 1. PT-IgG- ja IgA-vasta-ainevasteiden vertailu. 21
Kuvio 2. PT-IgG- ja IgA-vasta-ainevasteiden vertailu logaritmiasteikolla. 21
Kuvio 3. PT-IgG- ja IgM-vasta-ainevasteiden vertailu. 22
Kuvio 4. PT-IgG- ja IgM-vasta-ainevasteiden vertailu logaritmiasteikolla. 22
Kuvio 5. PT-IgG- ja IgA-vasta-ainevasteiden vertailu eri ikaryhmissa, regressiosuoralla.
23
Kuvio 6. PT-IgG- ja IgM-vasta-ainevasteiden vertailu eri ikaryhmissa, regressiosuoralla.
25
TAULUKOT
Taulukko 1. Vertailussa kaytetyt ikaryhmat. 19
Taulukko 2. Bordetella pertussis IgA- ja IgM-vasta-aine-vastemaaritystulosten tulkinta,
"In-House" -menetelma. 20

Taulukko 3. Bordetella pertussis toksiini (PT) IgG-vasta-ainemaaritystulosten tulkinta,
ECDC:n suosittelema menetelma. 20



1 JOHDANTO

Hinkuyskan maaraa eri maissa on vaikea verrata eri tunnistusmenetelmien
vuoksi, mutta selvaa on, etta vuodesta 2011 hinkuyskatapausten maara on ollut
nousussa (ECDC 2012.). Hinkuyskd on Bordetella pertussiksen aiheuttama
hengityselin tauti, joka tarttuu pisaratartuntana (Mattoo & Cherry 2005). Tautien
ehkaisyn ja valvonnan eurooppalainen keskus (ECDC, European Centre for
Disease Prevention and Control) aloitti vuonna 2011 projektin nimelta "Coordi-
nation of activities for laboratory surveillance of whooping cough in Member
States and European Economic Area (EEA) countries”. Projektilla haluttiin
muun muassa luoda yhteinen ohje ihmisseerumin pertussis toksiini IgG-luokan
vasta-aineiden (PT-IgG) maaritykseen. Ohjeistus julkaistiin syyskuussa 2012.
(ECDC 2012.)

Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelualueella on oma,
itse kehitetty "In-House” -menetelma, jota on kaytetty hinkuyskadiagnostiikassa.
Syyskuusta 2014 lahtien osastolla on kaytetty rinnakkain seka omaa "In-House”

-menetelmaa ettd ECDC:n suosituksen mukaista menetelmaa.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on verrata "In-House” -menetelmalla saatu-
ja tuloksia ECDC:n suosittelemalla menetelmalla saatuihin tuloksiin. Vertailulla
halutaan saada selville, onko toinen menetelma toista tarkempi seka selvittaa,
vaikuttaako lapsena ja nuorena saadut rokotteet tuloksiin. Tavoitteena oli selvit-
taa kumpaa menetelmaa mikrobiologian osaston tulisi jatkossa kayttaa, vai on-
ko parempi jatkaa molempien menetelmien kayttda potilaan iasta riippuen. Sa-

malla kliinisen mikrobiologian osaston tulosten luotettavuus paranisi.
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2 HINKUYSKAN SEROLOGINEN DIAGNOSTIIKKA

2.1 Hinkuyska

Hinkuyska on pienen gramnegatiivisen sauvabakteerin Bordetella pertussiksen
aiheuttama pitkakestoinen hengitystieinfektio. Tauti on yleisempi lapsilla kuin
aikuisilla. (Peltola 2010, Mertsola & He 2010.) B. Pertussis aiheuttaa infektion
kiinnittymalla hengitysteiden epiteelisoluihin ja sen jalkeen vapauttamalla per-
tussis toksiinia, joka aiheuttaa paikallisia ja systemaattisia vaurioita (Hendrikx
ym. 2011). Hinkuyskéd saa nimensa yskan aiheuttamasta kimea-aanisesta si-
saanhengitysvaikeudesta, joka johtuu kurkunpaan kouristuksista yskanpuuskan
lopussa. Yskankohtaukset voivat olla niin vakavia, etta potilas tukehtuu, mika on
mahdollista varsinkin alle puolivuotiailla. (Peltola 2010, Mertsola & He 2010.)
Syyta tunnusomaiseen yskaan ei tarkkaan tiedeta, mutta todennakoisin syy on

bakteereiden aiheuttama limakalvovaurio ja sitkea lima (Mertsola & He 2010).

Klassinen hinkuyska alkaa noin seitseman vuorokauden itamisajan jalkeen.
Itdmisaika voi vaihdella kuudesta vuorokaudesta 20 vuorokauteen. Tauti alkaa
lapsilla lievalla yskalla, nuhalla ja lievalla lampdilylla. Noin 1-2 viikon kuluessa
muuttuu yskd voimakkaammaksi ja puuskaiseksi. Kouluikaisilla ja sita vanhem-
milla tauti on vaikeampi diagnosoida, koska heilla ei yleensa esiinny klassista
hinkua. Kyseiselle ryhmalle tyypillistd ovat kuitenkin puuskaiset yskankohtauk-

set, jotka voivat vaivata kolmesta kuuteen kuukauteen. (Mertsola & He 2010.)

B. pertussiksella on monia ominaisuuksia, jotka vaikuttavat sen taudinaiheutta-
miskykyyn. Bakteerin virulenssitekijoita ovat muun muassa filamenttihemagglu-
tiniini, pertussis toksiini, pertaktiini ja fimbriat. (Barkoff ym. 2012, Mertsola & He
2010.) Naiden avulla bakteeri tarttuu esimerkiksi varekarvallisiin lieridepiteelei-
hin paremmin. Saastadkseen energiaa voi B. pertussis lopettaa tarkeimpien

virulenssitekijoiden tuotannon. (Mertsola & He 2010.)
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2.1.1 Hinkuyskan epidemiologia

Vuonna 2014 ilmoitettin Suomessa 205 hinkuyskatapausta, mika on samaa
tasoa kuin vuonna 2013. Naista yksi johti kuolemaan. Kyseinen potilas oli alle
kolmen kuukauden ikainen rokottamaton lapsi. Suomen hinkuyskatapausten
maarat vuoden 2003 ja 2014 valilla, nakyvat kuvassa 1. Vuoden 2014 hinkuys-
katapausten aiheuttajina oli 12 eri B. pertussis kantaa, jotka kaikki tuottivat per-
taktiinia. Pertaktiini on yksi komponentti Suomessa kaytetyssa hinkuyskarokot-
teessa. Vuoden 2014 hinkuyskatapauksista yksi oli B. parapertussiksen aiheut-

tama, joka on B. pertussiksen lahisukulainen. (Jaakola ym. 2015.)

Suomessa ei toistaiseksi ole esiintynyt laajoja hinkuyskaepidemioita, kuten
USA:ssa ja Englannissa. Vuonna 2012 todettiin USA:ssa yli 40 000 tapausta ja
Englannissa melkein 10 000 tapausta. Molemmissa maissa saatiin pienten las-
ten hinkuyskatapaukset merkittavasti alenemaan, kun aloitettiin raskaana olevi-
en naisten hinkuyskarokotuskampanja. Suomessa hinkuyskatilanne on myds
parempi kuin Ruotsissa. Vuoden 2014 aikana Ruotsin hinkuyskatapausten

maara on melkein kolminkertaistunut. (Jaakola ym. 2015.)

Hinkuyskarokote kuuluu Suomen kansalliseen rokotusohjelmaan. Hinkuyskaro-
kote on osa solutonta DTaP-rokotetta, johon kuuluu myds kurkkumata ja jayk-
kakouristus. Talla hetkella annokset annetaan kolmen kuukauden, viiden kuu-
kauden, 12 kuukauden, neljan vuoden ja 14—15 vuoden iassa. (Rokote.fi 2015.)
Hinkuyskarokote lisattin myos puolustusvoimien rokotusohjelmaan kesalla
2012 (Jaakola ym. 2015). Rokote tai infektio ei johda pitkdan immuniteettiin (Le
ym. 2004), minka vuoksi neljan ja 14—15 vuoden idssa saatavat tehosteannok-
set ovat tarpeellisia. Vanhemmat lapset, nuoret aikuiset ja aikuiset ovat suurin
tartunnan lahde pienille lapsille, joille infektio on hengenvaarallinen (Barkoff ym.
2012).
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Kuva 1. Hinkuyskatapaukset Suomessa vuosina 2003-2014, lasten ja nuorten
aikuisten ikaryhmissa, [km (Jaakola ym. 2015).

Niin kuin USA:ssa ja Englannissa on myds Suomessa ollut rokotuksista apua
hinkuyskatapausten vahenemiseen, mikd on nahtavissa kuvasta 1. Vuonna
2003 lisattiin Suomen kansalliseen rokotusohjelmaan kuusivuotiaille tehostean-
nos, jonka vaikutus nakyy tapausmaarien merkittavana laskuna 5-9- ja 10-14-
vuotiaiden ikdryhmissa vuoteen 2005 mennessa. Vuonna 2009 tuli suositus,
ettd nuorisoikaiset rokotettaisiin vasta 14—15 vuoden iassa, mika johti siirtyma-
vaiheeseen vuosina 2009-2011, jolloin rokotuksia annettiin erittdin vahan. Ta-
ma huomattiin pienend nousuna hinkuyskatapauksissa 10-14- ja 15-19-

vuotiaiden keskuudessa vuosina 2011 ja 2012. (Jaakola ym. 2015.)

2.1.2 Hinkuyskan laboratoriodiagnostiikka

Hinkuyskan diagnoosi perustuu oireisiin, jotka monessa maassa vahvistetaan
laboratoriomenetelmia kayttaen (Guiso ym. 2011). Pienet lapset tuodaan yleen-
sa hoitoon jo taudin alkuvaiheessa. Tama onkin syy, miksi Suomessa yli 80 %
pienten lasten hinkuyskista diagnosoidaan viljelyn ja PCR-menetelman avulla.
Jos tullaan hoitoon silloin kun tauti on kestanyt yli kolme viikkoa, ei diagnostiik-

kaan kannata kayttaa viljelya tai PCR-menetelmaa vaan serologiaa. Suomalai-
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silla koululaisilla ja aikuisilla hinkuyskan diagnosointi tapahtuukin serologian
avulla 80 %:ssa tapauksista. (Mertsola & He 2010.)

van der Zee, Schellekens ja Mooi (2015) tarkasteli kaytdssa olevia menetelmia
hinkuyskan diagnosoinnissa. He tarkastelivat DFA:n (direct fluorescent-antibody
assay), viljelyn, erilaisten PCR:en ja erilaisten serologisten menetelmien rajoi-
tuksia ja vahvuuksia. Heidan mukaan optimaalisin menetelma, jota pitaisi kayt-
taa diagnoosin teossa vaihtelee sairauden asteesta, potilaan iasta ja potilaan

rokotteen tilasta riippuen.

André ym. (2008) vertasivat hinkuyskan diagnoosissa yleisesti kaytdossa olevien
menetelmien herkkyytta ja spesifisyyttd. Nama olivat 1IS481 ja ptxA-Pr real-time
PCR -menetelmat seka yksittaisen ja rinnakkaisten naytteiden serologinen me-
netelma. Naista 1IS481 PCR ja yksittdisen seerumin serologia nayttaytyivat te-
hokkaimmiksi diagnostisiksi menetelmiksi hinkuyskan maarittamiseen seitse-

man vuotiailla ja sitd nuoremmilla lapsilla.

2.2 Serologia

Serologiaa voi myos kutsua seerumiopiksi. Serologisiin menetelmiin kuuluu
muun muassa menetelmat, jotka tutkivat seerumin vasta-aineita infektion diag-
nosointia varten ja menetelmat, jotka tyypittavat mikrobeja vasta-aineiden avul-
la. (Terveyskirjasto 2015.) Useimmat serologiset menetelmat ovat validoitu ana-
lysoimaan seerumia, mutta jotkut ovat myos validoitu analysoimaan heparinisoi-
tua plasmaa tai etyleenidiamiinitetrahappo (EDTA)-plasmaa. Kapillaariverinay-
tetta voi kayttaa, jos tarpeeksi suurta verinaytetta ei muuten saada. (Guiso ym.
2011.)

Kaikki diagnostiikassa kaytetyt serologiset menetelmat, jotka havaitsevat vasta-
aineita perustuvat siihen, ettd potilaan seerumia lisataan tunnetun antigeenin
paalle. Jos antigeenille spesifisia vasta-aineita |0ytyy seerumista, syntyy anti-
geeni-vasta-aine-kompleksi, jonka voi havaita indikaattorilla. Yleisimmin kaytetty
serologinen menetelma diagnostisissa laboratorioissa on entsyymivalitteinen

immunosorbenttimaaritys. (Kudesia & Wreghitt 2009.)
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2.3 Vasta-aine

Vasta-aine tai immunoglobuliini (Ig) on B-lymfosyyttien tuottama Y-muotoinen
proteiini elimistolle vierasta organismia tai molekyylia kohtaan. Jokainen vasta-
aine tunnistaa tietyn antigeenin, johon se sitoutuu ja auttaa taten kehoa havit-
tamaan elimistolle vieraan patogeenin. Nisakkailla on viisi eri luokkaista vasta-
ainetta, IgA, IgD, IgE, IgG ja IgM. (Alberts ym. 2008, Male, Brostoff, Roth, &
Roitt 2006.) Vasta-aineet voivat esiintya joko reseptoreina B-lymfosyyttien kal-
volla tai plasmasolun erittdming, irrallisina molekyyleina (kuva 2). Plasmasolu
on erilaistunut B-lymfosyytti. (Male ym. 2006.) B-lymfosyytti tuottaa aina ensin
IgM-luokan vasta-aineita ja siirtyy sitten tuottamaan muita luokkia, kun antigeeni
stimuloi sita (Alberts ym. 2008).

B-lymfosyytin reseptori Irrallinen vasta-aine

Fab Fab

—
—

Fc

Kuva 2. Pinta ja irralliset vasta-aineet (Male ym. 2006, mukailtu).

Kuvassa 2 nahdaan B-lymfosyytin pintareseptori ja plasmasolun erittama irralli-
nen vasta-aine. B-lymfosyytin antigeenireseptori (kuvassa vasemmalla) koostuu
kahdesta identtisesta kevytketjusta (L) ja raskasketjusta (H). Iga:n ja IgB:n luul-
laan yhdistavan vasta-aineen solunsisaisiin signaaleihin. Irralliset vasta-aineet
(kuvassa oikealla) ovat rakenteellisesti identtisia B-lymfosyytin reseptorin kans-

sa, paitsi etta niiltd puuttuu transmembraaninen osa, eli osa, joka on kiinni kal-
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vossa. Sen sijaan irrallisilta vasta-aineilta |I0ytyy Fc-osa, jonka avulla vasta-aine

sitoutuu reseptoreihin. Fab-osat sitoutuvat antigeeneihin. (Male ym. 2006)

Kaikki paitsi IgD-vasta-ainetyypit ovat bifunktionaalisia eli ne tunnistavat ja si-
toutuvat ensin antigeeniin ja edistavat sitten sen tappamista ja/tai poistamista
elimistosta. Vasta-aineet koostuvat kahdesta osasta (kuva 2). Yksi osa maarit-
taa vasta-aineen antigeenispesifisyyden (Fab-osa) ja toinen osa, mitka efektori-
toiminnot aktivoituvat (Fc/transmembraaninen osa). Naihin toimintoihin kuuluu
vasta-aineen sitoutuminen reseptoriin esimerkiksi fagosyytin pinnalla, jotta se
aktivoituu. Efektoritoimintoihin voi myds kuulua adapterina toimiminen antigee-

nin ja immuunijarjestelman toisten osien valilla. (Male ym. 2006.)

Infektion kannalta tarkeimmat vasta-aineet ovat IgM-, IgG- ja IgA-luokan vasta-
aineet, joita on havaittavissa myos rokotteiden yhteydessa (kuva 3). IgM on en-
simmainen vasta-aine, jota primaarinen immuunivaste muodostaa, kun taas IgG
hallitsee sekundaarista immuunivastetta. IgA-vasta-aineet ovat myds ominaisia
sekundaarisessa immuunivasteessa. Vastasyntyneilld ei ole kunnollista im-
muunivastetta. Heidan vasta-aineensa koostuvat IgG-vasta-aineista, jotka ovat

siirtyneet aidilta istukan kautta. (Male ym. 2006.)

polioviruksen 519 -]
vasta-aine
tiitteri B

128

paivaa

G rokotus seerumin [gG === nenan sigA

=== tapettu, lihakseen === seerumin IgM pohjukaissuolen sIgA

= eclava, oraalisesti === seerumin IgA --- nenan ja pohjukais-
suolen IgA

Kuva 3. Elavaa ja tapettua virusta sisaltdvan poliorokotteen vasta-ainevaste
(Male ym. 2006, mukailtu).
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Kuvasta 3 nakyy, miten IgG-, IgM- ja IgA-vasta-ainevasteet nousevat rokotuk-
sen yhteydessa, esimerkkina poliorokote. Kuvassa suun kautta annetun hei-
kennetyn elavan poliorokotteen vasta-ainevasteet esiintyvat kiinteina viivoina ja
lihaksensisaisesti annostellun, tapettua virusta sisaltavan poliorokotteen vasta-
ainevasteet katkoviivoina. Elavaa virusta sisaltava rokote indusoi eritetyn IgA:n
(slgA) seka seerumivasta-aineiden tuottoa. Tapettua virusta sisaltava rokote
puolestaan ei lisda slgA-tasoja nenassa tai pohjukaissuolessa. Koska sIgA on
limakalvojen imunestejarjestelman vasta-aine, luo elavaa virusta sisaltava roko-
te suojan viruksen sisaanpaasyalueelle, ruoansulatuskanavan limakalvoille.
(Male ym. 2006.)

2.4 Antigeeni

Mita tahansa ainetta, joka voi aiheuttaa vasteen kehon immuunipuolustuksessa
kutsutaan antigeeniksi. Antigeenin aiheuttama vaste voi olla joko B-
lymfosyyttien vasta-ainevaste tai T-lymfosyytivalitteinen vaste. T-lymfosyytti voi
tunnistaa jopa mikrobin, joka piileksii isantasolun sisalla ja tappaa sitten infektoi-
tuneen solun tai auttaa infektoitunutta solua eliminoimaan mikrobin. Toisinaan
T-lymfosyytti voi tuottaa signaalimolekyyleja, jotka aktivoivat makrofageja fago-
sytoimaan ("sydmaan”) mikrobin tai aktivoivat B-lymfosyytteja tuottamaan vasta-
aineita. (Alberts ym. 2008, Male ym. 2006.)

Immuunijarjestelma on kehittynyt tunnistamaan antigeeneja, tuhoamaan niita ja
eliminoimaan niiden tuottajan, patogeenin. Kun antigeeneja ei enaa ole, sam-
muu immuunijarjestelman vaste. Patogeenien pinnoilla on useimmiten useampi
antigeeni, jotka puolestaan voivat koostua useammasta epitoopista (anti-
geenideterminantista). Immuunijarjestelman vasta-aineiden spesifisyys kohdis-
tuu juurikin epitooppeja kohtaan eika koko antigeenia kohtaan. Eli vasta-

aineiden Fab-osa (kuva 2) sitoutuu antigeenin epitooppiin. (Male ym. 2006.)

2.5 ELISA

ELISA eli entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys (englanniksi enzyme-

linked immunosorbent assay) on biokemiallinen menetelma, jota usein kayte-
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tdaan immunologisissa maarityksissa. Vasta-aineiden spesifisyys antigeeneja
kohtaan tekee niistd hyvia tydkaluja immunologiassa, mitd muun muassa ELI-
SA:ssa hyodynnetaan. (Alberts ym. 2008, Halonen 2004.) Menetelman suorit-
tamiselle 16ytyy useita variaatioita (Kudesia & Wreghitt 2009), alla on selitetty

yksi tapa.

ELISA perustuu kaksoisvasta-ainetekniikkaan. Kiintean faasin, esimerkiksi
kuoppalevyn kuopan pintaan kiinnitetaan yhta reaktioon osallistuvista kom-
ponenteista. Kun mitataan vasta-ainetta, tdma komponentti on antigeeni, johon
haluttu vasta-aine sitoutuu. Kuoppalevyn kuopan alueet, johon antigeenia ei ole
sitoutunut, blokataan. Kuoppalevyyn annostellaan naytetta, ja mitattava vasta-
aine sitoutuu kiintean faasin antigeeniin. Kuoppalevy pestaan, jotta naytteesta
jaa jaljelle vain ne vasta-aineet, joita halutaan mitata. Seuraavaksi lisataan
kuoppalevyyn entsyymileimattua kaksoisvasta-ainetta, joka on spesifinen mitat-
tavalle vasta-aineelle. Entsyymileimattu kaksoisvasta-aine ja kiinteaan faasiin
sitoutunut vasta-aine muodostaa kaksoisvasta-ainekompleksin. Ylimaarainen
sitoutumaton leimattu vasta-aine pestaan pois ja kuoppaan lisataan substraatti,
joka entsyymin katalysoimana muuttuu mitattavaksi reaktiotuotteeksi. Taman
reaktiotuotteen maara on suoraan verrannollinen naytteessa olevan mitattavan

vasta-aineen kanssa. (Halonen 2004.)

Riffelmann, Thiel, Schmetz & Wirsing von Koenig (2010) vertasivat Bordetella
pertussis antigeenien maarittdmiseen tarkoitettuja, kaupallisesti saatavilla olevia
ELISA-kitteja. Testeista yksitoista mittasivat IgG-vasta-aineita ja yhdeksan mit-
tasivat IlgA-vasta-aineita. Referenssimenetelmana toimi yksi "In-House” ELISA-
menetelma. Tutkimustuloksista ilmeni, ettd ELISA:n pitaisi kayttaa puhdistettua
pertussis toksiinia, ja ettd menetelma tulisi standardisoida kansainvalisella refe-

renssinaytteella.
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TUTKIMUSTEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla Tyks-Sapa liikelaitoksen mikro-
biologian ja genetiikan palvelualueen "In-House” -menetelmaa sekda EDCDn
suosittelemaa menetelmaa. Vertailulla haluttiin saada selville, onko toinen me-
netelma toista tarkempi seka selvittaa, sisaltyykd menetelmien kayttdodon rokot-
teiden aiheuttamia rajoitteita. Tavoitteena oli selvittda, kumpaa menetelmaa
mikrobiologian osaston tulisi jatkossa kayttaa ja samalla parantaa kliinisen mik-

robiologian osaston tulosten luotettavuutta.
Tavoite pyrittiin saavuttamaan selvittamalla seuraavat tutkimustehtavat:

1. Vastaavatko ’In-House” -menetelman IgA- ja IgM-vasta-ainevasteet
ECDC:n suositteleman menetelman PT-IgG-vasteita?
2. Voiko IgA- tai IgM-vasteita kayttaa infektion ja rokotteen erottamisessa?

3. Miten sukupuoli vaikuttaa tuloksiin?
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Taman opinnaytetydn tekemisen vuoksi tehtiin toimeksiantosopimus Tyks-Sapa
likelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelualueen kanssa, josta opinnay-
tetydn aihe saatiin. Naytteiden analysointi tapahtui syksylla 2014 ja kevaalla
2015 Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelualueen labo-
ratorion toimesta. Kevaalla ja kesalla 2015 kerattiin kirjallista materiaalia opin-
naytetyota varten ja samaan aikaan analysoitiin tulokset biostatistikko Tommi

Kaukon avulla. Lopullinen opinnaytetyd julkaistiin joulukuussa 2015.

4.1 Naytteet ja niiden analysointi

Vertailussa kaytetyt naytteet (n=1024) olivat potilailta, joiden epailtiin sairasta-
van hinkuyskaa. Potilaat koostuivat seka naisista etta miehista, joiden ika vaih-
teli 1kk ja 97 vuoden valilla. Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetii-
kan palvelualueen Ilaboratorio analysoi kaikki naytteet “In-House” -
menetelmallaén seka ECDC:n suosittelemalla menetelmalla. Opinnaytetyonteki-

ja kavi seuraamassa molemmat menetelmat kaytannodssa toukokuussa 2015.

Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelualueen ”"In-House” -
menetelman tarkoitus on mitata IgM- ja igA-luokan pertussisvasta-ainetasoja,
kayttamalla B. pertussis kokobakteerin sonikaattia antigeenina. Sonikaatti val-
mistetaan itse sonikaattorilla (ultradanihajottajalla), joka hajottaa bakteerit kor-
kean taajuuden aaniaalloilla (Thermo Fisher scientific 2015). ECDC:n suositte-
lemassa menetelmassa kaytetdan antigeenina pertussis toksiinia. Sen avulla
mitataan naytteen pertussis toksiini IgG-vasta-aineita (PT-IgG, Siemensin dia-

gnostinen Kitti).
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4.2 Tulosten kirjaaminen

Tulokset kirjattiin Microsoft Excel -ohjelmalla huolellisesti taulukkoon, josta il-
meni IgA-, IgM- ja PT-IgG-vasta-ainevasteiden lisaksi naytenumero, potilaan
syntymapaiva, naytteenottoaika, potilaan ikd naytteenoton aikana ja sukupuoli.
Suuren osan tiedoista kirjasi Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetii-
kan palvelualueen laboratorion tydntekija, ja opinnaytetydntekija tadydensi tiedot
taulukkoon. Taulukko lahetettiin biostatistikko Tommi Kaukolle, joka laati kaaviot

tuloksista opinnaytetyota varten.

4.3 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivisessa eli maarallisessa tutkimuksessa keskeisia asioita ovat aiem-
pien tutkimusten johtopaatokset ja teoriat, kasitteiden maarittaminen ja hypo-
teesien esittaminen. Olennaista on, ettd kerattava aineisto soveltuu numeeri-
seen mittaamiseen ja etta aineistoa kasitellaan kokonaisuutena eika yksittaisina
tapauksina. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa taytyy aineisto myds pystya saat-
tamaan tilastollisesti kasiteltdvaan muotoon. Paatelmat tehdaan tilastolliseen

analysointiin perustuen. (Hirsijarvi, Remes & Sajavaara 2014.)

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa taytyy tuntea, mitka tekijat vaikuttavat tutkitta-
vaan ilmidédn. Tama on tarkeaa, koska kvantitatiivisessa tutkimuksessa mitataan
eri muuttujia ja tarkastellaan niiden valista vuorovaikutusta. (Kananen 2011,
Heikkila 2014.) Tarkastelun avulla pyritdaan yleistamaan tuloksia laajempaan
joukkoon. Tutkimusaineiston voi joko hankkia muiden tekemista tietokannoista
tai tilastoista, tai sen voi kerata itse. Aineiston tulee olla riittdvan suuri ja edus-
tava. (Heikkila 2014.)

Tama opinnaytetyod suoritettiin kvantitatiivista tutkimusta kayttaen. Opinnayte-
tydon tutkimusaineistona oli laaja potilasndytemaara, joka sopi maaralliseen eli
numeeriseen mittaamiseen. Numeerinen tutkimusaineisto voitiin analysoida
kayttamalla tilastollisia menetelmia ja havainnollistaa hyddyntamalla kuvioita ja

taulukoita.
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4.4 Opinnaytetyon eettiset lahtokohdat

Hyviin tieteellisiin kaytantdihin kuuluu rehellisyys, tarkkuus ja huolellisuus tutki-
muksen kaikissa vaiheissa. Muiden tutkijoiden tyot taytyy ottaa huomioon niin,
ettd heidan julkaisuihinsa viitataan asianmukaisella tavalla. Samalla heidan te-
kemaansa tyota kunnioitetaan ja valtytaan plagioinnilta. (Tutkimuseettinen neu-
vottelukunta 2012, Clarkeburn & Mustajoki 2007.) Mahdollisia potilastuloksia
taytyy kasitella potilaan yksityisyytta ja oikeuksia kunnioittaen (Suomen Bio-
analyytikko ry 2006). Tulokset taytyy kirjata totuudenmukaisesti ja vaaristele-
matta, silla tutkija ei saa toimia puolueellisesti, vaaristella tietoa eika osallistua
petokseen (Clarkeburn & Mustajoki 2007, Kuula 2011).

Tata opinnaytetydta varten saatiin toimeksianto Tyks-Sapa liikelaitoksen mikro-
biologian ja genetiikan palvelualueelta. Opinnaytety6ta tehdessa noudatettiin
hyvia tieteellisia kaytantdja prosessin kaikissa vaiheissa, ja tulokset kirjattiin
totuudenmukaisesti seka niitad tarkasteltiin puolueettomasti. Plagioinnilta valtyt-
tiin viittaamalla muiden tutkijoiden julkaisuihin asianmukaisella tavalla. Tassa
opinnaytetyossa kaytettyja potilastuloksia kasiteltiin potilaan yksityisyytta ja oi-

keuksia kunnioittaen siten, etta potilaan henkilotietoja ei merkitty nakyviin.

Opinnaytetyontekija oli vain hetkellisesti tekemisissa potilastietojen kanssa, kun
han henkildtunnuksesta kirjasi syntymapaivan taulukkoon. Potilaiden nimia
opinnaytetyontekija ei missaan vaiheessa nahnyt. Tyks-Sapa liikelaitoksen mik-
robiologian ja genetiikan palvelualueen laboratorion tyontekija oli tulostanut poti-
lastietokannasta vain tarvittavat tiedot taulukkoa varten, eika tuloste poistunut
laboratorion tiloista missaan vaiheessa. Muuten opinnaytetyontekija ei ollut poti-
lastietojen tai potilastietokantojen kanssa tekemisissa opinnaytetyoprosessin
aikana. Opinnaytetyontekijan salassapitovelvollisuutta painotettiin siita huolimat-

ta, ettd han oli vain vahan tekemisissa potilastietojen kanssa.
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Vertailussa kaytetyt naytteet (n=1024) olivat seka naisilta (n=615) ettd miehilta
(n=409), joiden epailtiin sairastavan hinkuyskaa. Potilaiden ikahaarukka oli 1
kuukaudesta 97 ikavuoteen asti. Naytteistd maaritettiin I1gA-, IgM- ja PT-IgG-
vasta-ainevasteet. Vertailun helpottamiseksi jaettiin potilaat yhdeksaan ikaryh-

maan, jotka nakyvat taulukosta 1.

Taulukko 1. Vertailussa kaytetyt ikaryhmat.

lkaryhma Perustelu Maara
0-<2v saanut primaarirokotteen 60
2—-<4v ei ollut vastikdan saanut rokotetta 89
4-<6v saanut ensimmainen tehosteannoksen | 86
6-<14v ei ollut vastikdan saanut rokotetta 228
14 —-<16 v saanut toisen tehosteannoksen 48
16 —<20 v ei ollut vastikdan saanut rokotetta /| 32

saanut armeijan tehosteannoksen

20-<40v lisaantyva sukupolvi 131
40 -<60 v keski-ikaiset 200
60+ v vanhukset 150

Menetelmasta riippuen tulkitaan tuloksia vahan eri tavalla. Tulosten tulkinnat

protokollien mukaan nakyvat taulukoista 2 ja 3.
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Taulukko 2. Bordetella pertussis IgA- ja IgM-vasta-aine-vastemaaritystulosten
tulkinta, "In-House" -menetelma.

IgA / IgM Tulkinta
<30 EIU Ei infektiota
30—40 EIU + (raja-arvo, pyydetaan pariseeruminayte)
40-60 EIU ++
> 60 EIU +++

Taulukko 3. Bordetella pertussis toksiini (PT) IgG-vasta-ainemaaritystulosten
tulkinta, ECDC:n suosittelema menetelma.

IgG anti-PT Tulkinta
<40 IU/ml Ei viittaa tuoreeseen infektioon
=40 <100 IU/mi Suositellaan uusintanaytetta 7—10 paivan kuluttua
=100 IU/ml Viittaa tuoreeseen infektioon

IgM-tuloksia, jotka olivat yli 40 EIU, oli 77. Yli 40 EIU:n IgA-tuloksia oli 13. PT-
lgG-tuloksia, jotka olivat = 100 1U/ml, oli 39. Eri vasta-ainevasteiden tuloksia
verrattiin kokonaisuudessaan keskenaan (kuvio 1, 2, 3 ja 4), eri ikdryhmissa
(kuvio 5 ja 6) seka sukupuolten valilla. Jotta saatiin selvempia kuvioita, muutet-
tiin joidenkin kuvioiden kohdalla asteikkoa tekemalla tuloksille logaritmimuun-

nos.
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Kuvio 1. PT-IgG- ja IgA-vasta-ainevasteiden vertailu.

o goo Ooapg O 0000  AXOHQH O @ADO
o o0 Sie)
o o
4 o
8 o
o o
2_
o
o
Q o
o
|
g 0
-2 °
-4
o 0
T T T T
2 0 2 4

log_IgA

Kuvio 2. PT-IgG- ja IgA-vasta-ainevasteiden vertailu logaritmiasteikolla.

IgA:n ja PT-IgG:n valisen yhteyden estimaatti logaritmiasteikolla oli vain 0.071,
eli yhden yksikon muutos logaritmiasteikolla IgA:ssa kasvatti PT-IgG:ta logarit-
miasteikolla vain 0.071 yksikkoa (p = 0.2611). Kun otettiin kaikki tulokset huo-
mioon yhdessa, ei IgA:n ja PT-IgG:n valilld ollut merkitsevaa yhteytta. Toisin

sanoen IgA ja IgG eivat antaneet positiivista tulosta samoille potilaille.
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P-arvo (p = probability, todennakaoisyys) kertoo, milla todennakodisyydella sama
tulos saadaan aikaan sattumalta. Mitad pienempi p-arvo on sita luotettavampi
tulos on. 0.05 on arvo, jota pidetaan tilastollisesti luotettavan tuloksen rajana, el

jos p-arvo on alle 0.05, on se merkitseva. (Salonen 2012.)
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Kuvio 4. PT-IgG- ja IgM-vasta-ainevasteiden vertailu logaritmiasteikolla.
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Vastaava estimaatti IgM:n ja PT-IgG:n valilla oli 0.1950 (p = 0.0406), joka oli
hieman merkitseva. Yksi kysymyksista, johon haluttiin saada vastaus analyysin
avulla oli, vastaavatko IgA- ja IgM-vasta-ainevasteet PT-lgG-vasteita. Tahan
saatiin vastaus vertailemalla IgA:n ja IgM:n tuloksia PT-IgG:n tuloksiin. IgA- ja
IgM-tulokset eivat nayttaneet antavan selkeasti samanlaisia tuloksia kuin PT-
lgG.

log_lgG

Kuvio 5. PT-IgG- ja IgA-vasta-ainevasteiden vertailu eri ikdryhmissa, regres-
siosuoralla.
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Vertailemalla vasta-aineita keskenaan eri ikaryhmissa haluttiin nahda, vaikut-
taako rokotteista johtuva ero tuloksiin, ja voiko IgA- tai IgM-vasteita kayttaa in-
fektion ja rokotteen erottamisessa. Kuviosta 5 nahdaan IgA:n ja PT-IgG:n yhte-
ys eri ikdryhmissa. Ikdryhmat, joiden otsikoissa on tahti (*) ovat vastikdan mah-
dollisesti saaneet rokotteen. Mitaan selvaa vaikutusta rokotteella ei nayttaisi

olevan, kun katsoo kuviota 5.

Kun taas katsoo sukupuolivakioituja tuloksia liitteesta 1, nayttaisi IgA:lla ja PT-
IgG:lla olevan tilastollisesti merkitseva yhteys. IgA:n ja PT-IgG:n tuloksien yhte-
ys on merkitsevaa eri ikaryhmien valilla, 46 v ja 14-16 v, 6-14 v ja 14-16 v,
seka 14-16 v ja 16-20 v ikaryhmien valilla. Nama nakyvat myos kuviosta 5.
Esimerkiksi 4-6 v ikdryhman regressiokulma on melkein vaakasuora, kun taas
14-16 v ikaryhman regressiosuora on melkein 45 asteen kulmassa. Vastaava
kulmakertoimen ero regressiosuorassa nakyy muiden ikaryhmaparien valilla.

Erojen p-arvot nakyvat liitteesta 1 (Adj P sarakkeessa).

Liitteesta 1 nakyy myds IgA:n ja PT-IgG:n tulosten tilastollinen merkitys ikaryh-
missa 2—4 v, 14-16 v, 2040 v ja 40-60 v (Exponentiated Estimate sarakkees-
sa). Naissa ikaryhmissa muuttuu PT-IgG 2.51, 5.73, 3.65 ja 2.65 yksikkda loga-
ritmiasteikolla aina kun IgA muuttuu yhden yksikdn. Tama nayttaisi osoittavan,
ettd PT-IgG on herkempi muuttuja. Tosin taytyy huomioida etta vasteet mitataan

eri asteikoilla.

Kuviosta 6 nahdaan IgM:n ja PT-IgG:n yhteys eri ikdryhmissa. Rokotteesta huo-
limatta regressio eri ryhmilla on voimakas tai lieva, minka takia kuviosta on vai-
kea tehda johtopaatoksia. Sukupuolivakioiduista tuloksista (liite 1) ilmenee, etta
IgM:n ja PT-IgG:n tulosten yhteys on merkitseva ikaryhmien 6-14 v ja 14-16 v
seka 14-16 v ja 1620 v valilla. IgM:n ja PT-IgG:n tuloksilla on tilastollinen mer-
kitys vain ikaryhmissa 0-2 v (2.06 yksikkoa) ja 14-16 v (9.41 yksikkoa), jotka

nakyvat myos liitteesta 1.
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Kuvio 6. PT-IgG- ja IgM-vasta-ainevasteiden vertailu eri ikdryhmissa, regres-
siosuoralla.

Viimeinen kysymys, johon haluttiin saada selvyys oli, miten sukupuoli vaikuttaa
tuloksiin. Kun IgA- ja IgM-vasta-ainevasteita vertailtin PT-IgG-vasta-
ainevasteihin, oli p-arvo IgA:n kohdalla 0.3060 ja IgM:n kohdalla 0.7775 (liite 1),

jotka eivat ole merkitsevia. Sukupuolten valisia eroja ei siis nayttaisi olevan.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon aiheena oli "Hinkuyskan diagnostiikka: kahden serologisen me-
netelman vertailu”. Tarkoituksena oli vertailla kahta serologista laboratoriome-
netelmaa, joita Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelu-
alue oli kayttanyt rinnakkain. Vertailussa ilmeni, ettad IgA- ja IgM-vasteet eivat
anna selkeasti samanlaisia tuloksia kuin PT-IgG. Rokotukset eivat myodskaan

selkeasti nay tuloksissa, eika sukupuolten valisia eroja ole.

Opinnaytetyon ainoa virhelahde, joka myos vaikuttaa tulosten luotettavuuteen,
on inhimillinen. Kun tiedot kirjattiin taulukkoon, on voinut sattua inhimillinen Kir-
joitusvirhe. Kasin kirjattu taulukko on myos opinnaytetyon heikoin kohta. Luotet-
tavuutta puolestaan parantaa otoksen suuri koko ja monipuolisuus. Opinnayte-
tyon eettisyys toteutui hyvin. Kaikkien kaytettyjen julkaisujen tekijat huomioitiin
asianmukaisella tavalla niin viitteina tekstissa kuin lahdeluettelossa. Opinnayte-
tydn kaikissa vaiheissa oltiin huolellisia ja rehellisia seka noudatettiin salassapi-

tovelvollisuutta.

Eettisista syista olisi potilailta pitanyt kysya lupaa kayttaa heidan naytettaan
opinnayteyon tekemiseen. Tama ei kuitenkaan ollut mahdollista, koska kun
opinnaytetyon aihe annettiin opinnaytetyontekijalle, oli jo kaikki naytteet otettu ja
analysoitu. Tata eettista ongelmaa ei kuitenkaan pidetty esteena opinnaytetyon
tekemiselle, koska opinnaytetyontekija oli niin vahan tekemisissa potilastietojen

kanssa, eika opinnaytetyon teko vaikuttanut potilaiden hoitoon.

Tulos ei ollut sita mita oltiin toivottu, ja vertailemalla pelkastaan naita kahta me-
netelmaa ei saatu vastausta siihen, miten Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiolo-
gian ja genetiikan palvelualueen tulisi menetelmia kayttda tulevaisuudessa.
Taman opinnaytetydn aikana saatu tulos tulee kuitenkin olemaan hyodyllista
jatkotutkimusten aikana. Suurimman vaikeuden vertailuun toi se, ettd kaytdssa
ei ollut tietoa siita, ketka potilaista oikeasti sairastivat hinkuyskaa, minka vuoksi
ei voi varmuudella sanoa, kumpi menetelma olisi tarkempi. Tama myds vaikeutti

tulosten vertaamista aikaisempien tutkimuksien kanssa.
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Opinnaytety0ssa kaytetyt aikaisemmat tutkimukset vertailivat ja tarkastelivat
myOs hinkuyskan diagnosoinnissa kaytettyja menetelmia. Kukaan ei ole aikai-
semmin kayttanyt Tyks-Sapa liikelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelu-
alueen "In-House” -menetelmaa tai ECDC:n suosittelemaa menetelmaa vertai-
luissa, mutta muita serologisia menetelmia, jotka maarittavat samoja vasta-

aineita, on kaytetty.

Riffelmannin ym. (2010) tulokset viittasivat siihen, ettd IgA-vasta-aineiden maa-
rittamiselld voi olla rajallinen diagnostinen arvo, koska herkkyys oli alhainen
IgA:ta maarittelemissa menetelmissa, joita he vertailivat. Riffelmann ym. kerto-
vat myds, etta tdma tulos vahvistaa yhden Eurooppalaisen tutkimuksen tulosta.
Tama Eurooppalainen tutkimus ehdottaa kayttamaan IgA-vasta-ainemaaritysta
lis@amenetelmana vain naytteille, joiden pertussis toksiini IgG-vasta-ainevasteet
ovat epaselvat, ja joista toista naytetta ei ole saatavana. van der Zeen, Schelle-

kensin ja Mooin (2015) vertailu viittaa vahan samaan tulokseen.

van der Zee, Schellekens ja Mooi (2015) ovat sita mielta, etta rokotusten tehos-
teannosten lisdantyminen alentaa Bordetella pertussis toksiini 1gG-vasta-
ainemaaritysten tarkkuutta, jolloin pitaisi maarittaa naytteen IgA-vasta-aineet.
Tama kay myds ilmi ECDC:n julkaisemasta opastuksesta heidan suosittelemal-
leen menetelmalle. Opastuksessa sanotaan myds, ettad serologiset tutkimukset,
jotka suoritetaan vuoden sisalla rokotuksesta, taytyy tulkita hyvin varovaisesti,
koska rokotteen aiheuttamat vasta-aineet voivat myos ilmetd maarityksissa.
André ym. (2008) puolestaan kirjoittavat, etta soluttoman rokotteen tehostean-
noksen jalkeen taytyy odottaa 2—3 vuotta ennen kuin voidaan tehda diagnoosi

serologiaan perustuen.

van der Zee, Schellekens ja Mooi (2015) kertovat myds, etta tutkimuksissa,
joissa maaritettiin IgM-, IgA- ja IgG-vasta-aineita potilailta, joilla oli hyvin doku-
mentoitu hinkuyska, vaihteleva ika ja rokotushistoria oli yleinen 10ydos se, etta
IgG on herkin parametri. Myds tutkimuksissa, joissa maaritettiin vain IgA- ja
lgG-vasta-aineet, nayttaytyi IgG herkemmaksi, mikd myods nakyy taman opin-

naytetyon tuloksia tarkasteltaessa.
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Jatkotutkimuksia tehdessa on siis paljon tekijoita, joita pitaisi ottaa huomioon.
Taman opinnaytetyon jatkotutkimusaihe onkin analysoida samat naytteet viela
kolmannella tai jopa useammalla menetelmalld ja verrata niita tuloksia niihin
tuloksiin, joita on kaytetty taman opinnaytetydon tekemiseen. Tatd Tyks-Sapa
likelaitoksen mikrobiologian ja genetiikan palvelualueen laboratorio on jo ryhty-

nyt tekemaan.
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Liite 1

IgA:n/IgM:n ja PT-IgG:n valinen vaikutus

Exponentiated Exponentiated

Exponentiated Exponentiated Adjusted Adjusted
Lower Upper Lower Upper
Exponentiated Confidence Confidence Confidence Confidence
Label Pr>itl  Adj P Estimate Limit Limit Limit Limit
log(lgA) +1 unit, miehet <.0001 . 2.0994 1.6661 2.6455
log(IgA) +1 unit, naiset <.0001 . 2.5004 1.8929 3.3027
log(lgA), miehet vs naiset 0.3060 . 0.8397 0.6007 1.1736
log(IgA) +1 unit, 0-2v 0.0249 0.2007 2.0388 1.0941 3.7994 0.8493 4.8942
log(IgA) +1 unit, 2-4v 0.0020 0.0191 2.5137 1.4017 4.5079 1.1053 5.7169
log(lgA) +1 unit, 4-6v 0.3922 0.9890 1.2663 0.7370 2.1759 0.5913 2.7118
log(IgA) +1 unit, 6-14v 0.0080 0.0685 1.5234 1.1161 2.0792 0.9835 2.3597
log(IgA) +1 unit, 14-16v <.0001 <.0001 5.7278 3.1716 10.3441 2.4938 13.1557
log(lgA) +1 unit, 16-20v 0.0106 0.0913 3.4788 1.3380 9.0452 0.9071 13.3419
log(IgA) +1 unit, 20-40v <.0001 <.0001 3.6544 2.2438 5.9520 1.8399 7.2583
log(IgA) +1 unit, 40-60v <.0001 <.0001 2.6462 1.8075 3.8741 1.5479 4.5239
log(IgA) +1 unit, >60v 0.6879 0.9999 0.9132 0.5862 1.4226 0.4895 1.7037
log(lgA), 0-2v vs 2-4v 0.6304 0.9998 0.8111 0.3454 1.9047 0.2149 3.0617
log(IgA), 0-2v vs 4-6v 0.2577 0.9657 1.6101 0.7054 3.6749 0.4458 5.8143
log(lgA), 0-2v vs 6-14v 0.4122 0.9952 1.3384 0.6665 2.6874 0.4524 3.9596
log(lgA), 0-2v vs 14-16v  0.0179 0.2757 0.3560 0.1514 0.8368 0.09415 1.3457
log(lgA), 0-2vvs 16-20v  0.3572 0.9898 0.5861 0.1878 1.8293 0.09973 3.4443
log(lgA), 0-2v vs 20-40v  0.1469 0.8651 0.5579 0.2535 1.2277 0.1635 1.9034
log(lgA), 0-2v vs 40-60v  0.4818 0.9986 0.7705 0.3724 1.5942 0.2485 2.3884
log(IgA), 0-2v vs >60v 0.0394 0.4727 2.2326 1.0397 4.7942 0.6798 7.3321
log(lgA), 2-4v vs 4-6v 0.0914 0.7345 1.9851 0.8953 4.4015 0.5750 6.8525
log(IgA), 2-4v vs 6-14v 0.1377 0.8485 1.6501 0.8515 3.1975 0.5895 4.6187
log(lgA), 2-4v vs 14-16v ~ 0.0522 0.5572 0.4389 0.1911 1.0081 0.1203 1.6005
log(lgA), 2-4v vs 16-20v  0.5694 0.9998 0.7226 0.2357 2.2152 0.1264 4.1293
log(lgA), 2-4v vs 20-40v  0.3350 0.9862 0.6879 0.3213 1.4728 0.2104 2.2488
log(lgA), 2-4v vs 40-60v  0.8852 1.0000 0.9499 0.4727 1.9089 0.3207 2.8138
log(lgA), 2-4v vs >60v 0.0068 0.1263 2.7526 1.3222 5.7302 0.8796 8.6138
log(lgA), 4-6v vs 6-14v 0.5611 0.9997 0.8313 0.4455 1.5510 0.3150 2.1939
log(lgA), 4-6v vs 14-16v  0.0002 0.0071 0.2211 0.09904 0.4935 0.06337 0.7713
log(lgA), 4-6v vs 16-20v  0.0715 0.6576 0.3640 0.1213 1.0926 0.06583 2.0128
log(lgA), 4-6v vs 20-40v  0.0045 0.0874 0.3465 0.1671 0.7187 0.1114 1.0782
log(lgA), 4-6v vs 40-60v  0.0295 0.3910 0.4785 0.2465 0.9289 0.1705 1.3431
log(lgA), 4-6v vs >60v 0.3594 0.9900 1.3867 0.6889 2.7913 0.4669 4.1182
log(lgA), 6-14v vs 14-16v  0.0001 0.0045 0.2660 0.1356 0.5217 0.09323 0.7587
log(lgA), 6-14v vs 16-20v  0.1082 0.7833 0.4379 0.1598 1.1998 0.09126 2.1012
log(lgA), 6-14v vs 20-40v  0.0033 0.0665 0.4169 0.2329 0.7461 0.1685 1.0311
log(lgA), 6-14v vs 40-60v  0.0295 0.3913 0.5757 0.3502 0.9463 0.2657 1.2475
log(lgA), 6-14v vs >60v 0.0639 0.6213 1.6681 0.9708 2.8665 0.7185 3.8732
log(lgA), 14-16v vs 16-20v 0.0001 0.0045 0.2660 0.1356 0.5217 0.09323 0.7587
log(lgA), 14-16v vs 20-40v 0.1082 0.7833 0.4379 0.1598 1.1998 0.09126 2.1012
log(lgA), 14-16v vs 40-60v 0.0033 0.0665 0.4169 0.2329 0.7461 0.1685 1.0311
log(lgA), 14-16v vs >60v  0.0295 0.3913 0.5757 0.3502 0.9463 0.2657 1.2475
log(lgA), 16-20v vs 20-40v 0.3799 0.9927 1.6465 0.5405 5.0157 0.2910 9.3170
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Liite 1

Exponentiated Exponentiated

Exponentiated Exponentiated Adjusted Adjusted
Lower Upper Lower Upper
Exponentiated Confidence Confidence Confidence Confidence
Label Pr>itl  Adj P Estimate Limit Limit Limit Limit
log(lgA), 16-20v vs 40-60v 0.2443 0.9591 1.5674 0.7353 3.3410 0.4827 5.0888
log(lgA), 16-20v vs >60v  0.0285 0.3831 2.1645 1.0849 4.3183 0.7390 6.3396
log(lgA), 20-40v vs 40-60v 0.9279 1.0000 0.9519 0.3273 2.7685 0.1808 5.0119
log(lgA), 20-40v vs >60v ~ 0.5995 0.9998 1.3146 0.4731 3.6532 0.2680 6.4480
log(lgA), 40-60v vs >60v ~ 0.3005 0.9779 1.3810 0.7492 2.5456 0.5333 3.5763
log(IgM) +1 unit, miehet <.0001 . 2.1030 1.5170 2.9154
log(IgM) +1 unit, naiset <.0001 . 2.2347 1.5326 3.2585
log(IlgM), miehet vs naiset 0.7775 . 0.9411 0.6172 1.4348
log(IgM) +1 unit, 0-2v 0.0019 0.0185 2.0565 1.3046 3.2418 1.0830 3.9050
log(IgM) +1 unit, 2-4v 0.1743 0.8242 1.7238 0.7855 3.7825 0.5696 5.2163
log(IgM) +1 unit, 4-6v 0.2000 0.8690 1.6246 0.7731 3.4136 0.5707 4.6249
log(IgM) +1 unit, 6-14v 0.0881 0.5710 1.5109 0.9402 2.4279 0.7745 2.9477
log(IgM) +1 unit, 14-16v <.0001 0.0002 9.4139 3.3364 26.5619 2.1829 40.5972
log(IgM) +1 unit, 16-20v 0.1041 0.6322 3.9311 0.7541 20.4931 0.3838 40.2601
log(IgM) +1 unit, 20-40v 0.0152 0.1285 2.3168 1.1758 4.5650 0.8910 6.0244
log(IgM) +1 unit, 40-60v 0.1008 0.6205 1.5679 0.9162 2.6833 0.7355 3.3427
log(IgM) +1 unit, >60v 0.6731 0.9999 0.9041 0.5657 1.4449 0.4670 1.7503
log(IgM), 0-2v vs 2-4v 0.7040 1.0000 1.1930 0.4795 2.9681 0.2888 4.9285
log(IgM), 0-2v vs 4-6v 0.5950 0.9998 1.2659 0.5303 3.0215 0.3268 4.9028
log(IgM), 0-2v vs 6-14v 0.3578 0.9898 1.3611 0.7052 2.6271 0.4891 3.7877
log(lgM), 0-2v vs 14-16v  0.0082 0.1431 0.2185 0.07079 0.6741 0.03782 1.2618
log(lgM), 0-2v vs 16-20v  0.4577 0.9983 0.5231 0.09447 2.8969 0.03645 7.5080
log(lgM), 0-2v vs 20-40v  0.7726 1.0000 0.8877 0.3953 1.9935 0.2520 3.1268
log(lgM), 0-2v vs 40-60v ~ 0.4446 0.9974 1.3116 0.6540 2.6305 0.4440 3.8745
log(IgM), 0-2v vs >60v 0.0133 0.2124 2.2747 1.1869 4.3594 0.8265 6.2606
log(IgM), 2-4v vs 4-6v 0.9144 1.0000 1.0611 0.3597 3.1299 0.1970 5.7136
log(IgM), 2-4v vs 6-14v 0.7782 1.0000 1.1409 0.4556 2.8565 0.2734 4.7602
log(IgM), 2-4v vs 14-16v  0.0108 0.1792 0.1831 0.04965 0.6753 0.02402 1.3958
log(IgM), 2-4v vs 16-20v  0.3767 0.9921 0.4385 0.07038 2.7319 0.02543 7.5600
log(IgM), 2-4v vs 20-40v  0.5779 0.9998 0.7440 0.2624 2.1101 0.1469 3.7686
log(IgM), 2-4v vs 40-60v  0.8459 1.0000 1.0994 0.4225 2.8605 0.2482 4.8698
log(IgM), 2-4v vs >60v 0.1674 0.8922 1.9066 0.7624 4.7682 0.4578 7.9404
log(IgM), 4-6v vs 6-14v 0.8717 1.0000 1.0752 0.4455 2.5952 0.2728 4.2373
log(IgM), 4-6v vs 14-16v  0.0070 0.1265 0.1726 0.04824 0.6174 0.02373 1.2547
log(lgM), 4-6v vs 16-20v  0.3383 0.9864 0.4133 0.06762 2.5258 0.02470 6.9153
log(IgM), 4-6v vs 20-40v  0.4882 0.9990 0.7012 0.2568 1.9146 0.1469 3.3481
log(IgM), 4-6v vs 40-60v ~ 0.9394 1.0000 1.0361 0.4149 2.5878 0.2493 4.3063
log(IgM), 4-6v vs >60v 0.1904 0.9189 1.7969 0.7470 4.3225 0.4584 7.0443
log(IgM), 6-14v vs 14-16v  0.0017 0.0372 0.1605 0.05129 0.5022 0.02719 0.9475
log(IgM), 6-14v vs 16-20v  0.2750 0.9705 0.3843 0.06896 2.1421 0.02651 5.5714
log(lgM), 6-14v vs 20-40v  0.3112 0.9808 0.6522 0.2850 1.4925 0.1798 2.3658
log(IgM), 6-14v vs 40-60v  0.9193 1.0000 0.9636 0.4705 1.9738 0.3157 2.9413
log(IgM), 6-14v vs >60v 0.1312 0.8321 1.6712 0.8577 3.2564 0.5918 4.7198
log(lgM), 14-16v vs 16-20v 0.0017 0.0372 0.1605 0.05129 0.5022 0.02719 0.9475
log(IgM), 14-16v vs 20-40v 0.2750 0.9705 0.3843 0.06896 2.1421 0.02651 5.5714
log(lgM), 14-16v vs 40-60v 0.3112 0.9808 0.6522 0.2850 1.4925 0.1798 2.3658
log(lgM), 14-16v vs >60v  0.9193 1.0000 0.9636 0.4705 1.9738 0.3157 2.9413
log(lgM), 16-20v vs 20-40v 0.3793 0.9921 2.3947 0.3413 16.8034 0.1154 49.6804

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Nina Wentus



Liite 1

Exponentiated Exponentiated

Exponentiated Exponentiated Adjusted Adjusted

Lower Upper Lower Upper

Exponentiated Confidence Confidence Confidence Confidence

Label Pr>Itl  Adj P Estimate Limit Limit Limit Limit
log(lgM), 16-20v vs 40-60v 0.0257 0.3463 4.0634 1.1863 13.9182 0.5980 27.6110
log(lgM), 16-20v vs >60v  0.0025 0.0536 6.0040 1.8816 19.1581 0.9867 36.5362
log(lgM), 20-40v vs 40-60v 0.5608 0.9997 1.6968 0.2852 10.0957 0.1057 27.2312
log(IlgM), 20-40v vs >60v  0.2987 0.9778 2.5072 0.4424 14.2105 0.1685 37.3083
log(IlgM), 40-60v vs >60v  0.3706 0.9911 1.4776 0.6283 3.4752 0.3904 5.5928
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