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Taman insin6orityon toimeksiantaja oli Kokemaenjoen vesiston vesiensuojeluyhdistys ry:n
(KVVY ry) Porin yksikkd. Tydn tarkoituksena oli validoida uusi, gluteenia elintarvikkeista
tunnistava, analyysimenetelma jo olemassa olevan menetelman rinnalle.

Uuden menetelmén pitdisi antaa tarkempia tuloksia fermentoituja tai hydrolysoituja elintar-
vikkeita analysoitaessa. Menetelmassa naytteen gluteenipitoisuutta mitattiin Tecan Sunrise
-fotometrilla. Ty suoritettiin R-Biopharmin Ridascreen® Gliadin competitive -kitilla. Vali-
doinnin avulla pyrittiin varmistamaan menetelman toimivuus akkreditointia varten. Mene-
telmé&n toivottiin parantavan tulosten tarkkuutta vanhaan menetelmaan verrattuna.

Tyon kokeelliseen osuuteen kuului tydsuorituksen optimointi valituilla neljalla erityylisella
olutnaytteelld ja tyon toistaminen tilastollisen datan aikaansaamiseksi. Lisdksi menetelman
tybohjeen kaantaminen suomen kielelle ja muokkaaminen seka koulutuspaivan pitaminen
laboratorion henkilokunnalle kuuluivat tydhon. Kirjallisessa osuudessa tutustuttiin validoita-
vaan menetelmaan ja sen periaatteisiin sekd menetelman tutkimuskohteeseen, gluteeniin,
ja siihen olennaisesti liittyvaan keliakiaan.

Yritykselle tehtiin validointisuunnitelma. Validoinnissa tarkasteltiin mittausaluetta, lineaari-
suutta, herkkyyttd, toteamis- ja maaritysrajoja, tarkkuutta seka tasmallisyytta ja toistetta-
vuutta. Lopuksi tehtiin raportti, jossa laskettiin tulokset ja arvioitiin tyén onnistumista.

Tybn tavoitteet saavutettiin hyvin. Insindorityén tuloksena menetelmasta saatiin kerattya
tarpeeksi tilastodataa validoinnin tekemiseen. Havaittiin, etta olutnaytteet 1 ja 2 ovat glu-
teenipitoisuuksiltaan lahella toisiaan ja lahelld toteamisrajaa. Nama kaksi naytetta voitiin
todeta gluteenittomiksi. Nayte 4 ylitti maaritysalueen moninkertaisesti, joten parhaaksi
naytteeksi validointia varten osoittautui olutnayte 3. Naytteen 3 tilastodatalle tehdyn tarkas-
telun p&atteeksi voitiin todeta, ettéd tulokset osoittivat menetelmén tuovan haluttua tarkkuut-
ta fermentoitujen oluiden gluteenipitoisuuden tutkimiseen. Nyttemmin menetelm& on ak-
kreditoitu ja otettu kayttdon yrityksessa. Validoinnin liséksi tydohje k&annettiin onnis-
tuneesti ja koulutuspaiva pidettiin henkildkunnalle suunnitellusti.

Avainsanat Gluteeni, gliadiini, competitive ELISA, validointi, gluteenifrag-
mentit, keliakia, vasta-aine

£
e —

i
Metropolia



Abstract

Author Veera Virolainen
Title Validation of ELISA procedure for detecting gluten fragments
from food
Number of Pages 41 pages + 1 appendices
Date May 8" 2017
Degree Bachelor of Engineering
Degree Programme Biotechnology and Food Engineering
Specialisation option Biotechnology
Markku Myllyla, Chemist
Instructor(s) Eija Koriseva, Lecturer
Carola Fortelius, Lecturer

This thesis was commissioned by the Pori Department of the Water Protection Association
of the River Kokeméaenjoki (KVVY). The aim of the thesis was to validate a new analysis
method that recognizes gluten in food to be used side by side with an already existing
method. The new method should give more accurate results when analyzing fermented or
hydrolyzed food. When analyzing this method, the gluten concentration of a sample was
measured with a Tecan Sunrise photometer. Analyzes were accomplished with Ridas-
creen® Gliadin competitive kit by R-Biopharm. The aim of validation was to ensure the
operability of the method in order to accredit it. It was desired that the new method would
improve the accuracy of results compared to those of the old method.

The experimental part of the work consisted of optimizing the working protocol with 4 dif-
ferent types of beer samples chosen and repeating the protocol to produce statistical data.
In addition, the experiment consisted of modifying and translating the work instructions into
Finnish and holding an education day for the staff. In the theory part, the method of valida-
tion and its principles were explored. Also gluten and coeliac disease were familiarized
with.

A validation plan was made for the association. During validation, area of measurement,
linearity, sensitivity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), accuracy, preci-
sion and repeatability were examined. At the end of the validation, a validation report was
made in which the results were calculated and the successfulness of the validation was
evaluated.

The aim of the thesis was achieved. Enough statistical data was collected to perform the
validation. It was discovered that Beer Sample 1 and 2 were near each other by their glu-
ten content and both were near the LOD. These two were deemed as gluten free. Sample
4 exceeded the area of quantification multiple times; therefore, the best sample to use in
validation was shown to be Sample 3. After handling the statistical data of Sample 3, it
could be concluded from the results that the new method has the wanted accuracy when
analyzing the gluten concentration of fermented beers. The method has been accredited
and brought into use in society. Besides validation, the work instructions were translated
successfully and an education day for the staff was held as planned.

Keywords gluten, gliadin, competitive ELISA, validation, gluten frag-
ments, coeliac disease, antibody
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Lyhenteet

FINAS Finnish accreditation service. Suomen akkreditointipalvelu.
EVIRA Elintarviketurvallisuusvirasto.
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay. Immunologinen, vasta-aineisiin

perustuva analyysimenetelma.

HLA Human Leukocyte Antigen. Tietty peptidirakenne, joka toimii reseptorina
antigeenia esittelevan solun pinnalla. HLA DQ -reseptorit ovat yhdistetty
keliakian syntyyn.

AOAC The association of analytical communities. Kansainvalinen, itsenainen,
voittoa tavoittelematon yhdistys, jonka tehtavana on kehittad mikrobiolo-
gian ja kemian standardimenetelmia.

FDA Food and Drug administration on osa Yhdysvaltojen terveysvirastoa. Sen
tehtéavana on valvoa ihmisten ja elainten laakkeitd, tupakkatuotteita seka
elintarvikkeita.

AACCI The American Association of Cereal Chemists International. Kansainvali-
nen, voittoa tavoittelematon organisaatio, jonka tavoitteena on lisata tie-
toisuutta viljan tieteellisestd tutkimuksesta tutkimuksen, koulutuksen ja
teknisten palveluiden avulla.

LOD Limit of detection. Toteamisraja.

LOQ Limit of quantification. Maaritysraja.

MUKit Measurement Uncertainty Kit. Suomen ymparistokeskuksen (SYKE) ke-
hittdma tietokoneohjelma mittausepavarmuuden laskemiseksi.
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1 Johdanto

Taman insinddritydn toimeksiantaja oli Kokeméenjoen vesiston vesiensuojeluyhdistys
ry:n (KVVY ry) Porin yksikkd. KVVY ry on voittoa tavoittelematon, vuonna 1961 perus-
tettu yhdistys, jonka tavoitteena on tarjota laadukkaita ja monipuolisia laboratoriopalve-
luita asiakkailleen. Laboratorio on FINAS-akkreditointipalvelun akkreditoima testausla-
boratorio T064 (SFS-EN I1SO 17025:2005). Laboratoriolla on my6s monia Elintarvike-
turvallisuusvirasto EVIRA:n myontamid hyvaksyntdja. Sen analyysivalikoimaan kuuluu

mikrobiologisia, kemiallisia ja aistinvaraisia menetelmia. [1.]

Yksi laboratorion tarjoamista analyyseistd on gluteenin maarittdminen elintarvikkeesta
ELISA-menetelmdlla. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) on entsyymivalit-
teinen, immunologinen maaritys, jolla voidaan havaita antigeeni tai vasta-aine biologi-
sessa naytteessd. Laboratoriolla on kaytdssa tdhan tarkoitettu, sandwich ELISA:an
perustuva, R-biopharmin Ridascreen® Gliadin -kitti. Menetelma perustuu Codex Ali-
mentariuksen hyvaksymaan Rb5-vasta-aineeseen (Mendezin menetelmd). Kitti on
suunniteltu kaytettavaksi useimpien elintarvikkeiden kanssa. Laboratorio tahtoisi kui-
tenkin sen rinnalle saman valmistajan Ridacreen® Gliadin competitive -kitin, joka on
suunniteltu erityisesti hydrolysoitujen ja fermentoitujen elintarvikkeiden analysoimiseen.
Myds tdman kitin perustana on R5-vasta-aine, mutta menetelmé&nd on competitive
ELISA.

Gluteeni on valkuaisaine, jota esiintyy vehnassa, rukiissa, ohrassa seka naiden hybridi-
lajikkeissa. Gluteenia kaytetdan laajalti elintarvikkeissa, silla se parantaa mm. elintar-
vikkeen rakennetta. Lisdksi luonnostaan gluteenittomat tuotteet kontaminoituvat her-
kasti gluteenilla valmistuksen ja kuljetuksen aikana huolimattoman kasittelyn vuoksi.
Keliakia on autoimmuunisairaus, jossa henkildlla on pysyva intoleranssi gluteenille.
Hoitokeino on pysyva gluteeniton ruokavalio. Pienikin mé&éra jatkuvasti nautittuna voi
olla sairastaville haitallista. Tamé& vuoksi gluteenin maara on ilmoitettava pakkausmer-

kinnoissa.

Tavallisten elintarvikkeiden gluteenipitoisuuden mittaamiseen sandwich ELISA on luo-
tettava analyysimenetelmd. Sandwich ELISA -menetelmaa kaytettdessd on kuitenkin
huomattava, ettd naytteen gluteeniketjujen tulee olla tarpeeksi pitkia, jotta ne havai-
taan. Kun elintarviketta kasitellaan hydrolysoimalla tai fermentoimalla, pilkkoutuu niissa

oleva gluteeni lynyemmiksi ketjuiksi. Tallbin isoja maaria pienempia proteiinifragment-


https://fi.wikipedia.org/wiki/Antigeeni
https://fi.wikipedia.org/wiki/Vasta-aine
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teja voi jadda havaitsematta, vaikka niita olisi naytteessa. Tallaisia tilanteita varten on

kehitetty tassa tyossa kaytettdva Ridacreen® Gliadin competitive -ELISA-kitti.

Tyon tarkoituksena oli validoida gluteenia elintarvikkeista tunnistava, uusi analyysime-
netelm&@ jo olemassa olevan menetelman rinnalle. Uuden menetelmén pitéisi antaa
tarkempia tuloksia fermentoituja tai hydrolysoituja elintarvikkeita analysoitaessa. Labo-
ratoriot vastaavat analyysimenetelmiensa laadun varmistamisesta validoimalla mene-
telmid ja laitteita. Validoinnilla tarkoitetaan menetelmén tai laitteen testausta, jolla var-

mistetaan sen soveltuvuus tarkoitukseensa.

Tyon suoritukseen kaytettiin kitin lisédksi Tecanin Sunrise-fotometria ja Hydroflex-
pesuria seka Tecanin Magellan-ohjelmistoa, joita kaytettiin myos jo kaytdssa olevassa
gluteenianalyysissa. Validointia varten valittiin nelja olutta, joiden gluteenipitoisuuksien
toivottiin eroavan toisistaan. Tarkoituksena oli 16ytda yksi olut, jonka gluteenipitoisuus
olisi lahellda analyysin maaritysrajaa, yksi olut, joka sijoittuisi maaritysalueelle, ja yksi

olut, jonka pitoisuus olisi lahella maaritysalueen ylapaata.

Validointia varten tehdysta analyysin optimoinnista kerattiin tilastodataa, josta haluttiin
selvittda joitain analyysin suorittamisen laatuun vaikuttavia tekijoita. Nama tekijat ovat
validoinnin vahimmaisvaatimuksia, kun menetelmé& halutaan akkreditoida. Tekijoita
olivat mittausalue, lineaarisuus, herkkyys, toteamis- ja maaritysrajat, tarkkuus, tasmalli-
Syys ja toistettavuus seka mittausepavarmuus. Menetelman toivottiin parantavan tulos-
ten tarkkuutta vanhaan menetelmaan verrattuna. Validoinnin lisdksi insin66ritydhon
kuului menetelmén tydohjeen k&antaminen suomen kielelle ja muokkaaminen, seka

koulutuspaivan pitaminen laboratorion henkilékunnalle.



2 Gluteeni

Gluteeni on valkuaisaine, jota esiintyy vehnassa, rukiissa ja ohrassa seka naiden hyb-
ridilajikkeissa. Myds kaura voi sisaltdd gluteenia lajikkeesta riippuen tai risti-
kontaminaation vuoksi. [2.] Ristikontaminaatiolla tarkoitetaan elintarvikkeiden saastu-
mista mikrobeilla tai sille vierailla aineilla, tdsséa tapauksessa gluteeniproteiineilla. Kau-
ran kontaminaatio gluteenilla johtuu yleisimmin sen viljelystd samassa pellossa, jossa
gluteenia siséltavia viljoja on viljelty aiempina vuosina. Jos maaperéé ei ole valmisteltu
puhdasviljelyd varten, on todennakdista, etta viljellyn kauran joukossa kasvaa myds
muiden viljalajikkeiden yksil6ita. Nama kontaminoivat koko kaurasadon. Toinen yleinen
kontaminaationlahde on kauran kasittely teollisuudessa, jossa samalla linjastolla tuote-

taan myds muista viljoista valmistettavia elintarvikkeita.

2.1 Gluteenin koostumus

Gluteeni on viljan varastoproteiini, ja se sijaitsee viljakasvin jyvan ytimessa tarkkelyk-
sen kanssa. Jyvassa on valkuaisainetta noin 10-15 % ja loppu on tarkkelystd. Suurin

osa viljan hyotykaytdsta kohdistuu juuri viljan jyvaan. [3.]

Gluteeni koostuu prolamiini- ja gluteliini-proteiineista [4]. Prolamiinit ovat alkoholiin liu-
kenevia kun taas gluteliinit eivat. Eri lajikkeilla esiintyvid prolamiineja kutsutaan eri ni-
milla: gliadiini (vehna), sekaliini (ruis), hordeiini (ohra) ja aveniini (kaura). [2.] Gluteenia
sisaltavia viljoja kaytetaan erittain paljon elintarviketeollisuudessa. Erityisesti vehna on
yksi maailman yleisimmisté ravinnonlahteista [5]. Kuvassa 1 on esitetty gluteenin koos-

tumus.



Gluteeni

Gluteliini Prolamiini

mm. Vehnan e . . .
Gluteniini LGIladunl Sekaiini LHordennl LAvenunl
Vehnassd] L Rukiissa] Ohrassal Kaurassal

Kuva 1. Gluteenin koostumus. [Mukaillen 2 ja 4]

Prolamiinit ovat monomeereja eli pienia molekyyleja, ja ne voidaan jakaa a-, -, y- ja w
-tyyppeihin [2]. Esimerkiksi a-tyypin prolamiineja esiintyy muita enemman vehnéssa.
Omega-tyypin prolamiineja esiintyy vehnan lisédksi myds rukiissa ja ohrassa. Kyky tun-
nistaa useampia viljalajeja on tarkea ominaisuus gluteenitutkimuksessa, ja w-gliadiini
onkin ollut kaytdéssa jo kauan gluteenitutkimuksessa. [3.] Gluteliinit ovat isompia, usei-
den prolamiinimolekyylien kokonaisuuksia. Gluteniini on yksi yleisimmistéa gluteliinin
muodoista, ja sité esiintyy runsaasti etenkin vehnassa. [2.] Prolamiineista tutkituin on
vehnan gliadiini, johtuen sen laajasta kaytdsta elintarvikkeissa. Kaikki prolamiinityypit ja
gluteliinit ovat haitallisia keliakiaa sairastaville. Tutkimuksissa on kuitenkin havaittu, etta
etenkin gliadiinin a-tyyppiset peptidirakenteet, jotka sisaltavéat runsaasti prolamiinia ja

glutamiinia, aiheuttavat keliakiaa. [2; 3]

2.2 Keliakia

Keliakia on ohutsuolen limakalvojen sairaus, jossa henkildlla on pysyva intoleranssi
gluteenille [6]. Keliakiassa gluteeni paésee sitoutumaan ohutsuolen antigeenia esittele-
vien solujen pinnalla oleviin tiettyihin HLA DQ -reseptoreihin. Niiden tehtavéané on esi-
tella solunulkoisia peptideja imusoluille. T-solut tunnistavat DQ-reseptoriin sitoutuneen
vieraan peptidin aiheuttaen ohutsuolen limakalvolla tulehduksen ja suolinukan vaurioi-
tumisen. [3.] Keliaakikon ohutsuolen pinta surkastuu ja suolen pinta-ala pienenee véhi-

tellen. Tam& héiritsee ravintoaineiden imeytymista merkittavasti. [2; 6] Tutkimukset
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ovat osoittaneet, etta lahes jokaisella keliakiaa sairastavalla ihmisella on jompikumpi
keliakiaan yhdistetty reseptori, DQ2 tai DQ8. Mikéli henkildlla ei ole naita reseptoreita,
on keliakiaan sairastumisen mahdollisuus lahes olematon. [7.] Keliakian oireita ovat

mm. erilaiset vatsa- ja iho-oireet seka ravintoaineiden imeytymishairiot [6].

Keliakiaa ei kroonisuutensa vuoksi lueta allergiaksi, vaan se muistuttaa enemmankin
autoimmuunisairautta. Sairauteen ei ole olemassa pysyvaa parannuskeinoa, mutta sen
saa oireettomaksi noudattamalla tarkkaa gluteenitonta ruokavaliota. [8.] Kuvassa 2
esitetdan gluteenin aiheuttamia vaurioita ohutsuolessa. Vasemmalla on terve ohutsuoli,
jossa suolen pintaa peittavat nukkalisakkeet. Suolinukkaa peittdd viela kerros mikro-
skooppisen kokoisia mikrovilluksia. Keskellda olevassa kuvassa suolinukka on alkanut
rapautua, ja oikean puoleisessa kuvassa nukkalisdkkeet ovat surkastuneet kokonaan.
[3; 9]

Gluteenin aiheuttama suolivaurio ajan kuluessa

Kuva 2. Ohutsuolen suolinukka. Vasemmalla on terve ohutsuolenpinta. Keskella nukkalisak-
keet ovat jo karsineet hieman vaurioita. Oikealla on keliaakikon surkastunut ohutsuolenpin-
ta. [9.]

Keliakiaa pidettiin aiemmin harvinaisena tautina, silla vain vakavasti oireilevat henkiltt
osattiin diagnosoida. Nykyisin diagnoosin saa helpommin. Keliakiaa on Suomessa tut-
kittu paljon, ja on arvioitu, ettd vaesttsta keliakiaa sairastaa noin 2 % (yli 100 000 hen-
kil6a). Kuitenkin vain pieni osa, noin 36 000 henkilod (2015) tautia sairastavista, on
saanut diagnoosin. [10.] Keliakiatapausten maara on kasvanut etenkin lansimaissa

parissakymmenessa vuodessa jopa puolella [9].
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Keliakian syntymekanismia ei viela tunneta tarkasti. On kuitenkin pystytty toteamaan,
ettd sen puhkeamiseen tarvitaan perinnéllinen alttius, gluteenin lasnaolo ja mahdolli-
sesti viela jokin muu, tuntematon tekija. [11.] Arvellaan, etta kyseessa voisi olla jokin
ympaéristotekija, kuten esimerkiksi stressi, infektio tai ruoansulatuselimistén mikrobifloo-
ran muutos [12]. Ymparistotekijoiden vaikutusta keliakian esiintymiseen pidetdaankin

merkittavana [9].

2.3 Gluteeni elintarvikkeissa

Gluteenia siséltavista viljoista etenkin vehnaa kaytetaan yleisesti elintarvikkeissa johtu-
en sen monista positiivisista vaikutuksista tuotteen rakenteeseen, viskoosisuuteen,
kosteuden sailymiseen ja makuun [4; 12]. Gluteenia kaytetddn paljon myo6s sen halvan
hinnan vuoksi. Tama johtuu siita, etta tarkkelysta valmistettaessa muodostuu sivutuot-

teena gluteenia, jolle ei muutoin olisi kaytt6a. [12.]

Gluteenia on tutkittu paljon, ja sen ominaisuuksien vuoksi sitd on alettu kayttaa muis-
sakin kuin viljatuotteissa [12]. Euroopassa kaytto rajoittuu leivottujen tuotteiden lisaksi
jauhorikasteisiin ja eldaintenruokiin. Naissa tuotteissa gluteenia on jo valmiiksi. Muualla
maailmassa, kuten Japanissa, Australiassa ja Amerikassa, gluteenia lisataan myos
moniin sellaisiin tuotteisiin, joissa ei luontaisesti sita olisi. Tallaisia tuotteita ovat mm.
lihat, juustot, maidonkorvikkeet, maissista tehdyt aamiaismurot ja urheilujuomat. [13.]
Tallaisten tuotteiden yleistyminen on aiheuttanut huolta niin tutkijoissa kuin kuluttajissa,
minka vuoksi tutkijat ovat alkaneet kehittaa uusia keinoja gluteenin allergisuuden va-
hentdmiseksi [12; 13].

Gluteenin kayttd elintarvikkeissa on siis lisdantynyt, mutta toisaalta parantunut keliaki-
an diagnosointi ja ravitsemustietoisuus ovat muodostaneet uuden, ruokavaliostaan
tarkan kuluttajaryhman. Keliaakikot ovat kiinnostuneita I6ytamaan uusia monipuolisem-
pia vaihtoehtoja gluteenittomaan ruokavalioonsa. Ennen gluteenia siséltavien ruokien
valttely oli ainoa vaihtoehto, mutta nykyaan markkinoilla on suuri maaré tavallisten tuot-
teiden kaltaisiksi kehitettyja gluteenittomien tuotteita. Naiden erityisruokavaliotuotteiden
valikoima on nykyisin monipuolinen, ja tuotteita tarjoavat lahes kaikki elintarvikkeita

myyvéat kaupat.

Elintarvikkeiden siséltamistd, EVIRAN listaamista allergeeneista tulee ilmoittaa pak-

kausmerkinnalla. Toisaalta monet yritykset mainostavat oman tuotteensa gluteenitto-
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muutta. Gluteenittomat tuotteet tunnistaa Suomessa gluteenittoman tuotteen merkista,
"gluteeniton”-merkinnésta tai ainesosaluetteloa tarkastelemalla [14]. Monissa liikkeissa
gluteenittomat tuotteet on keratty samaan hyllyyn tuotteiden Idytamisen helpottamisek-

si. Lisaksi osa etenkin leipomotuotteista I0ytyy pakasteesta.

Kuva 3. Keliakialiitto ry:n gluteenittoman tuotteen merkki [15].

Keliakialiitto valvoo Suomessa kaytdssa olevaa gluteenittoman tuotteen merkkia, joka
on esitetty kuvassa 3. Merkin ideana on, etta kuluttaja nakee tuotteen gluteenittomuu-
den nopealla vilkaisulla eikd pakkausmerkinttjen tutkimiseen kulu en&é suhteettomasti

aikaa. Talla hetkella merkin kayttéoikeuden on saanut 330 tuotetta. [15.]

Merkin kayttdoikeutta voi hakea keliakialiitolta kahdeksi vuodeksi kerrallaan. Ollakseen
oikeutettu kayttamaan tuotteestaan nimitysta "gluteeniton” on yrityksella oltava toimiva
omavalvontasuunnitelma, pakkausmerkintdjen on oltava lainmukaisia ja merkkia varten
keliakialiitolle on toimitettava analyysitodistus gluteenittomuudesta. [16.] Analyysitodis-
tuksen saadakseen on yrityksen tutkituttava ndyte EVIRA:ssa tai vastaavassa, hyvak-

sytysséa, akkreditoidussa laboratoriossa.

Suomessa on n. 40 EVIRANn hyvdksynnan saanutta laboratoriota. Hyvaksyttyjen ana-
lyysien maaré vaihtelee laboratorioittain, silla jokaiselle menetelmélle tulee erikseen
hakea hyvéksyntd. Hyvéaksyntd myonnetaan Ilahes automaattisesti FINAS-
akkreditoidulle menetelmdlle. Taman jéalkeen laboratoriot voivat analysoida elintarvik-
keiden viranomaistutkimusten ja lakisdateisten omavalvontatutkimusten naytteitd kayt-
tden akkreditoitija analyysimenetelmiaan. [17; 18] Naistd 40 laboratoriosta vain muu-

tama analysoi gluteenia.



2.4 Gluteenittomien tuotteiden valvonta

Elintarvikevalvonnan tehtavana on varmistaa elintarvikkeiden turvallisuus, laatu ja pak-
kausmerkintdjen oikeellisuus [19]. Komission taytantéénpanoasetuksella (EU) N:o
828/2014 saadetadn keliaakikoille soveltuvien elintarvikkeiden koostumuksesta ja pak-
kausmerkinndista. Asetus perustuu kansainvaliseen Codex Alimentarius -standardiin
(Codex Stan 118-1979). Se on velvoittava kokonaisuudessaan, ja kaikki Euroopan
unionin jasenvaltiot soveltavat sita. Keliaakikoille sopivat elintarvikkeet jaotellaan glu-
teenittomiin ja véahagluteenisiin tuotteisiin. Gluteeniton tuote saa siséltdd gluteenia

enintaan 20 mg/kg ja vahagluteeninen tuote 20-100 mg/kg. [20.]

Suomen elintarvikeketjun valvonta perustuu eri tahojen yhteistydhon. Elintarvikeval-
vonnasta vastaa EVIRA yhdessa kuntien kanssa. Kunnissa valvonnasta vastaavat ter-
veysvalvojat tai muut elintarvikevalvojat, joita aluehallintovirasto ohjaa. Tulli valvoo
Suomeen tulevia, ei-elainperéisia elintarvikkeita. Elainperéisia elintarvikkeita valvoo
EVIRA. Suomessa toimivat elintarvikeyritykset vastaavat tuotteittensa turvallisuudesta,
ja valvovat tuotantoaan omavalvonnan avulla. [19.] EVIRA seuraa monivuotisen kan-
sallisen valvontasuunnitelman (VASU) toteutumista vuosittain ja raportoi sen toteutu-

misesta Euroopan komissiolle [21].

2.5 Allergeenitutkimus

Ruoka-allergioista puhuttaessa allergeeneiksi kutsutaan niitd ruoan proteiineja, joita
vastaan henkilon immuunipuolustuksen vasta-aineet hyotkkaavéat. Allergiassa puolus-
tusjarjestelma puolustautuu turhaan ja liian voimakkaasti keholle harmittomiakin aineita
vastaan. Suomessa ruoka-aineallergikkoja on 2—4 % aikuisista ja 5-10 % lapsista. Into-
leranssilla tarkoitetaan muita kuin allergiasta johtuvia yliherkkyysreaktioita esim. ke-
liakiaa ja laktoosi-intoleranssia. Naissa sairauksissa henkilén immuunipuolustus hyok-

k&a kehon omia kudoksia vastaan. [22.]

Allergeeneja analysoitaessa ollaan yleensa kiinnostuneita siitd, onko naytteessa etsit-
tya allergeenia vai onko se kyseisen allergeenin osalta puhdas. Tatd samaa tarkastel-
laan my0s gluteenia tutkittaessa. Gluteeni on proteiini, eika silla nain ollen ole DNA:ta.
Taman vuoksi usein allergeenien testauksessa kaytetty PCR ei ole gluteenille soveltu-

va tutkimusmenetelméa. [23.] Gluteenin havaitsemista hankaloittaa myds sen prolamii-
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nien kemiallinen monimutkaisuus, joka tekee niistd hankalia tunnistaa. Gluteenin spesi-

finen havaitseminen on siten mahdollista l[&hinnd immuunimaarityksilla (ELISA). [24.]

Sandwich ELISA on kaytetyin analyysimenetelm&, kun tutkitaan prolamiinien maaraa
naytteessa [30]. Naytteen gluteenipitoisuutta on myds mahdollista tutkia immunokro-
matokrafisia pikatesteja kayttdmalla. Talldin tuloksena on kuitenkin lahinna tieto siita,

esiintyyko naytteessa gluteenia vai ei, eiké tarkkaa gluteenimaaraa. [23.]

Prolamiinien molekyylikokoa tutkittaessa kaytetdan menetelmédna SDS-PAGE:a ja im-
munoblottausta. Talldin naytteiden analysointi on laadullista. [24.] SDS-PAGE eli natri-
umdodekyylisulfaatti polyakryyliamidi geelielektroforeesi (Sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis) on biokemiallinen menetelma, jossa naytteen eristetyt
proteiinit erotellaan toisistaan molekyylikoon mukaan sahkdvirran avulla. SDS-
etuliitteella tarkoitetaan geeliajossa kaytettdvaa ainetta, joka antaa nayteproteiineille
varauksen ja estada niiden sekoittumisen ajon aikana. Vasta-ainetutkimusta varten pro-
teiinit siirretaan geeliltd sahkovirran avulla nitroselluloosakalvolle. Tata kutsutaan im-

munoblottaukseksi.

My6s HPLC:ta voidaan kayttaa prolamiinien tutkimiseen [24]. HPLC eli korkean erotus-
kyvyn nestekromatokrafia (High-performance liquid chromatography) on menetelméd,
jolla naytteen komponentit voidaan erotella, tunnistaa ja maaritelld. Menetelma perus-
tuu siihen, etta tutkittava aine laitetaan paineistettuun kolumniin, jossa naytteen mole-
kyylit etenevat eri vauhdilla riippuen niiden koosta. Siten ne poistuvat kolumnista eri

aikoihin, ja ne voidaan kerata.
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3 ELISA

ELISA eli Enzyme linked immunosorbent assay on kuoppalevypohjainen analyysitek-
niikka, jota kaytetdan padasiassa immunologiassa proteiinien, kuten vasta-aineiden tai
antigeenien, havaitsemiseen naytteestd. ELISA:ssa pitoisuudeltaan tuntematon nayte
sidotaan kiinteddn pohjamatriisiin, joko epéaspesifisesti adsorbtiolla tai spesifisesti sito-
malla se spesifiin vasta-aineeseen. Liikkumaton antigeeni muodostaa kompleksin vas-
ta-aineen kanssa. Vasta-aineeseen voi olla sidottuna kovalenttisesti entsyymi tai vasta-
aine voidaan tunnistaa toisella vasta-aineella, johon entsyymi on sidottu. Vaiheitten

valilla levy pestaén ylimaaraisten tuotteiden poistamiseksi. [25;26]

Aineen havaitseminen tapahtuu tekemalld entsyymista aktiivinen lisddmalla substraatti,
jolloin inkuboitaessa muodostuu mitattava tuote [25]. Signaali mitataan valitulle sub-
straatille sopivalla menetelmalla (fotometrisesti, fluorometrisesti tai luminometrisesti).
Yleensa entsyymina kaytetddn joko piparjuuren peroksidaasia (HRP, horseradish pe-
roxidase) tai alkaalifosfataasia (AP, alkaline phosphatase). Naiden kahden kayton ylei-
syytta selittdd niiden kanssa yhteensopivien substraattien laaja valikoima. ELISA-
menetelm&n onnistumisen kannalta on erittain tarkeda varmistaa vasta-aine-antigeeni
kompleksin erittain spesifinen sitoutuminen. Siten valtytaan ristiin sitoutumisen aiheut-

tamilta ongelmilta. [27.]

3.1 Elisa-menetelmat

Yleisestd ELISA-menetelm&std on olemassa useita erilaisia variaatioita, jotka voidaan
jakaa karkeasti suoraan, epasuoraan ja sandwich ELISA:an. Nama kolme eroavat toi-

sistaan sitoutuvien komponenttien maarassa. [27.]

3.1.1 Suora ELISA

Suora ELISA on vaihtoehdoista yksinkertaisin. Kuoppalevyn kuopan pohjaan sidotaan
antigeeni. Entsyymileimattu vasta-aine sitoutuu antigeeniin. Ylimaardinen vasta-aine
pestaan pois ja entsyymi aktivoidaan lisaéamalla substraatti. Yksinkertaisuutensa ansi-
osta menetelma on nopea, mutta ei yhtad joustava tai herkkd kuin muut menetelmat.
[27.]
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3.1.2 Epasuora ELISA

Epasuora ELISA alkaa samoin kuin suora ELISA. Kun antigeeni on sidottu kuopan
pohjalle, lisataan vasta-aine. Tama vasta-aine ei ole kuitenkaan entsyymileimattu, vaan
ainoastaan spesifinen antigeenille. Taméan jalkeen lisatdén toinen vasta-aine, joka on
entsyymileimattu. Se sitoutuu aiemmin lisattyyn vasta-aineeseen, eikd antigeeniin, ku-

ten suorassa ELISA:ssa. [27.]

3.1.3 Sandwich ELISA

Sandwich ELISA:ssa kuoppalevyn pohjaan on sidottu vasta-aine, johon antigeeni sitou-
tuu. Antigeenin toiseen sitoutumiskohtaan liittyy toinen, ensisijainen vasta-aine, johon
on Kiinnitetty entsyymi. On myds mahdollista, ettd entsyymi on sidottu vasta toissijai-

seen vasta-aineeseen, joka sitoutuu ensisijaiseen vasta-aineeseen.

Monet kaupalliset kitit perustuvat sandwich ELISA -menetelm&én, johtuen sen suuresta
herkkyydestéd ja kestavasta rakenteesta (tutkittava antigeeni jad kiinni kahden vasta-
aineen valiin) [27]. Herkkyydeltddn sandwich ELISA on 2-5 kertaa parempi kuin suora
tai epasuora ELISA [28]. Sandwich ELISA on myds hyvin joustava ja monipuolinen,
silla markkinoilta l16ytyy lukuisia erilaisia ensisijaisia vasta-ainevaihtoehtoja. Kayttamalla
juuri oikeaa, tutkitulle antigeenille optimaalista vasta-ainetta, voidaan olla varmoja vas-

ta-aineen korkeasta spesifisyysasteesta. [27.]
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Kuva 4. Yleisimmat ELISA-menetelmat. Kuvassa vasemmalla esitetddan suoran ELISA-

menetelman periaate. Keskelld vastaavasti epasuora ELISA-menetelma ja oikealla sand-
wich ELISA [27].

Kuten kuvassa 4 on esitetty, eroavat suora, epasuora ja sandwich ELISA toisistaan
rakenteellisesti. Suora ELISA -menetelma on naista yksinkertaisin. Epasuorassa mene-
telmassa lisataan yksi vaihe lisda suoraan ELISA:n. Sandwich ELISA:ssa rakenneosi-
en jarjestys vaihtuu taysin. Kuoppalevyn pohjaan on sidottu vasta-aine, eik& antigeeni.
[27.]

3.2 Vasta-aineet gluteenitutkimuksessa

Yleensa allergeenitutkimuksessa, jossa halutaan maarittdd gluteenin maara nayttees-
sa, kaytetddn analyysimenetelménéd sandwich ELISA:a. Vaikka kaytetty menetelma on
yleensd sama, on gluteenin tunnistukseen kuitenkin olemassa erilaisia vasta-
ainevaihtoehtoja. Naistd kaksi on virallisten tahojen suosittelemia. Molemmat naista
ovat kaupallisesti saatavilla ja kaytossa testauslaboratorioissa eri puolilla maailmaa.
[29.]

The Association of Analytical Communities (AOAC) suosittelee kayttdmaan gluteenin
havaitsemiseen naytteista Skerrittin ja Hillin vuonna 1991 kehittdamaa w-gliadiinin tun-
nistavaan vasta-aineeseen perustuvaa sandwich ELISA:a. Codex Alimentarius on puo-
lestaan suositellut vuodesta 2006 alkaen kaytettavaksi R5-vasta-aineeseen perustuvaa

sandwich ELISA:a. Molemmat tahot hyvaksyvat molemmat menetelmét, mutta suositte-
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levat ensisijaisesti eri menetelmia. Myds FDA suosittelee R5-ELISA:n kayttéa. Verrat-
tuna R5-vasta-aineeseen perustuvaan sandwich ELISA:an on vuonna 1991 huipputek-
niikkaa edustaneessa w-gliadiini sandwich ELISA:ssa useita puutteita. Sen herkkyys on
R5-menetelmaa huomattavasti huonompi ja se havaitsee vain o-gliadiinit, kun taas R5-

menetelmalla havaitaan myds a-, B- ja y -gliadiinit. [29; 30]

Sandwich ELISA -menetelmé&d, jossa kaytetdan monoklonaalista eli yhdelle kohteelle
spesifistda R5-vasta-ainetta, kutsutaan Mendezin menetelmaksi, sen kehittaneen filoso-
fian tohtori Enrigue Mendezin mukaan [30]. Menetelm& perustuu R5-vasta-aineeseen,
joka on spesifinen gliadiini-antigeenin aminohappoketju-epitoopille QQPFP (glutamii-
ni—glutamiini—proliini—-fenyylialaniini—proliini). QQPFP-jakso toistuu jatkuvasti kaikkien
viljalajikkeiden gluteeniproteiinien prolamiineissa, minka takia vasta-aine on spesifinen

vehnan lisdksi myoés muille gluteenia sisaltaville viljoille. [4; 31]

R5-vasta-aineeseen perustuvaa tutkimusmenetelmaa kaytetddn paljon Euroopassa.
USA:ssa o-gliadiini-menetelmalla on sen sijaan viela vahva jalansija. [29.] Markkinoille
on myds tullut japanilaisen tydryhmén kehittdma Morinaga-vehnd sandwich ELISA -
menetelma, jossa vasta-aine on polyklonaalinen eli spesifinen useammalle saman an-
tigeenin epitoopille. Menetelma on herkempi kuin kaksi muuta mainittua, mutta ei yhta
spesifinen. [30.]

3.3 Gluteenifragmentit

Sandwich ELISA -menetelma vaatii toimiakseen kaksi sitoutumiskohtaa, eli kaksi
QQPFP-jaksoa, naytteen antigeeneissé. Toiseen sitoutumiskohtaan sitoutuu kuopan
pohjalle kiinnitetty vasta-aine, ja toiseen ensisijainen vasta-aine. Tama kahden sitou-
tumiskohdan vaatimus vaikeuttaa gluteenin havaitsemista elintarvikkeista, jotka on hyd-

rolysoitu tai fermentoitu valmistusprosessin aikana. [4; 29]

Hydrolysoimisella tarkoitetaan elintarvikkeista puhuttaessa orgaanisten yhdisteiden
pilkkomista yksinkertaisempaan molekyylimuotoon. T&méa tapahtuu yleensa entsyymi-
en avulla. Esimerkiksi proteiinit hajotetaan peptideiksi ja edelleen aminohapoiksi. Hyd-
rolyysissa pelkistavana aineena on usein vesi. Fermentoiminen on mikrobien (hiivat,
bakteerit) avulla tapahtuva kaymisreaktio, jossa elintarvikkeen hiilihydraatit muuttuvat
hapettomissa oloissa alkoholiksi. Perustana on mikrobien soluhengitys, jossa tietyt lajit

muodostavat hapettomissa oloissa sokerin sijasta alkoholia. Kuvassa 5 on havainnollis-
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tettu, kuinka elintarvikkeen hydrolysoiminen tai fermentoiminen pilkkoo gluteeniproteii-

nin siten, ettd sen havaitseminen vaikeutuu.

aaaaaa FPaaa FPaaaaaaaaaaaa FPaaaaa FPaaa

1. aaaaaaQQPFP

2. aaaQ0OPFPaaaaaaaaaaaa
3. QQOPFPaaaaaQQOPFPaaa

Kuva 5. Ylhaalla esitettyna eras gluteeniketju, joka fermentoitaessa tai hydrolysoitaessa hajo-
aa fragmenteiksi 1,2 ja 3. Sandwich ELISA -menetelméaé kaytettdessa vain fragmentti 3 voi-
taisiin tunnistaa, silla se on ainoa jossa QQPFP-ketju toistuu kahdesti. Sandwich ELISA:ssa
antigeeni jaa kahden vasta-aineen valiin, joille molemmille téytyy olla oma sitoutumiskoh-
tansa. [mukaillen 31]

Hydrolysoituja ja fermentoituja elintarvikkeita valmistettaessa niiden proteiinit hajoavat
pienempiin osiin, peptideiksi. Kokonaisissa gluteeniketjuissa QQPFP-jakso esiintyy
vaihtelevia kertoja, kuitenkin melko usein. Hajotessaan fragmenteiksi satunnaisista
kohdista QQPFP-ketjujen maaréa fragmenteissa ei jakaudu tasaisesti, kuten voidaan
huomata kuvan 5 esimerkista. Hajoamisen tuloksena elintarvikkeessa on erikokoisia
peptidifragmentteja, joista monessa QQPFP-jakso esiintyy vain kerran. Nama pienet

gluteenifragmentit ovat edelleen vahingollisia keliakiaa sairastaville. [4; 29]

Tallaisten elintarvikkeiden gluteenipitoisuutta analysoitaessa on tarkeaéa havaita myos
pienemmaét proteiinifragmentit eli peptidit, joita elintarvike saattaa sisdltda. Vaikka
sandwich ELISA -menetelma ei pysty havaitsemaan yhden QQPFP -jakson sisaltavia
peptideitd, on se edelleen kaytetyin menetelma analysoitaessa gluteenipitoisuutta hyd-
rolysoiduista ja fermentoiduista elintarvikkeista. Tallaisia naytteitd varten on nyt kehitet-
ty vaihtoehto: competitive ELISA -menetelméd, joka vaatii toimiakseen vain yhden sitou-
tumiskohdan. [4; 29]

3.4 Competitive ELISA

Competitive ELISA -menetelma havaitsee naytteesta pidempien prolamiiniketjujen li-
saksi prolamiinin peptidifragmentit. Kaytetty monoklonaalinen R5-vasta-aine tunnistaa

naytteesta mahdollisesti toksisen QQPFP-sekvenssin, joka esiintyy toistuvasti prola-
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miinimolekyyleissd. Menetelma on entsyymi-immunologinen menetelma, joka perustuu

antigeeni-vasta-ainereaktioon. [4.]

Menetelméan kulku on yksinkertaisempi kuin sandwich ELISA:ssa. 96-kuoppalevyn
kuopat on paallystetty gliadiinilla. Standardit ja naytteet seké peroksidaasileimattu anti-
geeni-konjugaatti eli yhteenliittyma lisatdan samanaikaisesti. Naytteen tai standardin
vapaa, ja kuopanpohjan sidottu gliadiini, kilpailevat vasta-aineen (peroksidaasi-
konjugaatti) sitoutumispaikoista inkuboitaessa. Vapaa peroksidaasi-vasta-aine -
konjugaatti poistetaan pesemalla ja entsyymisubstraatti (ureaperoksidi) ja varin aiheut-
taja (tetrametyylibentsidiini) lisatddn kuoppiin samanaikaisesti ja inkuboidaan, jolloin
sitoutunut entsyymi-konjugaatti sitoutuu tetrametyylibentsidiinin kanssa aiheuttaen sini-
sen varin. Reaktion pysaytysreagenssi aiheuttaa sinisen varin muuttumisen keltaiseksi.
[4; 26]

)

Kuva 6. Kuvassa esitetddn gluteenittoman ja gluteenia siséltdvan naytteen aikaansaamat
reaktiot, kun ruskea nelié edustaa gluteenin gliadiini-antigeenia ja vihrea kolmio R5-vasta-
ainetta. Kuvapari i. esittdd tapahtuvaa reaktiota kuoppalevyn kuopassa, kun naytteessa ei
ole gluteenia. Kuvapari ii. puolestaan esittaa tilannetta, jossa naytteessa on lasna gluteenia.
[26.]

Kuvassa 6 esitetddn competitive ELISA:n toiminta kuoppalevyn kuopassa, kun ruskea
nelid edustaa gluteenin gliadiini-antigeenia ja vihrea kolmio R5-vasta-ainetta. Kuvapa-
rissa i. on esitetty reaktio kuoppalevyn kuopassa, kun naytteessa ei ole gluteenia. Tal-

I6in kaikki kuoppaan pipetoitu vasta-aine sitoutuu kuopan pohjalle sidottuihin gliadiini-
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antigeeneihin. Kuvaparissa ii. puolestaan on esitetty tilanne, jossa naytteessa on lasna
gluteenia. Talldin osa vasta-aineesta sitoutuu kuopanpohjan antigeeneihin ja osa nayt-
teen vapaana nesteessa oleviin antigeeneihin. Kuopat pestéan, jolloin kuvaparissa ii.
vapaana nesteessa olevat vasta-aine-antigeenikompleksit poistuvat nesteen mukana.
Jaljelle jaavien vasta-aineiden, joihin entsyymit on sidottu, maarda on kuvaparissa ii.
pienempi kuin kuvaparissa i.. Pienempi maara vasta-ainetta merkitsee vahemman ent-
syymia, joka pystytddn havaitsemaan. Tama nakyy vaaleampana keltaisen savyna

kuvaparissa ii. [26.]

Naytteiden mittaaminen tehdédan spektrofotometrisesti aallonpituudella 450 nm heti
pysaytysliuoksen lisaamisen jalkeen. Absorptio on kaanteisesti verrannollinen gliadiinin
pitoisuuteen naytteessa (vahva varireaktio merkitsee naytteen tai standardin olevan
gliadiinipuhdas, kun taas heikko varireaktio kuopassa merkitsee suurta gliadiinipitoi-

suutta). Véarireaktion vahvuuden riippuvuutta gluteenipitoisuuteen kuvataan kuvassa 7.

[4.]

Antibody Color

mmmm Gluten Concentration *

Kuva 7. Kuvassa esitetddn kuoppalevyn kuopissa tapahtuvan entsyymi-vérireaktion vahvuutta
naytteen gluteenipitoisuuden suhteen. Y-akselilla keltaisen véarin vahvuus (absorbtio (A)). X-
akselilla gluteenipitoisuus kasvaa oikealle mentaessa. Kun naytteen gluteenipitoisuus kas-
vaa, keltaisen varin vahvuus heikkenee. [26.]

Competitive R5-ELISA -menetelmdn huonoiksi puoliksi on mainittu mm. se ettd eristys
tehddan R-Biopharmin patentoiman eristysliuos Coctailsolutionin sijaan 60-
prosenttisella etanolilla. Talloin kaikkia prolamiineja ei saada erotetuksi kuumennetuista
elintarvikkeista, joiden proteiinit ovat denaturoituneet. Myds tulosten ilmoittaminen glu-
teenipeptideind on ongelma, silla niiden muuntaminen gluteeniksi (ppm) on hankalaa.
[29; 30]
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4 Validointi

Laboratorioiden tulee vastata toittensa laadunvarmistamisesta. Luotettavien tulosten
saamiseksi menetelmid ja laitteita validoidaan. Validoinnilla tarkoitetaan menetelman
tai laitteen testausta, jolla varmistetaan sen soveltuvuus tarkoitukseensa. Uuden mene-
telman kayttéoénotossa on syyta suorittaa validointi, joka lisda laboratoriossa tehtavien
analyysien luotettavuutta. Validointi suoritettiin laboratoriossa kaytdssa olevan validoin-

tikaavan mukaan.

4.1 Osana laatujarjestelmaa

KVVY ry on akkreditoitu testauslaboratorio, ja sen kayttdmien menetelmien patevyyden
toteaa FINAS-akkreditointipalvelu. Validointi suoritetaan, kun halutaan osoittaa ana-
lyysimenetelman luotettavuus, ja se on ehdoton edellytys sille, ettd menetelma voidaan
osoittaa riittdvan tarkaksi ja luotettavaksi. Validoinnin tuloksena saadaan tietoa mene-

telman antamien tulosten totuudenmukaisuudesta sekd mittausepavarmuudesta.

Tarkastelun perusteellisuuden maarad se, kuinka hyvin menetelméa noudattaa kysei-
seen analyysiin asetettua menetelméastandardia. Taysin standardin mukaisten mene-
telmien validointi vaatii harvempien laatutekijoiden tarkastelua, kun taas modifioidut
standardimenetelmat tarvitsevat laajempia testeja. [36.] Analyysi tulee aina suorittaa
samalla lailla kuin se on validoinnin aikana suoritettu. Tassa opinnaytetydssa validoitu
menetelma ei ole standardisoitu, mutta se on mm. AACCI:n hyvdksymé& menetelma
(38-55.01). Competitive ELISA -menetelmé&n validoinnin yhteydessa tydstettiin uusi
menetelm&ohje, joka on lahes suora kdannos valmistajan menetelmakitille tekeméasta
ohjeesta. Sen mukaisesti suoritettuna analyysin pitéisi tuottaa tuloksia niiden virherajo-

jen sisalla, jotka on validoinnilla asetettu.

Validointi sisaltdd suunnitelman, kokeiden toteutuksen, tulosten tilastollisen tarkastelun
ja raportoinnin. Suunnitelmaan on koottu testit, joita aiotaan suorittaa. Menetelma on
validi silloin, kun se tayttaa sille asetetut vaatimukset jokaisessa testissa. Jokaiselle
osa-alueelle asetetaan hyvaksymisrajat, joiden sisdlle tulosten pitaa asettua. Tuloksille
tehdaén tilastollinen tarkastelu ja niita verrataan asetettuihin vaatimuksiin. Jos mene-
telman toiminnassa havaitaan puutteita, ne pyritdan korjaamaan, ja validointi suorite-
taan tdman jalkeen niiltd osin uudestaan. Validoinnissa saadut tulokset keratédan tal-

teen ja arkistoidaan, jotta niiden perusteella tehdyt johtopééatokset voidaan tarkistaa.
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Validointiraportti on dokumentti, johon on koottu saadut tulokset ja niista tehdyt arviot.
Naitd dokumentteja tarvitaan, jotta menetelmalle voidaan hakea akkreditointia validoin-

nin jalkeen. [36.]

Validointi on osoitus menetelmén toimivuudesta, kun analysoija on ammattitaitoinen.
Tama ei yksin riita takaamaan tulosten laatua, vaan koko analyysiketjun pitaa olla laa-
dullisesti katkeamaton ja jaljitettavissa naytteenotosta tulosten kasittelyyn asti. Validi
menetelmd on merkittdvad osa laatujarjestelméaa, ja kuitenkin vain osa laadukkaiden

vaiheiden summasta.

4.2 Tutkittavat validointikriteerit

Keratysta tilastodatasta haluttiin validoinnin paatteeksi selvittaa joitain analyysin suorit-
tamisen laatuun vaikuttavia tekijoitd. Nama tekijat ovat validoinnin vahimmaisvaatimuk-
sia, kun menetelma halutaan akkreditoida. Samoja tekijoitéd on tarkasteltu myds toista

yrityksen kaytossa olevaa ELISA-menetelmaa validoitaessa. Naita tekijoita ovat

. mittausalue
. lineaarisuus
. herkkyys

° toteamis- ja maaritysrajat
° tarkkuus eli systemaattinen virhe

. tasmallisyys ja toistettavuus eli mittausepavarmuus.

Mittausalueen maarittamiseksi analysoidaan sarja naytteita, joilla on vaihteleva gluteenipi-
toisuus. Mittausalueen perusteella maaritetddn pitoisuusalue, jolla saavutetaan hyvaksyt-
tava tarkkuus ja tdsmallisyys. Lainsaadanndllinen raja gluteenittomalle tuotteelle on 20
mg/kg ja erittdin vahan gluteenia sisaltavalle 100 mg/kg. Menetelmén kayttétarkoituksena
on seurata naitd rajoja gluteenittomista tai vahagluteenisista tuotteista. Tasté johtuen mit-
tausalueen ylaosa ei ole analyyttisesti merkittava, vaan mittausalueen tulee kaytanndssa
kattaa alue pienimmasta maaritettdvasta pitoisuudesta noin 200 mg/kg pitoisuuteen. Mit-
tausaluetta ei nain ollen tarvitse arvioida tdssa tapauksessa erikseen, vaan mittausalue

tulee arvioitua muiden validointitoimenpiteiden yhteydessa.
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Lineaarisuuden maarittdmiseksi analysoidaan sarja standardinaytteita halutulla mittaus-
alueella. Saatujen tulosten avulla lasketaan regressiosuora pienimman neliGSsumman me-
netelmalla. Kitin ohjeen mukaisesti kalibrointikdyra ei ole lineaarinen mittausalueella. N&in

ollen lineaarisuutta ei pyritd maarittamaan.

Herkkyys on vaste, jonka konsentraation muutos aiheuttaa mittasignaalissa. Herkkyys
iimaistaan kalibrointisuoran kulmakertoimen avulla. Herkkyys maaritetaan lineaarisuuden
maarittdmisen yhteydessa. Herkkyys on riippuvainen konsentraatioalueesta, mutta kos-
ka kuvaaja ei ole lineaarinen, joudutaan herkkyyden arviointitapaa mukauttamaan val-
litseviin olosuhteisiin. Tama tehdaan laskemalla absorption muutos konsentraatioyksik-

koa kohden.

Toteamis- ja maadritysrajoja voidaan arvioida eri menetelmin. Toteamisrajalla tarkoitetaan
matalinta tutkittavan aineen pitoisuutta naytteessa, joka voidaan havaita, muttei maarittaa
tarkaksi arvoksi. Maaritysrajalla tarkoitetaan sita tutkittavan aineen pitoisuutta, joka voi-
daan maarittaa hyvaksyttavalla tarkkuudella. Maarittamalla lahella arvioitua toteamisrajaa
olevaa naytetta useita kertoja, myds rinnakkaisina, voidaan tuloksista laskea toteamisraja.
Maéritetddn lahella oletettua toteamisrajapitoisuutta olevaa naytettd 10 kertaa rinnak-
kaismaarityksena (2 x 10 = 20 maaritystd). Arvioidaan toteamisrajat ja vastaavat maaritys-

rajat.

Tarkkuus on saadun analyysituloksen ja oikean arvon laheisyys. Se maaritetdan joko
referenssimateriaalin tai saantokokeiden avulla. Tarkkuus voidaan maarittad myos ver-
taamalla saatuja tuloksia toisella menetelmalla tai laitteella saatuihin tuloksiin tai vertailu-
kokeen tulosten avulla. Menetelman tarkkuuden arvioimiseksi pyritddn loytamaan serti-
fioitu materiaali. Muussa tapauksessa naytteet lahetetddn menetelman akkreditoinee-

seen laboratorioon testattavaksi.

Tasmallisyys kuvaa satunnaistekijoista tulokseen aiheutuvaa virhettd eli mittausten toisto-
tarkkuutta. Tasmallisyytta arvioidaan perékkain tehtyjen rinnakkaismaaritysten avulla.

Toistettavuus tarkoittaa mittatulosten yhtapitavyyttd, kun mittaukset tehdaan lyhyin aika-
valein samalla menetelmalla. Toistettavuutta kuvataan tulosten keskihajonnalla. Toteute-
taan koesarja, jossa analysoidaan erilaisia tuntemattomia pitoisuuksia omaavia naytteita.
Jokainen nayte maaritetddn rinnakkaisina ja toistetaan 10 kertaa (yhteensa 20 tulos-

ta/nayte). Saaduista tuloksista lasketaan kullekin naytteelle tismallisyys ja toistettavuus.


http://fi.wiktionary.org/w/index.php?title=yht%C3%A4pit%C3%A4vyys&action=edit&redlink=1
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5 Tarkoitus ja tavoitteet

KVVY ry Porilabilla on kayttssa elintarvikkeiden gluteenipitoisuuden tutkimiseen tarkoi-
tettu, sandwich ELISA:an perustuva, R-biopharmin Ridascreen® Gliadin -kitti. Kitti on
suunniteltu kaytettavaksi useimpien elintarvikkeiden kanssa. Laboratorio tahtoisi kui-
tenkin sen rinnalle saman valmistajan Ridacreen® Gliadin competitive -kitin, joka on

suunniteltu erityisesti hydrolisoitujen ja fermentoitujen elintarvikkeiden analysoimiseen.

Tyon tarkoituksena oli validoida gluteenia elintarvikkeista tunnistava, uusi analyysime-
netelm& jo olemassa olevan menetelman rinnalle. Uuden menetelmén pitéisi antaa
tarkempia tuloksia fermentoituja tai hydrolysoituja elintarvikkeita analysoitaessa. Vali-
doinnin avulla pyrittin varmistamaan menetelman toimivuus akkreditointia varten. Me-
netelméan toivottiin parantavan tulosten tarkkuutta vanhaan menetelmdan verrattuna.
Validoinnin lisédksi insindoritydhon kuului menetelmén tydohjeen kdédntaminen suomen

kielelle ja muokkaaminen, seka koulutuspaivan pitaminen laboratorion henkilékunnalle.

6 Materiaalit ja menetelmat

6.1 Naytteet

Uutta analyysia halutaan kayttdd etenkin oluiden tutkimiseen. Tutkittaviksi naytteiksi
valittiin sen vuoksi nelja erityyppistd markkinoilla olevaa kolmosolutta. Oluet pyrittiin
valitsemaan siten, ettd niiden gluteenipitoisuudet olisivat mahdollisimman hyvin hajal-
laan tutkittavalla maaritysalueella 5-100 ppm gluteenia. Olutndytteet valittiin sattuman-
varaisesti, eik& niiden gluteenipitoisuuksista ollut varmaa tietoa ennen tyon aloittamista.
Naytteiden valinnan apuna oli ty6ta yrityksessa ohjannut kemisti, joka arvioi ja valitsi

lopulta halutut naytteet. Valitut ndytemateriaalit ovat seuraavat:

- Olutl Gluteeniton pilsneri 4,5 %
- Olut2 Tavallinen pilsneri 4,5 %
- Olut3 Tavallinen lager 5,2 %

- Olut4 Vehnéolut 4,6 %.
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Oluet siirrettiin ennen ensimmaista tyokertaa lasisiin sailépulloihin. Ennen siirtamista

oluet ravisteltiin hyvin ja vaahdon annettiin tasoittua. Myds siirtdmisen aikana varottiin

vaahtoamista, jotta kaikki ndyte saatiin siirrettyd. Pullot numeroitiin ja sail6ttiin kylmas-

sa +2—+8 °C:ssa.

6.2 Kitti

R-biopharmin Ridacreen® Gliadin competitive -kitti on tarkoitettu fermentoitujen ja hyd-

rolysoitujen elintarvikkeiden gluteenipitoisuuden analysoimiseen. Kitille soveltuvia elin-

tarvikkeita ovat esimerkiksi oluet, maltaat, humalat, tarkkelykset ja tarkkelyssiirapit,

soijakastike ja hapanleipataikina.

R-biopharmin Ridacreen® Gliadin competitive -kitti sisaltaa

gliadiinilla paallystetyn kuoppalevyn, jossa on 12 x 8 kuoppaa.
gliadiini-standardit, joiden pitoisuudet ovat O ppb, 10 ppb, 30 ppb, 90
ppb ja 270 ppb gliadiinia vesiliuoksessa, kayttovalmiina liuoksina
peroksidaasi vasta-aine konjugaatin, 11-kertaisena konsentraattina
substraatti+varinaiheuttaja-liuoksen

pysaytysliuoksen (1 N rikkihappo)

naytteen laimennosliuoksen, 5-kertaisena konsentraattina

puskuroidun pesuliuoksen, 10-kertaisena konsentraattina.

Liséksi tarvitaan seuraavat varusteet ja reagenssit:

kuoppalevyn lukija

sentrifugi ja kyvetteja

magneettisekoittaja

sekoittaja

mikropipetteja 20 — 200 pl ja 200 — 1000 pl

sopiva homogenisaattori (esim. Ultra Turrax)

60-prosenttinen etanoli, naytteiden esikasittelyyn

4 M ja 0,1 M natriumhydroksidi

ionivaihdettu vesi

60-prosenttinen etanoliliuos, jossa 10 % nestemaistd kalan gelatiinia,
polyfenoleita sisaltavien tuotteiden esikasittelyyn (esim. oluet, maltaat ja
humalat). [4.]
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6.3 Laitteet

TyOssa kaytettiin Tecanin hydroflex -kuoppalevypesuria ja Tecanin sunrise -96-kuopan
kuoppalevynlukijaa. Pesurissa on seka pesu- etta imutoiminnot, mutta vain pesutoimin-
toa kaytetdan. Kuoppalevy tyhjennetddn manuaalisesti. Automaattisen pesurin kaytto
nopeuttaa analyysin suorittamista ja parantaa tulosten yhdenmukaisuutta. [32.] Spekt-
rofotometri sisaltdd normaalin absorbanssiin perustuvan lukuominaisuuden liséksi ra-
vistelu ja lAmpdétilansdatd toiminnot. Laite voi analysoida naytteen valonspektrilla
340-750 nm. [33.]

Jokaisella aineella on oma muuttumaton absorptiospektrinsa, jossa tietylla aallonpituu-
della nayte absorboi voimakkaimmin ilman muiden aineiden hairitsevaa absorbtiota.
Tatd ominaisuutta voidaan hyddyntdad kun mitataan spektrofotometrilla nayteaineen
pitoisuutta ja puhtautta. Spektrofotometrinen mittaus perustuu Lambert—Beerin lakiin,
jonka mukaan sahkdmagneettisen sateilyn intensiteetti pienenee, kun sateily kulkee
nayteaineen lapi. Spektrofotometrissa sateilylahteestd johdetaan valonsédde naytteen

lapi ja muuttunut séteilyn intensiteetti mitataan. [34.]

Tecan Magellan on data-analyysiohjelma, joka mahdollistaa nopean ja helpon tulosten
mittauksen ja kasittelyn. Se tukee Tecanin kuoppalevylukijoita ja on helppo kayttaa
[35]. Ohjelma laskee tulokset suoraan sille luodun menetelman ja naytekartan avulla.
Ennen opinnaytetyén aloittamista luotiin ohjelmaan menetelmé, jossa maaritettiin stan-
dardien ja rinnakkaisten naytteiden paikat, standardien pitoisuudet seka muutettiin las-

kentakaava sopivaksi kdanteiselle mittaustavalle.

6.4 Vertailukoenaytteet

Sertifioitua naytemateriaalia ei lI0ydetty etsinnasta huolimatta, joten naytteet lahetettiin
toiseen samaa tyoté tekevaan laboratorioon testattaviksi. Testia ei juuri ole tarjolla ak-
kreditoituna menetelmand, joten lahin sopiva laboratorio l6ytyi Saksasta. Lahetysta
varten jokaista naytettd suodatettiin 100 ml:n gluteenipuhtaisiin muovipulloihin. Suoda-
tukseen kaytettiin hydrofiilista Sartorius Minisart single use syringe -ruiskusuodatinta,

jonka aukkokoko oli 0,45 pm.
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6.5 Ty0On esivalmistelut

6.5.1 Kalan gelatiiniliuoksen valmistus

Ennen itse gluteenipitoisuuden maarittamista naytteet piti esikasitella uuttamalla, glu-
teeni-prolamiinien erottamiseksi. Olutnaytteet esikasiteltiin kitin ohjeen mukaisesti val-
mistamalla 60-prosenttinen eristysliuos, johon liuotettiin kalan gelatiinia, niin etta liuos
oli sen osalta 10 prosenttista. Opinnaytetydn aikana kalan gelatiiniliuos valmistettiin

nelja kertaa sen valmistusmenetelman hiomiseksi.

1. Kalan gelatiini, ionivaihdettu vesi ja 99-prosenttinen etanoli sekoitettiin keskenaan
100 ml:ksi.

2. Liuoksen pH saadettiin 8,5:een kayttamalla 4 M natriumhydroksidia.

6.5.2 Naytteiden esikasittely

Naytteiden eristaminen tehtiin kitin ohjeen mukaisesti. Aluksi eristyksessa kaytettiin
huoneenlampdista, mutta muuten kasitteleméatonta olutta. Tulosten huomattiin kuitenkin
heittelevan paljon, joten alun jalkeen olutnéytteet suodatettiin kayttdAmalla 0,45 pum:n

aukkokoon ruiskusuodatinta.

1. Pipetoitiin 1 ml naytetta ja 9 ml etanoliliuosta koeputkeen.

2. Putkia sekoitettiin hyvin Vorteksilla ja ne laitettiin 10 minuutiksi ravistelijaan.

3. Naytteita sentrifugoitiin 10 minuuttia ja supernatantti otettiin talteen nayteajoa varten.

6.5.3 Kitin sisaltamien liuosten laimentaminen

Ennen nayteajoa laimennettiin kitin ohjeen mukaisesti osa tydssa kaytettavista aineista.

Naita ovat pesuliuos, naytteenlaimennosliuos ja peroksidaasi-konjugaatti.

Laimennettiin pesuliuos 1:10, peroksidaasi-konjugaatti 1:11 ja naytteenlaimennosliuos

1:5 ionivaihdetulla vedella.
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6.5.4 Pipetointikartan ja tietokoneen valmistelu

Suunniteltiin pipetointikartta Magellan-ohjelmaa varten. Pipetointikartta sisaltéa kaikki
standardit ja naytteet rinnakkaisina. Yhdessa rivissa on kahdeksan kuoppaa, joiden
kayttd pyritaan maksimoimaan. Valittiin aiemmin menetelmalle luotu asetuspohja oh-
jelmasta. Valmisteltiin pesuri kayttod varten huuhtelemalla jarjestelmaa ionivaihdetulla
vedella ja laimennetulla pesuliuoksella. Kitin mukana tulevasta 96-kuoppalevystéa valit-
tiin haluttu maara kahdeksan kuopan riveja, jotka asetettiin kehykseen. Validoinnissa

kaytettiin useimmiten kolmea kuopparivia.

Taulukko 1. Taulukossa on kuvattu validoinnissa kaytetty pipetointikartta. Jokainen solu ku-
vaa yhtd kuoppaa. Naytteet 1-3 pipetoitiin kuoppiin neljana rinnakkaisena, ja
nayte 4 kahtena rinnakkaisena. Tama johtuu siita, ettéd kuoppalevyn rivit pyrittiin
hyoédyntamaan kokonaan, minka lisaksi ndytteen nelja gluteenipitoisuuden uskot-

tiin ylittdvan suurimman standardin pitoisuuden.

A B C
1 Standardil Standardi5 Nayte4
2 Standardil Standardi5 Nayte4d
3 Standardi2 Naytel Naytel
4 Standardi2 Naytel Naytel
5 Standardi3 Nayte2 Nayte2
6 Standardi3 Nayte2 Nayte2
7 Standardi4 Nayte3 Nayte3

8 Standardi4 Nayte3 Nayte3

Taulukossa 1 esitetdén validoinnissa kaytetty pipetointikartta. Kartasta nadhdaan, etta
kitin mukana tulleet viisi standardia on pipetoitu aina kuoppalevyn alkuun pitoisuusjar-
jestyksessa. Taman jalkeen pipetoitiin naytteet rinnakkaisina. Kuoppien maksimaali-

seksi hyddyntamiseksi naytteet 1-3 pipetoitin neljana rinnakkaisena. Valittin nayte
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nelja pipetoitavaksi vain kerran rinnakkaisena, silla sen gluteenipitoisuuden oletettiin
ylittdvan maaritysalueen rajan. Nain ollen olutnayte nelja toimi tydssa vain vertailupitoi-
suutena, eikd sen tuloksilla aiottu tehd& itse validointia. Eristetyt ndytteet laimennettiin

1:50 aiemmin valmistetulla naytelaimennoksella.

6.6 Mittaukset

Ty0 toistettiin yhteensd 22 kertaa kuukauden aikana siten, etta tytkerrat sijoittuivat
tasaisesti koko kuukaudelle. Tyota tehtiin useampana paivana viikossa ja valilla kah-

desti paivassa. Mittaukset suoritettiin aina saman tydohjeen mukaisesti [4].

1. Pipetoitiin kuoppiin 50 ul standardeja ja naytteita pipetointikartan mukaisesti kahte-

na rinnakkaisena.

2. Pipetoitiin heti ensimmaisen pipetointikierroksen jalkeen kuoppiin 50 ul laimennettua
peroksidaasi-vasta-aine-konjugaattia. Kuoppatelineessd olevia kuoppia sekoitettiin

varovasti heiluttamalla ja annettiin inkuboitua puoli tuntia huoneenlammaossa.

3. Reagenssit kaadettiin pois kuopista ja kuoppakehys asetettiin kuoppalevypesuriin.
Kuoppalevypesurin ohjelma pipetoi 250 ul laimennettua pesuliuosta kuoppiin, jotka

tyhjennettiin. TAma toistettiin kolme kertaa.

4. Kuopat taputeltiin kuiviksi paperia vasten ja kuoppiin pipetoitiin 100 pl substraatti-
kromogeenia, joka aiheuttaa varimuutoksen kuopissa. Kuoppia sekoitettiin jalleen va-

rovasti heiluttamalla ja annettiin inkuboitua 10 minuuttia pimeé&ssa.

5. Lisattiin kuoppiin valitttmasti 100 ul pysaytysliuosta, sekoitettiin varovasti heilutta-

malla ja luettiin tulokset fotometrilla 450 nm:n aallonpituudella.

Ohjelma mittasi ja laski tulokset ja esitti ne tietokoneelle, josta ne tulostettiin parempaa

tarkastelua varten. Ohjelma tulostaa halutusti dokumentteja fotometrin mittauksista.

Tyossa kiinnostuksen kohteena olivat etenkin kuopista mitatut absorbanssit (A), stan-
dardikuvaaja seka ohjelman laskemat kontrollien ja naytteiden gliadiinipitoisuudet. Oh-

jelma ilmoittaa gliadiinipitoisuuden pg/kg (ppb).
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Lopullista tulosta laskettaessa otetaan huomioon laimennuskerroin 500 ja kerroin 2,
jolla tulos kerrotaan gliadiinipitoisuuden muuttamiseksi gluteenipitoisuudeksi. Esimer-
kiksi: naytteen gliadiinipitoisuudeksi saadaan 10 pg/kg kalibrointisuoralta. Laimennos-
kerroin on ollut 500, joten gliadiinipitoisuudeksi saadaan 5000 pg/kg eli 5 mg/kg vasta-
ten 0,0005 % gliadiinia. Tama vastaa gluteeniksi laskettuna 0,001 % pitoisuutta eli 10

mg/kg (ppm) pitoisuutta.

Mittauksen ja koko tydn onnistumista tarkasteltiin joka suorituskerralla tarkastelemalla
pitoisuudeltaan tunnettujen standardien mitattuja pitoisuuksia ja kuvaajan muotoa. Vain
tyokerrat, joilla standardisuora oli onnistunut, otettiin mukaan lopulliseen validointipro-

sessiin. Kaikkien tyokertojen naytetulokset keréattiin Exceliin datan muokkausta varten.
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7 Tulosten kasittely ja esittely

TyoOn suorittamisesta saadusta datasta kerattiin tietoa Exceliin. Keréattavia asioita olivat
paivamaara, standardisuoran onnistuminen, rinnakkaisten naytteiden gluteenipitoisuu-

det (ppb), eristyskerta ja eristysliuoksen valmistuskerta. Tulokset l6ytyvat liitteesta 1.

7.1 Tulosten kasittely Excelissa

Kaikki tilastodatan kasittelyt tehtiin kaikkien neljan naytteen tilastodatalle. Tavoitteena
oli saada jokaiselle neljasta naytteestda 10 mahdollisimman hyvaa rinnakkaistulosta,

joilla validointi voidaan suorittaa.

Tulosten kasittely aloitettiin tarkastelemalla Exceliin keréttya tilastodataa. Kaikki sellai-
set tyonsuorituskerrat, joilla standardisuora oli epaonnistunut, hylattiin. Tallaisia syita
olivat jonkun viidesta standardista antama vaara arvo tai rinnakkaisten naytteiden liian
suuri hajonta. Suurimmassa osassa tydsuorituksia standardisuora oli onnistunut. Ta-
man jalkeen laskettiin jaljella oleville rinnakkaisille keskiarvot ja tehtiin kuvaaja kaikista

keskiarvoista tarkastelua varten. Tama toistettiin jokaiselle naytteelle.

Aluksi tuloksia kasiteltiin kahtena rinnakkaisena niin, ettd yhdella tyokerralla kaikkien
neljan naytteen gluteenipitoisuudet saatiin selville rinnakkaisina kerran, minka liséksi
naytteista 1-3 saatiin tulokset viela toisen kerran. Tata havainnollistetaan taulukossa 1.
Vaikka yhdella tyokerralla néytteet 1-3 pipetoitiin kaksi kertaa kahteen rinnakkaiseen
kuoppaan, oli niisséd kaytetty naytelaimennos taysin samaa. Naytetta nelja kasiteltiin
koko ajan kahtena rinnakkaisena, silla se pipetoitiin vain kerran rinnakkaisena joka

tyokerralla.

Kun tarkasteltin eri naytteiden kaikkien tytkertojen keskiarvoista tehtyja kuvaajia,
huomattiin, etta kuvaajissa nakyi laskevaa trendia. Tatd havainnollistetaan kuvassa 8.
Laskeva trendi johtui luultavasti samojen naytteiden kaytosta pitkalla aikavalilla, jolloin
naytteiden gluteenipitoisuus laski hieman ajan my6ta. Taméan vuoksi alussa ja lopussa
tehtyjen tyokertojen pitoisuuserot olivat huomattavia. Kuvassa on esitetty vain naytteet
1 ja 2, vaikka myos néaytteen kolme kayra oli laskeva, silla naytteet 1 ja 2 ovat pitoi-
suuksiltaan melko lahelld toisiaan. Naytteen 3 gluteenipitoisuus on huomattavasti suu-
rempi kuin naytteilla 1 ja 2, joten kayra sijaitsisi kuvassa selkeasti korkeammalla, mika
heikentaisi kayrien yksi ja kaksi havainnollisuutta.
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ppb Laskeva trendi naytteet 1 ja 2
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Tyokerrat

Kuva 8. Kuvassa on kuvattu naytteista yksi (sininen) ja kaksi (punainen) saaduista gluteenipi-
toisuuksista tehtyjen kayrien laskevaa trendia aikavalilla 20.10.—-22.11.2016.

Nayte nelja poikkeaa muista naytteista, silla sen gluteenipitoisuus on moninkertainen
niihin verrattuna ja saadut arvot heittelehtivat enemmén kuin muiden. Tama oli oletet-
tavissa, silla nayte nelja on vehnéolut, jossa on runsaasti sakkaa mukana. Sakka sisal-
tdd mm. jaanteitda vehnasta, minka vuoksi se on erityisen gluteenipitoista. Sakan maa-
ran taysin tasainen jakautuminen edes sekoitetussa naytteessa on epatodennakoista

etenkin kun naytetta jouduttiin laimentamaan reippaasti.

Kayrid tarkastellessa huomattiin, etta samalla tyokerralla saman naytteen rinnakkaiset
vaihtelivat valilla suuresti. Tama saattoi johtua pipetointinopeudesta, joka kehittyi ja
parani tydn loppua kohti. Myds kuoppalevyn kuoppien hienoinen epatasalaatuisuus
saattoi vaikuttaa rinnakkaisten eroihin. Paatettiin kasitella naytteitd neljana rinnakkai-
sena, jotta laskevan trendin, pipetointinopeuden ja kuoppien epatasalaatuisuuden vai-

kutukset voitaisiin minimoida.

Jatkettiin tulosten kasittelya niin, etta naytteiden 1-3 tuloksia arvioitiin neljana rinnak-
kaistuloksena. Jokaisen tytkerran neljasta rinnakkaisesta karsittiin pois kaksi, niin etta
jaljelle jaivat ne kaksi, joiden gluteenipitoisuudet olivat l1&hinna toisiaan. N&in saatiin
parannettua rinnakkaishajontaa. Kaikkien jaljellejaaneiden rinnakkaisten naytteiden
gluteenipitoisuuksille laskettiin keskiarvot. Keskiarvojen perusteella karsittin ne nayt-
teet, joiden gluteenipitoisuuksien keskiarvo poikkesi huomattavasti kaikkien tydkertojen
keskiarvosta. Laskettiin rinnakkaisten naytteiden erotukset ja tehtiin kuvaaja, jossa mo-
lemmat rinnakkaiset naytteet nakyivat omana suoranaan. Karsittiin niiden tyokertojen

naytteet, joiden rinnakkaiset erosivat toisistaan huomattavasti.
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Kuva 9. Kuvassa esitetddn neljan naytteen kuvaajat, kun naytteiden tyokerrat on kasitelty ja
karsittu kymmeneksi jokaiselle naytteelle. Y-akselilla on kuvattuna gluteenipitoisuus (ppb) ja
x-akselilla tydkertojen maara. Sininen ja punainen kayra kuvaavat rinnakkaisia tuloksia ku-
nakin ty6kertana.

Karsittiin vield tuloksia niin, etta kaikilla naytteilla oli jaljella kymmenen gluteenipitoi-
suuden arvoa rinnakkaisineen. Kuvassa 9 esitetaan kaikkien neljan naytteen kuvaajat,
kun naytteiden tyOkerrat on kasitelty ja karsittu kymmeneksi jokaiselle naytteelle. Ku-
vaajissa on kayrat erikseen molemmille rinnakkaisille, jotta voidaan havainnoida rin-
nakkaisten tulosten eroja. Jaljelle jaaneet tulokset ovat tydsuorituksista onnistuneim-

mat, ja niiden suorituksessa on havaittavissa vahiten virheita ja hairidtekijoita.

Kun lopullisia tuloksia havainnoidaan, huomataan, etta naytteiden 1-3 trendeisséa na-
kyy edelleen laskeva suunta. Naytteen nelja trendi puolestaan heittelehtii edelleen.
Tulosten karsiminen ja rajaaminen eivat siis ole muuttaneet niiden luonnetta merkitta-
vasti. Kuvan 9 kuvaajista voidaan myds havaita, ettd naytteiden rinnakkaiset ovat suu-

rimmaksi osaksi pitoisuuksiltaan I&hella toisiaan.

Kun tarkastellaan naytteiden vélisia pitoisuuseroja, voidaan todeta, etta naytteiden yksi
ja kaksi gluteenipitoisuudet ovat alhaisia verrattuna muihin kahteen. Tama voidaan
havaita kuvasta 9. Naytteiden yksi ja kaksi pitoisuudet pysyvéat melko hyvin samalla

alueella koko kayrén ajan laskevasta trendista huolimatta. Tama selittyy silla, etta pitoi-
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suudet ovat niin pienid (lahella toteamisrajaa), jolloin myds tulosten valinen hajonta on

pienempi. Naytteet yksi ja kaksi voidaan tulosten perusteella todeta gluteenittomiksi.

b Kuva A. naytteiden ppb Kuva B. néaytteiden
PP gluteenipitoisuuserot gluteenipitoisuuserot
40 100
30 75
ml ml
20 =2 | 50 m2
3 3
10 m4 25 4
o . R 0 | m—

Kuva 10. Kuvissa A ja B on esitetty kaikkien neljan naytteen keskimaaraiset gluteenipitoisuudet.
Pitoisuuksiltaan pienempien naytteiden havainnollisuuden parantamiseksi kuvassa A nayt-
teen nelja kolumni ei ndy kokonaisuudessaan. Kuvassa B kaikkien naytteiden pitoisuudet
nakyvat normaalisti.

Naytteen kolme gluteenipitoisuus on selvasti korkeampi kuin naytteiden yksi ja kaksi,
mutta kaukana naytteen nelja gluteenipitoisuudesta. Se on tulosten perusteella vaha-
gluteeninen. Kuvasta 10 nahdaan ettd naytteessa nelja on selvasti enemman gluteenia
kuin muissa naytteissa. Lisaksi nayte nelja on laimennettu 1:2500 eika 1:50 kuten muut
naytteet. Pienempi pitoisuuksisten naytteiden gluteenipitoisuuden havainnollistamiseksi
kuvassa 10 A asteikkoa on saadetty siten, ettei koko naytteen nelja pitoisuusalue mah-

du kuvaan. Kuvassa 10 B gluteenipitoisuudet on esitetty kokonaisuudessaan.

7.2 Validoinnin tulokset

Mittausaluetta ja lineaarisuutta tarkasteltaessa todetaan, etta lainsdadannoéllinen raja
gluteenittomalle tuotteelle on 20 mg/kg ja erittain vahan gluteenia sisaltavalle 100 mg/kg.
Menetelman kayttdtarkoitus on naiden rajojen seuraaminen vahan tai ei ollenkaan glutee-
nia sisaltavista tuotteista. Nain ollen mittausalueen “ylapaalla” ei analyyttisesti ole merki-
tysta vaan mittausalueen tulee kaytannodssa kattaa alue pienimmastd madritettavasta
pitoisuudesta noin 150 mg/kg pitoisuuteen. Mittausaluetta ei ndin ollen tarvitse arvioida
tassa tapauksessa erikseen vaan mittausalue tulee arvioitua muiden validointitoimenpitei-

den yhteydessa.



31

Kuoppalevylukijan (=fotometrin) oma ohjelma laskee kuvaajan. Standardikuvaajien seli-
tysasteet olivat keskimaarin luokkaa 0,9. N&ita ei voi pitaa erityisen hyvina selitysasteina
normaaleihin epéorgaanisiin spektrometrisiin menetelmiin verrattuna, mutta menetelman
luonne huomioon ottaen voidaan tulosta pitaa tyydyttavana. Kalibrointi tehdaén jokaisessa
mittaussarjassa, jolloin voidaan eliminoida entsymaattisen menetelmén luontaisia vaihte-
luita (entsyymin aktiivisuuden vaihtelut, reagenssien pipetointien aikaviive, kuoppalevyjen
laadun vaihtelut, kuoppien pesujen vaihtelut). Reagenssien pipetointi tehtiin Finnpipetilla

yksitellen, joten talla seikalla lienee jonkin verran vaikutusta kalibroinninkin onnistumiseen.

absorbanssi  Analyysin standardien absorbanssit
18 A

16
14
1.2

1 @ Seriesl

0.8 ¢
0.6
0.4 ¢

0.2

0 * * * * ' pitoisuus (ppm)
0 20 40 60 80 100

Kuva 11. Kuvassa esitetdén tyon standardinaytteiden pitoisuudet (ppm) ja niitd vastaavat ab-
sorbanssit Tecan sunrise kuoppalevynlukijan mittaamina. Herkkyytta arvioitaessa todettiin,
ettei suora ole lineaarinen. Herkkyys laskettiin siksi sovittamalla suora standardien pitoi-

suusalueelle 0-30 ppm.

Herkkyytta arvioitaessa todettiin, etta kalibrointikayra ei ole lineaarinen. Tata havainnol-
listetaan kuvassa 11. Liséksi ollaan kiinnostuneita vain kalibrointikéyran alkuosasta mitta-

usalueella 5-100 ppm, silla tam& on analyysin maaritysalue.

Laskettiin absorption muutos konsentraatioyksikkba kohti tarkastelemalla standardien
pisteitd 0 ppm, 10 ppm ja 30 ppm. Laskennassa kaytettiin standardindytteiden kuvaajasta
otettuja absorptiolukemia. Kuvaaja esitetdan kuvassa 12. Arvopareille tehtiin lineaarinen
regressio sijoittamalla konsentraatioarvot suoran yhtaloon. Taman perusteella keskimaa-
rainen absorptionmuutos konsentraatiota kohti oli noin 0,23 A/10 mg/kg. Tata voidaan

pitaa laboratorion laatujarjestelméan mukaisesti riittdvana herkkyyden tuloksena.
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Kuva 12. Kuvassa esitetaan tyén standardipisteille sovitettu suora ja sen yhtald. Herkkyys las-
kettiin sijoittamalla suoran yhtal66n standardien pitoisuudet O ppm, 10 ppm ja 30 ppm.

Toteamis- (LOD) ja maaritysrajat (LOQ) voidaan laskea kaavoilla

LOD=3*sg,ja ®

LOQ=3*LOD=9*s,, )
kun sp on naytteen kaksi keskihajonta.

So-naytteend kaytettiin tydssa naytetta kaksi, jonka gluteenipitoisuudet olivat tasaisesti
alle toteamisrajan 5 mg/kg. So:ksi otettiin naytteen kaksi karsittujen tulosten keskihajon-
ta (0,9 ppb gliadiinia). Kaikkien naytteitten keskiarvot seka keskihajonnat on esitetty

taulukossa 2.

Toteamisrajaksi voidaan arvioida 3 ppm ja maaritysrajaksi 9 ppm sijoittamalla yht&loi-
hin sg-arvo. Koska lainsaadanttéraja on 20 ppm, voidaan maaritysrajan todeta riittavan
kayttdtarkoitukseen. Valmistajan ilmoittama pienin maaritettavissa oleva pitoisuus on 5
ppm. Analyysimenetelman pidempiaikaisessa kaytdssa voidaan olettaa maaéritysrajan

tarkentuvan lahelle valmistajan ilmoittamaa pitoisuutta.
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Taulukko 2. Taulukossa esitetddn olutnaytteiden keskiarvot (ppm) ja keskihajonnat (ppm),

kun nayterinnakkaiset on karsittu kymmeneen pariin jokaiselle naytteelle.

olutl olut2 olut3 olut4
K.arvo 4.5 1 28.6 81
K.hajonta 1.1 0.9 4.2 17.5

Tarkkuutta arvioitaessa jouduttiin toteamaan, etta analysoitavalle matriisille ei pitkasta
etsimisesta huolimatta 16ytynyt sertifioitua kontrollindytettd. Tydn suorittaminen oli kuiten-
kin aloitettava riippumatta sopivan matriisin l0ytymisesta. Vaihtoehtona mietittin oman
vertailumateriaalin tai spiking-testien tekemistda, mutta tdhan soveltuvaa raaka-ainetta,
jossa gluteeniketjut olisivat olleet pilkkoutuneita, ei ainoan vastaavan tuotteen valmistuk-

sen loputtua ollut enédé saatavilla.

Sen sijaan naytteet lahetettiin testattavaksi menetelmén akkreditoineeseen laboratorioon
Saksaan. Naytteité lahetettdessa tiedettiin, ettd ainakin kaksi naytteistd on gluteenipitoi-
suuksiltaan lahella maaritysalueen alapééta, ja nayte nelja ylittdd monin kerroin maaritys-
rajat. Siksi oli yllattavaa, etta laboratorion tulokset kertoivat naytteen kolme ylittdneen
maaritysrajan, kun taas naytteen nelja gluteenipitoisuustulos oli gluteenittoman tuotteen
rajalla. Todettiin, etté naytteiden oli taytynyt sekoittua. Laboratorio ei kuitenkaan suostunut

myodntamaan sekoittumista, mika heikensi laboratoriotulosten luotettavuutta.

Muuten naytteiden pitoisuustasot vastasivat melko hyvin validoinnissa saatuja pitoisuus-
tasoja. Nayte kaksi alitti 5 mg/kg ja nayte nelja ylitti 135 mg/kg gluteenipitoisuuden saksa-
laisen laboratorion testeissd, kun naytteiden sekoittuminen oli korjattu jarjestelemalla tu-
lokset uudelleen. Naytteen yksi gluteenipitoisuus oli hieman korkeampi saksalaisen labo-
ratorion testeissa, kuin tehdyssa koesarjassa. Naytteen kolme gluteenipitoisuus taas oli

hieman matalampi, kuin koesarjan keskiarvo.

Vain yksi naytteista, nayte kolme 3, oli selkeasti mittausalueella. Tasta naytteesta labora-
torion tulosten keskiarvo oli 28,6 ja vertailutulos toisesta laboratoriosta oli 19,2. Tulosten
eroissa on otettava huomioon, etté vertailutulos on analysoitu 25.11.2016 ja validoinnin

tulokset on keratty 2.11.—22.11.2016, ja validointituloksissa on havaittavissa laskeva tren-
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di. Laskevan trendin vuoksi 2.11. tehtyjen analyysien keskiarvo on 40,8 kun taas 22.11.
tehtyjen analyysien keskiarvo on 21,9. Naiden tulosten vélilla on 18,9 mg/kg ero, josta

saadaan laskemalla paivakohtaiseksi pitoisuuden laskuksi 0,94 mg/kg.

Jotta saataisiin vertailukoetulos vastaamaan koko mittausjakson tulosten keskiarvoa ja
pystytaan huomioimaan laskevan trendin vaikutukset mittausepavarmuutta laskettaessa,
on vertailukoetulosta kasiteltdva kuin sen mittausajankohta olisi ollut mittaussarjan puo-

lessavélissd. Tama voidaan laskea yhtalolla
19,2+(0,94*11,5)=30,06 3)

jossa vertailukoetulokseen 19,2 lisatdan paivakohtainen pitoisuuden lasku. Tama lisays
tehdaan 11,5 kertaa, jotta tulos edustaa sarjan puolivalissa mitattua tulosta (2.11.-25.11.
2016 valilla on 23 paivaa, josta halutaan puolet). Nain saatu vertailutulos on 1&helld mitta-
ussarjan puolivalissa saatuja pitoisuusarvoja. Tama tulos on analyysin systemaattinen

virhe, jota kaytetdadn mittausepavarmuutta laskettaessa.

Naytteiden tarkastelua jatkettin Suomen ymparistokeskuksen (SYKE) kehittamalla
MUkit-ohjelmalla. MUkit on tietokoneohjelma, joka on laboratoriolle kehitetty mittaus-
epavarmuuden arvioinnin tydkalu. Sen laskenta perustuu Nordtest TR 537 -raporttiin.
Analyysituloksen mittausepdvarmuuden tunteminen on tarke&da tuloksen jaljitettavyy-
den eli vertailukelpoisuuden vuoksi. Mittausepavarmuuden arviointitavan yhtenaistami-
sen uskotaan parantavan laboratorioiden valisten analyysitulosten vertailukelpoisuutta
[37].
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Taulukko 3.  Taulukossa esitetddn MUKit-ohjelmassa saadut mittausepavarmuuden tulokset.
Ylimpana on nayte yksi, sitten kaksi, sinisella on korostettu nayte kolme, jota kay-
tettiin mittausepavarmuuden laskemisessa ja alimpana on nayte nelja. Naytteiden
madritysalueena kaytettiin 5 —100 mg/kg. Oikeassa reunassa on esitetty jokaisen
naytteen laboratorion sisainen uusittavuus (u(Rw)) ja menetelmén ja laboratorion
poikkeama eli systemaattinen virhe (u(bias)). Reunimmaisena on naytteiden laajen-
netut mittausepdvarmuudet. Tatd naytteen 3 arvoa kdytetddn mittausepavarmuu-

den tuloksena.

Analysed Concentration Levels

Limit Limit Reproducibility
Low High Method™

u(Rw) ulpias) Bxpanded

Bias Method™ (%) (%) Uncestainty (%)

Dl: 0 oo oo 20

Mittausepavarmuuden laskemisessa MUkit-ohjelmassa kaytettiin Excelissa karsittuja
naytetuloksia. Naytteiden data lisattiin yksitellen ohjelmaan, joka laski naytteiden pro-
sentuaaliset keskihajonnat ja kaytti niitd mittausepavarmuuden laskemiseen. Kaikkien
naytteiden laajennetut mittausepavarmuudet on esitetty taulukossa 3. Ylimpana on
nayte yksi, sitten kaksi, sinisella on korostettu nayte kolme, jota kaytettiin mittausepa-
varmuuden laskemisessa ja alimpana on nayte nelja. Naytteiden maaritysalueena kay-

tettiin 5-100 mg/kg.

Kaksi naytteista on pitoisuuksiltaan alle méaaritysrajan ja yksi jouduttiin validoinnin aikana
laimentamaan, jotta siitd saataisiin tuloksia. Siten vain ndyte kolme on selkeasti maaritys-
alueella ja se voidaan arvioida tilastollisesti. Naytteen kolme mittausepavarmuutta lasket-
taessa kaytettiin vertailuarvona lukua 30,06 (laskukaava 3), jossa on huomioitu mittauk-

sissa iimennyt laskeva trendi.
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Taulukko 4. Taulukossa esitetdan Mukit-ohjelmasta saadut mittausepavarmuustulokset nayt-
teelle kolme. Mittausepavarmuus koostuu laboratorion sisdisesta uusittavuudesta
(u(Rw)) ja menetelman ja laboratorion poikkeamasta eli systemaattisesta virheesta
(u(bias)). Liséksi mittausepavarmuus on tapana kertoa kahdella, jolloin saadaan

laajennettu mittausepavarmuus.

. u(R,) = 16,12 %
Convert components to standard uncertainty )
u(bias) _; g3 0,
Calculate combined standard uncertainty, T =3 —
u, U, = Ju(Rw)? +u(bias)® _ 17.92 %
Calculate expanded uncertainty,
U U= 2-U: _350,

Taulukosta 4 ndhdaan Mukit-ohjelman antamat tulokset ndytteen kolme mittausepavar-
muus laskelmille. Mittausepavarmuus on yhdistelm& laboratorion siséisesta uusittavuu-
desta (U(Rw)) ja menetelmén ja laboratorion poikkeamasta eli systemaattisesta virheesta
(u(bias)). Naytteen kolme suhteellinen mittausepdvarmuus on validoinnin perusteella

17,92 %, josta kertomalla kahdella saatiin laajennettu mittausepavarmuus 36 %.

Tulosten perusteella voidaan arvioida, etta laajennettu mittausepavarmuus on maaritysra-
jasta 20 mg/kg asti n. 36 %. Korkeaa mittausepavarmuutta tarkasteltaessa on otettava
huomioon, etta validoinnin tulokset on keratty 2.11.-22.11.2016, ja validointituloksissa on
havaittavissa lievasti laskeva trendi. Jos laskevaa trendia ei olisi, voidaan olettaa etta mit-
tausepavarmuus olisi pienempi. Mittausepavarmuus tuleekin varmasti pienentymaan, kun
analysoinnissa ei kaytetd samoja naytteitd, jolloin yksittdisten naytteiden gluteenipitoisuu-
det eivat muutu. Liséksi lahitulevaisuudessa tullaan saamaan parempia vertailutuloksia,

kun menetelmasta kaynnistetddn kuluvana vuonna 2017 vertailukokeet Euroopassa.

Mittaussarjan valmistuttua tehtiin naytteiden analysointi viela sandwich-menetelmalla,
jotta competitive ELISA -menetelm&n antamien tulosten suuremmasta tarkkuudesta
voitiin varmistua. Sandwich ELISA -menetelmélla naytteiden yksi ja kaksi gluteenipitoi-
suudet olivat molemmat alle 2 mg/kg ja naytteella kolme 4,5 mg/kg. Nama tulokset ovat
selvasti alle competitive-menetelmalla mitattujen pitoisuuksien. Tulos osoittaa, etta
sandwich-menetelmélla ei pystytd analysoimaan luotettavasti hydrolysoitujen tai fer-
mentoitujen elintarvikkeiden, tassé tapauksessa fermentoidun oluen, gluteenipitoisuuk-

sia. Uuden menetelman validointi ja kayttéonotto on nain osoitettu perustelluksi.
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8 Johtopéaatokset

Taman insin6oritydn tarkoituksena oli validoida Kokeméen vesistdjen vesiensuojeluyh-
distyksen (KVVY ry) Porin yksikélle gluteenia elintarvikkeista tunnistava, uusi ana-
lyysimenetelma jo olemassa olevan menetelmén rinnalle. Validoinnin liséksi insindori-
tyéhon kuului menetelman tydohjeen kaantaminen suomen kielelle ja sen muokkaami-
nen tyon aikana saamani kokemuksen avulla sellaiseksi, ettd yhdistyksen tydntekijat
pystyvét tekemaan ty6ta ohjeen avulla. Tavoitteena oli myds pitdé koulutuspéiva labo-

ratorion henkilokunnalle tydn ohjeistamiseksi.

Tavoitteet saavutettiin hyvin, silla menetelma on akkreditoitu ja otettu kayttoon yrityk-
sessd. Menetelméstd saatiin kerattya tarpeeksi tilastodataa validoinnin tekemiseen.
Competitive ELISA -menetelman antamien tulosten tarkkuutta vertailtin sandwich ELI-
SA -menetelm&n antamiin tuloksiin analysoimalla naytteet molemmilla menetelmilla.
Havaittiin, ettd sandwich-menetelmalla saadut tulokset ovat selvasti alle competitive-
menetelmalla mitattujen pitoisuuksien. Tulos osoittaa, ettd sandwich-menetelmalla ei
pystytd analysoimaan luotettavasti hydrolysoitujen tai fermentoitujen elintarvikkeiden,
tédssd tapauksessa fermentoidun oluen, gluteenipitoisuuksia. Uuden menetelman vali-
dointi ja kayttdonotto on néin osoitettu perustelluksi ja competitive ELISA —menetelma

soveltuvaksi gluteenifragmenttien havaitsemiseen.

Mittausepavarmuus jai validoinnissa hieman korkeaksi, ja sen laskemista vaikeutti luo-
tettavan referenssidatan puuttuminen ja vertailukoetulosten epamaaraisyys. Validointia
voidaan kuitenkin pitd& onnistuneena, ja laboratorio jatkaa tyon kehittdmista ja seuraa
tarkasti analyysin laatutekijoiden toteutumista. Laboratorio aikoo myos osallistua heti
kuluvana vuonna vertailukokeisiin. Myds menetelman tydohje valmistui yhdistyksen

kayttoon ja koulutuspaiva pidettiin henkilokunnalle suunnitellusti.

Jos aloittaisin tydn tekemisen nyt uudelleen, tekisin lahes kaiken samalla tavalla. Yhte-
na muutoksena yrittaisin tiivistad tyokerrat lyhyemmalle aikavdlille valttaakseni laske-
van trendin gluteenipitoisuuksissa. Toisaalta oli hyva, etta tallainen vaikutus havaittiin,
ja sitéd voidaan ennaltaehkaista tulevaisuudessa. Olisi ollut myds kokonaisuudessaan
helpompaa, jos menetelmélle olisi 10ydetty referenssimateriaali. Tahan asiaan ei kui-
tenkaan voi vaikuttaa kovinkaan helposti, ja uskon meidan tehneen parhaamme mabh-

dollisen materiaalin 16ytamiseksi.
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Liséksi minun olisi kannattanut aloittaa tyon kokeellinen osuus analysoimalla naytteet
sandwich ELISA -menetelmalla. Nyt tein sen vasta kun olin jo kerdnnyt tarpeeksi tilas-
todataa competitive ELISA -menetelmélld. Tam& ei haitannut, silldA sandwich-
menetelmalla saadut tulokset tukivat competitive-menetelmalld saatuja tuloksia ja
osoittivat, ettd uudesta menetelmasta on etua oluita tutkittaessa. Analysoisin kuitenkin
naytteet sandwich ELISA:lla mieluummin heti tyon alussa, jotta competitive ELISA:a
tehdessani naytteille olisi olemassa jotkin arvot, joiden avulla voisin arvioida tulosten

onnistumista tyén alkupuolella.

Lopputyotd tehdessa perehdyin laajasti ELISA-menetelmiin seké keliakiaan ja sen vai-
kutuksiin. Koen saaneeni vahvaa asiantuntijuutta aiheista, jotka olivat minulle aiemmin
tuttuja vain pintapuolisesti. Tyota tehdesséani minulla herasi kiinnostus erityisesti immu-
nologiaa kohtaan. Olisi hienoa saada tydskennellda aiheen parissa jatkossakin. Uskon
oppineeni paljon uutta niin laboratoriossa tydskentelysta, tutkimustydsta kuin tekstin- ja

datanmuokkauksesta. Paasin myos hyodyntamaan kielitaitoani, mika on aina hienoa.
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