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Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli edesauttaa allergeenimaaritysten
kayttdonottamista Valion Seindjoen aluelaboratorioon. Allergeenimaaritykset siirtyivat
talven 2024 ja kevaan 2025 aikana Valion Tutkimus & Kehitys -yksikdsta Seindjoen
toimipisteeseen. Tyon tavoitteena oli optimoida kaurajaama-menetelman naytematriisien
happamuutta Oat Protein Residue (ESOAT-48) -testille ideaaliksi seka maarittaa naytteille
sopiva NaOH-liuoksen lisdysmaara. Lisaksi tavoitteena oli tutustua menetelmassa
kaytettavan ELISA-robotin kayttddn ja parantaa siihen liittyvia tydohjeita.

pH-arvojen saatamisen osalta tyon kaytannénosuus toteutettiin loppuvuodesta 2024.
Saadettavia naytematriiseja oli yhteensa 27. Kaytettavaksi liuokseksi valittiin NaOH eli
natriumhydroksidi, kun aikaisemmin T&K:lla oli ollut kaytdssa KOH eli kaliumhydroksidi.
KOH:ia kaytettaessa eri lisdysmaaria oli ollut kuusi riippuen naytematriisista. Kokeiluilla
maara saatiin kuitenkin puolitettua ja NaOH-liuoksella niita oli vain kolme, mika helpottaa
maarityksen parissa tyoskentelya.

ELISA-robottiin liittyva kdytannénosuus toteutettiin kevaalla 2025. Robotin kohdalla
keskityttiin vanhojen tydohjeiden paranteluun ajon aloitukseen liittyen seka tehtiin
tydohjeet uuden ohjelman luomiseen robotille. Robottia kaytetaan toistaiseksi vain
allergeenimaarityksiin, mutta tulevaisuudessa silla voisi suorittaa muistakin maarityksista
ELISA-vaiheen. Sita varten oli hyodyllistéa saada tydohjeet uuden ohjelman luomiseen
seka paivitetyt tyoohjeet ajon aloitukseen.
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The purpose of this thesis was to facilitate the introduction of allergen assays to Valio’s
Research & Development unit at the Seinajoki laboratory during the winter of 2024 and the
spring of 2025. The aim of the work was to optimize the acidity of the oat residue method’s
sample matrices for the Oat Protein Residue (ESOAT-48) test to be ideal, as well as to
determine the appropriate amount of addition of NaOH solution to add to the samples. In
addition, the aim was to familiarize oneself with the use of the ELISA robot used in the
method and to improve the related work instructions.

In terms of adjusting pH values, the practical part of the work was carried out at the end of
2024. The total number of sample matrices to be adjusted was 27. NaOH was chosen as
the solution to be used, whereas previously the Research & Development unit had used
KOH. When using KOH, there had been six different increments depending on the sample
matrix. However, the number of increments was halved and there were only three with the
NaOH solution, which made it easier to work with the assay.

The practical part related to the ELISA robot was carried out in the spring of 2025. Focus
was placed on improving the old work instructions related to the start of the drive, and
work instructions were created for creating a new program for the robot. The robot is
currently only used for allergen assays, but in the future, it could be used to perform the
ELISA phase of other assays. To do so, it was useful to have work instructions for creating
a new program, as well as updated work instructions for starting the run.

" Keywords: allergens, ELISA-method, introduction
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Kaytetyt termit ja lyhenteet

Absorbanssi Optinen tiheys. Luku, joka vastaa aineeseen imeytyneen valon
maaraa.
Antigeeni Hiilinydraatti tai proteiini, jonka seurauksena elimistossa muodos-

tuu vasta-aineita.

Aveniini Kaurassa esiintyva varastoproteiini.

Matriisi Tassa tyossa tutkittava nayte. Naytteen sisaltamat komponentit.
pH Kertoo, kuinka hapan tai emaksinen neste on.

Vorteksointi Naytteen sekoittamista pyorteisella menetelmalla, kaytetaan ho-

mogenoimaan nayte.



1 JOHDANTO

Allergeenimaaritykset ovat tarkea osa elintarviketurvallisuutta. Niiden turvallisuus ja tark-
kuus on ensiarvoisen tarkeaa. Valio paatti siirtaa allergeenimaaritykset Tutkimus & Kehitys
(T&K) -yksikosta Valion Seindjoen aluelaboratorioon syksyn 2024 ja alkuvuoden 2025 ai-
kana. Siirto johtuu siita, ettd Tutkimus & Kehitys -yksikkd keskittyy nimensa mukaisesti
enemman tutkimiseen ja kehittamiseen, kun taas allergeenimaaritykset ovat nykyaan rutii-
nimaarityksia, jotka halutaan siirtaa aluelaboratorioon. Seingjoen tehdas on myos maantie-
teellisesti keskeinen paikka logistiikkaa ajatellen. Opinnaytetyd liittyy allergeenimaaritysten

kayttoonottoon.

Taman opinnaytetyon tavoitteena on saataa kaurajgama-analyysissa kaytettavien nayte-
matriisien happamuutta Oat Protein Residue (ESOAT-48) -testille ideaaliksi seka parantaa
ELISA-robotin kayttdéon liittyvia tydohjeita. Maarityksissa kaytetaan ELISA-menetelmaa.
Tarkoituksena on siirtya suorittamaan ELISA-vaihe robotilla, jotta kasin suoritettava tyo va-

henee ja virheiden riski pienenee.

Tyon teoriaosuudessa kartoitetaan taustaa liittyen allergeeneihin ja allergeenimaarityksiin
ELISA-menetelmalla, jota Valio kayttdd maarityksissa. Tyon rakenteessa teoriaosuuteen
kuuluvat allergeenit, validointi, verifiointi seka mittausepavarmuus, allergeenimaaritys
ELISA-menetelmalla ja ELISA-robotti. Kaytannénosuuteen kuuluu pH-arvojen saaté nayte-
matriiseille ja tyoohjeiden parantelu. Lopuksi esitellaan tulokset, joissa tarkastellaan ai-

kaansaatuja tuloksia. Viimeisena ovat johtopaatokset ja yhteenveto.



2 ALLERGEENIT

2.1 Allergeenien maaritelma

Allergia on immuunijarjestelman hairio, jonka aiheuttavat enimmakseen vaarattomat erilai-
set aineet, joita esiintyy ymparistdssa, elaimissa, ruoissa tai ladkkeissa (Siragakis, 2014, s.
70). Niita voi olla esimerkiksi eri elintarvikkeet tai elainpoly. Allergiset sairaudet voivat vai-
kuttaa haitallisesti ihmisen elamanlaatuun. Ne vaikuttavat fyysiseen, psyykkiseen, sosiaali-
seen ja taloudelliseen hyvinvointiin. Joillekin henkil6ille allergia voi olla hengenvaarallinen
riippuen henkilon allergiaherkkyydesta. Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (2023) arvion
mukaan aikuisista noin 3-5 %, peruskouluikaisista lapsista noin 5-10 % ja imevais- ja
leikki-ikaisista 10-15 % karsii ruoka-allergioista. Pienilla lapsilla yleisimmin allergiaoireita
aiheuttavat maito, viljat, kananmuna ja kala. Lapsilla on yleista, etta ruoka-allergia paranee

kouluikdan mennessa.

Allergeenit ovat allergia- tai yliherkkyysreaktioita aiheuttavia ainesosia (Andersen, 2023, s.
66). Yliherkkyysreaktioita kutsutaan intoleranssiksi silloin, kun ne eivat johdu allergiasta.
Intoleranssissa on usein kyse entsyymin puutteesta, kuten laktoosi-intoleranssissa lak-
taasientsyymin puutteesta. Siragakisin (2014, s. 70), mukaan ruoka-aineallergioista on tul-
lut maailmanlaajuisesti tarkea elintarviketurvallisuuskysymys, joka johtuu ruoka-aineallergi-
oiden lisdantymisesta. Sen vuoksi allergeenien on oltava hallittavissa elintarviketuotan-
nossa (Andersen, 2023, s. 66). Allergeenien hallinta ja elintarviketurvallisuus ovat yleensa
keskeisia ohjelmia, jotka tarvitaan turvallisen elintarviketuotannon varmistamiseen. Niiden

avulla voidaan taata, etta allergiset henkilot voivat turvallisesti nauttia elintarvikkeita.

Elintarvikkeet voivat aiheuttaa monenlaisia immuuni- ja allergisia reaktioita (Andersen,
2023, s. 67). Kansanterveyden kannalta merkittdvimmat ongelmat liittyvat erityisesti reakti-
oihin, joissa elimistd muodostaa IgE-vasta-aineita ruoan sisaltamille valkuaisaineille. IgE
tarkoittaa immunoglobuliinia, joka on synonyymi vasta-aineelle. Tyypillisimpia IgE-valittei-
sen reaktion aiheuttamia oireita ovat nokkosihottuma ja siihen liittyva turvotus, punoittava
iho, oksentelu, vatsakivut, hengitysteiden ahtautuminen ja pahimmillaan anafylaksia, eli
vaikea allerginen reaktio (Csonka, 2018). Vakavimmat allergiset reaktiot liittyvat yleensa
maapahkindihin, maitotuotteisiin ja kananmuniin (Andersen, 2023, s. 67). Tietoa ruoka-



aineallergioiden yleisyydesta ja vakavuudesta on kuitenkin rajallisesti saatavilla ja oireiden

luokittelu voi olla haastavaa.

Soluvalitteiset vasteet, jotka voivat liittya tai olla liittymatta IgE-valitteisiin mekanismeihin,
voivat johtaa ruoka-allergiaan (Siragakis, 2014, s. 70-71). Ruoka-allergia johtuu yleensa
IgE-valitteisesta reaktiosta. Silloin elimistdsta vapautuu valittajaaineita, kuten histamiinia,
joka aiheuttaa allergiaoireet. Allergiaoireet, jotka ovat IgE-valitteisia, ilmaantuvat yleensa
heti altistumisen jalkeen. Ei-IgE-valitteiset, hitaammin kehittyvat allergiaoireet, ilmaantuvat
yleensa muutamien tuntien tai paivien kuluttua ja ovat oireilultaan lievempia. Termia ruo-
kaintoleranssi (allergian ruokayliherkkyys) kaytetaan vain ei-immuunivalitteisissa reakti-
oissa, jotka kuvaavat epanormaalia fysiologista vastetta, yksilén entsymaattista, farmako-
logista, idiosynkraattista tai maarittelematonta luonnetta. Ruoka-allergeeni on antigeeninen
molekyyli (proteiini), joka saa aikaan immunologisen vasteen. Allergeeni voi esiintya
useissa muodoissa (isoallergeenit) yhdessa lajissa. Isoallergeenit jakavat korkean amino-
happosekvenssin sisennyksen ja immunologisen ristireaktiivisuuden. Jos allergeenien vali-
nen sekvenssi-identiteetti on yli 90 %, kutsutaan naitd saman allergeenin isoformeiksi tai
varianteiksi. Allergeeninimikkeiston on maaritellyt World Health Organization ja Internati-

onal Union of Immunological Societies (WHO-IUIS).

2.2 Allergeenimerkinnat

Elintarvikelain 297/2021 mukaan pakollisten elintarviketietojen ilmoittamisen ensisijaisena
tavoitteena tulisi olla kuluttajien mahdollisuus tunnistaa tuote, kayttaa sita asianmukaisesti
ja valita itselleen sopivia vaihtoehtoja ruokavalionsa mukaisesti. Taman periaatteen mukai-
sesti elintarvikealan toimijoiden tulisi varmistaa, etta nama tiedot ovat saatavilla myos na-

kovammaisille.

Euroopan parlamentti ja neuvosto antoi vuonna 2011 Elintarviketietoasetuksen (EU n:ro
1169/2011), joka koskee elintarviketietojen antamista kuluttajalle. Joulukuussa 2014 tuli
pakolliseksi luovuttaa pakolliset elintarviketiedot. Pakollisten ravintoarvomerkintdjen ilmoit-
taminen tuli voimaan joulukuussa 2016. Elintarviketietoasetuksen tavoitteena on suojella
kuluttajien terveytta ja etuja sekd varmistaa, etta elintarvikkeista annettu tieto on luotetta-

vaa (Elintarviketietoasetus 1169/2011/EU). Asetuksen avulla kuluttajille taataan
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mahdollisuus tehda turvallisia ja tietoon perustuvia valintoja elintarvikkeiden suhteen. Se
turvaa kuluttajien oikeuden riittavaan tiedonsaantiin asettamalla elintarvikemerkintoja kos-
kevat yleiset periaatteet, vaatimukset ja vastuut. Asetuksen tarkoituksena on varmistaa,
etta kuluttajat saavat tiedon elintarvikkeiden alkuperasta, niiden sisaltamista ainesosista,
ravintoarvoista ja mahdollisista allergeeneista. Ainesosaluettelossa on ilmoitettava myos

valmistuksessa kaytetyt lisaaineet, jotka voivat aiheuttaa allergisia reaktioita.

Allergeenit ovat ainesosia, jotka voivat aiheuttaa allergia- tai yliherkkyysreaktioita (Ruoka-
virasto, i.a.a.). Kuluttajan on havaittava pakkausmerkinnoista helposti allergeenit ja intole-
ransseja aiheuttavat aineet (Ruokavirasto. i.a.b.). Ne tulee ilmoittaa selkeasti muusta ai-
nesosaluettelosta erottuvalla tavalla esimerkiksi muuttamalla kirjasinlajia, kirjasintyylia tai
taustavaria. Allergioita ja intoleransseja aiheuttavat aineet tulee ilmoittaa ainesosaluette-
lossa omilla nimillaan. Alla olevassa taulukossa (Taulukko 1) on esitetty 14 allergioita ja
intoleransseja aiheuttavat aineet ja tuotteet, jotka taytyy aina ilmoittaa elintarvikepakkauk-

sen ainesosaluettelossa.
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Taulukko 1. Allergioita ja intoleransseja aiheuttavat aineet ja tuotteet (Ruokavirasto, i.a.a).

Elintarvikeryhma

Laji

Gluteenia sisaltdvat viljat ja viljatuotteet

Vehn4, ruis, ohra, kaura

Ayriaiset ja ayriaistuotteet

Munat ja munatuotteet

Kalat ja kalatuotteet

Maapahkinat ja maapahkinatuotteet

Soijapavut ja soijapaputuotteet

Maito ja maitotuotteet (mL. Laktoosi)

Pahkinat ja pahkinatuotteet

Manteli, hassel-, saksan-, cashew-,
pekaani-, para-, ja pistaasipahkinat
seka Macademia- ja Gueenslandpahkinat

Sellerija sellerituotteet

Sinappi ja sinappituotteet

Seesaminsiemenet ja seesaminsiementuotteet

Rikkidioksidi ja sulfiitit, jos niiden pitoisuudet
ovat yli 10 mg/kg tai 10 mg/l kokonais-
rikkidioksidiksi laskettuna

Lupiinit ja lupiinituotteet

Nilvidiset ja nilvidistuotteet

Useiden elintarvikkeiden ainesosaluettelossa on lause "Saattaa sisaltaa pahkinaa”
(Csonka, 2018). Henkildiden, joilla on ollut anafylaksia, on syyta valttaa tallaisia tuot-
teita, silla on mahdollista, ettd ne ovat valmistusvaiheessa kontaminoituneet. Kyseisia

tuotteita ei kuitenkaan tarvitse valtella, jos pahkinat aiheuttavat lievempia oireita.

Kuvassa 1 on havainnollistava esimerkki elintarvikkeen ainesosaluettelosta, josta voi-
daan nahda, etta vaaditut allergioita aiheuttavat ainesosat on lihavoitu, jotta ne erottuisi-
vat tekstista paremmin. Kuvan elintarvikepakkauksen ainesosaluettelossa on lihavoitu
esimerkiksi taysmaitojogurttijauhe ja taysjyvavehnahiutale, jotka maaritellaan allergiaa
aiheuttaviksi ainesosiksi. Lisaksi siina on mainittu, etta tuote saattaa sisaltaa pienia

maaria muun muassa ruista ja eri pahkinalajeja.
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Kuva 1. Esimerkki elintarvikkeen ainesosaluettelosta.
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3 VALIDOINTI, VERIFIOINTI JA MITTAUSEPAVARMUUS

3.1 Validointi ja verifiointi

Validointi on prosessi, jolla arvioidaan menetelman tai laitteen soveltuvuutta ja suoritusky-
kya tiettyyn kayttétarkoitukseen (Kemianseurat.fi, i.a.). Sen avulla maaritetaan vertailuar-
vot parametreille, jotka kuvaavat menetelman luotettavuutta (Hagg, 2016, s. 7). Validoinnin
vaatimukset vaihtelevat menetelman ja sen kayttokohteen mukaan, ja ne on maariteltava
tapauskohtaisesti. Validoinnin laajuus riippuu analyysimenetelman luonteesta ja kayttotar-
koituksesta. Erityisesti silloin, kun laboratorio kehittdaa uuden menetelman itse, se on vali-
doitava kattavasti ja dokumentoitava huolellisesti. Validointiin kohdistuvat vaatimukset riip-
puvat seka menetelmasta etta sen kayttokohteesta (Kemianseurat.fi, i.a.). Seka maaralli-
set (kvantitatiiviset) etta laadulliset (kvalitatiiviset) analyysit voidaan validoida, mutta niiden
validointimenettelyt eroavat toisistaan. Esimerkiksi mikrobiologisissa analyyseissa hyodyn-

netaan seka kvantitatiivisia etta kvalitatiivisia menetelmia.

Haggin (2016, s. 8) mukaan verifiointi on validointia suppeampi prosessi. Se suoritetaan,
kun kayttoon otetaan mittausmenetelma, joka on jo aiemmin validoitu esimerkiksi tuotteen
valmistajan toimesta ja se on kaytdéssa muualla. Verifiointi on tarpeen my®és silloin, kun la-
boratoriossa aiemmin validoituun menetelmaan tehdaan muutoksia. Naita voivat olla esi-
merkiksi muutokset laitteistossa, tietojarjestelmassa, naytematriisissa, analyysimenetel-
massa tai naytteen kasittelyssa. Verifioinnissa osoitetaan esimerkiksi varmennetun vertai-
lumateriaalin avulla, ettd menetelma toimii odotetusti (Kemianseurat.fi, i.a.). Tallainen ti-
lanne voi olla esimerkiksi silloin, kun kyseessa on standardimenetelma, joka on lapikaynyt

kattavan kollaboratiivisen testauksen tai jolla on runsaasti kayttokokemusta.



14

3.2 Mittausepavarmuuden arviointi

Mittausepavarmuus on ei-negatiivinen parametri, joka kuvaa mittaussuureelle saatujen ar-
vojen oletettua vaihtelua, perustuen kaytettyihin tietoihin (Hagg, 2016, s. 23). Mittausepa-
varmuus on maaritelty virherajojen avulla ja se kuvaa yleisluonteisten mittaustulosten vaih-
telua. Mittausepavarmuus on olennainen osa jokaista menetelmaa, silla virheita voi sattua
esimerkiksi naytteenotossa, laitteissa, naytteiden sailytyksessa ja analyysin eri vaiheissa.
Mittausepavarmuus on arvio niista tulokseen liittyvista rajoista, joiden valissa on niin sano-

tusti oikea arvo tietylla todennakoisyydella.

Mittausepavarmuuteen vaikuttavia tekijoita voivat olla matriisi, tyon suorittaja, tyovalineet,
reagenssit, systemaattiset seka satunnaiset virheet (Hakkinen, 2019). Hiltusen ym. (2011,
s. 41-42) mukaan kayttamalla digitaalisia mittalaitteita kayttajan vaikutus mittaustulokseen
vahenee. Naytteenotossa yksi virhelahde voi olla naytteenottokohta, joka johtuu siita, etta
naytteessa eri kohdat poikkeavat jotenkin toisistaan ja aiheuttaa keskenaan poikkeavia tu-
loksia. Myo6s kaytettava mittalaite vaikuttaa mittausepavarmuuteen (Hiltunen ym., 2011 s.
39-40). Mittalaitteen epavarmuuteen vaikuttavia mahdollisia tekijoita ovat kalibroinnista
kulunut aika ja sen epavarmuus, mittalaitteen asento seka mitattavan signaalin aalto-

muoto.

Mittausepavarmuus koostuu systemaattisesta ja satunnaisesta virheesta, joka esiintyy mit-
tauksessa (Hagg, 2016, s. 24). Systemaattinen virhe on toistuva ja ennustettava, ja aiheut-
taa mittaustulosten jarjestelmallisen poikkeaman todellisesta arvosta. Systemaattisen vir-
heen syy voi olla esimerkiksi vaarin kalibroitu vaaka, joka nayttaa aina lilan vahan. Satun-
nainen virhe johtuu mittauksen vaihtelusta ja sattumanvaraisista tekijdista. Se voi aiheut-
taa mittaustuloksiin pienia eroja jokaisella mittauskerralla. Satunnaisen virheen syy voi olla
esimerkiksi inhimillinen epatarkkuus. Satunnaisvirhetta kuvaa maarityksen sisainen ja vali-

tason toistotarkkuus ja systemaattista virhetta menetelman oikeellisuus.

Mittausepavarmuuden tietoja tarvitaan, kun arvioidaan mittaustuloksen tarkkuutta tai ver-
taillaan eri laboratorioiden tuloksia keskenaan (Hagg, 2016, s. 24). Mittausepavarmuuden

maaritelmassa esiintyva parametri voi olla esimerkiksi keskihajonta.
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4 ALLERGEENIMAARITYS ELISA-MENETELMALLA JA ELISA-
ROBOTTI

Yleisimmat allergeenimaaritykset perustuvat joko ELISA- (enzyme-linked immunosorbent
assay) tai PCR-menetelmiin (Eurofins, 2019). ELISA-menetelmalla naytteesta maaritetaan
suoraan allergisoivaa proteiinia ja tulos ilmoitetaan kvantitatiivisesti (mg/kg). PCR-menetel-
malla analysoidaan DNA:ta - ei proteiinia - ja tulos ilmoitetaan muodossa positiivinen/nega-

tiivinen.

ELISA-menetelma perustuu vasta-aineiden kykyyn sitoutua spesifisiin antigeeneihin
(Crowther, 2009, s. 43). Naytteen analysointi perustuu reagenssien avulla aikaansaatuun
signaaliin, jonka voimakkuus kertoo tutkittavan aineen pitoisuuden. Menetelman perusperi-
aate on, etta liuos, jossa on antigeeni tai vasta-aine, sidotaan kiintealle pinnalle esimerkiksi
mikrotiitterilevyn kaivoihin. Taman jalkeen lisataan entsyymikonjugoitu vasta-aine tai anti-
geeni, joka sitoutuu kohteeseen, vasta-aineeseen tai antigeeniin, spesifisesti. Lopuksi lisat-
tava substraatti reagoi entsyymin kanssa muodostaen mitattavan varireaktion. Tulos saa-
daan spektrofotometrisesti. ELISA-menetelma jaetaan kolmeen menetelmaan: suoraan,
epasuoraan ja sandwich-menetelmaan (Crowther, 2009, s. 11). Lisaksi sandwich ELISA voi-

daan jakaa suoraan ja epasuoraan menetelmaan.

ELISA-menetelman yksinkertaisin menetelma on suora menetelma (Crowther, 2009, s. 12).
Menetelmassa kaytetaan antigeenia, joka on laimennettu puskuriin, jossa on korkea pH
(Crowther, 2009, s. 13). Antigeeni voi sitoutua tehokkaasti mikrotiitterilevyn kaivojen pohjalle
inkuboinnin aikana, koska puskuri ei sisalla muita proteiineja, jotka voisivat hairitd antigee-
nia. Sitoutumattomat aineet poistetaan pesemalla kaivot pesupuskurilla, minka jalkeen niihin
lisatdan entsyymileimattu vasta-aine (Crotwher, 2009, s. 14). Tama vasta-aine on laimen-
nettu pesupuskuriin, joka sisaltaa blokkausainetta. Seuraavan pesuvaiheen jalkeen kaivoi-
hin lisatdaan substraatti, joka kiinnittyy vasta-aineessa olevaan entsyymiin. Inkuboinnin ai-
kana entsyymi katalysoi varireaktion, joka pysaytetaan joko lisdamalla inhiboiva reagenssi
tai muuttamalla pH-arvoa. Syntynyt variaine mitataan spektrofotometrisesti, mika mahdollis-

taa analysoitavan pitoisuuden maarittamisen.
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Epasuora ELISA poikkeaa hieman suorasta ELISA:sta (Crowther, 2009, s. 14). Siina kaivoi-
hin kiinnitetyn antigeenin jalkeen lisataan leimaamaton primaarivasta-aine, joka sitoutuu an-
tigeeniin inkuboinnin aikana. Taman jalkeen sitoutumaton aine huuhdotaan pois pesuvai-
heessa, ja kaivoihin lisataan entsyymilla merkitty sekundaarivasta-aine. Inkuboinnin aikana
tama vasta-aine Kiinnittyy primaarivasta-aineeseen. Sitten suoritetaan levyn pesu uudelleen

ja lisataan substraatti, jonka jalkeen maaritys jatkuu samoin kuin suorassa menetelmassa.

ELISA-menetelman sandwich-menetelma voi olla joko suora tai epasuora (Crotwher, 2009,
s. 16—21). Suorassa sandwich-menetelmassa mikrotiitterilevyn kaivoihin lisatadan primaari-
vasta-aine, joka kiinnittyy passiivisesti kaivon pohjalle inkuboinnin aikana. Taman jalkeen
levy pestaan ja sen jalkeen voidaan kayttaa blokkauspuskuria, jotta saadaan poistettua epa-
spesifistista sitoutumista aiheuttavat kohdat. Levylle suoritetaan inkubointi ja pesu, joiden
jalkeen kaivoihin lisataan naytteet, jotka on laimennettu blokkauspuskuriin. Inkuboinnin ai-
kana tutkittavat antigeenit sitoutuvat primaarivasta-aineeseen. Sitoutumaton aine huuhdo-
taan pois pesuvaiheessa ja kaivoihin lisataan entsyymileimattu sekundaarivasta-aine, joka
tunnistaa ja sitoutuu antigeeniin inkuboinnin aikana. Uuden pesuvaiheen jalkeen substraatti
lisataan kaivoihin ja syntyva varireaktio pysaytetaan stop-liuoksella ennen spektrofotomet-
rista mittausta. Epasuorassa sandwich-menetelmassa sekundaarivasta-aine ei ole leimattu.
Kaivoihin lisataan kolmas vasta-aine, joka ei reagoi primaarivasta-aineen kanssa, vaan si-
toutuu sekundaarivasta-aineeseen mahdollistaen signaalin havaitsemisen. Maaritys jatkuu

substraatin lisdamisella ja paattyy stop-liuokseen.

4.1 Kaurajaama

Valion tyoohjeiden (sisainen tiedonanto, 13.12.2024) mukaan Oat Protein Residue
(ESOAT-48) -testi on immunologinen menetelma kaurajaamien analysointiin. Testi mittaa
kauran proteiineista aveniinia, jota kaurassa on noin 4—14 %. Aveniini on kaurassa esiin-
tyva prolamiini eli varastoproteiini. Testilevyn kuopat on paallystetty aveniinispesifisella
vasta-aineella. Testilevylle lisataan standardia niille osoitettuihin kuoppiin seka naytetta
omiin kuoppiinsa, jolloin aveniini sitoutuu spesifiseen vasta-aineeseen. Pesuvaiheessa ei-
sitoutuneet yhdisteet huuhdotaan pois ja kaivoihin lisataan entsyymikonjugaatti. Sitoutu-
maton konjugaatti pestaan pois ja sen jalkeen lisataan substraatti. Testin lopuksi lisataan
stop-liuos, joka muuttaa varin sinisesta keltaiseksi. Mittaus tapahtuu ELISA-laitteella
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aallonpituudella 450 nm. Absorbanssi on verrannollinen aveniinikonsentraatioon nayt-
teessa. Tulos ilmoitetaan muodossa mg/kg aveniinia. Kuvassa 2 on esitetty prosessikaavio

kaurajaama-testista. Kaavio havainnollistaa analyysin kulun.

Levykuoppiin Aveniini sitoutuu IPesu. Ei Lisataan
s LT - sitoutuneet .
lisataan nayte ja spesifiseen . entsyymi-

. . yhdisteet . .
standardi vasta-aineeseen . konjugaatti
huuhdotaan pois
Pesu .
. ) s i Tulos mitataan

Sitoutumaton Lisataan Lisédtéan stop-

) . . . spektrofoto-
konjugaatti substraatti liuos. . .

e e . metrisesti.
pestaan pois

Kuva 2. Kaurajaama-testin prosessikaavio.

4.2 Gluteenijaama

Valion ty6ohjeiden (sisainen tiedonanto, 13.12.2024) mukaan gluteenitesti Ridascreen®
competitive soveltuu prosessoitujen naytteiden (fermentoidut, hydrolysoidut) gluteenijaa-
man analysointiin. Testissa kaytetaan spesifisia vasta-aineita, jotka tunnistavat gliadiinin.
Gliadiini on glutamiinipitoinen valkuaisaine, jota esiintyy vehnassa ja rukiissa ja se aiheut-
taa keliakialle ominaisen suolitulehduksen. Analyysi voidaan ty6ohjeiden mukaan jakaa
kahteen osaan: naytteiden uuttoon ja testin tekemiseen, johon kuuluu tyon valmistelu ja
testin suorittaminen. Naytteiden uutossa naytepuskuri laimennetaan tislattuun veteen ja
homogenoidaan edustava naytemaara. Kiintealle ja nestemaiselle elintarvikkeelle on oma
ohjeensa. Homogenoitu nayte vorteksoidaan ja sentrifugoidaan huoneenlammaossa. Su-
pernatantti, eli neste, joka erottuu sentrifugoinnin aikana kiintean sakkaosan ylapuolelle,
laimennetaan laimennettuun naytepuskuriin. Kuvassa 3 on havainnollistettu prosessikaavi-

olla itse gluteenijgamatestin suorittamisen eri vaiheet.



Kaivoihin L Sekoitetaan

. . Kaivoihin . . .
pipetoidaan e varovasti Inkuboidaan ja

L lisataan ;

standardit ja Koni i kuoppalevy- suoritetaan pesu

naytteet onjugaatti ravistelijalla

Kaivoihin Sekoitetaan e Mitataan .

R . .. . Lisataan stop- absorbanssi

lisataan ravistelijalla ja .

bstraatti ‘nkuboid liuos 450 nm
substraatti inkuboidaan aallonpituudella

Kuva 3. Gluteenijadma-testin prosessikaavio.

4.3 Kaseiinijaama

Kaseiini on maidossa ja maitotuotteissa esiintyva proteiini, joka tunnetaan sen hitaasta
imeytyvyydestaan. Valion tydohjeiden (sisainen tiedonanto, 13.12.2024) mukaan RI-
DASCREEN®FAST Casein on immunologinen menetelma kaseiinin analysointiin elintar-
vikkeista, kuten jaateld, viini, suklaa, virvokkeet, lastenruoka, leipomotuotteet, makkarat ja
jauhoseokset. Mikrotiitteristrippien kuopat on paallystetty kaseiinispesifisella vasta-ai-
neella. Lisaamalla standardia ja naytetta kuoppiin kaseiini sitoutuu spesifiseen vasta-ai-
neeseen. Pesuvaiheessa ei-sitoutuneet yhdisteet huuhdotaan pois ja sen jalkeen lisataan
peroksidaasiin konjugoitu vasta-aine. Tama vasta-ainekonjugaatti on sitoutunut Ab-Ag-
kompleksiin. Vasta-aine-antigeeni- vasta-aine-kompleksi muodostuu. Sitoutumaton konju-
gaatti pestaan pois ja kaseiinin havaitsemiseksi kuoppiin lisatdan substraatti’kromogeeni -
liuos, joka muuttaa kromogeenin siniseksi. Stop-liuoksen lisdys muuttaa varin sinisesta
keltaiseksi. Mittaus tapahtuu ELISA-laitteella fotometrisesti aallonpituudella 450 nm. Ab-
sorbanssi on verrannollinen kaseiinikonsentraatioon naytteessa. Tulos ilmoitetaan mg/kg
kaseiinia. Kuvassa 4 on esitetty kaseiinianalyysin prosessikaavio. Kaavio havainnollistaa

analyysin vaiheet ja kulut.



Levykuoppiin Kaseiini sitoutuu Pesu. Ei- Lisataan
Levykuoppiin o sitoutuneet peroksidaasiin
lisdtdan nayte ja spesifiseen . . .

. . yhdisteet konjugoitu vasta-
standardi vasta-aineeseen . .
huuhdotaan pois aine
Pesu. Lisataan
Sitoutumaton substraatti/ Lisataan stop- Tulos mitataan
konjugaatti kromogeeni- liuos fotometrisesti.
pestdan pois liuos

Kuva 4. Kaseiinijaama-testin prosessikaavio.

4.4 ELISA-robotti

Allergeenimaarityksissa kaytettavana ELISA-robottina toimii Dynex DS2 automaatti, joka
on tietokoneohjattu mikrolevyn kasittelyjarjestelma (Dynex Technologies, s. 9). Laite suo-
rittaa automatisoidusti ELISA-maarityksen vaiheet, joita ovat naytteiden pipetointi, rea-

genssilisays, inkubointi, levyjen pesu, absorbanssin mittaus seka tulosten laskenta. Auto-

maatti on tarkoitettu kaytettavaksi tutkimus- ja teollisuuslaboratorioissa.

Tutkittavat naytteet esikasitellaan kasin kuten aikaisemminkin. Esikasitellyt naytteet asete-
taan automaattiin, joka suorittaa naytteille ajon ja keraa tulokset (Dynex Technologies, s.
9). Laitteeseen lisataan kasiteltavat naytteet, mikrokuoppalevy, reagenssiliuokset ja stan-

dardit seka pipetin karjet laitteen pyytamassa jarjestyksessa.

Laite on liitetty DS-Matrix-ohjelmistoon, jota kaytetaan Dynex DS2 automaatin ohjaami-
seen. Ohjelmistossa kayttaja voi muokata parametrit ja luoda monipuolisesti uusia ohjel-
mia eri maaritysten suorittamiseen. Ohjelmistolla paasee myods tarkastelemaan aikaisem-
min suoritettujen ajojen tuloksia takautuvasti. Ohjelmistolla hallinnoidaan sita, mika ana-
lyysi Dynex DS2 automaatilla kulloinkin suoritetaan. Ohjelmistoon on luotu ja tallennettu
laitteella yleisimmin ajettavat analyysit ja jokaiselle analyysille on maaritetty omat paramet-
rit, pesut, kaytettavat standardi- ja reagenssiliuokset. Tallennettujen analyysien lisaksi



ohjelmistoon on tallennettu laitteen pesuohjelmat, jotka suoritetaan paivittain ennen lait-

teen kayttoa ja eri analyysien valissa.
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5 KOKEELLINEN OSIO

5.1 pH-arvojen saato eri naytematriiseille

Opinnaytetyon kaytannon osuus aloitettiin saatamalla kaurajagma-maarityksessa tutkitta-
vien tuotteiden pH-arvoja menetelmalle sopiviksi. Tuotteina oli esimerkiksi Valion jogurtteja
seka mehuja. Menetelmassa naytteiden pH-arvojen olisi hyva olla valilla 6,5-7,5. Aikai-
semmin maarityksessa oli kaytetty KOH:ia eli kaliumhydroksidia sdatamaan happamuutta.
Sita ei kuitenkaan kayteta Seinajoen aluelaboratoriossa muissa menetelmissa, joten se
paadyttiin vaihtamaan NaOH:n eli natriumhydroksidiin. Sen tiedetdan toimivan pH:n saata-
miseen ja se on laboratoriossa kaytossa muutoinkin. Kokeellisessa osuudessa haluttiin
selvittad, kumpi sopisi kaytettavaksi maaritykseen paremmin, 10 % NaOH-liuos vai 1 M
NaOH-liuos. 1 molaarinen NaOH-liuos vastaa noin 4 %:sta NaOH-liuosta. Tydssa tultiin
siihen tulokseen, etta voisi olla parempi kayttaa 10 % NaOH-liuosta, silla sita tarvittin maa-
rallisesti noin puolet vahemman saatamaan tuotteen pH-arvo haluttuun arvoon kuin 1 M
NaOH-liuosta.

Jokaisesta naytematriisista (27 kpl) tehtiin kahdet rinnakkaismaaritykset. Jokaisesta nayte-
matriisista kirjattiin tuotteen alkuperainen pH-arvo ja tuotetta punnittiin 1 g kahteen nayte-
putkeen (rinnakkaismaaritykset 1 ja 2). Ensimmaisessa rinnakkaismaarityksessa kaytettiin
10 % NaOH-liuosta ja toisessa rinnakkaismaarityksessa 1 M NaOH-liuosta.

Jokaiseen nayteputkeen lisattiin 9 ml pH extraction-puskuria, joka nostaa naytteen pH-ar-
voa. Taman jalkeen naytteet vorteksoitiin huolellisesti, jotta nayte olisi tasaisesti sekaisin,
ja niista mitattiin pH-arvot. Osalle naytteista riitti pelkka extraction-puskurin lisdaminen
saavuttamaan ideaalin pH-arvon. Lopuille naytteille lisattin NaOH-liuosta ja lisdysmaara
seka lopullinen pH-arvo kirjattiin ja niista tehtiin Excel-taulukot. Kuvassa 5 on esitelty yk-
sinkertainen prosessikaavio pH-arvojen saadosta naytematriiseille havainnollistamaan
tyon kulkua. Kaytannontyon tulokset on keratty taulukoihin, joita tarkastellaan tyon tulokset

-0siossa.
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Ote_’_taan ylos Punnitaan 1 g _ r\_!a}/fc_eputkun
naytteen . . lisataan 9 ml pH
naytetta .
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pH-arvo P puskuria
p. vy p. vy e vy
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Kuva 5. Happamuuden saato prosessikaavio.

Liséksi yhtena tyon tavoitteena oli yksinkertaistaa menetelmaa lI6ytamalla yksi yhteinen tai
muutama eri NaOH-lisdysmaara, joka sopisi useille naytematriiseille. Sen myoéta tydsken-
tely menetelman parissa helpottuisi. Aikaisemmin T&K:lla jokaiselle naytematriisille oli li-
satty oma maara KOH:ia ja sen maara oli vaihdellut 2060 pl riippuen naytematriisista. Li-
saysmaarien vahentaminen helpottaisi huomattavasti tyoskentelya. Lisaysmaarat saatiin
selville, kun pH-arvot oli saadetty ideaaliksi ja niista koottiin taulukot lisaysmaaran mu-
kaan. Nain hahmotettiin selkeasti, kuinka monelle naytteelle lisattiin mikakin maara NaOH-
liuosta. Muutaman naytteen kohdalla tehtiin viela uusintakokeilu, jotta nahtiin, toimisiko
sille toinen lisdysmaara paremmin ja saataisiin vahennettya eri lisdysmaaria. Osan koh-
dalla kokeilu toimi ja ne saatiin siirrettya toisen lisdysmaaran alle, mutta jaljelle jai yksi nay-
tematriisi, jolla on muista eroava oma lisdysmaara. Lisaysmaaria tuli yhteensa kolme, kun

aikaisemmin niita oli ollut kuusi. Tuloksia tarkastellaan enemman tydn tulokset -osiossa.



23

5.2 Robotin tyéohjeiden parantelu

Toinen osa tyota oli tutustua ELISA-robottiin. Laitetta on kaytetty aikaisemmin Tutkimus &
Kehitys -yksikOssa allergeenimaarityksissa, mutta se on melko uusi osa maaritysta ja sen
kayttd on ollut vahaista. Robottiin tutustuminen tapahtui paikan paalla Seinajoen laborato-

riossa helmikuun ja huhtikuun valisena aikana vuonna 2025.

Robottia voidaan ohjelmoida myds simulaatio-ohjelmassa. Talldin uuden ohjelman tes-
tausta on helpompi tehda. Simulaatio-ohjelmassa pystyi hakemaan ja nimeamaan uuden
analyysin ja naytesarjan. Sen lisaksi lisdamaan laitteeseen tarvittavat kuvitteelliset nayt-
teet, reagenssit ja muut tarvikkeet kuten pipetin karjet. Simulaatio-ohjelman avulla robotilla
pystyi harjoittelemaan ajon aloitusta ja siten muokattiin ja paranneltiin olemassa olevaa
tyoohjetta koskien ajon aloitusta ja alkuvalmisteluita ennen sita. Tyoohje on liitetty taman

opinnaytetyon liitteeksi 1.

Robottia ohjattiin tietokoneelle asennetusta DS Matrix -ohjelmasta. Ohjelmaan oli aikai-
semmin luotu kaikki talla hetkella kaytossa olevat allergeenimaaritykset. Tavoitteena kui-
tenkin tulevaisuudessa on, etta robotilla voisi suorittaa myos joidenkin muiden maaritysten
ELISA-vaiheita.

Robottiin ei ollut olemassa tydohjeita uuden ohjelman luomiseen liittyen ja siksi haluttiin
selvittaa yksityiskohtaisesti mita tietoja vaadittiin, jotta uusia ohjelmia pystyi luoda ja robot-
tia voisi kayttaa laboratoriossa muissakin analyyseissa. Robotin manuaali oli englanniksi,
joten sita suomennettiin ja tiivistettiin ja nain selvitettiin uuden ohjelman luomisen proses-

sia. Tyoohje on liitetty taman opinnaytetyon liitteeksi 2.



6 TULOKSET

Tulokset naytematriisien happamuuden saatamisesta kerattiin kolmeen taulukkoon. En-
simmaisessa taulukossa (Taulukko 2) on naytematriisien tulokset 10 % NaOH-liuoksella

saadettyna, toisessa (Taulukko 3) 1 M NaOH-liuoksella ja kolmannessa taulukossa (Tau-

lukko 4) ne naytematriisit, joiden pH-arvoa ei tarvinnut saataa natriumhydroksidilla.

Taulukko 2. pH-arvon saatd 10 % NaOH-liuoksella.

pH extraction-

puskurin Lisatty
tuote pH lisayksen jalkeen |[10% NaOH (pl) pH
Naytematriisi 1 4,31 6,31 20 7,17
Naytematriisi 2 4,2 6,39 20 7,22
Naytematriisi 3 4,17 6,36 20 7,28
Naytematriisi 4 4,29 6,02 20 6,75
Naytematriisi 5 4,34 6,34 20 7,16
Naytematriisi 6 4,26 6,26 20 7,1
Naytematriisi 7 4,31 6,24 20 7,21
Naytematriisi 8 4,27 6,29 20 7,04
Naytematriisi 9 4,29 6,39 20 7,26
Naytematriisi 10 4,34 5,88 30 6,93
Naytematriisi 11 4,27 5,96 30 7,22
Naytematriisi 12 3,69 5,72 30 7,37
Naytematriisi 13 4,27 5,95 30 7,15
Naytematriisi 14 3,09 6,56 10 7,04




Taulukko 3. pH-arvon saaté 1 M NaOH-liuoksella.

pH extraction-
puskurin lisatty

tuote pH lisédyksen Jalkeen|1M NaOH (pl) pH
Naytematriisi 1 4,31 6,37 30 6,86
Naytematriisi 2 4,2 6,4 30 6,92
Naytematriisi 3 4,17 6,37 30 6,89
Naytematriisi 4 4,29 6 60 6,87
Naytematriisi 5 4,34 6,31 40 7,03
Naytematriisi 6 4,26 6,28 40 6,97
Naytematriisi 7 4,31 6,28 30 6,81
Naytematriisi 8 4,27 6,27 40 6,93
Naytematriisi 9 4,29 6,4 40 6,95
Naytematriisi 10 4,34 5,87 80 7,02
Naytematriisi 11 4,27 5,98 60 6,99
Naytematriisi 12 3,69 5,74 50 7
Naytematriisi 13 4,27 5,97 70 7,04
Naytematriisi 14 3,09 6,56 20 7

Taulukko 4. Naytematriisit, joiden pH-arvoa ei taytynyt saataa NaOH-liuoksella.

pH extraction puskurin lisayksen jalkeen
tuote pH 1. rinnakkaisnaytteet | 2. rinnakkaisnaytteet

Naytematriisi 15 6,82 7,62 7,62
Naytematriisi 16 4,11 6,76 6,74
Naytematriisi 17 3,74 7,1 7,11
Naytematriisi 18 3,36 6,93 6,94
Naytematriisi 19 6,67 7,52 7,55
Naytematriisi 20 3,46 7,24 7,25
Naytematriisi 21 3,68 6,82 6,82
Naytematriisi 22 3,29 7,15 7,15
Naytematriisi 23 7,63 8,04 8,05
Naytematriisi 24 4,28 6,84 6,83
Naytematriisi 25 7,11 7,88 7,91
Naytematriisi 26 6,32 7,5 7,5

Naytematriisi 27 6,78 7,73 7,72

Taulukoissa 2—4 on keratty yhteen kaurajaama-menetelmassa tutkittavat naytematriisit



ja niiden pH-arvot. Tavoitteena oli saada naytematriisin happamuus valille 6,5-7,5. En-
simmaisessa pH-arvo-sarakkeessa on naytteen alkuperainen pH, jota lahdettiin saata-
maan. Seuraavassa sarakkeessa oikealle on merkitty tuotteen pH-arvo, kun nayttee-
seen oli lisatty 9 ml pH extraction-puskuriliuosta, joka nosti tuotteen pH-arvoa. Tauluk-
koon 4 on keratty ne naytematriisit, joilla puskurin lisays riitti nostamaan pH-arvon halut-
tuun arvoon. Taulukkoon 4 on keratty molempien rinnakkaisnaytteiden pH-arvot, kun nii-

hin oli lisatty 9 ml extraction-puskuriliuosta.

Taulukkoon 2 on keratty ensimmaisten rinnakkaisnaytteiden pH-arvot naytematriiseista
1-14, kun niihin lisattiin 10 % NaOH-liuosta. Taulukossa 3 on toiset rinnakkaisnaytteet
naytematriiseista 1-14 ja niihin lisattiin 1 M NaOH-liuosta. Yhtena tyon tavoitteena oli
selvittdd kumpaa liuosta, 10 % NaOH- vai 1 M NaOH-liuosta, olisi jarkevampi kayttaa
menetelmassa. Taulukoista 2 ja 3 voidaan havaita, ettd 10 % NaOH-liuosta tarvittiin
maarallisesti jopa puolet vahemman saavuttamaan haluttu pH-arvo, kuin 1 M NaOH-liu-
osta. Siita syysta voidaan todeta, etta menetelmassa on kannattavampaa kayttaa 10 %

NaOH-liuosta saatamaan naytteiden pH-arvoa.

Happamuuden saatamiseen liittyi myos toinen tyon tavoite, joka oli [0ytaa naytemat-
riiseille yksi yhteinen tai pari eri NaOH-liuoksen lisdysmaaraa. Aikaisemmin naytemat-
riiseille oli lisatty kuutta eri maaraa KOH:ia valilla 20—60 ul riippuen naytematriisista. Ta-
man tyon kautta lisaysmaarat puolittuivat, ja 1oydettiin kolme yhteista lisdysmaaraa: 20,
30 ja 10 yl 10 % NaOH:ta. Naytematriiseille 1-9 lisatdan 20 ul, naytematriiseille 10-13
30 pl ja naytematriisille 14 lisataan 10 pl liuosta. Myos naytematriisin 14 kohdalla kokeil-
tiin lisata 20 yl NaOH:ta, jotta lisdysmaaria olisi ollut vain kaksi. Kokeilu kuitenkin nosti
naytematriisin 14 pH-arvon yli sallitun raja-arvon ja siksi paadyttiin pitamaan se 10 pl li-
saysmaaralla. Naytematriiseille 15-27 riitti pH-extraction puskuriliuoksen lisays saavut-

tamaan halutun happamuuden.
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7 JOHTOPAATOKSET JA YHTEENVETO

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli edesauttaa allergeenimaaritysten kayttoonottoa
Valion Seingjoen laboratoriossa, jonne ne siirtyivat Valion Tutkimus & Kehitys -yksikosta.
Tyon yhtena tavoitteena oli saataa kaurajaama-testissa tutkittavien naytematriisien happa-
muus Oat Protein Residue (ESOAT-48) -testille sopivaksi, eli valille 6,5-7,5. pH-kokeiluilla
pyrittiin myos selvittamaan, kumpi sopisi lisaysliuokseksi paremmin, 10 % NaOH-liuos vai
1 M NaOH-liuos. Lisaksi tyon tavoitteena oli tutustua maarityksissa kaytettavaan ELISA-
robottiin, jonka tarkoituksena on tulevaisuudessa suorittaa allergeenimaaritysten ELISA-
vaihe. Tahan asti maaritys pipetoimisineen ja pesuineen on suoritettu kasin. Siihen liittyen
oli tarve paivittaa aikaisempia tydohjeita koskien ajon aloittamista seka tehtiin uudet tyéoh-
jeet koskien uuden ohjelman luomista. Robotilla voisi tulevaisuudessa suorittaa myods mui-

den maaritysten ELISA-vaiheita.

Kaurajaama-testilla tutkittavien naytematriisien happamuutta taytyi séataa menetelmalle
ideaaliksi, eli tavoitevalille 6,5-7,5. Naytematriiseja oli yhteensa 27. Tuotteina oli muun
muassa erilaisia Valion jogurtteja ja mehuja. Kokeiluja suoritettiin vuoden 2024 marras- ja
joulukuussa. Aikaisemmin menetelmassa oli kaytetty KOH:ia eli kaliumhydroksidia, mutta
sita ei kayteta Seingjoen aluelaboratoriossa muutoin, joten se korvattiin NaOH:lla eli nat-
riumhydroksidilla, jota laboratoriossa kaytetaan. Sen tiedettiin vaikuttavan happamuuteen
samalla tavalla. Tavoitteena oli myos |0ytaa yksi yhteinen tai pari eri lisdysmaaraa nayt-
teille, jotta tyoskentely helpottuisi merkittavasti. Aikaisemmin eri lisaysmaaria kaliumhyd-
roksidilla oli ollut kuusi, valilla 20—60 pl, rippuen naytematriisista. Maara koettiin turhan
suureksi ja hankaloittavan tyoskentelya. Lopputuloksena saatiin kolme eri lisdysmaaraa 10
%:lla NaOH:lla, 10, 20 ja 30 ul. 10 % NaOH valittiin siitad syysta, etta sita tarvittiin maaralli-
sesti noin puolet vahemman, kuin 1 M NaOH-liuosta. Muutamaa naytetta kokeiltiin saataa
myohemmin uudelleen, jotta saataisiin tarkempi tieto, kumpi kahdesta vaihtoehdosta Ii-
saysmaarana toimii naytteelle paremmin. Osalle naytteita ei tarvinnut lisata kuin pH-ext-
raction-puskuriliuos, jotta ne saavuttivat ideaalin happamuuden. Tyon tavoitteessa onnis-
tuttiin, kun lisdysmaarat saatiin puolitettua ja tama helpotti kaytannon tyoskentelya maari-

tysten parissa.

DS Matrix -ohjelmiston simulaatio-ohjelmassa pystyi harjoittelemaan ajon aloittamista
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kuvitteellisilla naytteilla ja tyovaiheita ennen sita. Robottiin liittyen onnistuttiin paivittamaan
ajon aloittamisen aikaisempia tyoohjeita yksityiskohtaisemmiksi ja robotin hydédyntaminen
tulee helpottumaan sen myo6ta. Lisaksi opinnaytetydssa tehtiin tydohjeet koskien uuden
ohjelman luomista, jotta robottia voidaan kayttdd myos muihin maarityksiin. Tulevaisuu-
dessa laitteen kanssa taytyy viela suorittaa rinnakkaisajoja kasin tehtaville naytteille, jotta

sen luotettavuus menetelmassa voidaan todentaa.
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Liite 1. Tyoohje ajon aloitukseen ELISA-robotilla.

Dynex DS2 automaatin kaytto

Ajon kaynnistaminen

Ennen ajoa:

- Kaynnista ensin DS2 laite, sitten tietokoneelta DS Matrix -ohjelma. Ohjelma taytyy
toistaiseksi avata jarjestelmavalvojana (hiiren oik.)
- Tarkista, etta nesteletkut kiinnitetty. Jos irti, kiinnita ne paikalleen. Kuvat 1 ja 2.

Kuva 6. Nesteletkut irti.

Kuva 7. Nesteletkut kiinni.



Ajon aloitus:

2(2)

Tarkista pesupaan toiminta: ensin Start of the day dispense ja sen jalkeen Start of
the day aspirate -ohjelmilla

©)

o O O O

Avaa File/Worklist Editor, valitse New Sample batch
Nimea naytesarja ja nayte, naytemaara 1
Nimea vas. ylanurkka vihrea pallura esim. 1 -> Done
Valitse ohjelma ja kaynnista ajo
Aseta tarvikkeet laitteeseen softan ohjeiden mukaisesti
= aseta 1 sormiputki, jossa tislattua vetta
= aseta testi pesulevy, kauralle oma
Ajon paatyttya:
= Start of the day dispense -> tarkista, etta nestetilavuudet levylla ovat
oikeat
= Start of the aspirate -> tarkista, ettd neste on poistettu kaivoista
Tarvittaessa puhdista pesupaan suuttimet puhdistusvaijerilla ja toista testiajo.

Avaa File/Worklist Editor ja valitse New sample batch (uusi naytesarja).

Nimea naytesarja ja anna naytteiden lukumaara. Valitse naytetietojen syotto kasin
tai vilvakoodeista. -> klikkaa Assign hyvaksyaksesi valinnat -> Next

Valitse luettelosta mittausohjelma "kaurajaama” naytteiden lukumaaran mukaan
(Add Assay).

Kaynnista painamalla Accept-kuvaketta. Viiveajan voi ohittaa Skip-painikkeella ja
siirtya heti reagenssien ja tarvikkeiden lisaamiseen.

Aseta reagenssit ja tarvikkeet laitteeseen softan ohjeiden mukaisesti.

o

©)
©)
©)

oat DIL 25 ml putkeen

stop liuos 15 ml putkeen, myds subst ja con;.

Lisaa standardit isommasta luvusta pienempaan (20 ppm=5.S, 12=4.S jne)
Standardi 1 (viimeinen) = pipetoi dilution bufferista pieneen standardiputkeen
sama maara kuin muissa standardeissa

Varmista, ettei liuosten pinnalla ole nestekuplia tai vaahtoa

lisda siniset karjet (kansi ja pohja pois), (paina karkilaatikko kunnolla paikalleen)
lisaa pitkia karkia, maara nakyy ohjelman ruudulla.

Ajo alkaa automaattisesti, kun viimeinen tarvike on lisatty.

Tulokset:

Report-painike avaa viimeisimman ajon tulokset.
View all reports -painikkeella paasee katsomaan vanhempia mittaustuloksia. Tai
kaksoisklikkaamalla mittauksen nimea luettelossa.
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Liite 2. Tyoohje uuden ohjelman luomiseen ELISA-robotilla.

Uuden ohjelman luominen DS Matrix-ohjelmistolla:

File -> Assay Editor

Jokaisessa ohjelmassa taytyy olla valittuna ainakin Title by author, Template ja Report Layout -
valilehdet.

Nimea ohjelma Title by author -sivulla. Jos haluat, ettd ajo pyytaa joka kerta kitin LOT-tietoja,
valitse "Request kit lot data at run time”.

& uwm e 88 < 5 [F] € o

T1

Kuva 8. Assay Editor valilehdet.

T1

Template -valilehdella:

Clear all tyhjataksesi kaikki -> valitse Replicates -kohdasta esim. standardi, ja klikkaile tai
veda silla haluamasi kaivot. Muuttamalla Replicates number, saat vaihdettua esim. 2x S2 jne.
Kun valmis -> validate

g !
Dispense -vililehdella: @

Kaytetaan, kun yhta liuosta, esim. substraattia lisdtdan samalla volyymilla kaikkiin levyn
kaivoihin.

Valitse kaivot klikkailemalla, vetamalla tai select all buttons. Valittuihin kaivoihin tulee
keltainen check merkki.
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Valitse haluamasi liuos Fluid-vetovalikosta. Taalla voit myds lisatd uuden nesteen valikkoon.
Maarita lisattavan liuoksen maara (Volume).

/
iidls

Klikkaa kaivoja, joihin laimennettu nayte, kontrolli tai standardi pipetoidaan.

Pipette -valilehdella:

Klikkaa kerran, kaivon ymparille ilmestyy punainen ympyra, mika osoittaa, etta laimennus
tapahtuu syvakaivonauhasta (deep-well-strips).

Jos napsautat kahdesti, ilmestyy vihrea ympyra, joka osoittaa, etta laimennus tapahtuu
suoraan levylla olevassa kaivossa.

Toista tama jokaiselle lisattavalle kontrollille, standardille tai testinaytteelle, joka tulee
laimentaa.

Napsauta "Definition"-valilehtea:

Valitse kaytettava laimennusaine avattavasta valikosta.

Syota pipetoitava vakevan (laimentamattoman) kontrollin, standardin tai naytteen tilavuus
syvakaivonauhaan tai levyn kaivoon.

Valitse laimennussuhde tai absoluuttinen tilavuus.

Syota tavoitetilavuus, eli maara laimennettua naytetta, joka lopulta pipetoidaan levyn
kaivoon, kun laimennus tehdaan syvakaivonauhassa.

Kaikki tilavuudet ilmoitetaan mikrolitroina (pl).

o

Kaytetadn seuraamaan OD:n avulla nesteiden tarkkaa pipetointia tiettyihin kaivoihin.

Well Fill Verify -vélilehdella:

Valitse ja raahaa well fill verify -ikoni, joka on tilavuudellinen kysymysmerkilla merkitty
koeputki, lisdtaksesi sen testisekvenssiin.

Valitse kaivot well fill verify -toiminnolle klikkaamalla haluttuja kaivoja. Keltainen
valintamerkki ilmestyy nakyviin.

Valitse testi- ja referenssiabsorptioaallonpituudet, joilla levy luetaan. Yleensa yksi
aallonpituus riittaa.

Valitse Enable-valintaruutu OD test -toiminnolle. Kunkin valitun kaivon absorbanssin
odotetaan olevan maaritellylld OD-alueella.

Valitse high-valintanappi, syota korkein hyvaksyttava OD jokaiselle kaivolle ja syota alin OD-
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raja. Tai jata korkein arvo tyhjaksi ja syota vain alin hyvaksyttava OD-arvo kaivoille.
Valitse Increment, jos edellisen well fill verification -testin tulokset tulisi vdhentaa
aktiivisesta sarjasta ennen testin suorittamista.

Tai valitse median test, jos haluat kayttda mediaanitestia.

Jos blanking on A1 on kaytdssa, kaivon A1 OD-arvo vahennetaan kaikista muista
testikaivoista ennen kuin tarkistus hyvaksytaan tai hylataan.

Lisaa ravistus ennen tarkistusta tarvittaessa, jotta varmistetaan, etteivat kuplat hairitse
raportoitua OD-arvoa.

35555
. .
Incubate -vililehdella:
Valitaan ld@mpdtila.
Aseta lyhyin ja pisin haudutukseen sallittu kesto.
Aseta ldampdtila.
Aseta aika sekunneissa. Oletusasetus inkuboinnin aikaiselle ravistukselle on pois paalta.

Aseta nopeus, Low, medium tai High.

=
Wash -valilehdella: ﬂ_l

Aseta pesusyklien maara. Voi olla valilla 1-9.
Valitse pesu by Strip tai koko Plate.
by strip: kaikki syklit ovat valmiit ennen kuin etenee seuraavaan.

by plate: jokainen sykli on valmis kaikissa stripeissa levylld ennen kuin seuraava sykli alkaa.
Pesuri aspiroi/dispensoi ensimmaisen stripin, siirtyy seuraavaan, sitten odottaa 5 sek ennen
kuin aloittaa seuraavan syklin.

Constant timing voidaan asettaa, jos kaikkien liotusaikojen halutaan pysyvan samoina
rilppumatta siitd, kuinka monta rivia (naytetta) kasitelldan tiettyna paivana.

Final aspirate -toimintoa kdytetaan kaivojen tyhjentdmiseen ennen seuraavan toimenpiteen
suorittamista.

Sweep mode maaritellaan, jos halutaan suorittaa ylimaarainen aspiraatio kaivojen
tyhjentamiseksi pesupuskurin pisaroista mahdollisimman taydellisesti ennen seuraavaa
toimenpidetta.
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Vaihtoehdot ovat:

None - normaali aspiraatio toteutuu.

Sweep — Normaali aspiraatio tapahtuu, sitten pesupdaét liikkuvat kerran kaivon poikki oikealta
vasemmalle liikkeessa poistaakseen pesupuskurin, joka on voinut jaada kaivon reunoihin.
Sweep on last cycle only - Lakaisu tapahtuu vain viimeisella ohjelmoidulla syklilla.

Super sweep — Normaali aspiraatio tapahtuu, sitten pesupéaat liikkuvat kaivon poikki x-
kuviollisessa aspiraatiossa.

Super sweep on last cycle only — Super sweep tapahtuu vain viimeisessa ohjelmoidussa
syklissa.

Aseta puhdistus volyymi ja kaytettava pesuliuos. Puhdistus ottaa pesuliuoksen joko A tai B
astiasta ja tayttaa pesupaan. Puhdistus estaa sita, ettd ensimmaisiin kaivoihin annosteltaisiin
vain ilmaa tai kuplia.

Aseta puhdistusnesteen tilavuus (clean volume). Kayttaa vetta pienesta pesupullosta.
Aseta liotusaika (Soak time) sekunneissa lyhyeksi inkuboinniksi pesupuskuriin.

"Synchronize soak delay from transfer timings" -valintaruutu voidaan valita OD-arvon
(optisen tiheyden) vaihtelun minimoimiseksi levylld, mika voi johtua epataydellisesta
inkuboinnista.

DS2 synkronoi sarakkeiden liotusajat viivastetysti sen perusteella, kuinka kauan naytteiden
siirto mikrotiitterilevylle kestaa.

Toisin sanoen, pipetointiin voi kulua 15 minuuttia, mutta levyn pesu voi vieda vain 3 minuuttia.

Testissa taytyy olla pipetointivaihe ennen pesutoimenpidetta.
Synchronize toimii vain nauhakohtaisessa pesutilassa.

Syota annostelutilavuus nuolinappaimilla (ylos ja alas).
Valitse wash buffer. Voit myos lisata, poistaa tai kopioida.
Kayta bottom wash -toimintoa, jos lisdpesu on tarpeen.

Tarkista aspirate, jos kaivot tarvitsevat vain tyhjentaa nesteesta, ei pesta.



5(7)

o8

Read -vililehdella:

Valitse lukusuodin (reading filter) ja referenssisuodin (jos kaytossa on kaksiaallonpituustila).
Aseta sekoitusaika, 0-99 sekuntia, joka tapahtuu valittomasti ennen mittauksia. Poistaa
ilmakuplat ja tasoittaa nestepinnan.

)(Fa.i

Quality control -vélilehdella:

Kaksoisklikkaa haluttua Function-kohtaa lisataksesi sen yhtaloon. Funktiot ovat elementteja,
joita kaytetaan yhtaléiden muodostamiseen.

Kirjoita halutessasi virheilmoitus (Fail message). Tama viesti nakyy raportissa osoittamassa,
etta yhtalon kriteerit eivat tayty. Kaikkien yhtaldiden taytyy joko hyvaksya tai hylata nayte. Kun
kaytetaan useita yhtaloita, jotkut eivat voi olla hylkayksia ja jotkut hyvaksyntdja, niiden on
oltava samoja.

Klikkaa Add-painiketta.

Klikkaa Clear nollataksesi Equation- ja Fail-kentat lisataksesi uusia yhtaloita.

Klikkaa Change tai Remove vaihtaaksesi tai poistaaksesi jo lisattyja yhtaloita.
Laatukontrolliraportin (QC Report) kasittelyvaihtoehtoihin kuuluu oletuksena kaikkien
laadunvalvontahylkdysten raportointi; muut tulokset voidaan poistaa nakyvista, mika voi olla
tarkeaa, jos data viedaan automaattisesti Matrixista muihin tiedostoihin.

Valitse asetukset positiivisille/negatiivisille tuloksille, kayran sovitukselle, automaattiselle
poikkeavien arvojen poistolle, jos ne eivat ole harmaana.

G

X+

Ratio -valilehdella:

Kaksoisklikkaa Functions, joka lisda ne yhtaléon.

Syota yksikot, joissa tiedot raportoidaan, esimerkiksi ”mg/dL”.

Klikkaa results flagging -valilehted maarittaaksesi lauseen, joka joko korvaa numeerisen
tuloksen tai naytetaan tuloksen vieressa. Lause aktivoituu aina, kun numeerinen tulos tayttaa
ohjelmoidut ehdot.

Ehto on tuloksen merkitsemiselle tarkoitettu lauseke. Jos numeerisen tuloksen sijaan
halutaan raportoida lause, se voidaan kirjoittaa tuloskenttaan.
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+++

++

Threshold -valilehdella:

Syota absoluuttiset OD-arvot tai arvot, jotka on saatu esimerkiksi kdyran sovitus -laskennasta
positiivisille ja negatiivisille rajatasoille. Kaksoisklikkaa toimintoa functions-listalaatikossa
lisataksesi taman funktion. Voit kayttaa aritmeettisia operaattoreita.

Muuta Label-sarakkeessa tunnisteet haluamiksesi sanoiksi tai muiksi tunnisteiksi, jotka
halutaan raportoida.

Curve fit -valilehdella:
Fit type -valilehdella valitaan kayratyyppi.

Graph -valilehdelld Matrix kdyttda Automaattista skaalausta, jos skaalausta ei sdada
manuaalisesti. Jos haluaa sdataa manuaalisesti, taytyy asettaa min ja max numerot.
Minimum-kenttaan voi kirjoittaa pienimman arvon joko konsentraatio- tai OD-akselille.
Maximum-kenttaan voi syottada suuremman OD- tai standardikonsentraation.

Tick Marks jakavat akselin tasaisesti minimija maksimiarvojen valille.

e

Report -vililehdella:

Raportin asettelu: Oletuksena kaikki vasemman sarakkeen tiedot sisaltyvat lopulliseen
raporttiin. Poistaaksesi ei-toivotut tiedot, korosta rivi ja klikkaa remove function -painiketta.
Raporttimuoto: Valitse formaattityyppi (raakadata, suhde, kynnysarvo tai kayran sovitus).
Data raportoidaan valitun vaihtoehdon mukaisesti testissa ohjelmoidusti.

Valitse Create Matrix saadaksesi tulokset 8x12-taulukkomuodossa.

Valitse Table options (jos Create Table on myos valittu) maarittadksesi mukaan otettavat
parametrit: naytteen tunniste, kaivon sijainti, toistojen arvot jne.

Valitse molemmat vaihtoehdot, jos haluat parametrien sisaltyvadn molempiin formaatteihin.
Klikkaa valintaruutu numeric options -kohdassa keskiarvon laskemiseksi toistoille
tarvittaessa.

Valitse tulosten jarjestys naytetyypeille, jotka on maaritelty mikrotiitterilevyn mallissa,
klikkaamalla parametria. Poistaaksesi parametrin, yliviivaa se ja klikkaa poista painiketta.

Header footer: Valitse tiedoston otsikko- ja alatunnistevaihtoehdot, jotka haluat lisata kunkin
raporttisivun yla- ja/tai alareunaan.
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Output to file: Jos haluat vieda raportin tietoihin muuhun ohjelmistoon, kuten ulkoisiin
taulukkolaskentaohjelmiin, rastita enable-ruutu. Valitse tiedostomuoto, johon tiedot viedaan.
Data viedaan automaattisesti CSV-tiedostona.
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