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Puutiaisaivokuumetta esiintyy vyéhykkeelld, joka ulottuu Keski-Euroopasta Japaniin. Suomessa
puutiaisaivokuumeviruksen endeemisia alueita ovat erityisesti Turun saaristo ja Ahvenanmaa.
Puutiaisaivokuumeen aiheuttaa flavi-viruksiin kuuluva puutiaisaivokuume- eli TBE-virus.
Puutiaisaivokuumevirusta levittavat puutiaiset. Puutiaisaivokuume diagnosoidaan tutkimalla
seerumin IgG- ja IgM- vasta-ainepitoisuudet.

Validointi on keino, jolla osoitetaan menetelméan soveltuvuus sille aiottuun kayttétarkoitukseen.
Jokainen menetelmd, jota kaytetddn analytiikassa, tulisi validoida. Oikeaoppisen validoinnin
kuuluisi kattaa tiettyja asioita kuten spesifisyys tai selektiivisyys, tarkkuus sekd menetelméan
littyvat hairiét. Validoinnista laaditaan aina validointiraportti, joka arkistoidaan pysyvasti.
Validointiraportti sisaltdd esimerkiksi tiedon siitd, miten tutkittu menetelma soveltuu
kayttotarkoitukseen, menetelméan luotettavuuskriteerit sekd mahdolliset hairidtekijat.

Taman opinndytetydn tarkoituksena on validoida Tyks-Sapa liikelaitoksen Mikrobiologian ja
genetiikan palvelualueen Kliinisen virologian laboratorion kaytt6on puutiaisaivokuumeen 1gG-
luokan vasta-aineiden tutkimiseen kaytettava kitti ja tehda tutkimuksen suorittamiseen avuksi
tybohje. Validoinnista laaditaan myos validointiraportti. TAman opinnaytetydn tavoitteena on
helpottaa ja yhtendistdd tulevaisuudessa puutiaisaivokuumeen IgG-luokan vasta-aineiden
tutkimista.

Tutkimustuloksia tarkasteltaessa voidaan todeta, etta validoitu kitti on toimiva ja laadukas ja se
voidaan ottaa kayttdon. Validoinnin suorittaminen sujui todella hyvin ja tulokset olivat vastaavia
vertailukitin tuloksien kanssa. Tutkimustulosten luotettavuutta tarkasteltaessa voidaan todeta,
etta validointi ja siind saadut tulokset ovat patevia eli valideja. Validointi suoritettiin laadukkailla
valineilla ja uudella avaamattomalla kitilla.
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THE VALIDATION OF TICK-BORNE
ENCEPHALITIS VIRUS IGG-ANTIBODY KIT

Tick-borne encephalitis occurs in a zone extending from Central Europe to Japan. In Finland the
endemic areas of tick-borne encephalitis virus are the Turku archipelago and Aland Islands. The
cause of tick-borne encephalitis is a tick-borne encephalitis virus belonging to the flaviviruses.
Tick-borne encephalitis virus is spread by ticks. Tick-borne encephalitis is diagnosed by
examining the 1gG and IgM antibody levels in serum.

Validation is a means of demonstrating the suitability of the method for the intended purpose.
Each method used in analysis should be validated. Orthodox validation should cover a number
of issues such as the specificity or selectivity, precision and the interferences associated with the
method. A validation report is always written and filed permanently. Validation report contains
information on how investigated method is suitable for its intended purpose, the reliability criteria
of the method as well as any distractions.

The purpose of this study is to validate a tick-borne encephalitis IgG-antibody kit and create a
working instructions to help executing the test. A validation report will also be prepared. The aim
of this study is to facilitate and unify the investigation of tick-borne encephalitis IgG class
antibodies in the future.

When examining the results of the study it can be concluded that the validated kit is functional
and high quality and it can be put to use. The validation process went really well and the results
were comparable with the reference kit results. Examining the reliability of the results of the study
it can be concluded that the validation and the results obtained therein are valid. Validation was
performed with high-quality tools and a new, unopened Kkit.

KEYWORDS:

tick-borne encephalitis, IgG-antibody, validation, kit, validation report, working instructions
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1 JOHDANTO

Puutiaisiin liittyva keskustelu kay taas kiivaana. Mainokset punkkirokotteista ja
kiertavat punkkibussit herattavat kysymyksia ja myos pelkoa. On vaikea tieta,
mité tauteja punkki levittdad ja mika on riski sairastua niihin (Nykopp 2014.) Puu-
tiaisaivokuumetta tavataan Suomessa yleisesti vain Turun saaristossa ja Ahve-
nanmaalla, mutta nyt puutiaisaivokuumetapaukset ovat alkaneet lisdantya myos
epatavallisimmilla alueilla, kuten Eteld-Karjalassa. Yleensa Etela-Karjalan alu-
eella on ollut vuosittain parhaimmillaan vain nelja tartuntatapausta, mutta vuonna
2014 puutiaisaivokuumetapauksia on ollut jo kahdeksan, eli maara on yhtakkia
kaksinkertaistunut. Tama maara ylittda jopa Varsinais-Suomen tapausten maa-
ran, vaikka Varsinais-Suomessa puutiaisaivokuumeen esiintyvyys on ollut edelli-

sind vuosina korkeampi kuin Etela-Karjalassa. (Schonberg 2014.)

Lasten sairastamaa puutiaisaivokuumetta on pidetty lievempana kuin aikuisten.
Ruotsalaistutkimuksen mukaan puutiaisaivokuume on lapsilla oletettua vaka-
vampi ja aiheuttaa saatujen tulosten mukaan lapsillakin lyhyt- ja pitkdkestoisia
neurologisia oireita, kuten hairiditd muistissa ja tunne-elamassa. Yleisin oire lap-
silla kuitenkin on vain vasymys ja paanséarky, jolloin oireiden tunnistaminen puu-
tiaisaivokuumeen aiheuttamiksi on vaikeaa. Yleisesti on myods oletettu, etta lap-
silla puutiaisaivokuumetta on vain vahan. Ruotsalaistutkimukseen osallistu-
neesta lapsipotilasmaarasta kuitenkin hieman yli kahdeksalla prosentilla oli puu-
tiaisaivokuumevirus, joka on huomattavasti aiempaa oletusta enemman. (Makela
2013))

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on validoida puutiaisaivokuumeviruksen tut-
kimiseen kaytettava testipakkaus, josta kaytetddn opinnaytetydssa jatkossa ter-
mi& kitti, ja tehda validoinnista validointiraportti seka laatia selkea ja kattava tyo-
ohje kitin kayttdmiseen. Ta&man opinnaytetydn tuotoksen tavoitteena on helpottaa
kitin kayttod selkean ja kattavan tyoohjeen avulla. Taman opinnéytetydn tavoit-
teena on yhtendistad tulevaisuudessa puutiaisaivokuumeviruksen tutkimista
mahdollistamalla saman valmistajan kittien kayton seka IgM- etta 1gG-luokan

vasta-aineiden tutkimiseen.
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2 PUUTIAISAIVOKUUME JA DIAGNOSTIIKKA

2.1 Puutiaisaivokuume

Puutiaisaivokuume eli puutiaisaivotulehdus on flaviviruksiin kuuluvan TBE-viruk-
sen aiheuttama enkefaliitti eli aivokuume (Puutiaisaivotulehdus 2013). Flaviviruk-
set ovat kooltaan 50 nanometrin kokoisia vaipallisia RNA-viruksia. Flaviviruksiin
kuuluu puutiaisaivokuumeviruksen lisdksi maailman tarkeimmat niveljalkaisten
valittamat virukset. Flavivirukset koostuvat yhdestd lahetti-RNA:na toimivasta
RNA-molekyylistd. RNA-molekyylin koodaama polyproteiini pilkotaan lukuisiksi
erilaiseksi proteiineiksi, joista kolme rakenneproteiinia, C-, M- ja E-proteiinit, muo-
dostavat flaviviruksen viruspartikkelin. Viruksen antigeeneista tarkein on pinnalla

oleva E-vaippaproteiini. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos THL 2013)

Puutiaiset levittavat puutiaisaivokuume- eli TBE-virusta. Virus tarttuu ihmiseen
punkin puremasta syljen valityksella. (Vaheri & Vapalahti 2010.) Puutiaisaivokuu-
mevirusta on kolmea eri geneettista alatyyppid. Virustyypit on jaoteltu endeemi-
sen alueen ja virusta levittavan puutiaislajin mukaan. Eurooppalaista virustyyppia
levittdd Ixodes Ricinus-puutiainen. Kahta muuta virusalatyyppia eli Siperian ja
Kaukoidan virustyyppié levittdd Ixodes Persulcatus-puutiainen. Vaikka puutiais-
aivokuumeviruksesta on ndaméa kolme alatyyppid, ne ovat ominaisuuksiltaan va-
hintddn 95 % samankaltaisia. Taman vuoksi niihin tehoaa sama rokote. (THL
2013.)

Puutiaisaivokuumetta esiintyy vyohykkeella, joka ulottuu Keski-Euroopasta Japa-
niin. Suomessa TBE-viruksen endeemisia alueita ovat erityisesti Turun saaristo
ja Ahvenanmaa. (Vaheri & Vapalahti 2010.) TBE-tartuntojen maara Suomessa
oli 16 - 33 tapausta vuodessa vuosina 2001 - 2005 ja naista suurin osa Ahvenan-
maalla. Ahvenanmaan suuren tartuntaprosentin vuoksi siella alettiin vuonna 2006
antaa TBE-rokotetta kaikille 2000-luvun jalkeen syntyneille. (Rapola & Vapalahti
2007.)
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2.1.1 Qireet, hoito ja ehkaisy

Puutiaisaivokuume on oireiltaan kaksivaiheinen. Ensimmaisessa vaiheessa oi-
reet ilmaantuvat yleensa noin 7-14 paivassa ja taman vaiheen oireena on in-
fluenssamainen kuumeilu. Suurimmalla osalla tartunnan saaneista tauti ei etene
taman jalkeen vaan pysahtyy tahan. Tata seuraa 1-33 paivan (keskimaarin 6-8
paivaa) oireeton vaihe, jonka jalkeen tulee taudin toinen vaihe. Toisen vaiheen
oireina ovat kuume ja keskushermoston oireet, kuten paansarky ja sekavuus.
Tauti on vakavampi idkkaimmilla ihmisilla. Taudin sairastettuaan potilaan kehoon
jaé IgG-vasta-aineita pysyvasti, eli taudin sairastaneille kehittyy elinikdinen im-
muniteetti virusta vastaan (Gubler, Kuno & Markoff 2007; Vaheri & Vapalahti
2010; THL 2013.)

Puutiaisaivokuumeen diagnostisina kriteereind ovat kliinisten oireiden ilmaantu-

minen seka jokin seuraavista laboratoriodiagnostiikassa tehdyista l0ydoksista:

1. seerumissa todetaan seka IgG- etta IgM- luokan vasta-aineita

2. likvorissa eli aivoselkaydinnesteessa todetaan IgM-luokan vasta-aineita

3. PCR-menetelmalla tai virusviljelylla todetaan viruspositiivisuus. Naitd me-
netelmia kaytetaan diagnosoinnissa harvoin.

Puutiaisaivokuumeeseen ei ole parantavaa ladkehoitoa, mutta se vaatii silti usein
sairaalahoitoa vakavien oireiden vuoksi. Puutiaisaivokuumetta vastaan on kui-
tenkin kehitetty 2 erilaista rokotetta (lantinen ja itdinen rokote), jotka molemmat
antavat oikein annosteltuna hyvan suojan. Rokote annetaan vuoden aikana kol-
messa osassa ja taman jalkeen tulisi kdyda ottamassa rokotetehoste kolmen
vuoden vélein. Kuitenkin jo kahden rokoteannoksen ottaminen suojaa pahimman
puutiaiskauden eli kesan yli. Paras keino valttaa tautia on suojautua punkeilta
mahdollisimman hyvin. Paras suoja on kayttaa esimerkiksi metsassa ja heini-
kossa kulkiessa pitkia housuja ja paitoja seké korkeavartisia kenkia tai saappaita.
Puutiaisaivokuumevirus tarttuu jo muutamassa minuutissa punkin veriaterioinnin
alkamisesta, joten jo kiinnittyneen punkin irrottaminen ei luultavasti suojaa taudin
tarttumiselta. (Jaaskelainen 2011; THL 2013.)
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Larsen (2014) kartoitti puutiaisaivokuumeen testaamisen ja rokottamisen tarvetta
Norjan itarannikolla, jossa lansirannikosta poiketen tapauksia ei ole viela ollut.
Kartoitukseen osallistuneilta (n=461) otettiin verinayte ja he tayttivat kyselykaa-
vakkeen koskien mahdollisia punkinpuremia, ennen sairastettuja flavivirustauteja
tai niita vastaan otettuja rokotteita. Tutkittavien asuinalueelta (Ostfoldin I&a&ni) ke-
rattiin myos Ixodus ricinus-punkkeja tutkittaviksi. Naytteista 8 oli IgG-vasta-ai-
nepositiivisia ja kaksi naytetta hylattiin aikaisemmin saadun rokotuksen vuoksi.
Tulosten perusteella puutiaisaivokuumetapauksia voi esiintya alueella silloin tal-

|6in, mutta tapausten yleisyys on todella pieni.

2.1.2 Diagnostiikka

Puutiaisaivokuumevirusta voidaan epaéilla taudin aiheuttajaksi, jos potilaalla on
todettu erilaisia keskushermosto-oireita. Puutiaisaivokuumetta ei voida kuiten-
kaan tunnistaa oireiden perusteella, silla keskushermosto-oireet voivat aiheutua
monesta muustakin virustartunnasta, kuten herpeksesta. Puutiaisaivokuumeen
diagnosoimiseen tarvitaankin aina laboratoriotutkimuksia. Periaatteessa puu-
tiaisaivokuumeviruksen pystyy eristdmaan potilaan veresta ensimmaisen oirejak-
son aikana. Yleensa hoitoon kuitenkin hakeudutaan vasta toisen oirevaiheen ai-
kana kun keskushermosto-oireet alkavat ja voimistuvat. Tassa vaiheessa virus
on jo poistunut kehosta ja kehon immuunipuolustus on aktivoitunut. (Holzmann
2003.)

Immuunipuolustuksen aktivoiduttua l&hes kaikilla potilailla voidaan todeta veren
puutiaisaivokuumevirus-spesifisia IgM- ja IgG-luokan vasta-aineita. Likvorissa
voidaan ensimmaisten oireiden ilmaantuessa todeta viruksen aiheuttamia muu-
toksia, mutta niiden perusteella ei voi yksinaan todeta puutiaisaivokuumetartun-
taa. Keskushermosto-oireiden ilmaantumisen alkuvaiheessa 1gG- ja IgM-luokan
vasta-aineita ilmenee likvorista vain 50 % potilaista. Vasta noin 10 paivan kulut-
tua keskushermosto-oireiden alkamisesta vasta-aineita |0ytyy mitattavia maaria
l&hes kaikilla potilailla. (Holzmann 2003; THL 2013.)

Puutiaisaivokuumevirus diagnosoidaan osoittamalla seerumista tai likvorista vi-

rukselle spesifisida 1gG- ja/tai IgM-luokan vasta-aineita. Parhaat menetelmét
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vasta-aineiden toteamiseen on hemagglutinaation inhibitio-menetelma (HI) ja
entsyymi-immuno-menetelmaa (EIA). Nykyddn entsyymi-immuno-menetelmét
ovat nopeampia ja kaytetympia tutkimusmetodeja. Entsyymi-immunomenetel-
masté on olemassa epasuora seka suora menetelméa. Naista kahdesta epasuora
menetelma on spesifimpi, silla suorassa menetelméassa seerumin heterofiiliset
vasta-aineet tai reumafaktori voivat aiheuttaa IgM-luokan vasta-aineita mitatta-
essa niiden epaspesifia sitoutumista. Vasta-ainemaarityksessa tulee ottaa huo-
mioon se, ettd menetelman havaitsemat IgM-luokan vasta-aineet saattavat joh-
tua potilaan saamasta puutiaisaivokuumerokotuksesta. (Holzmann 2003; THL
2013))

Holzmann & Kaiser (2000) tutkivat erilaisia laboratoriodiagnostisia keinoja, joiden
avulla voidaan tutkia puutiaisaivokuumetta ja miten niiden antamat tulokset ovat
yhteydessa taudin ennusteeseen. Puutiaisaivokuumetta sairastavien potilaiden
(n=100) néaytteita tutkittiin erilaisilla laboratoriodiagnostisilla muuttujilla, jotka
mahdollisesti ovat ominaisia télle taudille. Monilla potilailla yleisimpia [6yddksia
olivat veri-aivoselkaydinesteen hairiot ja vasta-aineiden muodostuminen. Sairaa-
laan tulon yhteydessa 84 % naista potilaista |6ydettiin puutiaisaivokuumeviruksen
IgG- ja IgM-luokan vasta-aineita. Vasta-aineita havaittiin myds 15 paivan jalkeen
tehdyssa tarkistuksessa jo kaikilla potilailla. Tasta paateltiin, etta vakavampi tau-
dinkuva on yhteydessa siihen, ettei potilaan keho ole tuottanut vasta-aineita ol-

lenkaan tai todella vahan.

2.2 Validointi

Validointi on keino, jolla osoitetaan menetelmén soveltuvuus sille aiottuun kayt-
totarkoitukseen. Se tulisi suorittaa siind ymparistossa, jossa menetelmaa tullaan
kayttamaan tai esimerkiksi sellaisilla naytteilla, joita menetelmalla tullaan tutki-
maan. Jokainen menetelma, jota kaytetaan analytiikassa, tulisi validoida. Oikea-
oppisen validoinnin kuuluisi kattaa tiettyja asioita kuten spesifisyys tai selektiivi-
syys, tarkkuus seka menetelméaan liittyvat hairiot. Validoinnissa selvitetddn myaos

mahdollisten hairididen ja olosuhdemuutosten vaikutus menetelmén laatuun. Va-
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lidoinnista laaditaan aina validointiraportti, joka arkistoidaan pysyvasti. Validoin-
tiraportti sisaltada esimerkiksi tiedon siitéd, miten tutkittu menetelma soveltuu kayt-
tétarkoitukseen, menetelman luotettavuuskriteerit sekd mahdolliset hairidtekijat.
(Jaarinen & Niiranen 2008; Engel 2010; Hiltunen, Hemminki, Hagg, Jarvenpaa,

Karha, Linko, Saarinen & Simonen 2011.)

Validoinnin suorittamiselle on monia syita. Yleisin on se, ettd otetaan uusi mene-
telma kayttoon ja sen patevyys taytyy tarkistaa. Uutta menetelmé&a voidaan myo6s
verrata vanhaan tai silla hetkella kaytossa olevaan menetelméan ja néin testata,
kumpi menetelmista on parempi. Jo kdytdssa oleva menetelma tulee validoida,
jos siihen tehdaan muutoksia tai sen tutkimusvalikoimaa tai kayttétarkoitusta laa-
jennetaan. Validoinnin tarkoituksena on tarkastella vertailun avulla menetelman
kyky tuottaa oikeanlaisia tuloksia ja toistomittauksilla todentaa menetelman sisai-
nen toistettavuus. Kahden eri menetelman vertailu keskendan on usein kaytetty
validointitapa. Vertailussa molemmilla menetelmilla tutkitaan samat naytteet ja
tuloksia vertaillaan kesken&én. (Jaarinen & Niiranen 2008; Engel 2010; Hem-
minki ym. 2011.)

2.3 IgG-luokan vasta-aineet

2.3.1 Vasta-aineiden tuottaminen

Vasta-aineet ovat erilaisia valkuaisaineita, jotka ihmiskehossa kulkevat paaasi-
assa verenkierrossa. Vasta-aineet ovat osa kehon immuunipuolustusta ja niiden
toiminta perustuu kykyyn sitoutua antigeeneiksi kutsuttuihin rakenteisiin. (Sep-
pala 2003.) liman vasta-aineita keho ei pysty puolustautumaan infektioita vas-
taan. Kehossa vasta-aineita tuottavat siihen erikoistuneet B-lymfosyytit eli B-so-
lut, jotka kypsyvat luuytimessé. B-soluilla on pinnallaan reseptoreita, jotka ovat
spesifisia juuri tietyille antigeeneille. Jokainen B-solu tuottaa tiettya yhté spesifia
vasta-ainetta ja niiden pinnalla on vain tietynlaisia reseptoreita. Kun keho havait-
see vieraita antigeeneja, B-solut alkavat lisdantya nopeasti ja erikoistua vasta-

aineita tuottaviksi efektorisoluiksi. Nama efektorisolut tuottavat spesifeja vasta-
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aineita, joiden avulla keho puolustautuu. B-solun lopullinen kehitysmuoto on plas-
masolu, joka tuottaa jatkuvasti vasta-aineita jopa 5000 molekyylid/sekunti nopeu-
della. B-solun plasmamuoto elda vain muutamia paivia. (Alberts, Johnson, Lewis,
Raff, Roberts & Walter 2008; Jokiranta & Seppala 2011.)

2.3.2 Vasta-aineiden perusrakenne

Seerumia fraktioitaessa eli pilkottaessa vasta-aineet asettuvat saostuvaan globu-
linifraktioon ja tasta syysta niita kutsutaan my6s immunoglobuliineiksi (1g). (Sep-
pald 2003.) Ihmisella on viisi eri vasta-aine- eliimmunoglobuliiniluokkaa: IgA, IgD,
IgE, IgG ja IgM. Nailla kaikilla luokilla on sama perusrakenne eli perusyksikka.
Vasta-aineiden perusrakenne on Y-kirjaimen muotoinen molekyyli, jossa on pro-
teiineista muodostuva runko-osa eli "hanta-osa”, johon on kiinnittyneena kaksi
hiilihydraateista muodostuvaa identtistéa antigeenin sitomisosaa (kuvio 1). Hanta-
osan ja antigeenin kiinnittymisosan valilla on saranaosa (hinge region), joka on
joustava ja siten mahdollistaa antigeenin helpon liikkkumis- ja venymiskyvyn. Tata
perusrakennetta kuvataan usein termilla monomeeri. (Alberts ym. 2008; Joki-
ranta & Seppala 2011.)

antigen-binding site

Il |

4
4
4

Y
\
f 4
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4
.".I 4

tail region

5 nNm

Kuvio 1. Vasta-aineiden perusyksikon rakenne (Alberts ym. 2008).
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2.3.3 IgG-luokan vasta-aineiden rakenne

Vasta-aineiden alaluokkia on useita, joista tassa tyossa keskitytd&n 1gG- alaluok-
kaan. IgG-vasta-aine on rakenteeltaan monomeeri eli yhdessa lgG-vasta-ai-
nemolekyylisséa on yksi vasta-aineiden perusyksikon kaltainen Y-kirjaimen malli-
nen yksikko. (Seppala 2003.) IgG-luokan vasta-ainemolekyylissa on nelja ketjua:
kaksi identtistd raskasketjua (heavy chain, H-ketju) seka kaksi identtistd kevyt-
ketjua (light chain, L-ketju) (kuvio 2). Jokaisella immunoglobuliinilla on oma ras-
kasketju-luokkansa, joka on lgG-vasta-aineella gamma-ketju eli Y-ketju. H-ketjut
ovat kiinnittyneet toisiinsa kahdella tai useammalla kovalentilla rikkisillalla seka
muilla ei-kovalenteilla sidoksilla. L-ketjut ovat Kkiinnittyneet raskasketjuihin
yleensa yhdella rikkisillalla ja epakovalentein sidoksin. (Alberts ym. 2008; Joki-
ranta & Seppala 2011.)

antigen- antigen-
binding site binding site

HN _NH,

hinge
regions

HOOC COOH

! !
light chain light chain

heavy chain — R ———— heavy chain

[ I
HOOC COOH

Kuvio 2. IgG-luokan vasta-aineen rakenne (Alberts ym. 2008).
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2.3.4 lgG-vasta-aineiden toiminta kehossa

IgG-vasta-aineesta on erilaisia alaluokkia, mutta niiden rakenteet ovat niin sa-
mankaltaisia, ettd voidaan kayttaa yleisnimitysta IgG. Yli 2/3 ihmisen veren ja ku-
dosten vasta-aineesta eli immunoglobuliinista on IgG-luokan vasta-aineita. IgG —
vasta-aineet ovat tehokkaita neutraloimaan toksiineja ja ne pystyvéat aktivoimaan
komplementin (veren proteiiniryhmd), saostamaan antigeeneja seka opsonoi-
maan bakteereja. Opsonoinnissa IgG-vasta-aineet paallystavat bakteerin, jolloin
se on helpompi eliminoida. (Seppé&ld 2003.) Jotkin IgG-vasta-aineen alaluokat
ovat kehon ainoita vasta-aineita, jotka pystyvat lapaiseméaan istukan ja siten siir-
tymaan aidista sikioén. Tama on mahdollista siksi, etta aidin veren kanssa kos-
ketuksissa olevassa istukan osassa on IgG-vasta-aineita sitovia reseptoreita, joi-
den kautta vasta-aineet siirtyvat sikioon ja vapautuvat sikion vereen. Raskauden
jalkeen IgG-vasta-aineet siirtyvat aidinmaidon kautta lapseen ja lapsen vatsan
kautta verenkiertoon, jossa IgG-vasta-aineet suojaavat lasta infektioilta. (Alberts
ym. 2008.)

2.4 EIA-menetelméa

EIA-menetelma eli entsyymi-immunologinen menetelma (enzyme immunoassay)
perustuu entsyymien kayttoon merkkiaineina. Entsyymien katalyyttisten eli reak-
tiota jouduttavien ominaisuuksien avulla havainnoidaan ja mitataan immunologi-
sia reaktioita. Entsyymi-immunologiset menetelmat ovat paljon kaytdéssa niiden
nopeuden ja herkkyyden vuoksi. EIA-menetelmilla mitataan vasta-aineiden tai
antigeenien tasoa potilaan seerumissa. Vasta-aine tai antigeeni leimataan ent-
syymilla ja niiden pitoisuus mitataan entsyymin katalysoiman reaktion reaktiotuot-
teista. Tatd kutsutaan entsyymiaktiivisuudeksi. (Heikkinen, Moilanen & Virén
2014.)

Reaktiotuotteiden pitoisuus voidaan mitata joko paatepistemittauksena tai kineet-
tisend mittauksena. Paatepistemittauksessa reaktio on pysaytettava esimerkiksi
pysaytysliuoksella, jotta pystytddn mittaamaan reaktiotuotteen eika kaytetyn
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substraatin pitoisuutta. Kineettisessa mittauksessa mittauskohteena on reaktion
entsyymi-substraattikompleksin muodostumisnopeus. (Heikkinen, Moilanen &
Virén 2014.)

Forsgren, Gunther, Haglund, Lindquist & Skdldenberg (1997) vertailivat kolmea
eri ELISA- menetelmaa puutiaisaivokuumeen IgA-, IgM- ja IgG-vasta-aineiden
tutkimiseen seerumista ja aivo-selkaydinnesteesta. ELISA-menetelma on hete-
rogeeninen entsyymi-immunologinen menetelma, jota kaytetaan yleisesti kliini-
sessa kemiassa naytteiden tutkimisessa (Halonen 2004). Tutkittavina oli 69 ruot-
salaista potilasta, joiden naytteet tutkittiin heti tartunnan tapahduttua ja 11 - 13
kuukautta tartunnan jalkeen. Tutkimustulosten perusteella kaikki menetelmat oli-
vat luotettavia, mutta kiinnitystekniikkamenetelma oli niistéa herkin ja sen tulokset

olivat helpoimmin toistettavissa.
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on validoida Tyks-Sapa liikelaitoksen Mikro-
biologian ja genetiikan palvelualueen Kliinisen virologian laboratorion kaytt66n
puutiaisaivokuumeen IgG-luokan vasta-aineiden tutkimiseen kaytettava TBE IgG
ElIA-kitti ja tehd& tutkimuksen suorittamiseen avuksi tydohje. TA&man opinnayte-
tyon tavoitteena on helpottaa ja yhtenaistaa tulevaisuudessa puutiaisaivokuu-
meen IgG-luokan vasta-aineiden tutkimista. Kliinisen virologian laboratoriolla on
talla hetkella puutiaisaivokuumeviruksen IgM- ja lgG-vasta-aineiden tutkimiseen
kaytossa kahden eri valmistajan kitit. Taman opinnaytetyén myé6ta suoritettava
IgG-vasta-ainekitin validointi mahdollistaa puutiaisaivokuumeen vasta-aineiden

tutkimisen saman valmistajan kiteill&.

Tassa opinnaytetydssa validoidaan puutiaisaivokuumevirus IgG-vasta-ainekitti
seka raportoidaan validoinnin suorittamisen vaiheista ja tuloksesta. Opinnayte-

tyon sisalto jakautuu seuraaviin osa-alueisiin

a) Puutiaisaivokuumevirus IgG-vasta-ainekitin validointi
b) Validointiraportti
c) Tyoohje kitilla tehtavan testin suorittamiseen
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetyon toteutus

Taman opinnaytetyon tekemiselle haettiin toimeksiantolupa Kliinisen virologian
laboratoriolta, josta opinnaytetydn aihe saatiin. Validointi suoritettiin helmikuussa
2015 Kliinisen virologian laboratoriossa tutkimalla potilaiden seerumi- ja likvori-
naytteita seka kaytossa olevalla etta testattavalla kitilla ja vertaamalla saatuja tu-
loksia keskendan (kuvio 3). Lopullinen opinnaytety6 ja sen tuotoksena syntyva
tyoohje ja validointiraportti julkaistiin kevaalla 2015. Taman opinnaytetyon kay-
tanndn osuudessa eli validointinaytteiden analysoinnissa kaytettyjen valineiden
ja materiaalien hankkiminen aiheutti opinnaytetydta tarjoavalle organisaatiolle

kustannuksia.

Kittiin Naytteiden Naytteiden Naytteiden Tulosten

tutustuminen valinta L EL analysointi taulukointi

Kuvio 3. Validoinnin suorittamisen toimintakaavio (Auramo 2015).
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4.1.1 Validointiin kaytettyjen naytteiden valinta

Validointi aloitettiin alkuperaiseksi naytteiden kokonaisméaaraksi tarkoitetulla pie-
nemmalla naytemaaralla (n=31). Validoinnissa kaytetyt naytteet olivat puutiaisai-
vokuume-epailyn vuoksi tutkittavaksi lahetettyja potilasnaytteita vuosilta 2013 -
2015. Naytteet olivat laadultaan joko seerumia tai likvoria. Nama ensimmaisen
sarjan naytteet oli valikoitu vertailukitilla saatujen tulostensa perusteella jo val-
miiksi opinnaytetytn toimeksiantajan puolesta. Opinnaytetydn tekijan ideasta ja
halusta johtuen validointia jatkettiin viela lisanaytteilla (n=29). Toimeksiantaja tuki
opinnaytetyon tekijan ideaa, silla naytemaaran lisaéaminen teki nayteotoksesta
monipuolisemman ja validoinnista saatiin luotettavampi ja laadukkaampi. Opin-
naytetyon tekija valitsi lisanaytteet eli toisen naytesarjan itse. Toisen naytesarjan
naytteiksi sopivia naytteita etsittiin kansioista, joihin oli arkistoitu viimeisen kah-

den vuoden aikana tutkitut puutiaisaivokuumeviruksen lgG-vasta-ainenaytteet.

Validoinnissa kaytetyn kokonaisnayteotoksen (n=60) naytteiksi valittiin seka see-
rumi- etta likvorinaytteita, jotka oli aiemmin tutkittu tassa validoinnissa vertailta-
vana kittina kaytettavalla kitilla. Luotettavuuden ja variaation vuoksi valittiin likvo-
rinaytteiksi puutiaisaivokuumeviruksen IgG-vasta-aineiden kannalta negatiivisia
seka positiivisia naytteita. Vastaavanlaisesti seeruminaytteiksi valittiin puutiaisai-
vokuumeviruksen lgG-vasta-aineiden kannalta negatiivisia, heikosti positiivisia

eli raja-arvoisia seké positiivisia naytteita.

4.1.2 Naytteiden keraaminen

Opinnaytetyon tekija kerasi kaikki validoinnissa kaytetyt naytteet (n=60) itse. Va-
lituista ndytteista suurin osa oli arkistoitu -20 °C arkistopakastimeen numeroitui-
hin laatikkoihin ja muutamat uudemmat naytteet olivat sailossa pienemmassa,
tydhuoneessa sijaitsevassa -20 °C pakastimessa. Opinnaytetyon tekija kerasi
naista pakastimista sekd ensimmaisen naytesarjan naytteet etta toisen naytesar-
jan naytteet. Naytteet kerattiin tarkkaan laadittuun numerojarjestyksen mukai-

seen jarjestykseen kahteen erilliseen naytetelineeseen kahdessa eri eréassa.
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Naytteet kerattiin kahteen telineeseen ja kahdessa eri erassa siksi, etta ensim-
maisen eran analysointi aloitettiin heti validoinnin alussa, mutta toisen eran vali-

koituminen analysoitavaksi paatettiin vasta myéhemmin.

4.1.3 Naytteiden analysointi

Naytteiden analysointi suoritettiin helmikuussa 2015. Analysoinnin suorittami-
selle varattiin oma tyopiste ja sailytystilat naytteille ja oma tila kaytettaville vali-
neille seka Kkitille. Analysoinnissa kaytettiin validoitavaa kittia, 96-kuoppalevyja,
Thermo Fischerin pipetteja sekd Finnpipetten pipettikarkia. Analysoinnissa kay-
tettyja laitteita olivat tasoravistelija (Wallac 1296-003 Delfia® plateshake), kuop-
palevypesuri (Nunc-Immuno™ Wash 8) seka analysaattori (PerkinElmer Vic-
tor3tm 1420 Multilabel Counter).

Ennen analysoinnin aloittamista liuotettiin kitin positiivinen kontrolli seka negatii-
vinen kontrolli validoidun kitin ohjeiden (liite 2) mukaisesti. Ensin pipetoitiin 1,3ml
Dilution Bufferia kumpaankin kontrollipulloon, suljettiin pullot huolellisesti ja se-
koitettiin niitd Vortexilla seka kasin, kunnes kontrolli oli kokonaan liuennut. Taman
jalkeen kontrollit jaettiin 120ul eriin eppendorf-putkiin ja pakastettiin -20 °C tule-
vaa kayttéa varten. Kitin omien kontrollien liséksi otettiin jadkaapista toimeksian-
tajan itse keradama ja kayttama tasokontrolli. Tasokontrolli koostuu poolatuista eli

keskenaan sekoitetuista potilasseeruminaytteista.

Naytteiden analysointi suoritettiin noudattamalla tarkasti ja koko analysoinnin
ajan validoitavan kitin analysointiohjetta (liite 2). Analysointi aloitettiin tekemalla
ensimmaisen naytesarjan naytteista laimennokset 96-kuoppalevylle. Seerumi-
naytteet laimennettiin Dilution Bufferilla 1:201 ja likvorinaytteet 1:20. Tasokontrol-
lia kasiteltiin kuten seeruminaytteitéd tekemalla siitdkin laimennos 1:201. Laimen-
nosten tekemisen jalkeen kitin mukana tulleet ndytekuoppanauhat eli naytestripit
kiinnitettiin strippikehykseen. Naytestripit pestiin kerran kuoppalevypesurilla kitin
mukana tulleella, ultrapuhtaaseen veteen 1:1000 liuotetulla Washing Solution-
pesunesteelld. Pesun jalkeen laimennetut naytteet pipetoitiin naytestripeille. Kul-
lekin naytteelle varattiin yksi naytekuoppa ja naytettad pipetoitiin 100pl/kuoppa.
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Taman jalkeen naytteet laitettiin inkuboitumaan huoneenlampdon tasoravisteli-

jaan 60 minuutiksi.

Inkubaatioajan jalkeen naytekuopat pestiin Washing Solution-pesuliuoksella 4
kertaa, jonka jalkeen naytekuoppiin pipetoitin HRP Conjugate-konjugaattia
100ul/kuoppa. Konjugaatti havaitsee naytteissa olevat puutiaisaivokuumevirus
IgG-vasta-aineet. Konjugaatin lisdyksen jalkeen naytestrippeja inkuboitiin tasora-
vistelijassa 60 minuuttia. Taméan jalkeen naytekuopat pestiin Washing Solution-
pesuliuoksella 5 kertaa ja niihin pipetoitin TMB Substrate-substraattia, joka ai-
heuttaa varimuutoksen niissd kuopissa, joissa puutiaisaivokuumevirus 1gG-
vasta-aineita on havaittu. Substraattia sisaltavia kuoppia inkuboitiin pimeassa 30
minuuttia, jonka jalkeen kuoppiin pipetoitiin Stop Solution, joka lopettaa substraa-
tin aiheuttaman varireaktion. Taman jalkeen néaytteet olivat valmiita analysoita-
viksi ja ne tuli analysoida 10 minuutin kuluttua Stop Solution-reagenssin lisaami-

sesta.

Naytteet analysoitiin PelkinElmer Victor3tm 1420 Multilabel Counter-analysaatto-
rilla. Analysaattorille ei tarvinnut ajaa kontrolleja tai muutenkaan valmistella sita
kayttoa varten vaan analysaattori oli kayttdvalmis aina kun opinnaytetyon tekija
sita tarvitsi. Strippikehys naytteineen asetettiin analysaattorin mittausalustalle ke-
vyesti mutta tukevasti ja nayteluukun kansi suljettiin. Analysaattori oli kytkettyna
tietokoneeseen, jolla sitd ohjattiin. Tietokoneessa oli asennettuna analysaattorin
kanssa yhteydessa oleva mittausohjelma, josta valittiin ne naytekuopat, jotka ha-
luttiin mitata seka mittaukseen haluttu absorbanssi. Tassa mittauksessa kaytettiin
aallonpituutta 450nm, silla se oli kitin valmistajan ohje. Analysoitavien kuoppien
ja halutun aallonpituuden valitsemisen jalkeen analysaattori mittasi naytteiden
absorbanssit noin 30 sekunnissa.

4.1.4 Validoinnin tulosten kirjaaminen

Validoinnissa saatuja tuloksia kirjattiin Microsoft Excel-ohjelmalla taulukoihin re-

aaliaikaisesti sen mukaan, kun tuloksia validoinnin eri vaiheissa saatiin. Ensim-
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maisen sarjan naytteista opinnaytetydn toimeksiantaja oli jo tehnyt taulukon, jo-
hon oli listattu naytteiden tunnistetiedot, naytteiden laatu seka vertailtavalla kitilla
naytteista saadut absorbanssit seka IgG-tiitterit. Ensimmaisen naytesarjan ana-
lysoituaan opinnaytetyon tekija lisasi tahan taulukkoon validoitavalla kitilla nayt-
teistd saadut absorbanssi- ja 1gG-tiitteritulokset. Opinnaytetyon tekija lisasi valit-
semansa toisen nadytesarjan naytteet samaan taulukkoon eri numerokoodilla.
Naistékin naytteista taulukkoon merkittiin naytteiden tunnistetiedot, naytteiden
laatu, vertailtavalla kitilla saadut absorbanssit ja IgG-tiitterit sekd validoitavalla
kitilla saadut absorbanssit ja 1gG-tiitterit. Vertailtavalla kitilla analysoitujen nayt-
teiden absorbanssit etsittiin arkistokansioista ja niiden tiitterit laskettiin taulukkoa
tehdessa. Naytteiden IgG-tiitterit laskettiin jakamalla naytteen absorbanssi posi-

tiivisen kontrollin absorbanssilla ja kertomalla luvulla 100.

Naytteiden sarjojen sisédisen toistettavuuden analysoinnissa saadut tulokset mer-
Kittiin omiin taulukoihinsa. Ensimmaisen naytesarjan ja toisen naytesarjan tulok-
set merkittiin omiin varikoodattuihin taulukoihinsa, jotta taulukot saatiin selkeiksi
ja yksinkertaisiksi ja koska ensimmainen ja toinen naytesarja analysoitiin koko
ajan erillisina sarjoina. Sisaisen toistettavuuden tulokset taulukoitiin niin, etta tau-
lukoihin tulivat naytteiden tunnistetiedot sekd naytteen laatu ja myos tieto siita,
oliko kyseinen nayte IgG-vasta-aineiden suhteen negatiivinen, raja-arvoinen vai
positiivinen. Taulukoihin merkittiin tieto siitad, mink& kuopan naytteestd on kyse
(kuoppa 1, kuoppa 2...). Jokaisen rinnakkaisen naytekuopan tulos merkittiin kah-
teen vierekkaiseen sarakkeeseen, joista toiseen merkittiin mitattu absorbanssi ja
toiseen laskettu IgG-tiitteri. Saaduista viidesta rinnakkaisista absorbansseista
laskettiin myos keskiarvot, keskihajonta seké variaatiokertoimet.

Naytteiden sarjojen valisen toistettavuuden analysoinnissa saadut tulokset mer-
Kittiin my6s omiin taulukoihinsa. Ensimmaisen naytesarjan ja toisen naytesarjan
tulokset kirjattiin omiin, sisdisen toistettavuuden taulukoiden kanssa samoin ta-
voin varikoodattuihin taulukoihinsa, jotta taulukoista nékyi selkeéasti, kumman
naytesarjan naytteiden tuloksista oli kyse. Taulukoihin merkittiin taas naytteiden
tunnistetiedot seka naytteen laatu ja tieto, oliko nayte IgG-vasta-aineiden suhteen

negatiivinen, raja-arvoinen vai positiivinen. Koska sarjojen valinen toistettavuus
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mitattiin kolmena erillisen& ajona, taulukkoon merkittiin tulokset aloittaen ensim-
maisesta ajosta ja merkiten jokaisesta naytteesta absorbanssi, laskettu IgG-tiit-
teri seka kyseessa ollut ajo. Kolmessa ajossa saaduista kolmesta rinnakkaisesta
IgG-tiitterista laskettiin taulukkoon omiin sarakkeisiinsa myds absorbanssien kes-

kiarvot, keskihajonnat seka variaatiokertoimet.

4.2 Validointiin liittyvat tuotokset

Validoinnin suorittamisesta laaditaan aina validointiraportti. Validointiraportin si-
saltoon kuuluu tyén tavoite, sen toteutus ja tiedot validoinnissa kaytetyista vali-
neista, laitteista ja muista materiaaleista. Materiaaleista ja valineista tulisi merkita
tunnistetiedot ja eranumerot tarkasti. Validointiraportista selviaa testatun mene-
telmaan toistettavuus ja spesifisyys ja mahdolliset menetelmaan vaikuttavat héai-
ridtekijat. Validointiraportin yhteenveto-osuudessa todetaan, tayttiké validoitu
menetelma sille asetetut vaatimukset ja onko menetelméa soveltuva sille aiottuun
kayttotarkoitukseen. Validointiraportti arkistoidaan yhdessa validoinnin tulosten

kanssa. (Jaarinen & Niiranen 2008; Hemminki ym. 2011.)

Taman opinnéaytetydn tuotoksia ovat validointiin kuuluva validointiraportti seka
puutiaisaivokuumevirus lgG-vasta-ainetestin kayttéa helpottava tyéohje. Vali-
dointiraportti tehtiin toimeksiantajan ohjeiden mukaisesti toimeksiantajalta saa-
tuun mallipohjaan. Raportin alkuun kirjattiin syy validoinnin suorittamiselle, listat-
tiin validoitavan menetelman eli tdssa opinnaytetydssa validoitavan kitin tiedot
seka validoinnissa kaytettyjen naytteiden laatu. Raportissa kerrottiin validoinnin

toteutuksesta seka taulukoilla ja sanallisesti tuloksista ja niiden luotettavuudesta.

Tybohjeen tehtava on ohjeistaa ja tdasmentaé, miten jokin tyo suoritetaan ja missa
sen voi suorittaa. Tydohjetta tarvitaan esimerkiksi kun perehdytetaan uusia tyon-
tekijoita tai otetaan kayttooén kokonaan uusi menetelma tai tutkimus. Hyvalla tyo-
ohjeella on suuri merkitys sille, ettd tyd suoritetaan laadukkaasti. Ty6ohjeen teki-
jan tulee ty6ohjetta tehdesséaan tietdd, kuka tydohjetta tulee kayttamaan, silla tyo-
ohje tulisi kirjoittaa kohderyhmalle selkeélla kielella ja ottaen huomioon ryhman

tietdmys asiasta. (Mattila, Ruusunen & Uola 2006; Rissanen 2008.)
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Puutiaisaivokuumevirus lgG-vasta-ainetestin kayttamiseen tehtiin suomenkieli-
nen tydohje. Tydohje on osa laboratorion laatukasikirjaa ja se tehtiin laatukasikir-
jan ohjeenmukaiseen mallipohjaan. Tydohjeeseen kirjattiin suoritettavan testin
perustiedot, testin suorittamiseen tarvittavat vélineet ja testilla tutkittavien nayt-
teiden kasittelyohjeet. Tybohjeesta selvidd myods testin menetelman perustiedot
ja sen ominaisuudet. Tydohjeen lopussa kerrotaan tulosten raportoinnista ja vas-
taamisesta seka niiden oikeaoppisesta sailytyksesta. Opinnaytetydn toimeksian-
tajan paatoksesta validointiraporttia ja tydohjetta ei julkaista opinnaytetyon liit-

teina.

4.3 Opinnaytetyon metodologiset lahtdkohdat

Kvantitatiivisessa eli maarallisessa tutkimuksessa asioita kuvaillaan yleensa nu-
meerisilla arvoilla ja saatuja tuloksia havainnollistetaan usein taulukoilla tai kuvi-
oilla. Kvantitatiivisella tutkimuksella voidaan kartoittaa olemassa olevaa tilannetta
seka selvittaa asioiden valisia riippuvuuksia tai mahdollisia muutoksia tutkitta-
vassa ilmidssa. Tutkimuksen aineistoksi tarvitaan melko suuri ja edustava otos.
Tasta aineistosta saatuja tuloksia pyritddn yleistamaan laajempaan joukkoon.
Tutkimusaineisto voidaan hankkia muiden tekemista tilastoista tai rekistereista tai
kerata itse. (Heikkila 2008.)

Kvantitatiivisen tutkimuksen tekija maarittelee itse tutkimusaineistonsa ja sen laa-
juuden. Tutkimuksen tekija ei yleensa pysty ottamaan tutkimukseensa kaikkia
tiettya aineistoa edustavia henkildita tai naytteita, joten hanen tulee rajata aineis-
tonsa edustavaksi perusjoukoksi. Maaritellysta perusjoukosta tutkija valikoi edus-
tavan otoksen, jota han kayttaa tutkimuksessaan ja tasta otoksesta saatuja tulok-
sia pyritaan yleistamééan koskemaan suurempaa joukkoa. Kvantitatiiviseen tutki-
mukseen kuuluu keskeisena tutkimuksessa saatujen tulosten vertaaminen aiem-
piin tai aiempaan tutkimukseen seké johtopéaatdsten tekeminen taman vertailun

avulla. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009.)
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Toiminnallisessa opinnaytetydssa syntyy aina jokin konkreettinen tuotos. Tuotos
voi olla esimerkiksi opas, esite tai kirja. Hyvan tuotoksen kriteereitéa ovat esimer-
kiksi hyodyllisyys ja helppokayttdisyys. Toiminnallisen opinnéytetyon tekemi-
sessa ja tuotoksen kehittamisessa on mukana useita eri toimijoita eri vaiheissa.
Tyoskentely ndiden eri toimijoiden kanssa vaatii paljon vuorovaikutusta, palaut-
teen antoa ja vastaanottoa seka vertaistukea. (Salonen 2013.)

Tama opinnaytetyd on kvantitatiivinen, silla aineistona on laaja potilasnayte-
maara ja saatuja tuloksia yleistetddn koskemaan suurempaa joukkoa eli tulevai-
suudessa tutkittavia potilasnaytteitd. Opinnaytetydssa tehtavan validoinnin tulok-
set ovat numeerisia ja niita vertaillaan talla hetkella kaytossa olevalla kitilla saa-
tuihin tuloksiin ja havainnollistetaan kuvioilla ja taulukoilla. Validoinnin onnistumi-
sesta ja laadukkuudesta tehd&én johtopaatoksia vertaamalla saatuja tuloksia
edelliseen "tutkimukseen”, eli vertailtavalla kitilla saatuihin tuloksiin ja tekemalla
johtopaatoksia taman vertailun avulla. Tama opinnaytetyén on myaos toiminnalli-
nen opinnaytetyo, silla opinnaytetyon tuloksena syntyy kaksi tuotosta. Syntyvia
tuotoksia ovat validointiraportti ja tydohje.

4.4 Opinnaytetyon eettiset lahtékohdat

Talle opinnaytetyolle hankittiin tarvittava toimeksiantolupa. TAméan opinnaytetydn
aihe on tarked, koska tassa tutkimuksessa tehtéava validointi antaa todistetut pe-
rusteet kayttaa validoitavaa puutiaisaivokuumevirus IgG-vasta-ainekittia potilas-
naytteiden tutkimiseen Kliinisen virologian laboratoriossa. Opinnaytetyéhon kuu-
luva lgG-vasta-ainetestin tydohje on osa laboratorion laatukasikirjaa ja osaltaan
varmistaa menetelman laadukkaan kayton. Tasséa opinnaytetydssa kaytettiin po-
tilasnaytteita validoitavan kitin laadun testaamiseen. Validoinnissa saadut tulok-
set eivat vaikuta potilaiden hoitoon. Potilasnaytteita kasiteltiin ja tutkittiin kunni-
oittaen potilaan yksityisyytta eikd potilaan tietoja merkitty nakyviin mihinkaan va-

lidoinnissa saataviin tuloksiin (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset 2006.)
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Opinnaytetyon tekemisessa noudatettiin hyvaa tieteellista kaytantdoa. Validointia
tehdessa noudatettiin huolellisuutta, tarkkuutta ja rehellisyytta kaikissa validoin-
nin vaiheissa. Erityistd huolellisuutta ja vastuullisuutta noudatettiin tulosten tal-
lentamisessa ja niiden esittdmisessa seké tutkimuksen ja siina saatujen tulosten
arvioinnissa. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.) Ta&mé& opinnaytetyo teh-
tiin kayttamalla hyvaksyttavia laboratorion menettelytapoja ja opinnaytetyon te-
kija vastasi tyon laadusta ja luotettavuudesta (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan
eettiset 2006). Opinnaytetydn tekija otti koko opinnaytetyén prosessin ajan huo-
mioon opinnaytetydn toimeksiantajan kriteerit ja ehdot. Validointi, siina saatujen
tulosten tarkastelu ja kirfjaaminen sekad opinnaytetyon kirjallinen osio tehtiin toi-
meksiantajan luvalla ja toimeksiantajan toiveita kunnioittaen. (Tutkimuseettinen

neuvottelukunta 2012.)
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5 TUTKIMUSTULOKSET

5.1 Tutkimusaineiston kuvaus

Tutkimusaineisto kerattiin vuosina 2013 - 2015 tutkituista potilasnaytteista toi-
meksiantajan naytteiden sailyttamiseen tarkoitetuista pakastimista. Tutkimuk-
seen valittiin 60 naytetta. Laadultaan tutkimusnaytteet olivat seeruminaytteita
(n=36) seka likvorinaytteitad (n=12). Lisaksi nayteaineistoon kuului 12 laaduntark-
kailukierrosten (Labquality) naytetta (lite 1). Likvorindytteiksi valittiin IgG-vasta-
aineiden suhteen seka negatiivisia etta positiivia naytteita. Seeruminaytteiksi va-
littiin IgG-vasta-aineiden suhteen negatiivisia, raja-arvoisia seka positiivisia nayt-
teita. (kuviot 4-6).

5.2 Tulosten taulukointi

Koko validoinnin suorittamisen ajan saatuja tuloksia kirjattiin Excel-taulukoihin,
joihin merkittiin naytteen tunniste, saatu absorbanssi seka siita laskettu IgG-tiit-
teri. Ensimmaista 31 naytetta kasiteltiin termilla ensimmainen naytesarja ja jal-
kimmaisia 29 naytetta termilla toinen naytesarja. Sarjojen valista toistettavuutta
tutkittiin molempien naytesarjojen naytteilla. Sekad ensimmaisen etta toisen nay-
tesarjan ensimmaiset tulokset merkittiin samaan suurempaan taulukkoon nume-
rolla koodattuina, jotta tiedettiin mitk& naytteet olivat ensimmaista ja mitka toista
naytesarjaa. Ensimmaisen sarjan naytteet merkittiin numerolla 1 ja toisen nayte-
sarjan naytteet numerolla 2. Ensimmaisten tulosten mittauksissa saadut poikkea-
vat tulokset kirjattiin taulukkoon huom-sarakkeeseen (liite 1). Seka ensimmaisen
etta toisen naytesarjan naytteista valittin muutama edustava nayte sarjan siséi-
sen toistettavuuden seka sarjojen valisen toistettavuuden mittaamiseen. Toistet-
tavuusmittausten tulokset on esitetty kahdessa eri taulukossa (kuvio 7 ja kuvio
8). Samoin toimittiin toisen naytesarjan kanssa. Sarjojen sisdisen toistettavuuden

seka sarjojen vdlisen toistettavuuden taulukoihin merkittiin saadut absorbanssit
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seka niiden keskiarvot, keskihajonnat ja variaatiokerroin. Kirjaamisen jalkeen tu-
lokset annettiin toimeksiantajan edustajan tarkastettavaksi ja yhdessa pohdittiin

mahdollisten poikkeavien tulosten syitéa.

5.3 IgG-kvalitatiiviset tulokset

Validoinnissa saatuja tuloksia verrattiin vertailukitilla saatuihin tuloksiin. Tutkitta-
vina naytteina oli vertailukitilla saatujen tulosten perusteella IgG-vasta-aineiden
suhteen negatiivisia, heikosti positiivisia eli raja-arvoisia seka positiivisia nayt-
teitd. Naytteen luokiteltiin em. luokkiin vertailukitin ohjeiden mukaisesti. Kittien
antamia tuloksia vertailtaessa naytteet jaettiin laadun mukaan likvorinaytteisiin
(n=12), seeruminaytteisiin (n=36) seka laaduntarkkailukierrosten naytteisiin
(n=12). Validoitavalla kitilla saadut IgG-tulokset jaettiin positiivisiin, raja-arvoisiin

ja negatiivisiin valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Validoitavalla kitilla tutkittiin lgG-arvoiltaan negatiivisia, raja-arvoisia seka positii-
via seeruminaytteita. Saatujen tulosten lukumaarat laskettiin yhteen ja niita ver-
rattiin vertailukitilla saatujen tulosten lukumaariin ja tulokset taulukoitiin vertailu-

taulukkoon (taulukko 1).

Taulukko 1. Seeruminaytteiden kvalitatiiviset tulokset (Auramo 2015).

Validoi-
tava kitti
Seerumi | neg raja-arvo |pos Yhteensa
Vertailukitti neg 12 12
raja-arvo 1 1
pos 4 7 12 23
Yhteensa 17 7 12 36
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Seeruminaytteiden lisaksi tutkittiin 1gG-arvoiltaan negatiivisia seka positiivisia lik-
vori-naytteita validoitavalla kitilla (taulukko 2). Valmistaja ei ole validoinut TBE
IgG EIlA-kittia likvorinaytteiden tutkimiseen, mutta likvorinaytteet otettiin silti ver-
tailtaviksi, koska validoitavalla kitilla tullaan tutkimaan myos potilaiden likvorinayt-

teita.

Taulukko 2. Likvorindytteiden kvalitatiiviset tulokset (Auramo 2015).

Validoi-
tava kitti
Likvori | neg raja-arvo | pos Yhteensa
Vertailukitti | neg 5 5
raja-arvo 0
pos 5 1 1 7
Yhteensa 10 1 1 12

Validointiin valitut laaduntarkkailukierrosten naytteet taulukoitiin ja vertailtiin erik-
seen muista seeruminaytteistd, silla ne eivat olleet potilasnaytteita (taulukko 3).
Laaduntarkkailukierrosten naytteistda myos tiedettiin, mik& niiden tuloksen tulisi
olla toisin kuin potilasnaytteista. Laaduntarkkailukierrosten naytteiden "oikeat” tu-
lokset on esitetty validoitavalla kitilla saatujen tulosten kanssa samassa taulu-

kossa (liite 1).
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Taulukko 3. Laaduntarkkailukierrosten naytteiden kvalitatiiviset tulokset (Auramo

2015).

Vertailukitti

Validoi-
tava kitti
Yh-

Lv neg raja-arvo | pos teensa
neg 4 4
raja-arvo 0
pos 2 1 8
Yh-
teensa 6 1 12

5.4 Sarjan sisdinen toistettavuus

Sarjan sisdisessa toistettavuudessa jokaista naytetta pipetoitiin viisi rinnakkais-

kuoppaa eli rinnakkaisnaytetta, jotta sisdisen toistettavuuden otos olisi tarpeeksi

kattava. N&ain saatiin myds monta rinnakkaista tulosta, joita vertailla keskenaan.

Jokaisen rinnakkaiskuopan absorbanssi-tulokset kirjattiin taulukkoon niin, etta

ensimmaiselle ja toiselle naytesarjalle tehtiin omat taulukkonsa (taulukot 4-5).

Molempiin taulukoihin laskettiin absorbanssien keskiarvo (AVG), keskihajonta
(STD) seka variaatiokerroin (CV % = STD/AVG x 100). Saatuja tuloksia vertailtiin

my6s naiden lukujen avulla.
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Taulukko 4. Sarjan sisaisen toistettavuuden tulokset, naytesarja 1 (Auramo
2015).

1 kuoppa (2 kuoppa |3 kuoppa |4 kuoppa |5 kuoppa
ID ndytelaatu |IgGabs |IgG abs IgGabs [IgG abs IgGabs [AVG STD CV%
likvori 0,050 0,053 0,054 0,052 0,056 0,053 0,002 4%
likvori 0,614 0,701 0,748 0,759 0,764 0,717 0,063 9%
20 seerumi 0,075 0,072 0,076 0,071 0,072 0,073 0,002 3%
26 seerumi 0,528 0,528 0,438 0,552 0,581 0,525 0,054 10 %
28 seerumi 3,021 3,002 2,903 3,011 3,172 3,022 0,096 3%

Taulukko 5. Sarjan sisaisen toistettavuuden tulokset, naytesarja 2 (Auramo
2015).

ID ndytelaatu |IgGabs |IgG abs IgGabs |IgG abs IgGabs |AVG STD CV%

33 likvori 0,046 0,047 0,046 0,040 0,041 0,044 0,003 7%
52 likvori 0,415 0,364 0,376 0,359 0,325 0,368 0,032 9%
49 seerumi 0,135 0,131 0,118 0,135 0,123 0,128 0,008 6%
54 seerumi 0,481 0,480 0,483 0,474 0,450 0,474 0,014 3%
44 seerumi 2,524 2,594 2,720 2,497 2,619 2,591 0,088 3%

5.5 Sarjojen valinen toistettavuus

Sarjojen valista toistettavuutta mitattaessa jokainen nayte ajettiin kolme kertaa
erillisind ajoina ja toistettavuudessa otettiin huomioon myds sarjojen sisaisessa
toistettavuudessa saadut arvot seké alkuajossa saatu arvo. Sarjojen valisen tois-
tettavuuden tulokset merkittiin kuitenkin omaan taulukkoonsa niin, etta taulu-
kossa olivat vain sarjojen valista toistettavuutta mitanneen kolmen erillisajon tu-
lokset eika toistettavuus- tai alkuajon tuloksia. Ensimmaisen naytesarjan (tau-
lukko 6) ja toisen naytesarjan (taulukko 7) tulokset taulukoitiin omiin taulu-

koihinsa.
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Taulukko 6. Sarjojen valinen toistettavuus, naytesarja 1 (Auramo 2015).

1 ajo 2 ajo 3 ajo
ID ndytelaatu |IgGabs |IgG abs IgGabs |AVG STD CV%
2 likvori 0,049 0,050 0,043 0,047 0,004 8%
6 likvori 3,117 0,829 0,794 1,580 1,331 84 %
20 seerumi 0,081 0,076 0,064 0,074 0,009 12 %
26 seerumi 0,823 0,509 0,511 0,614 0,181 29 %
28 seerumi 3,668 2,966 2,150 2,928 0,760 26 %
Taulukko 7. Sarjojen valinen toistettavuus, naytesarja 2 (Auramo 2015).

1. ajo 2. ajo 3. ajo
ID ndytelaatu |IgGabs |IgG abs IgGabs |AVG STD CV%
33 likvori 0,048 0,049 0,048 0,048 0,001 1%
52 likvori 0,512 0,583 0,578 0,558 0,040 7%
49 seerumi 0,124 0,127 0,127 0,126 0,002 1%
54 seerumi 0,542 0,532 0,562 0,545 0,015 3%
44 seerumi 2,962 3,137 2,961 3,020 0,101 3%
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6 TULOSTEN TARKASTELU

IgG-kvalitatiiviset tulokset olivat pd&asiassa vertailtavia ja yhtenevia. Taulukoitu-
jen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd validoitavan kitin tdsmaéavyys on
hyva. Laaduntarkkailukierrosten naytteet antoivat molemmilla kiteilla toisiinsa
tasmaavia tuloksia. Kaksi tulosta oli poikkeavia niin, etta vertailukitti antoi positii-
visen tuloksen, mutta validoitava negatiivisen. Molemmat naytteet ajettiin uudel-
leen. Uudelleenajolla saatiin toisesta naytteesta luotettava ja vertailukitilla saa-
dun tuloksen kanssa yhteneva tulos, mutta toinen jai edelleen poikkeavaksi. Kit-
tien valisten tulosvertailujen liséksi tama yksi nayte ei antanut toivottua tulosta
vertailtaessa tiedettyihin Labqualityn antamiin naytteiden "oikeisiin” tuloksiin vaan
se naytti negatiivista vaikka tuloksen tulisi olla positiivinen. Tuloksen poikkeavuus
voidaan mahdollisesti selittda silla, ettd nayte oli viela hieman jaassa, kun se pi-
petoitiin tutkittaviksi, jolloin naytetta pipetoitiin lian vahainen maara tai jaan ai-

heuttama sakka vaikeutti absorbanssin mittaamista.

Likvorinaytteiden maarasta jopa puolet antoi validoitavalla kitilla negatiivisen tu-
loksen ja vertailtavalla kitilla positiivisen. Validoitavaa kittia ei ole valmistajan mu-
kaan validoitu likvorinaytteiden tutkimiseen, joten tulosten luotettavuutta ei taysin
voida taata. Likvorindytteet ovat myos voineet karsia pitkasta sailytyksesta pa-
kastimessa ja siten niiden IgG-vasta-ainepitoisuus on voinut muuttua. Tulosten
erilaisuus ei luultavasti vaikuttaisi potilaan diagnoosiin, silla Kliinisen virologian
laboratoriossa likvorinaytteista tutkitaan aina myos IgM-vasta-aineet, joiden po-

sitiivisuuden/negatiivisuuden perusteella diagnoosi voidaan tehda.

Seeruminaytteet olivat eniten keskenééan vertailukelpoisia ja niiden tasmaavyys
onkin kitin tismaavyyden toteamisen kannalta tarkein, silla kitti on valmistajan
mukaan validoitu juuri seerumindytteiden tutkimiseen. Suurin osa kittien anta-
mien tulosten valisista poikkeavuuksista oli se, etta vertailukitti antoi IgG-vasta-
aineiden kannalta positiivisen tuloksen ja validoitava kitti raja-arvo-tuloksen. Po-
tilaan saamaan diagnoosiin tdmé tulosten poikkeavuus ei vaikuta, silla raja-arvoi-

nenkin tulos tulkitaan niin, ettd potilaalla on veressdan IgG-vasta-aineita. Raja-
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arvotuloksen saaneelta potilaalta voidaan ottaa myos toinen vertailunayte hie-

man mydhemmin ja tutkia myo6s IgM-vasta-ainetaso.

Sarjan sisaisen toistettavuuden mittausten tulokset olivat kaikin puolin tasmaavia,
toistettavia ja luotettavia. Jokaisen naytteen viisi rinnakkaista tulosta olivat kes-
kendan vertailukelpoisia ja lahella toisiaan. Kun saatuja absorbansseja vertaa
niista laskettuun keskiarvoon, niin jokainen tulos on lahella keskiarvoa. Nayttei-
den keskihajontakin on todella pientd. Variaatiokertoimen suuruus ei saisi ylittaa
10 %. Siséisen toistettavuuden mittauksissa vain yksi variaatiokerroin oli suuruu-
deltaan tasan 10 % ja muut kertoimet jaivat reilusti tdméan luvun alle. Saatujen
tulosten ja variaatiokertoimien avulla voidaan todeta, etté validoitavan kitin sarjan

siséinen toistettavuus on hyva ja luotettava.

Sarjojen valisen toistettavuuden mittausten tuloksissa oli hieman enemman vaih-
televuutta. Toisen naytesarjan sarjojen valisen toistettavuuden tulokset olivat
keskendan vastaavia ja tasaisia. Kaikki absorbanssit olivat lahella toisiaan ja kes-
kiarvoa ja keskihajontakin oli pienté. Kaikki lasketut variaatiokertoimet jaivat rei-
lusti alle 10 %. Ensimmaisen naytesarjan sarjojen valisen toistettavuuden tulok-
set eivat olleet niin selkeasti vertailukelpoisia kesken&én ja niiden valilla oli suurta
hajontaa. Negatiivinen likvorindyte antoi ensimmaisessa ajossa valtavan suuren
tuloksen, jonka perusteella nayte olisikin ollut vasta-aineiden suhteen positiivi-
nen. Seuraavassa kahdessa ajossa tulos laski huomattavasti ja kaksi viimeista
tulosta ovat keskendan vertailukelpoisia ja luotettavia. Ensimmaisen tuloksen
suuruus voidaan selittaa silla, etta nayte ei olisi ollut huoneenlampdinen sita pi-
petoitaessa tai etta pipetoitaessa on sattunut jokin virhe. Ensimmaisen tuloksen
epatavallinen suuruus selittdd variaatiokertoimen suuruuden (83 %) ja kahta

muuta tulosta tarkasteltaessa voidaan todeta, etta toistettavuus on hyva.

Muissakin naytteissd ensimmainen ajo antoi paljon suurempia tuloksia kuin seu-
raavat kaksi ja tama vaikuttaa kaikkien tulosten variaatiokertoimen suuruuteen.
Tuloksia tarkasteltaessa voidaan todeta, ettd ensimmaisen ajon kohdalla on ta-
pahtunut jokin pipetointivirhe tai naytteet eivat ole viela olleet huoneenlampdoisia.
Vaikka ensimmaisen nadytesarjan sarjojen valisen toistettavuuden tuloksissa on

eroavaisuuksia ja variaatiokertoimet ovat hieman suuria, niin validoitavan kitin
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sarjojen valisen toistettavuuden voidaan silti todeta olevan hyva. Tama voidaan
todeta silla perusteella, ettéd toisen naytesarjan tulokset ovat erittain toistettavia
ja luotettavia ja ettd ensimmaisen naytesarjan ensimmaisessa ajossa on tapah-

tunut virheita, jotka vaikuttavat tuloksiin.

Tuloksia tarkasteltaessa voidaan todeta, etté validoitava kitti on tismaava ja luo-
tettava. Mahdollisesti mittausten suorittaminen tuoreilla naytteilla olisi voinut an-
taa viela luotettavampia tuloksia, mutta tutkittavien naytteiden sailytys ja kasittely
oli tehty kaikin tavoin oikein, joten suurta eroa tuloksissa ei varmastikaan olisi
tullut. Suuremman naytemaaran ajaminen tai useampien rinnakkaisten mittaus-
ten tekeminen ei olisi vaikuttanut tulosten luotettavuuteen vaan ehka jopa lisdnnyt

vaihtelevien tuloksien maaraa ja siten hankaloittanut tulosten tulkintaa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenni Auramo



35

7/ POHDINNAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida Kliinisen virologian laboratorion
kayttoon puutiaisaivokuumeen IgG-luokan vasta-aineiden tutkimiseen kaytettava
kitti ja tehda tutkimuksen suorittamisen avuksi tyéohje. Tutkimustehtava tuli teh-
tya ja sen tuloksena voidaan todeta, etta validoitu Kitti on toimiva ja laadukas ja
se voidaan ottaa kayttoon. Validoinnin suorittaminen sujui todella hyvin ja tulokset

olivat vastaavia vertailukitin tuloksien kanssa.

Jonkin menetelman tai asian validiteetti kertoo siitd, miten hyvin kyseinen asia tai
menetelma mittaa juuri sitd ominaisuutta, jonka mittaamiseen se on tarkoitettu
(Tilastokeskus). Tutkimustulosten luotettavuutta tarkasteltaessa voidaan todeta,
ettd validointi ja siind saadut tulokset ovat patevia eli valideja. Tutkimuksen vali-
diteettia eli patevyytta tukevat useat asiat. Validointi suoritettiin laadukkailla vali-
neilla ja uudella avaamattomalla kitilla. Naytteiden tutkiminen suoritettiin tarkkaan
kitin tutkimisohjeita noudattaen ja kayttaen vain kitin omia reagensseja ja nay-
testrippeja. Sarjojen sisaista toistettavuutta tarkasteltaessa jokaisesta naytteesta
tehtiin viisi rinnakkaista naytetta eli jokaiselle naytteelle pipetoitiin viisi rinnak-
kaista kuoppaa, jolloin jokaiselle naytteelle saatiin viisi keskendan verrattavaa tu-

losta. Tama selkedasti tukee tutkimuksen patevyytta ja luotettavuutta.

Sarjojen valista toistettavuutta tarkasteltaessa jokainen nayte ajettiin erillisina
sarjoina kolme kertaa, joiden lisdksi tarkasteluun otettiin myos sarjojen sisaisen
vertailun ajo sek& naytteiden ensimmaéinen ajo. Vertailuun otettiin siis jokaisesta
naytteesta viisi erillisind ajoina saatua tulosta, joka tukee tulosten luotettavuutta
erittdin hyvin. Koko validointiprosessin ajan tehtiin pohdintoja ja havaintoja erilli-
seen vihkoon. Poikkeavista tuloksista tai muista ongelmakohdista ja niiden rat-
kaisuista keskusteltiin yhdessa toimeksiantajan edustajan kanssa. Opinnayte-
tyon tekija arvioi ja tarkasteli saatuja tuloksia ja kirjasi ne selkeisiin taulukoihin.
Kaikki tulokset annettiin toimeksiantajan edustajan tarkastettaviksi ja hyvaksytta-

vaksi.
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Tutkimustuloksen luotettavuuteen saattaa vaikuttaa muutama asia. Validoinnissa
kaytetyt naytteet olivat 1 - 2 vuotta vanhoja ja pakastimessa pitkan aikaa olleita
naytteita. Vaikka naytteiden pakastamisen ei pitaisi vaikuttaa naytteiden laatuun,
on mahdollista, etteivat ne enaa ole niin laadukkaita kuin tuoreet naytteet, joten
ne saattavat antaa erilaisia tuloksia kuin aikaisemmin. Validoinnin ensimmai-
sessé ajossa saatuja tuloksia verrattiin nykyaan kaytossa olevan kitin tuloksiin,
joita opinnaytety6n tekija ei ollut itse tutkinut vaan tulokset oli saatu silloin, kun
kukin nayte oli toimeksiantajalle tutkittavaksi tullut. Olisi siis voinut olla luotetta-
vampaa, etta validoinnin suorittaja olisi tutkinut itse kaikki naytteet seka alkupe-
raisella etté uudella kitilla.

Taman opinnaytetyon tuloksia tukevat myos aikaisemmat samansuuntaiset tutki-
mustulokset. Puutiaisaivokuumetartuntaa epdiltdessa vasta-aineiden tutkiminen
on tehokas ja ennusteen kannalta olennainen toimenpide. (ks. Holzmann & Kai-
ser) Validoidun Kkitin testimenetelm&@ on entsyymi-immunologinen EIA-mene-
telma, joka perustuu kiinnitystekniikkaan. Tamé& menetelméa on nopea, tdsmaéava
ja herkka keino puutiaisaivokuumeviruksen tutkimiseen ja hyvin toistettava (ks.
Forsgren, Gunther, Haglund, Lindquist & Skéldenberg 1997).

Akkreditointi on jonkin asian toteamista patevaksi. Se perustuu kansainvalisiin
kriteereihin. Akkreditoinnilla todetaan toimielimen ja sen antamien todistusten an-
tamisen olevan luotettavaa ja patevaa. Akkreditointia voi hakea itse maarittamal-
leen osa-alueelle ja sen hakeminen on vapaaehtoista. (Finas.) Opinnaytety6n ai-
heeseen liittyvia jatkotutkimusaiheita voisi olla validoitavan kitin tutkiminen suu-
remmalla naytemaaralla. Tama voisi mahdollistaa kitin akkreditoinnin. Suurempi
naytemaara voisi akkreditoinnin hakemisen lisaksi antaa viela enemman luotet-
tavuutta kitin laadukkuudelle. Tutkimusta voisi myds jatkaa testaamalla kittia tuo-
reilla potilasnaytteilla ja verrata tuoreiden naytteiden antamia tuloksia pakasti-

messa sailytettyjen naytteiden antamiin tuloksiin.
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Validoinnissa kaytettyjen naytteiden tulostaulukko

Opinndytety6 Jenni Auramo
PUUTIAISAIVOKUUMEVIRUS, VASTA-AINEET (TBEAbG, IgG EIA)

TBE-kitin verifiointi

18G kuva = Vertailukitin tydohjeen mukaan kuvaajalta katsottu

sarjal=1,sarja2=2 Vertailukitti Validoitava Vertailtava
pos IgG
sarja 1D ndytelaatu |1gG abs |ajopvm kontr kval tulos |kuva 18G abs |ajopvm pos kontr|kval tulos |kval
2 58 seerumi 0,337 27.5.204 1,153| raja-arvo 20| 0,401| 17.2.2015 2,183 neg|Huom!
2 54 seerumi 0,464| 15.7.2014 0,811 pos 50 0,575| 17.2.2015 2,183 pos|ok
2 60 seerumi 1,592| 18.3.2014 0,943 pos >100( 2,548| 17.2.2015 2,183 pos|ok
2 37 seerumi 0,468| 23.12.2014 1,009 pos 40| 0,602| 17.2.2015 2,183 pos|ok
2 40 seerumi 0,944| 7.10.2014 1,103 pos 90| 0,733] 17.2.2015 2,183 pos|ok
2 45 seerumi 1,329 7.10.2014 1,103 pos >100{ 0,361| 17.2.2015 2,183| raja-arvo|Huom!
2 42 seerumi 0,992| 9.9.2014 1,106 pos 90| 0,547| 17.2.2015 2,183 pos|ok
2 55 seerumi 0,570| 17.6.2014 1,138 pos 40( 0,521| 17.2.2015 2,183| raja-arvo|Huom!
2 57 seerumi 0,720 27.5.204 1,153 pos 65| 0,369| 17.2.2015 2,183| raja-arvo|Huom!
2 56 seerumi 0,867 3.6.2014 1,208 pos 70| 0,436| 17.2.2015 2,183| raja-arvo|Huom!
2 59 seerumi 0,624| 22.4.2014 1,295 pos 45| 0,291] 17.2.2015 2,183 neg|Huom!
2 38 seerumi 0,636 27.1.2015 1,370 pos 40| 0,450| 17.2.2015 2,183| raja-arvo|Huom!
2 41 seerumi 1,234 27.1.2015 1,383 pos 90| 0,947| 17.2.2015 2,183 pos|ok
2 44 seerumi 2,750 27.1.2015 1,383 pos >100( 2,724| 17.2.2015 2,183 pos|ok
2 43 seerumi 2,780 9.12.2014 1,383 pos >100( 0,103| 17.2.2015 2,183 neg|Huom!
2 39 seerumi 1,309( 11.11.2014 1,539 pos 80| 0,238| 17.2.2015 2,183 neg|Huom!
1 26 seerumi 0,623 19.8.2014 0,944 pos 60| 1,147| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 31 seerumi 1,092 3.7.2014 0,976 pos >100( 0,560| 3.2.2015 2,504| raja-arvo|Huom!
1 29 seerumi 1,130 7.10.2014 1,103 pos >100( 0,779| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 24 seerumi 0,722| 27.1.2015 1,127 pos 60| 0,404| 3.2.2015 2,504| raja-arvo|Huom!
1 30 seerumi 2,329 2.9.2014 1,131 pos >100{ 1,952| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 27 seerumi 2,891| 27.1.2015 1,370 pos >100( 3,710| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 28 seerumi 2,783| 27.1.2015 1,370 pos >100( 3,790| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 25 seerumi 0,854| 8.12.2014 1,383 pos 55 0,288| 3.2.2015 2,504 neg|Huom!
2 51 seerumi 0,119| 16.9.2014 0,938 neg <10| 0,113| 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 50 seerumi 0,103| 9.9.2014 1,106 neg <10 0,169| 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 49 seerumi 0,114| 9.9.2014 1,106 neg <10{ 0,116] 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 48 seerumi 0,142 2.9.2014 1,131 neg <10 0,147| 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 46 seerumi 0,107 2.9.2014 1,131 neg <10| 0,174| 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 47 seerumi 0,109 2.9.2014 1,131 neg <10| 0,185| 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 36 seerumi 0,074| 27.1.2015 1,370 neg <10 0,278] 17.2.2015 2,183 neg|ok
1 21 seerumi 0,113 7.10.2014 1,103 neg <10{ 0,390| 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 22 seerumi 0,108 2.9.2014 1,131 neg <10{ 0,209 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 19 seerumi 0,116 27.1.2015 1,370 neg <10{ 0,116| 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 20 seerumi 0,091| 27.1.2015 1,370 neg <10 0,080| 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 23 seerumi 0,233| 10.6.2014 1,423 neg <10 0,134| 3.2.2015 2,504 neg|ok
neg 12! neg 17|
raja-arvo 1 raja-arvo 7
pos 23 pos 12
yht 36 yht 36,
1 7 Lv 2,770 27.1.2015 1,127 pos >100( 3,900 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 8 Lv 0,266| 27.1.2015 1,127 neg <10 0,188 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 16 LV 0,096 25.2.2014 1,259 neg <10{ 0,074| 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 12 LV 0,158| 26.8.2014 1,418 neg <10{ 0,159 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 15 LV 0,152 13.5.2014 1,433 neg <10{ 0,199 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 9 Lv 2,241) 18.11.2014 1,127 pos >100{ 1,580| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 17 Lv 1,649| 25.2.2014 1,259 pos >100( 2,044| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 18 LV 1,513 25.2.2014 1,259 pos >100( 2,675| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 10 LV 0,749| 26.8.2014 1,418 pos 50( 0,180 3.2.2015 2,504 neg|Huom!
1 11 LV 1,094| 26.8.2014 1,418 pos 80| 0,563| 3.2.2015 2,504| raja-arvo|Huom!
1 13 Lv 0,691| 13.5.2014 1,433 pos 40| 0,373 3.2.2015 2,504 neg|Huom!
1 14 LV 2,348| 13.5.2014 1,433 pos >100( 3,811 3.2.2015 2,504 pos|ok
neg 4 neg 6
raja-arvo 0 raja-arvo
pos 8 pos 5
yht 12 yht 12
2 52 likvori 1,845 21.10.2014 1,100 pos >10| 0,466| 17.2.2015 2,183| raja-arvo|Huom!
2 34 likvori 0,644| 27.1.2015 1,127 pos 5| 0,070| 17.2.2015 2,183 neg|Huom!
2 35 likvori 0,658| 5.8.2014 1,271 pos 5| 0,158| 17.2.2015 2,183 neg|Huom!
1 5 likvori 1,122| 7.10.2014 1,103 pos >10{ 0,313 3.2.2015 2,504 neg|Huom!
1 3 likvori 0,500 7.1.2015 1,127 pos 4| 0,055 3.2.2015 2,504 neg|Huom!
1 6 likvori 1,885 2.9.2014 1,131 pos >10{ 0,899| 3.2.2015 2,504 pos|ok
1 4 likvori 0,629| 30.7.2014 1,157 pos 5| 0,184| 3.2.2015 2,504 neg|Huom!
2 53 likvori 0,199| 27.1.2015 1,127 neg <1| 0,066| 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 32 likvori 0,175| 27.1.2015 1,370 neg <1| 0,064| 17.2.2015 2,183 neg|ok
2 33 likvori 0,092 27.1.2015 1,370 neg <1| 0,046| 17.2.2015 2,183 neg|ok
1 1 likvori 0,081 27.1.2015 1,370 neg <1| 0,047 3.2.2015 2,504 neg|ok
1 2 likvori 0,082| 27.1.2015 1,370 neg <1| 0,044| 3.2.2015 2,504 neg|ok
neg 5 neg 10
raja-arvo 0 raja-arvo 1
pos 7 pos 1
yht 12 yht 12
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Liite 2

Kitin tyoohje

Dilute Washing buffer conrcentrate 1:10 with M0
Difute samples 1:201 with Dilution buffer
Wach 1 x 0,25 mijwell
Pipette diluted samples 0, 1 mi/weil

* Sample incubation

Dilute MRP conjugate 1:10 with Difution bufler
Wash 4 0,25 mi/wel
Fipette diuted MRP conjugate 0,1 mifwell

* HRP conjugate

Wash 520,25 miwell
] Add TMB 0.1 ml/wed

¢ TMB substrate

1 Add Stop reagent 0,1 miiwel |
MEASURE
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