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Klamydiainfektio on yleinen sukupuolitauti ja aiheuttaa vakavimmassa tapauksessa lapsettomuutta.
Ennaltaehkéisevista toimista tai valistuksesta huolimatta vuosittaisten klamydia-infektioiden ilmaantuvuutta
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tietoa vaeston terveydentilasta, hyvinvoinnista ja toimintakyvyn muutoksista.
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Chlamydia trachomatis-infektion osoittamisessa tai vasta-aineiden yhteyttd lapsettomuuteen. T2000
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vasta-aine positiivisista naytteista oli myds HSP60 —positiivisia, mutta HSP60-vasta-aineiden esiintyvyys ei
nayttanyt tuovan lisdarvoa aiemman infektion todentamisessa tai liséantyneen lapsettomuusongelman
markkerina.

Opinndytety6é tutkimus toteutettiin yhteistydssa Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Seksuaali- ja
lisdantymisterveys —yksikdn (SELI) kanssa. Laboratoriotydt toteutettin SELI yksikén neuvolaserologian
laboratoriossa.
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Chlamydia is a common sexually transmitted disease and causes the most severe case of infertility.
Preventive action or enlightenment, despite the annual incidence of chlamydia infections have not been to
count, but new infections are reported about 13,000 a year. This thesis is part of a wider study, which
examines the treatment of chronic or recurrent chlamydial infection, contact the unintentional
childlessness. The study utilized the Health 2000 data, which is collected on the population's health, well-
being and functional capacity changes.

Purpose of this study is to evaluate the measured serum antibodies to the importance and applicability of
Chlamydia trachomatis infection in demonstrating or antibodies Contact infertility. T2000 study collected
serum samples were analyzed for antibodies to the bacterium C.trachomatis MOMP- and HSP60 proteins.

MOMP protein-specific antibodies was 14.1% of all subjects and in women of antibodies was significantly
more often than men. Self-reported chlamydia infections were more frequent in men than in women, which
is inconsistent with the THL infectious disease registry data. Based on the above serum-MOMP antibodies
to be more reliable determination of a chlamydial infection earier than the marker of infection were
reported. According to our results chlamydial MOMP-specific antibody test to cleary distinguish chlamydial
infection of the patients who do not have a history of Chlamydia infection. More than half of MOMP
antibody positive samples were also HSP60-positive, but HSP60-prevalence of antibodies did not seem to
add value to the verification of a previous infection or increased infertility problem as a marker.

The thesis was carried out in cooperation with National Institute for Health and Welfare. The laboratory
work was carried out in their serology laboratory.

Keywords:

Chlamydia, interfility, antibodies
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1 JOHDANTO

Klamydiainfektio on yleinen sukupuolitauti ja aiheuttaa vakavimmassa tapauksessa
lapsettomuutta. Vuoden 1996 jalkeen raportoitujen tartuntatapausten maara nousi tasaisesti
vuosittain, mutta on 2000-luvulla tasaantunut noin 13000 vuosittaiseen tapaukseen. Klamydia
infektioihin  liittyva  tutkimus on tarkedd seksuaaliterveyden nékokulmasta, koska
tartuntatapauksien maaréa ei ole ennaltaehkaisevisté toimista huolimatta saatu laskemaan. (THL

Tartuntatautirekisteri)

Opinnaytetydssa avataan lukijalle Chlamydia trachomatis -bakteerin elinkaarta, tartuntatapaa ja
lisdantymista, seka kaydaan |lapi C. trachomatis -bakteerin aiheuttaman infektion
analysointimenetelmid. Liséksi opinndytetyossa@ kerrotaan laajemmin opinndytetydssa tehdyn
tutkimuksen tarkoituksesta, toteutuksesta, seka perehdytaan tarkemmin klamydiainfektion

diagnostiikkaan ja tutkimusmenetelmiin laboratoriossa.

Tutkimus toteutetaan yhteistyosséa Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Seksuaali- ja
lisdantymisterveys -yksikon (SELI) kanssa. Laboratoriotydt toteutetaan SELI yksikon
neuvolaserologian laboratoriossa. Tutkimuksen vastuullisena tutkijana, seka opinnaytetydn
tybeldman ohjaajana toimii dosentti Helja-Marja Surcel. Tutkimusryhmén laboratorioty6n toteuttaa
allekirjoittanut.  Opinndytety6ssa tehdd@an moniammatillista yhteisty6td kahden Oulun
ammattikorkeakoulussa opiskelevan katildopiskelijan kanssa. Pipsa Savolainen ja Helena
Puusaari tekevat opinnaytetyota samasta aiheesta oman alansa nakokulmasta keskittyen
klamydian aiheuttamaan lapsettomuuteen. Laboratoriotyosta saadut tulokset jaetaan heidan

kanssaan.



1 TUTKIMUKSEN TAUSTA JA TAVOITTEET

Taman opinnaytetyd liittyy laajempaan tutkimukseen, jonka tavoitteena on selvittaa kroonisen tai
toistuvan klamydia-infektion yhteytta tahattomaan lapsettomuuteen. Taman tutkimuksen tarkoitus
on arvioida seerumista mitattavien vasta-aineiden merkitysta ja kayttéa C. trachomatis-infektion
osoittamisessa. Tutkimuksessa hyodynnetaan Terveys 2000 aineistoa, jossa on keratty tietoa

vaeston terveydentilasta, hyvinvoinnista ja toimintakyvyn muutoksista.

Terveys 2000 keratyistd seerumindytteista tutkitaan C. trachomatis-spesifisia 1gG-vasta-aineita
klamydian ulkomembraani- (MOMP) ja 60kDa:n lampdshokkiproteiinia (HSP60) vastaan.
Molemmissa analyyseissa mittausmenetelméand on epasuora entsyymi-immunologinen
menetelma (EIA). HSP60-spesifiset vasta-aineet (anti-HSP60) mitataan naytteistd, jotka ovat
vasta-ainepositiivisia MOMP:n suhteen (anti-MOMP-positiivinen). Kahden analyysin tuloksia
verrataan keskenaan ja tehd@an johtopaatoksia anti-HSP60- ja anti-MOMP-vasta-aineiden
yhteydesta sairastettuun klamydia-infektioon, jonka T2000 tutkimukseen osallistuneet henkilot
ovat raportoineet sairastaneensa. Klamydia-infektion ja vasta-aineiden yhteytta lapsettomuuteen
selvitetaan hyodyntamalla T2000-tutkimukseen osallistuvien henkildiden raportoimia tietoja

seksuaaliterveydestaan.

Tulosanalyyseissa huomioidaan tutkittavien raportoimat tiedot muista sukupuolitauteina tarttuvista

infektioista (Herpes ja kondylooma) Tutkimukseen on kaytettavissa 1534 seeruminaytetta.
Tassa tutkimuksessa on tarkoitus 16ytaa vastauksia seuraaviin kysymyksiin:

- Onko MOMP- tai HSP60-spesifisilla vasta-aineilla yhteyttd T2000 tutkimuksessa
ilmoitettuun klamydia-infektioon

- Onko miehien ja naisten vélillé eroja vasta-aineiden esiintyvyydessa

- Liittyykd jompikumpi, MOMP tai HSP60 spesifiset vasta-aineet enemman raportoituun
tahattomaan lapsettomuuteen

- Voiko MOMP tai HSP60 spesifisiin vasta-aineisiin perustuvilla menetelmilld erottaa

klamydia-infektioon sairastuneita verrokeista

Taman tutkimuksen tutkimusorganisaatiota on esitetty kaaviossa 1.
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2 YLEISTA KLAMYDIASTA

Klamydia-infektio on Suomessa yleisin sukupuolitauti, jonka aiheuttaa pieni gram-negatiivinen C.
tfrachomatis -bakteeri. C. trachomatis tarttuu suojaamattomassa sukupuoliyhdynnédssa
limakalvokosketuksessa vagina-, suu, tai anaaliseksin yhteydessa. Vastasyntynyt voi saada

tartunnan synnytyksen aikana, jos aidilld on hoitamaton infektio. (Ohman 2010, 18-20)

Klamydia kuuluu ilmoitettaviin tartuntatauteihin, jonka maaraa seuraa Terveyden ja
hyvinvoinninlaitoksen tartuntatautirekisteri. Taulukosta 1 nakee, etta vuosittain tartuntatapauksia
iimoitetaan keskimaarin 13 000. (Tartuntatautirekisteri, THL, haettu 28.11.2013)

Klamydiatapauksista jopa 60 % todetaan naisilla ja tartunnan riskiryhmé&an kuuluvat etenkin
nuoret 16-24 vuotiaat. Tartuntariskia nostavia tekijoitd ovat usein vaihtuvat kumppanit, seka
kumppanien lukumaara. Riskid nostaa piittaamattomuus seksuaaliterveydestd, johon liittyy

vahentynyt kondomin kayttd ja alhainen sukupuolitautitesteissa kdyminen. (Ohman 2010, 18-19)
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KUVIO 2. Klamydiatapaukset Suomessa vuosina 1996-2012 (THL, Tartuntautirekisteri)

Klamydiatartunta on usein oireeton. Varmaa syyta tahan ei tiedeta. Naisilla oireettomuus on
miehia yleisempaa. Naisilla kolme neljdsosaa tartuntatapauksista on oireettomia, kun taas
miehilld vain puolissa tapauksissa havaitaan oireettomuutta. Juuri oireettomuus tekee

klamydiasta vaarallisen etenkin naisten lisaantymisterveydelle. Useat tapaukset havaitaan vasta



9-10 vuoden kuluttua tartunnasta, kun aletaan etsia syyta naisen hedelmattomyydelle.
Hoitamaton tai krooninen tulehdus voi aiheuttaa naiselle sisdsynnytintulehduksen, joka voi johtaa
munanjohtimien arpeutumiseen tai kohdunulkoiseen raskauteen. Myds miehilld on havaittu
hedelmattomyytta hoitamattoman infektion aiheuttamana, vahentaen elavien siittididen maaraa ja
laatua. (Peipert 2003, 2424-2428; Joki-Korpela ym. 2009, 1448-1450)

Eraat C.trahcomatis —bakteerin biotyypit aiheuttavat trakoomaa eli tarttuvaa silmatulehdusta, joka
on yksi yleisin sokeutumisen syy kehitysmaissa. Trakoomatulehdus saa ylaluomen kaantymaan
sisaanpain, jolloin silmaripset hankaavat silmdmunaa samalla arpeuttaen sen pintaa.
Hoitamattomana arpeutuminen aiheuttaa sarveiskalvon sameutumista ja lopulta sokeutumista.
Bakteeri tarttuu limakalvotartunnan, sormien, seka jaettujen vaatteiden ja pyyhkeiden valityksella.

Huono hygienia edesauttaa leviamista. (WHO, haettu 20.1.2014)

lhmiseen tarttuvia klamydialajeja on C. trachomatis lisdksi C. pneumonia, joka aiheuttaa
hengitystieinfektiota. ~C. pneumonia  aiheuttamat infektiot vaihtelevat oireettomasta

ylahengitystieinfektiosta vakavaan keuhkokuumeeseen. (Hedman ym. 2010, 287)
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3 KLAMYDIAN MIKROBIOLOGIA

Klamydialajeja on useita. |hmisesta toiseen tarttuvia lajeja on jo aikaisemmin mainitut C.
trachomatis ja C.pneumonia. Naiden liséksi on 1dhinna eldimia tartuttavia lajeja, kuten C. psittaci,
C. abortus ja C. felis. Kaikille klamydioille yhteistd on niille ominainen lisdantymiskierto. Ne
pystyvat lisdantymaan vain elavan solun sisalla. Kohdesolun ulkopuolella klamydiabakteerit ovat
ulkoisia olosuhteita kestavassa EB-muodossa (elementary body), joka on infektiivinen. Solun
sisdlle paastyaan klamydiabakteerit muuttavat muotoaan RB-muotoon (reticulate body), joka ei

ole infektiivinen, mutta pystyy lisdéantyméan. (Hedman ym. 2012, 287; Reunala ym. 2003, 21-23)

3.1 Rakenne

Kuten muillakin gram-negatiivisilla bakteereilla, myds C. trachomatis -bakteerin soluseind koostuu
kahdesta kalvosta, ulko- ja sisdmembraanista. Osa rakenteista on spesifisi@ ja osa yhteisia eri
klamydialajien ~ kesken.  Yhteiset  rakenteet  voivat  aiheuttavaa  ristireagointia
laboratoriodiagnostiikassa, joka vaikeuttaa lajien erottelua. Ulkokalvolla olevat lipopolysakkaridit
(LPS) ovat kaikille lajeille yhteinen rakenne, joka muodostuu rasvasta ja suurimolekyylisista
hiilihydraateista. LPS:n tunnistukseen perustuvissa laboratoriomenetelmissa ei siis voida erotella
eri klamydialajeja toisistaan. LPS:t toimivat endotoksiineina, eli ne saavat aikaan infektion aikana
isantaelimistossa toksisia reaktioita, kuten kuumetta, valkosolujen ja verihiutaleiden niukkuutta.
(Hedman ym. 2012, 287-289; Reunala ym. 2003, 21-23; Ohman 2010, 18)

Ulkokalvolla on myés proteiineja, joista tarkein on MOMP-proteiini (major outer membrane
protein). MOMP immunogeneettisyytta eli kykya aktivoida elimistdon puolustusjarjestelmaa on
tutkittu paljon. MOMP:n geneettisten eroavaisuuksien perusteella voidaan C. trachomatis —
bakteeri jakaa yli 20 eri immunotyyppiin. Tyypit A-C kuuluvat trakoomabiotyyppeihin, jotka
aiheuttavat silmatulehdusta ja tyypit D-K kuuluvat sukupuolitauteina leviaviin tyyppeihin. Tyypit
L1-Ls kuuluvat lymfogranuloomabiotyyppeihin, jotka aiheuttavat tulehdusta lymfaattisessa
kudoksessa, jolloin kehittyy Lymphogranuloma venereum (LGV) sukupuolitauti. LGV on
harvinaisempi ja oireiltaan taysin erilainen kuin muut klamydia infektiot. (Hedman ym. 2012, 287-
289; Reunala ym. 2003, 21-23; Ohman 2010, 18)
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Klamydia-bakteerilta puuttuu gram-negatiivisille bakteereille tyypillinen muotoa antava mureiini-
eli peptidoglykaanikerros. Kuitenkin bakteerin DNA-sekvenssin perusteella voidaan paatelld, etta
klamydialla olisi peptidoglykaanisynteesiin tarvittava koneisto. Bakteerin jakautumisen aikana on
havaittu peptidoglykaanin synteesiin liittyvien geenien ilmentymista eli ekspressoitumista.
(Solunetti 2006b, haettu 14.6.2013; Hedman ym. 2010, 287-290)

Kroonisissa klamydiainfektioissa yksi tarkeimpia tulehdusvasteen aiheuttaja on HSP60-proteiini.

limeisesti jatkuva tulehdusreaktio voi aiheuttaa arpeutuvan kudostuhon, eli munanjohtimen

arpeutumisen. (Hedman ym. 2010, 289; Reunala ym. 2003, 24)

KUVA 1. Chlamydia trachomatis —bakteerin pintarakenne kaavamaisesti esitettynd (Mygind.
2002, 10)

Lampdshokkiproteiinit (HSP) ovat ryhma kaperoniproteiineja, joiden tehtavana on esimerkiksi
auttaa muista proteiineja laskostumaan oikein, seka@ korjata vaarin laskostuneita proteiineja.
Lampdshokkiproteiineja on 1dydetty kaikista organismeista bakteereista nisakkaisiin.
Lamposhokkiproteiineja esiintyy useimmissa soluissa ja niita kutsutaan myos toisella nimella
stressiproteiineiksi. Nimitys tulee niiden solujen suojaamiskyvysta stressiolosuhteissa.
Kohonneen lampdétilan lisaksi stressiolosuhteita ovat mm. infektiot, karsinogeenit, hapen- tai
ravinnonpuutostilat. (Jolly ym. 2000, 1564—1566; Jolly ym. 2000)

Lampdshokkiproteiineja on useita ja ne luokitellaan niiden molekyylipainon mukaan neljaén
paaryhmaan: HSP90, HSP70, HSP60 ja pienet HSP10:t. HSP60 esiintyy lapi koko klamydian
lisdantymiskierron ja sen maara kasvaa lamposhokin vaikutuksesta tai kun bakteeri joutuu

vaikeisiin kasvuolosuhteisiin. Tallaisia olosuhteita ovat esimerkiksi antibiootin vaikutus tai
12



elimiston aktivoituneet puolustusreaktiot, jotka pyrkivat rajoittamaan klamydia-bakteerin kasvua
(Kinnunen 2002, 22-23; Karinen 2006, 21)

Infektion aikana tuotettu C.trachomatis-spesifinen HSP60 aktivoi elimiston puolustusreaktioita,
joka ilmenee HSP60-vasta-aineiden ilmaantumisena verenkiertoon. HSP60-spesifisten vasta-
aineiden olemassaolo on liitetty erityisesti krooniseen tai pitkittyneeseen klamydia-infektioon, ja
suurentunut HSP60-vasta-aineiden méaaraa potilaan veressa pidetddn markkerina klamydia-
infektion syy-yhteydesta mm. sisasynnytintulehduksen (PID) iimenemiselle. (Kinnunen ym. 2001,
76-77)
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3.2 Bakteerin lisaantyminen

Klamydiat pystyvat lisdantymaan vain elavan isantasolun sisalla. Trakoomabiotyypit ovat
erikoistuneet lisdantymaan lieridepiteelisolujen sisalla, kun taas LGV-biotyypit pystyvat

lisdantymaan jopa syodjasolujen eli makrofagien sisalla. (Reunala ym. 2003, 21-23)

Klamydialla on kaksi muotoa, solunulkoinen infektoiva muoto elementary body (EB) ja
solunsiséinen suurempi muoto reticulate body (RB). Kuvassa 2 havainnollistetaan
klamydiabakteerin lisdantymiskierto. Lisdantyminen tapahtuu syklissa, joka alkaa klamydian
ollessa sen 0,3um kokoisessa EB-muodossa, eli infektiomuodossa. Bakteerin tarttuessa solun
pinnalla oleviin proteiineihin, jonka jalkeen solu endosytosoi sen sisaansa. Normaalisti
endosytoosin avulla solun sisélle kulkevat aineet tuhotaan lysosomien avulla niiden ollessa
endosomin sisalld. Klamydian EB-partikkeli kuitenkin osaa muuttaa rakkulan pintaa omalla

proteiinillaan, jolloin se estaa lysosomien toiminnan. (Reunala ym. 2003, 21-23)

Paastyaan solun siséan muuttuu EB-partikkeli suurempaan, 1um kokoiseen ja metabolisesti
aktiiviseen RB-muotoon. RB-partikkelin soluseinat ovat heikot ja hyvin lapaisevat, joten se jaa
endosomin sisadan ja imee isantasolulta energiaa, seka ravinteita. Bakteeri alkaa lisaantya
jakaantumalla ja erittaa samalla omia proteiinejaan, joilla se pystyy muuntamaan isantasolun
aineenvaihduntaa ja mm. estamaan solun ohjelmoitunutta solukuolemaa eli apoptoosia. Taman
ansioista solun aineenvaihdunta hidastuu ja klamydian RB-muodossa olevat uudet bakteerit
muuttuvat takaisin infektiiviseen EB-muotoon. Lisaantymiskierron lopussa saattaa isantasolun
sisalla olla satojatunansia EB-bakteereja, jotka vapautuvat solun sisalta solun kuollessa ja
hajotessa. Tama tapahtuu noin 48-70 tunnin kuluttua lisdantymiskierron alusta. RB-muodot
saattavat my6s jaadad muuttumatta EB-muotoon esimerkiksi gammainterferonin, tiettyjen
antibioottien tai raudanpuutteen vaikutuksesta, mika saattaa edistda klamydia infektion
pitkittymista, mik& on niille tyypillista. Talloin C. trachomatis ekspressoi erityisesti
stressiproteiineja (mm. HSP60). (Hedman ym. 2010, 287-289; Reunala ym. 2003, 21-23)
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KUVA 2. Klamydian lisééntymiskierron vaiheet iséntésolussa (Reunala ym. 2003, 22)

3.3 Klamydia-infektion kdynnistama immuunivaste

Tartunnan saatuaan elimistd alkaa puolustautua infektiota vastaan luonnollisen eli vasta-
ainevalitteisen ja hankinnaisen eli soluvalitteisen immuunivasteen avulla. On havaittu, ettd jopa
puolella potilaista klamydia-infektio menee itsestaan ohi noin vuoden kuluessa tartunnasta, jolloin
soluvalitteinen immuniteetti on hitaasti alkanut kehittya. Niilla henkilGilla, joilla hoitamaton
tulehdus ei itsestaan lahde pois, bakteerin pitkaaikainen tai toistuva oleskelu elimistossa saattaa
aiheuttaa kudosvaurioita stimuloimalla jatkuvasti valittajaaineiden eli sytokiinien synteesia.
Kudosvaurioiden vakavuusasteen on havaittu riippuvan henkilon perint6tekijoista. (Hedman ym.
2010, 292-293; Ohman 2012, 18-30)

Ensisijainen vaste klamydiainfektiolle tapahtuu muutamassa péivassa tartunnasta, kun
limakalvoille alkaa keraantya neutrofiileja ja monosyytteja, seka hieman myohemmin T-soluja.
Antigeeni-spesifiset naivit T-solut aktivoituvat ja erilaistuvat imusolmukkeissa vaikuttaja-T-
soluiksi. Taman jalkeen T-solut pyrkivat poistamaan antigeenit elimistosta ja jaavat vahtimaan
infektiota. (Hedman ym. 2010, 292-293)
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3.3.1 Luonnollinen immuuniteetti

Sukupuolielinten limakalvo tarjoaa ensimmaisen suojan mikrobeja vastaan. Jos kuitenkin
tuntematon mikrobi paasee limakalvosta lapi, alkaa solussa mikrobista vapautuvat toksiinit
kaynnistavat elimiston puolustusreaktion. Hankitussa immuniteetissa oleellisia ovat makrofageja
muistuttat Langerhasin solut, joita esiintyy imusolmukkeissa, limakalvoilla ja iholla. Ne toimivat
elimistddn tunkeutunutta bakteeria vastaan makrofagin tavoin ja ne ovat ensimmainen
puolustuskeino taudinaiheuttajaa vastaan klamydian tapauksessa limakalvoilla. Langerhasin solut
toimivat ns. antigeenia esittelevind soluina. Ne pyydystavat bakteerista aiheutuvia antigeeneja
lonkeromaisilla ulokkeillaan ja tuhoavat ne. Verrattuna makrofagiin Langerhasin solut syévéat
vahan antigeenia. (Solunetti. 2006b, hakupéaiva 3.6.2013; Tiilikainen ym. 1997, 14-264)

Taman jalkeen makrofageista alkaa erittyd tulehduksen valittajaaineita eli proinflammatorisia
sytokiineja, kuten IL-1, IL-6, IL-8 ja TNF (tumor necrosis factor = tuumorinekroositekijat = TNF-a
ja TNF-B, molempien tehtaviin kuuluu puolustusjarjestelman aktivointi). Kuvasta 2 voidaan nahda
eri sytokiinien vaikutukset elimistossa. Néilla sytokiineilla on puoleensavetavia ominaisuuksia, eli
ne houkuttelevat ja ohjaavat immuunipuolustukseen osallistuvia soluja tulehduspaikalle.
Sytokiineista kemokiinit houkuttelevat neutrofiileja ja monosyytteja tulehduspaikalle. Neutrofiilien
lisdksi EB-muotoisia C. trachomatis —bakteereja pystyvat tuhoamaan myds NK-solut eli
luonnolliset tappajasolut. NK-solut tuottavat IFN-y (gammainterferoni), joka kiihdyttaa
immuunireaktiota ja samalla edesauttaa elimistoa taistelussa C. trachomatis -infektiota vastaan.
(Salmi ym. 2003, 781-798; Tiilikainen ym. 1997, 14-264)

Neutrofiileihin verrattuna makrofagit pysyttelevat tulehdusalueella pitempaan ja kudoksissa olevat
makrofagit ovat pitkaikaisia. Ne pystyvat jakautumaan myoés tulehdusalueella. Makrofagit pystyvat
tuhoamaan klamydian infektoituneista soluista, mutta klamydia voi mahdollisesti selviytya ja alkaa
kopioitua makrofagin sisélla. Taméa vaihtelee klamydiatyyppien ja serotyyppien valilla. Tiilikainen
ym. 1997, 14-264; Ohman 2012, 18)

Makrofageilla on keskeinen rooli synnynnaisessa eli luonnollisessa ja hankitussa immuniteetissa.
Makrofagit aktivoivat ja saatelevat hankitun immuniteetin syntymista tuottamalla IL-12 ja IL-10
sytokiineja. Ne esittelevat antigeeneja T-soluille, jolloin syntyy yhteys synnynnaiselle ja hankitulle
immuniteetille. (Tiilikainen ym. 1997, 14-264)
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KUVA 3. Sytokiinit ja niiden vaikutukset solutasolla, systeemissd, sekéd eri tautiryhmissa.
(Tiilikainen ym. 1997, 22)

3.3.2 Hankittu immuniteetti

Hankittu immuniteetti reagoi antigeeniin luonnollista immuniteettia hitaammin, joten niiden
toiminta taydent&a toisiaan. Immuniteettitoiminta perustuu T- ja B-soluihin ja niiden pinnalla
olevien reseptorien  kykyyn tunnistaa antigeeneja. Molemmat solut  aktivoituvat
klamydiainfektiossa, mutta T-solulla on tarkeampi rooli infektion havittamiseen johtavissa

toimnnoissa. Koe-eldintutkimuksissa on todistettu hiirilld, ettd juuri T-solut tuhoavat infektion. T-
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solut pystyvat tuhoamaan vain sellaisia antigeeneja, jotka ovat kiinnittyneena elimiston omiin
proteiineihin. Naité proteiineja kutsutaan MHC-molekyyleiksi, niitd tunnetaan kaksi paaluokkaa,
MHC | ja MHC II. T-solujen pintarakenteesta riippuen se voi littya joko MHC | tai MHC II-
molekyyleihin. Pintarakenteiden avulla T-solut voidaan jakaa CD-alaluokkiin (cluster of
differentiation), CD4+- sek& CD8*T-solut. CD8-postiivisten solujen tehtédva on tuhota kehon omia
soluja, jossa taudinaiheuttaja on. Joskus kuitenkin solun sisalla oleva taudinaiheuttaja on
infektiivisessa tilassa koko ajan, talldin CD4-positiiviset solut kaynnistavat muiden solujen
puolustusjarjestelman. Suuret CD4-positiiviset solut tuottavat myos sytokiineja. (Tiilikainen ym.
1997, 56)

B-solujen tehtavd on tuottaa immunoglobuliineja eli vasta-aineita, jotka neutralisoivat C.
frachomatis -bakteerin tarttumista kohdesolun pintaan. |Immuoglobuliinit ovat elimiston
immuunijarjestelmaan kuuluvia proteiineja, joiden avulla elimistd tunnistaa elimistolle vieraita
organismeja, kuten taudinaiheuttajia. Vasta-aine sitoutuu elimistélle vieraiden molekyylien tai
solujen pintarakenteisiin eli antigeeneihin ja tuhoaa ne fagosytosiin tai komplementtijarjestelman

avulla. (Huovinen ym. 2003, 621)

Kun elimistd kohtaa antigeenin ensimmaista kertaa, puhutaan ns. primaari infektiosta. Sen aikana
kehittyvat IgM-vasta-aineet. IgM-vasta-aineita ei normaalisti tavata infektion uusiutuessa, ja
niiden osoittaminen laboratoriokokeissa onkin diagnostisesti varma merkki tuoreesta infektiosta.
IgA luokan vasta-aineet kehittyvat vahitellen akuutin vaiheen jalkeen, mutta IgA luokan vasta-
aineilla ei ole varsinaista diagnostista merkitysta. Erityisesti C. pneumonia infektion yhteydessa
|gA-luokan pysyvasti koholla olevia vasta-ainetasoja on pidetty merkkind jatkuvasta eli

kroonisesta infektiosta, vaikka nykytutkimus ei olekaan tata kasitysta vahvistanut.

Primaari-infektion aikana kehittyvat myos IgG-luokan vasta-aineet. IgG-luokan vasta-aineiden
lasndolo analysoitavssa seerumindytteessa on diagnostisesti varma osoitus sairastetusta
infektiosta. Jotta voitaisiin sanoa, onko infektio vastikaan sairastettu vai jo aiemmin sairastettu,
tarvitaan ns. pariseeruminayte, jotka on otettu noin 2 viikon valein. Tuoreen infektion merkkina on
talloin 1gG-vasta-ainetasojen tason vahintaan 4-kertainen nousu ensimmaisen ja toisen naytteen
valilla. Myohemmassa vaiheessa lIgG-vasta-aineiden nelinkertainen tai suurempi nousu on merkki
uusiutuvasta infektiosta. (Yhtyneet Medix laboratoriot 2013b, hakupéaiva 15.6.2013)

Klamydiainfektiossa vasta-ainetasojen nousun vaiheet tunnetaan hyvin ja eri Ig-vasta-

aineluokkien tasojen perusteella pystytaan paattelemaan infektion tila melko luotettavasti.
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Rajanteko vasta-ainetasoille ei kuitenkaan ole taysin selvaa ja yksilollistd vaihtelevuutta on
havaittu. Kuvasta 3 ndhda@an klamydia-infektion aiheuttaman vasta-ainetasojen nousu. IgG-, IgM-

ja lgA-luokan vasta-aineita muodostuu klamydiabakteerin antigeeneja vastaan.

Primary infection Chronic infection

1gG 1gG
IgA IgA
IgM 1gM

time time

Concentration
Concentration

Re-infection

1¢G I¢G
IgA ﬁ\
IgM

KUVA 4. Klamydia-infektion aiheuttama vasta-ainetasojen nousu. (Testline Clinical Diagnostics,
haettu 10.3.2014)
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4 KLIININEN TAUDINKUVA JA OIREET

Klamydiainfektio on usein oireeton, mutta siihen johtavia syita ei tunneta. Oireet iimaantuvat noin
10-14 vuorokauden kuluttua tartunnasta tai jopa viikkoja myohemmin. Tartunnan ja oireiden
alkamisen valista aikaa on vaikea tarkkaan arvioida, koska tartunnan saanut henkilo on yleensa
tietdméaton tartunnan ajankohdasta. Klamydiainfektio ilmenee naisilla, miehilla ja vastasyntyneilla

erilaisina genitaali- ja silmatulehduksina. (Hedman ym. 2012, 293-294)

Naisilla klamydiainfektion yleisin ilmenemismuoto on kohdunkaulan tulehdus eli servisiitti.
Oireisen kohdunkaulan tulehduksen oireita ovat alavatsakivut, lisdéntynyt tai epanormaali
valkovuoto, seka yhdynnanjalkeinen verenvuoto. Sen Kkliinisia tuntomerkkeja ovat samea tai
kellertava kohdunkaulan lima, verenvuotoherkkyys ja kohdunsuun turvotus. Klamydia aiheuttaa
usein samanaikaisesti myos uretriittia eli virtsaputken tulehdusta, jonka oireita ovat tihentynyt
virtsaamistarve ja kirvely virtsatessa. (Paavonen ym. 2011, hakupaiva 12.7.2013; Hedman ym.
2010, 293-294)

Hoitamattomana klamydiaservisiitti voi levita naisella sis@synnyttimiin aiheuttaen endometriittia eli
kohdun limakalvon tulehdusta seka salpingiittia eli munajohtimen tulehdusta. Oireita molemmissa
ovat usein vahainen lampoily ja alavatsakivut. Hedelmattomyydestd tai heikosta
hedelmallisyydesta noin viidesosa johtuu munanjohtimen vaurioista, joka on seurausta pitkaan tai
toistuvasti esiintyvasta salpingiitista. Klamydiaendometriitti voi aiheuttaa myos valivuotoa. Naista
kaytetaankin oireyhtymadiagnoosina sisasynnytintulehdusta (pelvic inflammatory disease, PID).
Lievat ja ajoissa havaitut PID tapaukset hoidetaan avohoidossa. Joskus tulehdus voi kuitenkin
edetd kohdun sivuelimiin ja aiheuttaa tulehdusta myds munasarjoissa (ooforiitti),
méarkapesakkeitd pikkulantiossa  (pelveoperitoniitti), sek& aiheuttaa lantion alueella
vatsakalvotulehdusta. (Hedman ym. 2012, 293-294; Reunala ym. 2003, 24-25)

Klamydia aiheuttaa miehilla useammin oireita kuin naisella. Tavallisin ilmenemismuoto on uretriitti
eli virtsaputkentulehdus, jonka oireita ovat virtsaputken kirvely sekd usein aamuisin esiintyva
vaaleanharmaa tai hieman Kkellertava limavuoto. Jos klamydiauretriittia ei hoideta, voi
harvinaisena komplikaationa seurata epididymiitti eli lisakivestulehdus. Tulehduksen aiheuttaa
bakteeri, joka on levinnyt siemenjohdinta pitkin kivekseen. Oireita ovat aluksi toispuoleinen

turvotus ja aristus lisékiveksen kohdalla. Myéhemmin koko kirvespussissa on tulehduksen oireita
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kuten turvotus, punoitus ja kuumotus. Lisaksi tulehdukseen liittyy virtsaamisoireita, kuten kipua,

tihentynytté virtsaamistarvetta ja kirvelya. (Terveysportti 2013b, haettu 18.7.2013)

Aidin  hoitamaton  klamydiainfektio ~voi tarttua lapseen  synnytyksen yhteydessé
synnytyskanavasta, aiheuttaen vastasyntyneelle sidekalvotulehdusta tai keuhkokuumetta. Jopa
50-75% vastasyntyneista saa sidekalvotulehduksen &idin ollessa infektion kantaja. Oireina ovat
silmien rahmiminen ja luomien turvotus. Hoitamattoman sidekalvotulehduksen vaikeampi
komplikaatio on keuhkokuume, joka alkaa vahitellen 3-12 viikon i&ssa. Oireina ovat
keuhkokuumeessa hakkaava yska, hengenahdistus ja nenan tukkoisuus. Myos rintakehan
rontgenkuvassa nakyy keuhkokuumeen kliininen 10ydds. (Terveyskirjasto 2013, haettu 18.7.2013;
Ohman 2010, 18-19; Hedman ym. 2012, 293-294)
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5 DIAGNOSTIIKKA JA TUTKIMINEN

Klamydiainfektion diagnoosia ei koskaan tehda oireiden tai kliinisen kuvan perusteella, vaan se
vaatii aina mikrobiologisen vahvistuksen. Tartunnan mahdollisuutta epailtaessa on myos otettava
huomioon klamydian oireettomuus tai oireiden niukkuus. Sukupuolitautitestit ja naytteenotto ovat
luotettavat vasta tietyn ajankohdan jalkeen. Klamydiainfektion kohdalla aikaisin arvioitu luotettava

naytteenottoajankohta on viisi vuorokautta altistuksen jalkeen. (Kurki ym. 2010, 97-99)

Klamydian osoitusmenetelmia ovat suorat bakteerin osoittamismenetelmat ja vasta-aine-
analyyseihin perustuvat epasuorat menetelmat. Suorista menetelmista vanhin on viljely, jota
kéytettiin ennen klamydiainfektion diagnostiikassa. Nykyisin on siirrytty nopeampiin menetelmiin,
kuten nukleiinihappomonistustesti ja antigeenin osoitus. Nukleiinihappomonistustestia kaytetaan
rutiinidiagnostiikassa. Epasuoria menetelmia on esimerkiksi paljon tutkimuskaytossa oleva vasta-
ainemaaritys. (Hedman ym. 2012, 290-292)

5.1 Nukleiinihappomonistus

Nukleiinihappomonistustestia (NAAT) kaytetaan nykyisin ensisijaisesti C. frachomatis —infektion
diagnostiikassa. Laboratorion tutkimuslyhenteend testille on —ChtrNhO. Testi on bakteeriviljelya
herkempi, nopeampi ja helpompi. Lisaksi usein naytteiden kuljetuksen aikana tapahtuva
bakteerien inaktivaatio ei haittaa nukleiinihappomonistustestin onnistumista. Taman vuoksi testilla
voidaan saada positiivisia tuloksia hyvin varhain tartunnan jalkeen. Menetelma on luotettava
myos hoidon onnistumisen seurannassa, koska se havaitsee myds limakalvoille jaaneita
klamydian nukleiinihappopatkia. (Kurki ym. 2010, 93-106; Reunala ym. 2003, 26-29)

Néytteeksi NAAT-testiin sopii alkuvirtsa- tai limakalvonayte. Virtsandyte on usein potilaalle
helpompi ja miellyttavampi. Alkuvirtsanaytetta varten potilaan tulee olla virtsaamatta vahintaan 2
tuntia, eikd alapesua saa suorittaa. Naytettd keratdédn ensimmaéiset 10-30 ml puhtaaseen
kerdysastiaan. Lopun virtsan voi laskea vessanponttoon. Nayte sailyy huoneenldmmadssa kaksi
vuorokautta. (Yhtyneet Medix laboratoriot 2014a, hakupaiva 6.3.2014)

Limakalvonayte otetaan sielta, missa tulehduksen epaillaan olevan tai missa Klinisia

tuntomerkkeja havaitaan. Naytteenotto- kuljetus- ja sailytysvalineina toimivat hyvin valmiit kitit
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esim. Abbott Multi-Collect Specimen Collection Kit. Naytetta ottaessa tulee pyyhkia pinnalla oleva
erite pois. Yleensd naiselta ndyte otetaan kohdunkaulasta, virtsaputkesta tai emattimen
limakalvolta hankaamalla. Nayte otetaan pyorittdmalld naytteenottotikkua 10-30 sekuntia
kohdunkaulassa tai 2-3 sekuntia virtsaputkesta tai emattimen limakalvolta. Miehilla yleinen
naytteenottopaikka on virtsaputki, jolloin miehen tulee olla virtsaamatta 1 tunnin ajan ennen
naytteenottoa. Tikku tyonnetaan 2-4cm syvyyteen virtsaputkeen ja pyoritetaan 2-3 sekuntia.
Silman sidekalvolta ndyte otetaan pyyhkaisemalla naytteenottotikulla sidekalvoa. Perasuolesta tai
nielusta nayte otetaan hankaamalla limakalvoa 2-3 sekuntia. (Yhtyneet Medix laboratoriot 2014a,
hakupaiva 6.3.2014)

NAAT-testi perustuu C. trachomatis - bakteerin plasmidin, MOMP-proteiinin geenin, tai
ribosomaalisen RNA:n monistamiseen. MOMP-proteiiniin perustuvassa menetelmassa voidaan
erottaa eri klamydialajit toisistaan. Testeissa kaytetaan kaupallisesti valmistettuja Kkitteja.
Yleisimmat testien tekoon kaytetyt laitteet perustuvat yleensa polymeraasiketjureaktioon eli PCR.
(Kansanterveyslaitos. 2007, hakupaiva 15.6.2013)

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on kolmivaiheinen reaktio, joka on nopea ja helppo menetelma
monistaa DNA:ta. Lahtomateriaaleina voi toimia esimerkiksi kudos, veri, solut, sylki, maanayte
jne. Reaktioon tarvitaan monistettava DNA eli templaatti-DNA, alukkeet, polymeraasienstyymi,
deoksinukleotidit eli ANTP:t, puskuriliuosta ja kationi-ioneja. (Suominen ym. 2010, 153-155, 162-
164)

Monistettavan DNA:n sekvenssi on tunnettava ainakin alueen reunoilta, jotta alukkeet voivat
sitoutua niihin. Alukkeet, eli oligonukleotidit ovat synteettisesti valmistettuja noin 15-40 emaksen
mittaisia DNA-jaksoja, jotka ovat komplementaarisia templaatti-DNA:lle. Reaktiossa kaytetyt
polymeraasientsyymit ovat hyvin 1dmp6a kestavia. Niitd useita erilaisia, joiden ominaisuudet
eroavat toisistaan. Yleisimpia kaytettyja polymeraaseja ovat Taq ja Pfu. Puskurin tehtava
reaktiossa on saada aikaan reaktiolle optimiolosuhteet ja stabiloida polymeraasientsyymi.
Reaktioliuoksen ioni-konsentraatio taas vaikuttaa mm. reaktion tarkkuuteen. (Suominen ym.
2010, 153-155, 162-164)

DNA:n monistuminen on syklissa tapahtuva kolmivaiheinen reaktio. Reaktio esitetaan kuvassa 4.
Reaktioon kuuluu denaturaatiovaihe, jossa reaktioseoksen lampatila nostetaan yleensa noin 95
°C asteeseen, riippuen kaytetysta entsyymista. Talldin tapahtuu DNA:n denaturoituminen, eli

DNA:n kaksi juostetta irtoavat toisistaan. Seuraavassa annealing -vaiheessa lampdétila lasketaan
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alukkeille sopivaksi, alukkeista riippuen 55-72°C asteen valille. Lampdtilan laskiessa alukkeet
kiinnittyvat emaspariutumisen vaikutuksesta templaatti-DNA:n. Viimeisessa vaiheessa, ekstensio-
eli synteesivaiheessa lampdtila nostetaan polymeraasientsyymista riippuen noin 72 °C, jolloin
DNA-polymeraasi alkaa syntetisoida uutta ketjua templaatti-DNA:n mallin mukaisesti littamalla
reaktioseoksessa vapaina olevia nukleotideja (ANTP) alukkeen 5’ paéstd 3' paata kohti. Tata
syklia toistetaan haluttu maara. Yleisesti 35:ta syklia pidetaan korkeimpana maarana, jolloin

reaktion toimii vield optimaalisesti. (Suominen ym. 2010, 153-155, 162-164)

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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KUVA 5. Polymeraasiketjureaktio. (Andy Vierstraete, haettu 20.1.2014)

5.2 Viljely

Soluvilielya (-ChtrVi) on perinteinen C. trachomatis-infektion diagnostinen osoitusmenetelma.

Viljely on tarkka ja herkka menetelma, mutta silla on heikkouksia. Vilielyyn tarvitaan elavia
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bakteereja, joten se vaatii tarkan ja oikeaoppisen kuljetuksen ja sailytyksen. Tuloksien saamiseen
menee vahintdan 3-5 vuorokautta, joten menetelma on rutiinikayttoon hidas. Nykyisin viljelya
kéaytetddn lahinnd laakeherkkyyksien ja epidemiologian selvittdmiseen. Myés jotkin laboratoriot
tekevat viljelya epailtdessa esimerkiksi LGV-infektiota. Naytteena toimii limakalvonayte ja LGV-

infektiossa imusolmukemarka. (Hedman ym. 2010, 291)

Laakeherkkyys- ja epidemiologiatapauksissa nayte otetaan genitaalialueen limakalvolta
pyorittdmalla darcontikkua kohdunkaulan kanavassa, virtsaputkessa tai perasuolessa. Kaikki
kontaminaatio liman, eritteen ja ulosteen kanssa tulee vélttda. Silmasta néyte otetaan alaluomen
sisapinnalta pyyhkaisten. Naytetikku tydnnetadan bakteerikuljetusputkeen. LGV-infektioepailyissa
naytteena on keratty iimusolmukemarka. Naytteiden lahettamisessa tulee huomioida paketointi,

koska elavéat bakteerit eivat kesta jaatymista. (Huslab. 2013, hakupaiva 15.6.2013)

5.3 Antigeenit

Mikali klamydia-bakteeria on infektioalueella runsaasti, voidaan ne todeta suoraan naytteesta
fluoresenssivarjdykseen ~ (-ChtrAg)  ja  mikroskopointin ~ perustuvalla  antigeenien
tunnistusmenetelmalld. Menetelma ei ole enda rutiinikaytossa. Menetelmassa naytteesta tehty
sivelyvalmiste varjatdédn fluoresoivilla monoklonaalisilla vasta-aineilla ja mikroskopoinnilla
tunnistetaan epiteelisoluissa olevat yksittaiset klamydiapartikkelit tai klamydian kasvurakkulat ns.
inkluusiot. (Hedman ym. 2010, 291)

Antigeenin osoituksessa leimatut monoklonaaliset vasta-aineet sitoutuvat klamydia-bakteerin EB-
muodon pinnalla olevaan MOMP:n. Fluoresoivat leiman ansiosta klamydia inkluusiot voidaan
detektoida fluoresenssimikroskoopissa, kuten kuvassa 6 on esitetty. Koska monoklonaaliset
vasta-aineet sitoutuvat MOMP:n, voidaan menetelmalla tunnistaa eri serotyyppeja. Jotkin
laboratoriot suosittelevat klamydian antigeenin osoitusmenetelman kayttéa tapauksissa, joissa
naytettd saadaan véahan, esim. siiman sidekalvolta. Talloin vanupuikolla otetusta naytteesta
saadut epiteelisolut siirretd@n rengaslasin naytesyvennykseen kiertdmalla tikkua. Nayte otetaan
rikastusputkeen ilmakuivataan, kiinnitetdan asetonilla ja varjataan. (Hedman ym. 2010, 291,
Nordlab 2014a, hakupéaiva 15.6.2013)
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KUVA 6. Antigeenin osoitusmenetelmén kaavamainen esitys.

5.4 Vasta-aineet

Klamydia.spesifisten vasta-aineiden maaritysta kaytetaan nykyaan lahinna tutkimuksiin, joissa
selvitetdan klamydia-infektion liittyvien komplikaatioiden esiintymista tai halutaan tutkia infektion
esiintymista véestossa. Vasta-aineita mittaavia spesifisia menetelmia on useita, joista
tunnetuimpia ovat mikroimmunofluoresenssitesti (microimmunofluorescence test, MIF) ja
entsyymi-immunologinen testi (EIA). (Yhtyneet Medix laboratoriot 2013b, hakupaiva 15.6.2013;
Karinen 2006, 28-29)

MIF-itesti (S-ChtrAbG ja S-ChtrAbM) on alun perin kehitetty klamydian serotyyppien
maaritykseen. MIF-testissa mitataan vasta-aineita klamydian EB-muodon antigeeneja vastaan ja
testilla voidaan erotella hyvin eri klamydian immunotyypeille ja lajeille spesifisid vasta-aineita
toisistaan. Silld voidaan mitata erikseen IgM- ja lgG-luokan vasta-aineita, joten menetelma
soveltuu hyvin erottelemaan uudet infektiot vanhoista tai uusiutuneista. Oikein suoritettuna ja
kokeneen laboratoriohenkildkunnan tulkitsemana MIF-menetelm@ on tarkka ja herkk&

laboratoriokoe klamydiainfektion diagnostiikkaan ja tutkimiseen. (Karinen 2006, 28-29)

EIA-menetelma on nykyaan ehdottomasti eniten kaytetty menetelméa klamydia spesifisten vasta-

aineiden todentamisessa (S-ChtrAb). ElA-testin suosioon on vaikuttanut sen helppous ja
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tarkkuus, seka mahdollisuus automaatioon. Kuten kaikki muutkin vasta-ainetestit, myos EIA-testi
perustuu antigeeni-vasta-ainereaktioihin, jotka voidaan toteuttaa joko epasuorana tai suorana
menetelmana. Yleisimmin kaytetyssa ElA-testissé kaytetdan kahta vasta-ainetta. Ensimmainen
vasta-aine ottaa kiinni klamydian antigeeneja naytteestd. Toinen vasta-aine on naytekupin
pohjalla oleva entsyymileimattu vasta-aine. Tama vasta-aine havaitsee ja tunnistaa siihen
sitoutuneen antigeenin tyypillisesti vérireaktiolla. Varireaktio mitataan spektrofotometrilla.
Kaupallisesti myynnissa olevissa kiteissa kaytetaan reaktioissa klamydian EB-muodon antigeenia
vasta-aineet havaitsemiseen. Nykyisin on myos kehitetty MOMP:n perustuva EIA-menetelma,
jolla voidaan havaita myos eri klamydian immunotyyppeja. Vaikka MIF-testia pidetaan edelleen
’kultaisena standardina’ klamydia vasta-aineiden tutkimisessa, on EIA-menetelméd alkanut
syrjayttdmaan sita. (Pasternack 1997, 76-82; Karinen 2006, 29)
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6. TUTKIMUKSEN AINEISTO JA TOTEUTTAMINEN

Opinnaytetyossa tehtava tutkimus toteutettin useassa osassa. Kuviossa 3 on kayty lapi

tutkimuksen eri vaiheet.

HSP60-spesifisten

g — e
e poimitut e yvhteyden
naytteet e posiviiset etsiminen
naytteet

MOMP-spesifisten
— vasta-aineiden \- — tulkinta ja tulokset
tutkiminen

KUVIO 3. Opinnéytetydn tutkimuksen toteutus kaaviomallina.

6.1 Tutkimusjoukko ja aineiston hankinta

Opinnaytetyon tutkimuksen aineistona on Terveys 2000 tutkimukseen osallistuneet naiset ja
miehet, jotka raportoivat aiemmin sairastaneensa klamydia-infektion tai karsineet tahattomasta
lapsettomuudesta. Verrokkiaineistona samanikaiset ja samaa sukupuolta olevat henkildt, joilla ei

ole yllamainittuja ongelmia.

Terveys 2000 on valtakunnallinen THL:n toteuttama tutkimus, joka toteutettin syksyn 2000 ja
kevaan 2001 valisena aikana. Sen tavoitteena on tutkia tyokykyisen ja iakkaan vaeston terveytta
ja toimintakykya. Tutkimus 2000 toteutettiin vapaaehtoisten osallistujien avulla ja heité osallistui
10 000. Heille tehtiin kyselyita eri aihealueista mm. yleisestd terveydentilasta ja toimintakyvysta.
Taman jalkeen heille tehtiin terveydentarkastus, jonka yhteydessa tassa opinnaytetydssa kaytetyt
naytteet otettiin. (Terveys 2001, hakupaiva 25.4.2014)
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6.2 Tutkimusmetodologia

Tutkimus on laadultaan kvantitatiivinen eli méaréllinen tutkimus, jonka tarkoituksen on kerata
numeerisia tuloksia. Kvantitatiiviselle tutkimukselle on tyypillista, etta sen aikana tehdaan paljon
mittauksia, tassa tapauksessa 1464. Mittauksissa saatuja tuloksia kasitellaan tilastollisin
menetelmin, yksittaisilla tuloksilla ei ole valia, vaan keskitytaan suurempaan maaraan tuloksia.
(Hirsjarvi ym. 2007, 139-140)

6.3. Tutkimuksen laboratoriotyon toteutus

Tutkimuksessa hyddynnetaan Terveys 2000 kyselyaineistoa, THL:n yll&pitdmaa syntyneiden
lasten rekisteria ja raskaudenaikaista infektioseulontarekisteria, ja T2000 seerumindytteet, joista
analysoidaan C. frachomatis MOMP- ja HSP60-spesifiset IgG-vasta-aineet. Tutkittaviin tapauksiin
valittiin kaikki T2000 kyselyyn osallistuneet henkil6t, jotka olivat vastanneet kysymykseen, jossa
kysyttiin aiemmin sairastetusta klamydia-infektiosta. Koska T2000-aineistossa ei tehty
terveystarkastuksia tai otettu seeruminaytteita alle 30 vuotiailta, rajattiin tassa tydssa tutkittavien

naytteenottohetkella ollut ika 30-60 vuoteen.

C.trachomatis-bakteerin MOMP pinta-antigeenia vastaan muodostuneet IgG vasta-aineet
analysoitiin kaupallisella entsyymi-immunologisella (EIA)-menetelmalld (Ani Labsystems Ltd Oy)
valmistajan ohjeen mukaan. Kaikista MOMP_ spesifisid vasta-aineita siséltavista néytteistd
analysoitiin lisaksi klamydian 60 kDa:n lampdshokkiproteiinia (HSP-60) vastaan muodostuneet
vasta-aineet kaupallisella EIA-kitilld (Merdac diagnostican cHSP60-1gG-ELISA Medac). HSP60
vasta-aineet ristireagoivat eri klamydia lajien kesken, mutta niiden todentamista pidetaan

kroonisen klamydia-infektion markkerina.
6.4. Tilastolliset menetelmat
Tutkimusaineisto analysoitin SPSS 21.0 Windows-ohjelmalla (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)

huomioimatta otos- ja otantakokoja. Tassa opinnaytetyossa tulokset edustavat kysymyksiin

vastanneita henkiloita.
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7. TULOKSET JA JOHTOPAATELMAT

Klamydia-spesifisten MOMP-vasta-aineiden analyyseihin sisallytettiin yhteensa 1464 naytetta,
joista 516 miehiltd ja 948 naista. Klamydia-infektiokysymykseen vastanneista miehista 88
(19,6 %) ja naisista 116 (13,7 %) ilmoitti sairastaneensa klamydia-infektion jossakin vaiheessa
elamaansa. Aineistossa oli lisdksi 163 miestda ja 358 naista, jotka olivat karsineen
lapsettomuusongelmista. Verrokkiaineistona oli 265 miesta ja 473 naista, jotka eivat oman
raporttinsa mukaan olleet sairastaneet klamydiainfektiota, eiké heillé ollut lapsettomuusongelmia.

Kaikkien miesten keskiarvo ika oli 43,4 + 8,2 ja naisten 45,0 + 4,7 vuotta.

7.1 Klamydia-spesifiset vasta-aineet

Tutkimuksen laboratoriotyd toteutettiin kahdessa osassa, joista ensimmaisessa tutkittin MOMP-
spesifisida  IgG-vasta-aineita.  Reaktiotuloksen  voimakkuus eli  absorbanssi  mitattiin
spektrofotometrilld, joka antoi tulosteen absorbanssilukemasta ja lopullisen S/CO tuloksen
laitteen ohjelmaan syotetyn kaavan perusteella. Laitteen antamat absorbanssilukemat, tulokset ja
naytetiedot yhdistettiin Excel-ohjelmalla yhdeksi tutkimusaineistoksi, joka siirrettin SPSS-

ohjelmaan myohempaa kasittelya varten.

Tulosten tulkinnassa kaytettin valmistajan maaraamia kittikohtaisia raja-arvoja; S/CO < 1.0
negatiivinen, 1.0 < S/CO < 1.4 harmaa eli epéaselvd, sekd S/SO = 1.4 positiivinen.
Ensimmaisessa vaiheessa MOMP-spesifisille vasta-aineille positiivisia naytteité oli 206 (14,1 %),
harmaita 70 (4,8 %) ja negatiivisia 1188 (81.1 %). Kuviossa 3 esitetyssa kaaviossa havaitaan,
ettd absorbanssitulokset ovat vinosti jakautuneita. Valta-osassa naytteita absorbanssit ovat

matalia ja vastaavat vasta-ainetasoiltaan negatiiviseksi tulkittuja tuloksia, joissa S/CO on alle 1.0.
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KAAVIO 3. MOMP spesifisten vasta-aineiden absorbanssien jakauma

Laboratoriotydn toisessa vaiheessa analysoitin HPS60-IgG-vasta-aineiden pitoisuus 276
naytteestd, jotka olivat MOMP-vasta-aine positiivisia. Mittaus ja tulosten kasittely suoritettiin
samaan tapaan kuin ensimmaisessa vaiheessa. Yhteensa 129 (62,6 %) naytteista oli positiivista
ja 14 (6,8 %) oli harmaita. Kaaviossa 4 on esitetty HSP60-spesifisten vasta-aineiden jakauma.
Koska kaikki tahan tutkimukseen valituista naytteistd oli MOMP-vasta-aine postiivisia, oli
odotettavaa ettd HSP60-vasta-aine positiivisten osuus oli suurempi kuin vastaavasti kaaviossa 3,
jossa lahtokohtaisesti osa tutkittavista ei ole sairastanut klamydia-infektiota eika ole oletettavaa,

etta heidan joukossaan olisi usein sellaisia, joilla on vasta-aineita.

Frequency
B

000 2,000 3.000 4,000

T
1,000

Abs_HSP60

KAAVIO 4. HSP60 absorbanssien jakauma

31



Tulosten perusteella todetaan, etta MOMP-vasta-aineita oli naisilla useammin kuin miehilla (16,5
% vrt 9,5 %; p<0,001). MOMP-vasta-aine positiivisista naytteista valtaosa oli mydés HSP60
positiivisia, 74,4 % miehista ja 82,2 % naisista. Koska HSP60-vasta-aineet tulkitaan kirjallisuuden
mukaan liittyvan joko usein toistuvaan tai pitkittyneeseen klamydia-infektioon, nayttaa taman

tuloksen perusteella silta, etta infektio on naisilla hiukan useammin toistuva kuin miehilla.

7.2 C. C.trachomatis -spesifisten vasta-aineet tai diagnosoitu klamydia-infektio
lapsettomuuden riskitekijana

Seuraavaksi analysoitiin, miten klamydia-spesifiset MOMP-vasta-aineet erottavat klamydia-
infektion sairastaneet niistd, jotka eivat oman raporttinsa mukaan ole sairastaneet tai eivat
ainakaan tieda sairastaneensa klamydia-infektiota. Seka naiset ettd miehet huomioiden,
merkittdvasti suurempi osa tapauksista jotka olivat raportoineet (23,7 %) kuin niista, jotka eivat
raportoineet sairastaneensa klamydia-infektiota (14,1 %; p<0,001) oli MOMP-vasta-aine
positiivisia. Vasta-aineita oli merkittavasti useammin seka tapausryhman naisilla (tapaukset 26,9
% ja verrokit 16,1 %; p<0,001) etta miehilla (17,5 % vrt. 10,6 % vastaavasti; p<0,03).

Taman jalkeen analyyseissa huomioitin omana ryhmanaan henkilot, jotka raportoivat
karsineensa lapsettomuusongelmista (yrittaneen hedelmoitystd >12 kk jakson). Oletuksena
oli, etta ilman klamydia-historiaa lapsettomuusongelmista karsivien joukossa on yhta paljon
MOMP- vasta-aine positiivisia kuin verrokeissa ja vahemméan kuin muissa tapausten
alaryhmissa. Kuten kuvassa 7 on esitetty, MOMP-vasta-ainepositiivisia on merkittavasti
enemman tapauksilla, jotka ovat raportoineen sairastaneensa klamydia-infektion (p<0.001
naisilla ja p<0,05 miehilld) verrattuna verrokkiryhmaan. On kuitenkin huomattava, etta
infektion sairastaneillakaan ei kaikilla ole ja toisaalta verrokeillakin on mitattavia maaria vasta-

aineita.

Vasta-aineiden puuttuminen infektion sairastaneilta henkil6ilta on selitettdvissa muun muassa
silla, ettd kaikki raportoidutkaan infektiot eivat valttamatta ole olleet oireisia, eika immunologista
vastetta ole muodostunut. Osa infektioista todetaan klinikoilla sattumalta oireettomilta ihmisilta,
jotka haluavat testauttaa sukupuolitaudit esimerkiksi oltuaan seksikontaktissa aiemmin
tuntemattoman henkilon kanssa. Toisaalta T2000 aineiston pohjalta meilla ei ole tietoa miten

pitkd aika sairastetusta infektiosta on. Vaikka immunologinen vaste olisikin tuottanut vasta-
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aineita, vasta-aineiden laht6tasoista riippuu, miten pitkaan niita on seerumista mitattavissa. Ellei
infektio ole uusinut, ne haipyvan vuosien kuluessa mittaamattomalle tasolle. (Surcel ym 1993,
458)

Verrokkien vasta-ainepositiivisten joukko selittyy sillé, ettd klamydia-infektio on tyypillisesti
oireeton, eikd infektiota ole koskaan diagnosoitu eikd todennakdisesti hoidettu. Vasta-
ainepositiivisten osuuden vertailukelpoisuus verrokkien ja tapausten kesken, jotka eivat raportoi
sairastaneensa  klamydia-infektiota,  tukee  kasitystd, ettd huomattavalla  osalla
hedelmallisyyshoitoihin  osallistuvista taustalla ei valttaméattd ole klamydia-infektio. Yha
suuremmalla osalle hedelméityhoitoihin ~ osallistuvilla ongelmien taustalla on nykyaan
hormonaaliset tm syyt. Synnytysian nousu vaikuttaa osaltaan alentuneeseen hedelmallisyyteen
seké naisilla etta miehilla. (Klementti 2010, 3129-3134, Tiitinen ym. 2006, 1533-1538)

NAISET MIEHET

I I I I i i
CTRja  12kk Verrokki CTRja  12kk Verrokki
12kk 12kk

KUVA 7. C.trachomatis -spesifisten vasta-aine positiivisten prosentuaalinen osuus tapausten
alaryhmien (CTR historia, CTR historia ja >12 kk lapsettomuustausta ja >12 kk
lapsettomuustausta ilman CTR historiaa) ja verrokkien joukossa naisilla ja miehill.
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8 POHDINTA

Tutkimuksen tavoitteena oli arvioida seerumista mitattavien klamydia-spesifisten IgG-vasta-
aineiden merkitystd ja soveltuvuutta C.trachomatis-infektion osoittamisessa. Tulosten mukaan
klamydian MOMP-proteiinille spesifisia vasta-aineita oli noin 14,1 prosentilla kaikista tutkittavista
naytteista. Luku vastaa hyvin aiemmin raportoitua klamydia-spesifista seroprevalenssia eli vasta-

aineiden esiintyvyytta vaestdssa 2000-luvun vaihteessa. (Lyytikdinen ym. 2008, 19-22)

Oman tutkimuksemme vahvuutena on se, ettd kaytdssa oli tietoa myds miesten infektioista ja
lapsettomuushistoriasta. Tassa tyossa saatujen tulosten perusteella miehet sairastaisivat
klamydia-infektioita useammin kuin naiset. Tulos on ristiidassa THL:n yllapitdvan
tartuntatautirekisteri tiedon kanssa jossa yli puolet iimoitetuista klamydia-tapauksista on naisilla.
Ensimmaiset klamydia-infektiot ilmaantuvat yleisimmin alle 25-vuotiailla nuorilla. Wikstromin ja
tyéryhmén tutkimusten mukaan miesten suhteellinen osuus raportoiduista infektioista kuitenkin
nousee 30-ikavuotta lahestyttdessa, mika osaltaan selittanee itse raportoitujen klamydia-
infektioiden suurempaa osuutta miehilla. Tahan tutkimukseen sisallytettyjen tutkittavien keski-ika
oli yli 40 vuotta, ja on mahdollista ettd naiset eivat muista tai halua muistaa sairastettua infektiota,
josta voi olla jo vuosia. (Jaakola ym. 2013, 25; Wikstrém ym. 2012, 968-972)

Tulostemme mukaan naisilla havaittin merkittavasti useammin klamydia-spesifisia vasta-aineita
kuin miehilla, mika on yhtapitava tartuntatautirekisteritiedon kanssa. Tamén perusteella voidaan
paatelld seerumin MOMP-vasta-aine maarityksen olevan luotettavampi aiemman infektion
markkeri kuin itse raportoitu infektio. Paatelmaa tukee myds tuloksemme, missa todettiin
klamydia-spesifisen MOMP-vasta-ainetestin selvasti erottavan klamydia-infektion sairastaneet
niistd, jotka eivat oman raporttinsa mukaan ole sairastaneet tai eivat ainakaan tieda
sairastaneensa klamydia-infektiota. HSP60-vasta-aineanalyysilla ei tassa tutkimuksessa saatu
lisdarvoa, koska analyyseihin valittin vain MOMP-positiiviset naytteet. HSP60-vasta-aineiden
esiintyvyys korreloi MOMP-vasta-ainepositiivisuuden kanssa. HSP60-spesifisid vasta-aineita
pidetaan kroonisen tai toistuvan klamydia-infektion markkerina ja niiden esiintyvyys on
kirjallisuuden mukaan merkittavasti korkeampaa klamydia-infektion komplikaatioista, kuten esim
lapsettomuudesta karsivilla henkilgilla (Tiitinen ym. 2006, 1533-1538)
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Opinnaytetyon teko oli mielekasta ja antoisaa, seka sopivassa maarin haasteellista. Olen iloinen,
ettd sain olla osana nain mielenkiintoista ja yhteiskunnallisesti tarkedad tutkimusta. Tunnen
oppineeni huomattavasti itse aiheesta, mutta myds tiedon etsimisestd ja julkaisujen kriittisen
lukemisesta. C. trachomatis oli bakteerina itselleni tuntematon, joten jouduin perehtymaan
aiheeseen syvallisesti, jotta sain ymmarryksen kokonaiskuvasta. Tavoitteenani oli syventaa
osaamistani tulevassa ammatissani klamydiainfektion diagnostiikasta ja tutkimusmenetelmist,
mikrobiologiasta seka itse tutkimustyosta ja uskon saavuttaneeni tavoitteet. Vaikka laboratoriotyd
ja menetelmat ovat nykydan paaasiassa automatisoituja, on tulosten oikeellisuuden ja
luotettavuuden arviointi kuitenkin osa vastuullista laboratoriotyota. Koen, etté tdma opinnaytetyo

auttaa minua kehittamaan omaa ammattitaitoani myos tyon teoreettiselta pohjalta.

Opinnaytety6n laboratoriotydn suoritus onnistui hyvin. Analyysien kitteihin oli selkeat ohjeet ja
analyyseja oli helppo tehdé@ seuraamalla niiden ohjeistusta. My6s neuvolaserologian laboratorion
apulaistutkijat kantoivat kortensa kekoon ja auttoivat minua paljon. Sain heiltd hyvia ohjeita

kaytannon tyon organisoimiseen ja toteuttamiseen.

Dosentti Heljad-Marja Surcelin opastuksella sain kokonaiskuvan klamydian aiheuttamista
ongelmista seksuaaliterveydessa ja sen vaikutuksesta yhteiskuntaan. Hanen innostuksensa
seksuaaliterveyden  tutkimiseen ja  klamydiaserologiaan ~ sai  minut  pohtimaan
jatkokouluttautumista samaan suuntaan. Koen ylpeytta tekemastani tyosta ja uskon etta tasta

opinnaytetydsta on minulle viela hyotya tulevaisuudessa tyoelamassa.

Eettisesti opinnaytetyon tutkimus on hyvaksyttavaa, koska Terveys 2000 tutkimukseen
osallistuminen ja naytteen antaminen on ollut vapaaehtoista. Osallistujat ovat tietoisia

terveystarkastuksen tietojen, naytteiden ja kyselyiden tutkimuskaytosta.
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lgG-VASTA-AINEIDEN MAARITYS

Testissa mitataan kehon tuottamia IgG-vasta-aineita Chlamydia trachomatis-bakteerin MOMP:a
(major outer membrane protein) vastaan ja vasta-aineiden pitoisuutta seerumissa. Testi on
lajikohtainen (C. tractomatis) EIA-testi ja se perustuu C. trachomatiksen MOMP:sta johdettuihin
synteettisiin  peptideihin. Tama mahdollistaa testin kayton lajikohtaisena seulonta- ja

diagnosointimenetelmana C. trachomatis —infektiossa.
Testin periaate

Testi perustuu epasuoraan kiinteamuotoiseen entsyymi-immunologiseen menetelmaan, jossa
piparjuuren peroksidaasi (HRP) toimii markkerientsyymina (merkkiaineena). Jos potilaan
seerumissa on Chlamydia trachomatista |gG-vasta-aineita, yhdistyvat ne kuoppalevyn kaivon
pohjaan Kiinnitettyihin synteettisiin peptideihin. Jaljellda jaanyt kiinnittymaton IgG-vasta-aine
poistetaan pesemalla ja lisatdén piparjuuriperoksidaasi konjugoitu anti-humaani-lgG-vasta-aine
(lampaasta). Sitoutumattoman konjugaatti pestdan pois ja kromogeenia (TMB) siséltava véritén
entsyymisubstraatti (H0,) lisata@n. Kromogeenin ja substraatin entsyymaattinen reaktio tuottaa
varillisen lopputuotteen. Entsyymi-kormogeeni/substraatti -reaktio pysaytetdan hapolla (H2SO4).
Varin intensiteetti on suoraan verrannollinen klamydia-bakteerin vasta-aineiden pitoisuuteen

potilaan ndytteessa.

Tuloksien laskukaavaa

Arb = keskiarvo absorbanssi reagenssi nollasta

Apc = keskiarvo absorbanssi positiivisesta kontrollista
As = Keskiarvo absorbanssi naytteesta

CO = Cut-off arvo absorbanssi yksikoista

CO = 0.6 x (Abs - Arb)
S/CO = (As - Arb) / CO



Testikitin reagenssit ja vélineet

Kitin mukana tulevat vélineet ja reagenssit

Kuoppalevy, 96 kuppainen

Naytelaimennin  30ml, Tris-puskuroitu  suolavesi, sinivarjaavaa reagenssia ja
séilontaainetta 0.05% Bronidox.

Negatiivinen kontrolli 1ml, ihmisperaistd Chlamydia trachomatis vasta-ainenegatiivista
seerumia ja sailontaainetta 0.05% Bronidox

Positiivinen kontrolli 1ml, ihmisperaistd Chlamydia trachomatis vasta-ainepositiivista
seerumia ja séildontaainetta 0.05% Bronidox

Konjukaatti

TMB-substraattiliuos

Pysaytysliuos 25ml, 0.45M H2SO4

Pesuliuos 100ml, sitraatti-puskuroitu suolaliuos ja sailontaainetta 0.05% Bronidox

Testin vaiheet

Testin suorittamiseen suositellaan kaytettavéksi 8-kanavaista mantapipettia. Muita tarvittavia

valineita ovat

pipetinkarjet
kertakayttohansikkaat
inkubaattori
ajastinkello

fotometri

Proseduuri on nelivaiheinen ja se alkaa ottamalla reagenssit ja kuoppalevyt huoneenldmpdon

ennen testin aloittamista. Esilammita inkubaattori +37C. Sekoita 1 osa pesupuskuria 9 osaan

vetta.

Vaihe 1, pipetoi 180 ul ndytelaimenninta (reag. 2) jokaiseen kayttamaasi kaivoon. Pipetoi yhteen

kaivoon 20 pl naytelaimenninta reagenssien nollaksi, 20 pl naytteita, negatiivista kontrollia ja 20

Ml positiivista kontrollia. Sekoita hyvin. Peita kayttamasi kaivot muovitarralla. Inkuboi 30min (+-3)

minuuttia +37C (+-1). Pese kuopat 5 x 400 ul pesuliuosta.

Vaihe 2, Pipetoi 200 ul konjukaattia (reag. 4) jokaiseen kaivoon. Peita kaivot muovitarralla ja

inkuboi 30 (+-3) minuuttia +37C (+-1C). Pese kuopat 5 x 400 ul pesuliuosta.



Vaihe 3, lisaa 200 pl TMB-substraattia (reag. 5) jokaiseen kaivoon. Inkuboi 15 (+-1) minuuttia

huoneenldmmadsséa (+20-25C) pimeéssa.

Vaihe 4, pysayta entsyymi-substraattireaktio lisaamalla 100 pl pysaytysliuosta (reag. 6) jokaiseen

kaivoon. Mittaa absorbanssi valittomasti 450nm / referenssi 620nm (590-690nm)



LAMPOSHOKKIPROTEIINI60-lgG-VASTA-AINEIDEN MAARITYS

Testisséa mitataan kehon tuottamia IgG-vasta-aineita EIA-menelteméalld klamydia spesifisia
MOMP- tai HSP60 -proteiinia vastaan ja pitoisuutta seerumissa. Testissa antigeenina toimii
Chlamydia trachomatis-spesifinen rekombinantti lampdshokkiproteiinic0 (HSP60), johon naytteen
HSP60-IgG-vasta-aineet tarttuvat. Testin periaate on selitetty kuvassa 1. Tulosten tulkinnassa
kaytettiin valmistajan maaraamia kittikohtaisia raja-arvoja; S/CO < 0.9 negatiivinen, 0.9 < S/CO <

1.1 harmaa eli epaselva, seka S/SO = 1.1 positiivinen. Tuloksien laskukaava

OD sample = naytteen absorbanssi
OD cut off = negatiivisten kontrollien keskiarvo + 0,350
endtiter = cut off index x 55,5

CO index = OD sample / OD cut off

Testin periaate

Kuoppa on paallystetty Chlamydia trachomatis-
bakteerista saadulla rekombinantilla
lampdshokkiproteiinis0 (HSP60).

Reaktio pysaytetaan rikkihapolla ja varin
voimakkuus mitataan fotometrilla.

K - Nlaytteen HSP60-vasta-aineet tarttuvat vasta-
= aineeseen.
-—"
—
-_— Peroksidaasi-konjukoitu anti-humaani IgG-vasta-
@ aineet sitoutuvat HSP60-vasta-aineisiin (P =
" peroksidaasi).
-
—
e Inkuboidaan TMB-substraatin kanssa (*).
-—
-

KUVA 1. Testin periaate



Testin reagenssit ja valineet

Kitin mukana tulevat vélineet ja reagenssit

Kuoppalevy, 96 kuoppainen

Negatiivinen kontrolli 1,5ml, kayttovalmis, ihmisperaista seerumia, sisaltaa sinista
variainetta, NBCS, fenolia, ProClin™ 300 ja gentamycine sulfate

Positiivinen kontrolli 1,5ml, kayttdvalmis, ihmisperaista seerumia, sisaltda sinista
variainetta, BSA, fenolia, ProClin™ 300 ja gentamycine sulfate

Pesupuskuri 100ml, PBS/Tween (10x), pH 7.2-7.4, sisaltdéa ProClin™ 300
Néaytelaimennin 110ml, PBS/Tween/NBCS, pH 7.0-7.2, sininen vériaine (stained blue),
sisaltaa ProClin™ 300

Konjukaatti 3 x 4.5ml, kayttovalmis, paéllystetty anti-ihmis 1gG, HRP-conjugated, vihred
variaine, sisaltad BSA, fenolia, ProClin™ 300 ja gentamycine sulfate

TMB-substraatti 10ml, kayttovalmis

Pysaytysliuos, 2 x 11ml, kayttévalmis, 0.5M rikkihappo (H2S04)

Testin vaiheet

Ennen testin aloittamista tulee reagenssit ottaa huoneen lampoon. Testin suorittamiseen
suositellaan kaytettavaksi 8-kanavaista mantapipettia. Muista tarvittavia valineita ovat

pipetinkarkia
kertakayttohansikkaat
ajastinkello
inkubaattori

fotometri

Proseduuri nelivaiheinen ja se alkaa ottamalla reagenssit ja kuoppalevyt huoneenlampdon ennen

testin aloittamista. Esilammita inkubaattori +37C. Sekoita 1 osa pesupuskuria 9 osaan vetta.

1.

Pipetoi 50 pl naytelaimenninta reagenssien nollaksi kahteen kaivoon, 50 pl negatiivista
kontrollia kahteen kaivoon, 50 pl postiivista kontrollia kahteen kaivoon ja laimennettuja
naytteita 50 pl. Peita kaivot muovitarralla ja inkuboi 60 (+-5) minuuttia +37C (+-1C). Pese

kuopat 3 x 200 pl pesuliuosta.



Lisaa 50 pl konjukaattia jokaiseen kaivoon. Peita kaivot muovitarralla ja inkuboi 60 (+-5)
minuuttia +37C (+-1C). Pese kuopat 3 x 200 pl pesuliuosta.

Lis&a 50 pl TMB-substraattia jokaiseen kaivoon. Inkuboi 30 (+-2) minuuttia +37C (+-1C)
pimeassa.

Lisaa pysaytysliuosta 100 pl jokaiseen kaivoon. Mittaa absorbanssi valittomasti 450nm ja
620/650nm.



