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Hinkuysk& on gramnegatiivisen Bordetella pertussis -bakteerin aiheuttama hengitystiein-
fektio, jonka oireina ovat voimakas puuskittainen yska ja vinkuva aani yskiessa. Hinkuyska
leviaa tehokkaasti pisaratartuntana. Tautia vastaan on rokote, mutta siitd huolimatta tautia
esiintyy kaikenikaisilla. Hinkuyska esiintyy lievempand muotona aikuisilla ja vanhemmilla
lapsilla, mutta rokottamattomille lapsille se on hengenvaarallinen.

Hinkuyskaa voidaan laboratoriossa diagnosoida kolmella menetelmalla: viljelylla, PCR:lla
ja serologisesti. Naista viljely ja PCR ovat kayttokelpoisimpia taudin alkuvaiheessa, kun
taas serologia toimii parhaiten oireiden kestettya pidemp&an. Serologiassa madritetdan
bakteeriantigeenin, kuten pintarakenteen tai virulenssitekijan, aikaansaamaa vasta-aineen
pitoisuuden nousua veressa.

Hinkuyskan serologiassa kaytetaan yleisesti ELISA-menetelmad, jossa aikaisemmin on
yleensa kaytetty antigeenina bakteerisolusonikaattia. Eurooppalainen tyéryhmé ECDC on
kuitenkin suositellut, ettd antigeenina kaytettaisiin puhdistettua pertussistoksiinia (PT), joka
on B. pertussis —bakteerille spesifinen proteiini.

Opinnaytety6 toteutettiin Yhtyneet Medix Laboratorion toimeksiannosta. Tarkoituksena oli
testata ja verrata kaupallisia pertussistoksiinia sisdltéavid ELISA-kitteja, jotta YML:ssé& voi-
taisiin siirtya ECDC:n suosituksen mukaiseen menetelmaan. Tydssa testattiin kolmea IgG-
kittia ja kahta IgA-kittid. Tutkimuksessa kaytettiin naytteind vanhoja potilasnaytteita, ulkoi-
sia laaduntarkkailunaytteita sekd WHO:n referenssinaytetta.

Kiteille méaaritettiin spesifisyys, sensitiivisyys ja kokonaisvariaatio sek& arvioitiin tulosten
oikeellisuutta referenssinaytteen avulla. Tulosten perusteella YML:ssa p&adyttiin ottamaan
yhden valmistajan 1gG- ja IgA-kitit kayttoon ja lisatestaukseen.

Avainsanat hinkuyska, pertussis, serologia, pertussistoksiini, menetelma-
vertailu
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Whooping cough aka pertussis is a bacterial respitorial infection caused by gram-negative
bacterium Bordetella pertussis. Typical symptoms are paroxysmal cough and whooping
sound. Pertussis is easily spread through air droplets. Vaccination program against per-
tussis has existed for a long time, but the disease still cycles through population. The
symptoms are milder in adults and older children and more severe in infants and young
children. It can be fatal to unvaccinated infants.

Laboratory diagnostics of whooping cough consists of culture, PCR and serology. Culture
and PCR are most useful at the early stages of the disease whereas serology is best used
at the later stages. Serological diagnosis means measuring the antibodies produced
against antigens (such as virulence factors) of B. pertussis.

Measuring the pertussis-specific antibodies is usually done with enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). Typically sonicated whole-cell bacteria has been used as a coating
antigen. However, ECDC (European centre for disease prevention and control) has rec-
ommended using pertussis toxin (PT), which is a specific protein of B. pertussis, as a coat-
ing antigen.

This thesis was carried out for Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy. The purpose of the study
was to compare commercial PT-containing ELISA kits and gain enough information to en-
able YML to transfer from their currently used serological test to an ECDC-recommended
one. Three IgG kits and two IgA kits were used in this study. The samples used in the
study were old serum samples from patients, external quality assessment samples and
WHO reference sample.

The kits were compared by their specificity, sensitivity and total variation. Based on the
results, the IgG and IgA kits of one of the manufactures were chosen by YML for more
testing.

Keywords whooping cough, pertussis, serology, pertussis toxin
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1 Johdanto

Hinkuyska on padasiassa Bordetella pertussis —bakteerin aiheuttama hengitystieinfek-
tio, jolle on tyypillistd puuskittaiset yskakohtaukset, vinkuva aani yskiessa ja hengitys-
vaikeudet. Hinkuyskaa esiintyy padasiassa lapsilla ja nuorilla, mutta my6s aikuisilla
lievempana muotona. Erityisesti pienille rokottamattomille lapsille tauti voi olla hengen-
vaarallinen. Maailman terveysjarjest6 WHO on arvioinut, ettd vuonna 2008 hinkuyska-
tapauksia oli maailmanlaajuisesti 16 miljoona ja ndista suurin osa kehittyvissd maissa.
(WHO 2010: 385-400.)

Hinkuyskarokotteita on ollut kaytdssa jo 1940-luvulta lahtien, mutta rokotteen teho on
heikko ja sen antama suoja ei ole elinikainen. Hinkuyskaéa pidetaénkin huonoiten hal-
linnassa olevana, rokotteella ehkaistavissd olevana tautina. Tautia esiintyy edelleen
runsaasti myds korkean rokotekattavuuden maissa, kuten Yhdysvalloissa ja useissa
Euroopan maissa. Taman epaillaan johtuvan pertussisbhakteerissa tapahtuneesta
muuntelusta, joka on seurausta pitkdan jatkuneesta rokotteen kaytosta. (Mattoo —
Cherry 2005. 326-382.)

Hinkuyskaa diagnosoidaan laboratoriossa kolmella menetelmalla: viljelylla, PCR:lla ja
serologisesti. Viljely ja PCR ovat paaasiassa kaytdssa taudin alkuvaiheessa ja pienilla
lapsilla. Jos yskaoireet ovat kestdneet jo pitkdén, kaytetdaan serologista maaritysta.
Hinkuyskan serologisessa maarityksessa mitataan 1gG-, IgM- ja IgA-luokan vasta-
aineita. Vasta-aineet ilmenevat hitaasti, joten ne eivat sovi akuutin taudin diagnostiik-
kaan. (Mertsola — He 2012: 170-176.) Eurooppalainen tyéryhma ECDC (European
centre for disease prevention and control) antoi vuonna 2012 suosituksen hinkuyskan
serologisesta testaamisesta. Keskeista suosituksessa oli, etta testattaessa hinkuyskaa
ELISA-menetelmalld, tulisi antigeenina kayttdaa Bordetella pertussis -bakteerille spesi-
fistd pertussistoksiinia (PT) riippumatta siitd kaytetaanko laboratoriossa kaupallisia Kit-

teja vai omaa in house -menetelméa. (ECDC 2012.)

Opinnaytety6 tehtiin Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n toimeksiannosta. Tydn tarkoitus
oli testata ja verrata kolmea pertussistoksiinia sisaltdvaa kaupallista ELISA-kittia ja
saada riittavasti informaatiota kittien kaytettavyydestd mahdollista suosituksen mukai-

seen menetelmaan siirtymista varten.



2 Bordetella pertussis

Bordetella pertussis on ainoastaan ihmiselle patogeeninen, pieni liikkumaton gramne-
gatiivinen sauvabakteeri, joka aiheuttaa hinkuyskaa (Mertsola — He 2012: 170-176).
Bordetella- sukuun kuuluu yhdeksan bakteerilajia, joista B. pertussis -lajin lisaksi vain
B. bronchiseptica, B. parapertussis, and B. holmesii aiheuttavat ihmiselle infektioita,
yleensa eriasteisia hengitystieinfektioita. Naista B. pertussis ja B. parapertussis aiheut-
tavat varsinaista hinkuyskaa, mutta parapertussiksen aiheuttamana taudinkuva on sel-
vasti lievempi kuin B. pertussis -bakteerin tapauksessa. (Mattoo — Cherry 2005: 326—
382.)

B. pertussis - bakteeri kolonisoi paédasiassa hengitysteiden limakalvoja, mutta se kyke-
nee myods tunkeutumaan epiteelisolujen sisdan ja selvidmé&én solun sisdisena parasiit-
tina. Tahan on syyna bakteerin kyky muuttaa fenotyyppista tilaansa ymparistén olosuh-
teiden mukaan. Pertussisbakteerin taudinaiheuttamismekanismia ei taysin tunneta,
mutta keskeista siind ovat erilaiset bakteerin tuottamat virulenssitekijat. (WHO 2010:
385-400.)

B. pertussis tuottaa useita erilaisia virulenssitekijéitd, joiden tuotantoa se kykenee saa-
telemaan ympariston signaalien perusteella. Virulenssitekijat voidaan jakaa adhesiinei-
hin eli bakteerin kiinnittymiseen liittyviin tekijéihin seka toksiineihin. Adhesiinien avulla
bakteerit kiinnittyvat varekarvallisiin lieridepiteelisoluihin ja toksiinien avulla ne lamaan-
nuttavat varekarvojen toiminnan ja aiheuttavat paikallisen epiteelikuolion. B. pertussis -
bakteerin tarkeimmat virulenssitekijat ovat adhesiineista filamenttihemagglutiini (FHA),
pertaktiini (PRN) ja fimbriat (FIM) seka toksiineista pertussistoksiini (PT), adenylaat-
tisyklaasitoksiini (ACT) ja henkitorven sytotoksiini (TCT). (Mattoo — Cherry 2005: 326—
382.)

2.1 Epidemiologia

Ennen rokotteen kayttdonottoa hinkuyska oli yksi yleisimmista lastentaudeista, mutta
laajat rokotukset 1950-luvulla aiheuttivat taudin esiintyvyydessa ja kuolleisuudessa
rajun laskun. Tautia kuitenkin edelleen esiintyy ja WHO:n arvion mukaan esimerkiksi
vuonna 2008 kuoli 195 000 lasta hinkuysk&aan. 95 % tautitapauksista esiintyy kehitty-

vissa maissa ja myds kuolleisuus on suurinta ndilla alueilla. (WHO 2010: 385-400.)



Suomessa noin 97 % lapsista saa tdyden rokotesarjan hinkuyskaa vastaan (Mertsola
— He 2012: 170-176). Aiemmin k&ytossa oli kokosolurokote, mutta nykyisin kaytetaan
paaasiassa solutonta rokotetta. Rokotteen koostumus vaihtelee, mutta kaikki solutto-
mat rokotteet sisaltavat kuitenkin PT:a. Rokotteen antama suoja nayttaisi heikentyvan
4-12 vuoden jalkeen ja tautia esiintyykin yha enemmén vanhemmilla lapsilla, nuorilla ja
aikuisilla. Rokotteen tehoa on laskenut muun muassa B. pertussis -bakteerin virulens-
sitekijoita koodaavien geenien muuntelu. (WHO 2010: 385-400.)

2.2 Hinkuyskan taudinkuva ja hoito

Hinkuyska eli pertussis on pisaratartuntana levidava hengitystieinfektio. Hinkuyskan ita-
misaika on 7-10 péaivaa ja tauti esiintyy kahtena muotona: klassisena ja epatyypillisena
hinkuyskana. Klassiseen hinkuyskaan sairastuvat useimmiten rokottamattomat lapset.
Talloin tauti kestda 6-12 viikkoa tai pidempéaén, ja se jaetaan kolmeen vaiheeseen:
katarraalisvaiheeseen, paroksysmaalivaiheeseen ja toipilasvaiheeseen. Katarraalisvai-
heessa oireina ovat lieva nuha, yska ja lampoily. Taméan jalkeen paroksysmaalisvai-
heessa yskd muuttuu hinkuyskalle tyypilliseksi voimakkaaksi ja puuskaiseksi yskéksi,
jota esiintyy kohtauksittain erityisesti disin. Lapsilla voi esiintyd myo6s sisaanhengitys-
vaikeuksia, jolloin sisddnhengitykseen liittyy vinkuva &ani yskankohtauksen loppuvai-
heessa. Hinkuyskaan ei yleensa liity korkeaa kuumetta tai kurkkukipua. (Mertsola — He
2012: 170-176; Mattoo — Cherry 2005: 326—-382.)

Epatyypillista hinkuyskaa esiintyy kouluikaisilla seka aikuisilla, jotka ovat joko saaneet
riittdvan rokotesuojan tai sairastaneet aiemmin B. pertussis -infektion. Oireina ovat lie-
vat hengitystieoireet ja pitkittynyt, useita viikkoja kestava puuskittainen yska, johon ei

kuitenkaan yleensa liity hengityksen vinkumista. (Mattoo — Cherry 2005: 326—382.)

Hinkuyskan hoitona kaytetaan antibiootteja, jotka tulisi aloittaa alle 2 viikon kuluessa
taudin alkamisesta. Pienet rokottamattomat lapset tulisi hengitysvaikeuksien ja kouris-
tusriskin vuoksi toimittaa sairaalahoitoon. Ysk& voi antibiooteista huolimatta jatkua viik-

koja, mutta toistuvia hoitoja ei yleensa tarvita. (Mertsola — He 2012: 170-176.)



3 Laboratoriodiagnostiikka

Hinkuyskan diagnosointi pelkkien kliinisten oireiden perusteella on haastavaa, koska
taudin ilmenemismuodot ja oireiden voimakkuus vaihtelevat huomattavasti potilaan ian
ja aikaisemman immunisaation vuoksi. WHO on laatinut kliinisen diagnoosin avuksi
kriteerit, joiden tayttymisen perusteella voidaan epailla hinkuyskaa. Kriteereina ovat
vahintddn kaksi viikkoa kestanyt yska ja taman lisdksi yskan puuskittaisuus, sisaan-
hengityksen vinkuminen tai yskakohtauksen jalkeinen oksentelu. (WHO 2003: 28-30.)
Kuitenkin hinkuyskan erottaminen muista hengitystieoireita aiheuttavista mikrobeista
kuten Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae ja erilaisista viruksista on
kaytanndssa mahdotonta ilman laboratoriodiagnostiikkaa (Zouari — Smaoui — Kerchrid
2012: 111-121).

Hinkuyskan laboratoriodiagnostiikassa kaytettavia menetelmia ovat B. pertussis -
bakteerin eristdminen viljelemalla, bakteerin nukleiinihapon tunnistus PCR-
menetelmalla, suora antigeeniosoitus sek& bakteerin tai sen virulenssitekijoiden ai-
kaansaaman immuunivasteen mittaus serologisin menetelmin. Eri menetelmien herk-
kyyteen ja spesifisyyteen vaikuttavat aikaisemmat kontaktit pertussisbakteerin kanssa,
antibioottihoito, immunisaatio ja naytteenotto, joten paras tulos saadaan yhdistamalla
eri menetelmia. (Mattoo — Cherry 2005: 326-382.)

3.1 Viliely

Bordetella pertussis -bakteerin viljely on kayttokelpoinen diagnostinen menetelma eri-
tyisesti infektion alkuvaiheessa, mutta menetelman herkkyys alenee nopeasti yskaoi-
reiden kestdessa pidempéaan. Sita kaytetddn myos lapsilla, joilla serologinen vaste voi
olla heikko. Pertussisviljelyssa tulee ottaa huomioon, ettd negatiivinen tulos ei sulje
pois hinkuyskaa, silla pitkdan kestényt infektio seké aikaisempi antibioottihoito voivat
aiheuttaa negatiivisen viljelytuloksen. (Wood — Mclintyre 2008: 201-212.) B. pertussis -
viljelyd varten otetaan nayte dacron- tai kalsium-alginaattitikulla ylhaaltd nenanielusta
joko suoraan sieraimen kautta tai suun kautta taivutetulla naytetikulla. Nayte viljellaan
kefaleksiinia sisaltavalle hiiliagar-maljalle ja kasvatetaan 35 °C:ssa. B. pertussis on
oksidaasi- ja katalaasipositiivinen ja se voidaan tunnistaa spesifisella agglutinaatioreak-
tiolla. (Mattoo — Cherry 2005: 326-382; UTUIlab 2009.)



3.2 PCR

DNA-monistusmenetelma PCR on tehostanut hinkuyskadiagnostiikkaa huomattavasti.
Yleisimmin kaytetyssd menetelmassa monistetaan B. pertussis -bakteerille spesifisia
IS481-geenijaksoja. Viljelyn tavoin se on hyodyllinen menetelma infektion alkuvaihees-
sa, mutta sita ei tulisi kayttaa jos oireilu on kestanyt yli 6 viikkoa. PCR voi antaa myos
positiivisen tuloksen, vaikka potilaassa ei enaa olisikaan elavia bakteereita. Naytteenot-
to nukleiinihappomonistusta varten suoritetaan samoin kuin viljelyssa ja usein molem-
mat tutkimukset tehd&&nkin samalla kertaa. Kalsium-alginaattitikun kayttdd PCR-
naytteenotossa ei kuitenkaan suositella inhibitoristen tekijoiden vuoksi. (UTUIlab 2010;
Mattoo — Cherry 2005: 326—382.)

3.3 Serologia

Serologisilla menetelmilla mitataan pertussisbakteerin antigeeneja, esimerkiksi pintara-
kenteita tai toksiineja, vastaan muodostuneita vasta-aineita. Pertussisinfektio aiheuttaa
IgA-, 1gG- ja IgM-luokan vasta-aineiden mé&aran nousua veressa. Vasta-aineet muo-
dostuvat hitaasti, joten serologiset menetelmat ovat kayttdkelpoisia vasta oireilun kes-
tettya pidempaan. Serologisia menetelmia kaytetaankin erityisesti aikuisten ja vanhem-
pien lasten diagnostiikassa, joilla ainoa oire voi olla pitkaan jatkunut yska ja laakéariin

hakeudutaan vasta pidemman ajan paasta. (Mattoo — Cherry 2005: 326—382.)

Pertussikselle spesifisten vasta-aineiden mittaus tehd&én yleensa ELISA-menetelmalla
(enzyme-linked immunosorbent assay). Menetelma perustuu kuoppalevyn pohjaan
kiinnitettyihin antigeeneihin, joihin naytteessa olevat vasta-aineet sitoutuvat. Entsyymi-
leimattu sekunddarinen vasta-aine kiinnittyy tdh&n antigeeni-vasta-ainekompleksiin ja
yhdessa substraattinsa kanssa muodostaa mitattavan varillisen tuotteen, jonka intensi-

teetti on verrannollinen naytteen vasta-aineiden maaraan.

Pertussiksen ELISA-diagnostiikassa on tyypillisesti kaytetty antigeenina yksittaisia
puhdistettuja antigeeneja kuten PT:a tai FHA:a tai antigeenisekoituksia (Guiso ym.
2011: 307-312). ECDC kuitenkin suosittelee, ettd hinkuyskan serologisessa maarityk-
sessd ELISA-menetelmalld kaytettdisiin antigeenina puhdistettua pertussistoksiinia.
PT on spesifinen B. pertussis -bakteerille, joten ristireaktiot muiden mikrobien kanssa

ovat epatodennakdisempid. (ECDC 2012.)



Hinkuyskan serologisten tulosten tulkinnassa tulee ottaa huomioon rokotuksen vaiku-
tus. Kaytossa olevat rokotteet siséltavat pertussistoksiinia, joten todellisen infektion ja
rokotteen aiheuttamaa IgG-vasta-aineen pitoisuuden nousua ei voida erottaa toisis-
taan. Liséksi bakteerin jatkuva kierto populaatiossa aiheuttaa sen, ettd k&ytdnndssa
kaikilla aikuisilla esiintyy mitattavia maaria anti-PT-IgG:ta. (Guiso ym. 2011: 307-312.)

Kliinisessa kaytossa diagnoosi tehdaan usein yhden naytteen serologian perusteella,
mutta myds parinaytteitd kaytetaan. Parinaytteet otetaan 2-4 viikon etéisyydella toisis-
taan ja seurataan IgG -vasta-ainepitoisuuden muutosta. Voimakas nousu viittaa per-
tussisinfektioon. ECDC:n mukaan vain yhta serologista naytetta kaytettdessa optimaa-
lisin cut off -raja anti-PT-IgG:lle on valilla 60 — 75 1U/ml. Mikéli selvaa diagnoosia ei
voida tehda yhden naytteen perusteella, suositellaan toisen naytteen tutkimista tai vaih-

toehtoisesti anti-PT-IgA -luokan vasta-aineiden mittausta. (ECDC 2012.)

4 Tyon tarkoitus ja tavoitteet

Opinnaytetydn tarkoitus oli koestaa kaupallisia hinkuyskén serologiseen diagnostiik-
kaan tarkoitettua kitteja, jotka ovat antigeenikoostumukseltaan ECDC:n vuonna 2012
laatiman suosituksen mukaisia eli kiteissa kaytetty antigeeni on Bordetella pertussis -
bakteerin pertussistoksiini. Valittujen kittien valmistajia ei voitu opinnaytetytssa paljas-
taa, joten kitit numeroitiin numeroilla 1-3. Tydhon valittiin kolmen eri valmistajan PT-IgG
-kitit seka kaksi PT-IgA -kittia.

Opinnaytety® tehtiin Yhtyneet Medix Laboratorion toimeksiannosta. YML:n nykyinen
hinkuyskadiagnostiikka perustuu entsyymi-immunologisella menetelmélla tehtavaan
Bordetella pertussis -vasta-aineiden maarittamiseen potilasnaytteistd. Menetelmassa
kaytetaan antigeenina bakteerisonikaattia. ECDC suosittaa kuitenkin kayttamaan maa-
rityksessa antigeenina puhdistettua pertussistoksiinia, joka on Bordetella pertussis-
bakteerille spesifinen proteiini. (ECDC 2012.) Koska YML:n talla hetkella kaytossa
oleva menetelma ei taysin vastaa suositusta, haluttin mahdollista menetelman vaihtoa
varten testata markkinoilla olevia suosituksen mukaisia menetelmakitteja ja niiden so-

veltuvuutta.



4.1 Aikaisemmat tutkimukset

Kaupallisten B. pertussis -antigeenien detektioon tarkoitettuja ELISA-kitteja vertailtiin
Saksalaisessa tutkimuksessa 2010. Tutkimuksessa vertailtin Saksassa markkinoilla
olevien kaupallisten kittien suorituskykya. Tutkimuksessa oli mukana 11 IgG-kittia ja 9
IgA-kittia. Vain osa kiteista sisalsi pertussistoksiinia, muissa oli antigeenisekoitus. Refe-
renssimenetelmana kaytettiin puhdistettuja antigeeneja kayttavaa in house —ELISA-
menetelmaa. Tutkimuksessa oli 57 naytetta, joista osa oli kliinisia pertussisepailyja ja
osa rokotteen saaneiden potilaiden naytteita. Lisaksi kaytettin WHO:n referenssinayt-
teité. ((Riffelmann — Thiel — Schmetz — Wirsing von Koenig 2010: 4459-4463.)

Tutkimuksen mukaan PT-kitit korreloivat hyvin referenssimenetelman kanssa, kun taas
antigeenisekoitusta kayttavat kitit eivat korreloineet suhteessa referenssiin. Lisaksi
spesifisyys ja sensitiivisyys PT-IgG -kiteilla oli huomattavasti parempi kuin muilla kiteil-

l&. Kaikki kitit tunnistivat myos rokotuksesta aiheutuneen IgG-vasta-aineen nousun.
(Riffelmann ym. 2010: 4459-4463.)

4.2 Tyota ohjaavat kysymykset

Kittien vertailua tehtiin maarittamalla vastauksia seuraaviin kysymyeksiin:

1. Mika on kunkin kitin spesifisyys ja sensitiivisyys?

2. Mika on kittien kokonaisvirhe eli menetelméan toistettavuus?

3. Mittaavatko kitit oikeaa asiaa ja antavatko ne oikeaa tasoa suhteessa tunnet-

tuun referenssinaytteeseen?

5 TyoOn toteutus

5.1 Naytemateriaali

Opinnaytetydssa kaytettiin pakastettuja seeruminaytteitd, jotka olivat vanhoja potilas-

naytteita. Naytemaara lgG-mittauksissa oli 78 kpl ja IgA-mittauksissa 103. Osa nayt-



teista tutkittiin sekd 1gG- ettd IgA-kiteilla. Naytteet numeroitiin juoksevalla numerolla,

eikéa potilastietoja kaytetty naytteiden identifiointiin.

lgG-mittauksiin valittiin vanhojen tulosten perusteella eritasoisia positiivisia naytteita,
joiden IgG-arvo oli vahintddn 100 EIU. Lisaksi mukaan otettiin harmaan alueen nayttei-
ta, joissa IgG-arvo vanhalla menetelmalla mitattuna oli 50-100 EIU. Negatiivisiksi nayt-
teiksi valittiin naytteitd, jotka olivat seka IgG-, IgA- ja IgM-luokan vasta-aineiden suh-

teen negatiivisia.

IgA-mittauksia varten etsittiin naytteitd, joiden vanha tulos oli selkedsti positiivinen
(>100 EIU). Mittauksiin otettiin myds naytteita, jotka IgG-kiteilla olivat antaneet positiivi-

sen tuloksen. Lisaksi kaytettiin IgA-negatiivisia naytteita.

Seka IgG- etta IgA-kittien mittaussarjoissa oli mukana pakastettuja ulkoisia laaduntark-
kailunaytteita eli EQA-naytteitd, joista oli tiedossa kvalitatiivinen tulos. EQA-naytteet

k&siteltiin ja tutkittiin kuten potilasnaytteet.

Mittauksissa kaytettiin referenssinaytteena WHO:ItA hankittua pertussisantiseerumia,
jonka sisaltdmaksi anti-PT-IgG-pitoisuudeksi oli ilmoitettu 106 U ja ja anti-PT-IgA-
pitoisuudeksi 18 IU. Nayte oli kylmakuivattua poolattua seerumia, joka liuotettiin ja jaet-
tiin 200 pl:n eriin pakastusta varten. Referenssindytteen avulla tarkistettiin kittien mit-

taavaan oikeaa asiaa ja antavan oikeaa tasoa.

5.2 Tyobn suoritus

Opinnaytetydn tutkimusosio suoritettiin Yhtyneet Medix laboratorion tiloissa tammi-
helmikuussa 2014. Tytssa testattiin kolmea PT-IgG ja kahta PT-IgA ELISA-kittia. Val-
mistajien 1 ja 2 IgG-kitteja oli kaytdssa kaksi kappaletta ja valmistajan 3 kittia oli 1,5

pakettia. IgA -kitteja oli valmistajilta 1 ja 2 kumpaakin kaksi pakkausta.

Normaalissa rutiinikaytdssa hinkuyskan serologiset tutkimukset ja naytteiden laimen-
nukset tehdaan YML:ssa Bep Il -analysaattorilla, mutta opinndytetytssa kaikki ELISA-
menetelmdan kuuluvat vaiheet tehtiin k&sin. Levyjen pesut tehtiin Wellwash Versa -
pesurilla ja absorBanssien mittaus Multiskan Plus —fotometrilla. Ainoastaan valmistajan

3 kitti oli mahdollista ajaa Bep Il -analysaattorilla.



Kittien ELISA-kuoppalevyt jaettiin kahtia, jotta saatiin tehtyd useampia naytesarjoja.
Yhden péivan aikana tehtiin yhden tai kahden valmistajan Kkitit, riippuen siitéd kuinka
paljon aikaa kului ensin sopivien naytteiden etsimiseen. Tutkimusten suorituksessa
noudatettiin aina kunkin kitin valmistajan ohjeita. Protokolla vaihteli valmistajien valilla
inkubaatioaikojen suhteen, mutta muuten suoritus oli kaikilla kiteilla sama. ELISA-
protokolla koostui seuraavasti:

Naytteiden laimennus kitin laimennuspuskurilla
Standardien/kalibraattorien/kontrollien ja naytteiden pipetointi levylle
Inkubaatio +37 °C:ssa

Pesu

Konjugaatin lisdys

Inkubaatio huoneenlammossa tai +37 °C:ssa kitista riippuen

Pesu

Substraatin lisays

© 0o N g s~ NPRE

Inkubaatio valolta suojattuna huoneenlammassa tai +37 °C:ssa
10. Reaktion pysaytys STOP-reagenssilla
11. Absorbanssin mittaus

6 Tulokset jatulosten tarkastelu

Tuloksissa keskitytddn paaasiassa PT-IgG -kittien tuloksiin. Tulosten kasittely aloite-
taan vertaamalla kiteilla saatuja tuloksia vanhalla menetelmalla saatuihin tuloksiin (tau-
lukko 1) Tulokset eivat ole kuitenkaan suoraan verrattavissa toisiinsa, koska vanha

menetelma ja tutkitut kitit mittaavat eri asiaa.

Taulukko 1. Kiteilla saadut negatiiviset tulokset, harmaan alueen tulokset (gz), ja posi-

tiiviset tulokset suhteessa alkuperdisiin vanhalla menetelmalla saatuihin tuloksiin.

alkup. neg n=11 | neg gz pos
valmistaja 1 9/11 1/11 1/11
valmistaja 2 9/11 1/11 1/11

valmistaja 3 3/5 1/5 1/5
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alkup. gz n=30

valmistaja 1 15/30 6/30 9/30
valmistaja 2 15/30 6/30 9/30
valmistaja 3 8/16 1/16 7/16

alkup. pos n=40

valmistaja 1 24/39 7139 8/39
valmistaja 2 29/39 2/39 8/39
valmistaja 3 18/31 5/31 8/31

Vanhalla menetelmélla negatiiviseksi mitattuja naytteita (pitoisuus<50 EIU) oli 11 kpl,
joista valmistajan 1 ja 2 kiteilld negatiiviseksi saatiin yhdeksén naytetta ja positiiviseksi
yksi. Lisaksi yhdesta naytteestad saatiin harmaan alueen tulos. Valmistajan 3 kitilla mi-
tattiin negatiivisista naytteista vain viisi, joista Kitilla saatiin negatiiviseksi kolme néaytet-
ta. Naytteet, joista saatiin vanhasta negatiivisesta tuloksesta poikkeava harmaan alu-
een tulos seka positiivinen tulos, olivat kaikilla kolmella kitilla samat.

Vanhalla menetelmdlla mitattuja harmaan alueen naytteita (pitoisuus 50-100 EIU) tut-
kittiin 30 kpl kiteilla 1 ja 2 sek& valmistajan 3 kitilla 16 kpl. Valmistajien 1 ja 2 kiteilla
saatiin naista negatiivinen tulos 15:sta naytteesta, harmaan alueen tulos kuudesta ja
positiivinen yhdeksasta naytteestad. Valmistajan 3 kitilla mitattin 16 vanhaa harmaan
alueen naytettd, joista kahdeksasta saatiin negatiivinen, yhdestd gz ja seitseméasta
positiivinen. Puolet vanhoista harmaan alueen tuloksista osoittautui PT-kiteilla negatii-

viseksi ja naytteet, joista saatiin poikkeavia tuloksia, olivat kaikilla kiteilld samat.

Vanhoja positiivisia naytteitad (pitoisuus >100 EIU) oli 40 kpl ja suurin osa osoittautui
tutkittavilla kiteilla negatiivisiksi. Valmistajan 1 kitilla saatiin neljasta vanhasta positiivi-
sesta naytteestd harmaan alueen tulos ja kahdella muulla kitilla samat naytteet olivat
negatiivisia. Kaikilla kolmella kitilla saatiin positiiviset tulokset seitsemastd samasta
naytteesta. Yksi nayte oli positiivinen valmistajan 3 kitill&, mutta negatiivinen kahdella

muulla, joten voidaan olettaa tuloksen olevan virheellinen.
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6.1 Spesifisyys ja sensitiivisyys

Vanhalla menetelmalla mitatut tulokset eivat erilaisen antigeenikoostumuksensa vuoksi
ole suoraan verrattavissa PT-kiteilla saataviin tuloksiin, eikd niita nain ollen voitu kayt-
taa referenssina Kkittien spesifisyyden ja sensitiivisyyden selvittamiseksi. Tasta syysta
oikeiksi negatiivisiksi maaritettiin naytteet, joista saatiin negatiivinen tulos véahintaan
kahdella kitilla kolmesta. Oikeita negatiivisia oli ndin ollen 28 kpl. Vastaavasti oikeita
positiivisia katsottiin olevan naytteet, joille vahintdan 2/3 kiteista antoi positiivisen tulok-
sen. Oikeita positiivisia oli taten 16 kpl.

Taulukko 2. Valmistajan 1 spesifisyys ja sensitiivisyys.

positiivinen negatiivinen yhteensa
oikea positiivinen 16 0 16
oikea negatiivinen 4 24 28
Sensitiivisyys 100%
Spesifisyys 85,7 %

Valmistajan 1 kitilla saatiin kaikista oikeista positiivista naytteista positiivinen tulos eli
kitin sensitiivisyys oli 100 %. Oikeista negatiivisista naytteista kitti tunnisti 24, joten
spesifisyydeksi saatiin 85,7 %.

Taulukko 3. Valmistajan 2 spesifisyys ja sensitiivisyys.

positiivinen negatiivinen yhteenséa
oikea positiivinen 16 0 16
oikea negatiivinen 0 28 28
Sensitiivisyys 100%
Spesifisyys 100 %

Valmistajan 2 kitti tunnisti kaikki oikeat positiiviset positiivisiksi ja negatiiviset negatiivi-

siksi, joten sensitiivisyydeksi ja spesifisyydeksi saatiin 100 %.




Taulukko 3. Valmistajan 3 spesifisyys ja sensitiivisyys.

12

positiivinen negatiivinen yhteensa
oikea positiivinen 15 1 16
oikea negatiivinen 3 25 28
Sensitiivisyys 93.8 %
Spesifisyys 89.3 %

Valmistajan 3 kitilla saatiin oikeista positiivisista yksi negatiivinen tulos, joten sensitiivi-

syydeksi tuli 93,8 %. Oikeista negatiivisista naytteista kitti antoi kolmelle positiivisen

tuloksen, jolloin kitin spesifisyydeksi saatiin 89,3 %.

6.1.1 Kiliininen tarkastelu

Tutkituista naytteistd 16 oli lausuttu mahdollisena tuoreena tai hiljattain sairastettuna

hinkuyskainfektiona. Taulukossa 4 on esitetty kuinka monta naista tapauksista kunkin

valmistajan kitti osoitti positiiviseksi ja kuinka monta negatiiviseksi.

Taulukko 4. Todennakdiset tunnistetut hinkuyskatapaukset.

neg/gz pos
Valmistaja 1 5/16 11/16
Valmistaja 2 5/16 11/16
Valmistaja 3 4/15 11/15

Kaikki kitit tunnistivat samat naytteet positiiviseksi. On mahdollista, ettéd osa vanhoista

positiivisista hinkuyskana lausutuista naytteista ei ole todellisuudessa ollut hinkuyskaa

tai on ollut esimerkiksi B. parapertussis —bakteerin aiheuttamaa.
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6.2 Kokonaisvariaatio

Kokonaisvariaatio (CV%tot) koostuu sarjan sisdisesta (CV%sis) ja sarjojen valisesta

(CV%val) variaatiosta. Nama maadritettiin jokaisen valmistajan kitille erikseen. Koko-

naisvariaatio saatiin kaavalla 2xvVCVsis? + CVval?

6.2.1 Sarjan sisainen variaatio

Sarjan sisaista variaatiota tutkittin tekemalléa osasta naytteitéd rinnakkaismaarityksia,
joissa sama nayte ajettiin kahdesti saman sarjan sisélla. Tuloksista laskettiin keskiarvo

ja keskihajonta ja naiden perusteella saatiin sarjan sisainen variaatio (taulukko 5).

Taulukko 5. Kittien sisaiset variaatiot.

n SD KA CV%sis | ilmoitettu
Valmistajal | 30 24,1 149,5 16,1 -
Valmistaja2 | 29 9,75 116,6 8,4 7,6-99

Valmistaja3 | 17 2,78 40,7 6,8 2,2-3,7

Valmistajalla 1 oli rinnakkaisia naytteita kaikkiaan 30 ja sisdiseksi variaatioksi saatiin
16,1 %. Valmistajalla 2 rinnakkaisia naytteita oli 29 ja sisaiseksi variaatioksi saatiin 8,4
%, mika on valmistajan ilmoittamissa rajoissa. Valmistajan 3 kitilla mitattiin rinnakkaisia
naytteita vain 17 ja sisaiseksi variaatioksi saatiin 6,8 %, mik& on hieman valmistajan

ilmoittamaa korkeampi.

6.2.2 Sarjojen vélinen variaatio

Sarjojen valista variaatiota tutkittiin mittaamalla samaa néaytetta aina kahdessa eri sar-
jassa ja laskemalla tuloksista keskiarvo, keskihajonta ja CV%. Kaikkien eri sarjoissa
ajettujen naytteiden variaatiokertoimen keskiarvosta saatiin kunkin kitin sarjojen valinen
variaatio (taulukko 6).
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Taulukko 6. Kittien sarjojen valiset variaatiot

n CV%val ilmoitettu
Valmistaja 1 14 14,9 -
Valmistaja 2 19 6,4 10,7 - 16,3
Valmistaja 3 10 14,1 6,9-9,9

Valmistajan 1 kitilla mitattiin 14 naytetta eri sarjoissa ja sarjojen valiseksi variaatioksi
saatiin 14,9 %. Valmistajan 2 kitilla naytteitd mitattiin 19 ja variaatioksi saatiin 6,4 %.
Valmistajan 3 Kitilla mitattiin 10 naytetta eri sarjoissa ja variaatioksi saatiin taten 14,1
%.

Taulukko 7. — Kittien kokonaisvariaatio

Valmistaja 1 Valmistaja 2 Valmistaja 3
CV%sis 16,1 8,4 6,8
CV%val 14,9 6,4 14,1
CV%itot 21,9 10,6 15,7

Valmistajan 1 kitille saatiin kokonaisvariaatioksi 21,9, valmistajan 2 kitille 10,6 ja val-
mistajan 3 kitille 15,7. Saadut variaatiot ovat kuitenkin vain suuntaa antavia, koska nay-

temaaréat ja toistot olivat pienia.

6.3 Oikeellisuus

WHO:n tunnetun pitoisuuden referenssinaytteen seka ulkoisten laaduntarkkailunayttei-
den avulla selvitettiin, mittaavatko kitit oikeaa asiaa ja antavatko ne oikeaa tulostasoa.
Referenssinaytetta mitattiin useaan kertaan kaikilla kiteilld ja selvitettiin, kuinka paljon
tulokset poikkeavat annetusta pitoisuudesta. Lisaksi tutkittin menetelmé&n lineaarisuutta

tekemalla referenssindytteesta laimennussarja.
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6.3.1 Poikkeama referenssinaytteesta
WHO:n referenssinaytteen anti-PT IgG —pitoisuudeksi oli ilmoitettu 106 IU. Poikkeama
referenssinaytteesta saatiin maarittamalla kuinka paljon keskiarvo kaikista referenssi-

naytteen mittaustuloksista poikkeaa tasta arvosta (taulukko 8).

Taulukko 8. Poikkeamana referenssinaytteen arvosta

n KA SD MIN MAX ERO %
Valmistaja 1 6 138,6 22,4 104,8 163,4 + 31 %
Valmistaja 2 7 99,4 5,9 88,39 104,4 -6%
Valmistaja 3 5 68,8 4,3 65,1 75,2 -35%

Valmistajan 1 kitilla WHO:n referenssinaytetta mitattiin 6 kertaa ja tulosten keskiarvo oli
138,6 1U, mika oli 31 % tavoitearvoa suurempi. Valmistajan 2 Kkitilla referenssinayte
mitattiin 7 kertaa ja keskiarvo oli 104,6 1U. Poikkeama todellisesta arvosta oli - 6 %.
Valmistajan 3 kitti antoi viidella mittauksella referenssinaytteen keskiarvoksi 68,8 1U,
mik& oli 35 % matalampi kuin naytteen todellinen pitoisuus. Kaikilla kiteilla saadut tu-
lokset referenssinaytteesta vaihtelivat suuresti sarjasta toiseen, mutta valmistajan 2
kitilla saadut tulokset olivat selvasti [ahimpana ilmoitettua pitoisuutta. Valmistajan 1 kitti
antoi kaikissa mittauksissa selvasti liian korkeaa pitoisuutta ja valmistajan 3 kitti puoles-

taan huomattavan matalaa.

6.3.2 EQA-naytteet

Ulkoisia laaduntarkkailunaytteita ajettiin kaikilla kiteillda 18 kpl. Naytteista oli tiedossa
kvalitatiivinen tulos, mutta ei numeerista pitoisuutta. Saadut pitoisuudet ja kvalitatiiviset

tulokset on listattu taulukossa 9.

Laaduntarkkailundytteista saatiin kaikilla kiteilla hyvét tulokset. Kaikki kitit tunnistivat
positiiviset EQA-naytteet positiivisiksi, ainoastaan yksi muilla selkea positiivinen oli
valmistajan 2 kitilla harmaan alueen tulos. Tulos oli kuitenkin l&hella positiivisen rajaa.

Naytteet, joille oli annettu tulokseksi -/+ olivat tutkituilla kiteilla pa&osin negatiivisia.
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6.3.3 Lineaarisuus
Kittien lineaarisuutta tutkittiin laimentamalla WHO:n referenssinaytetta kunkin Kkitin lai-
mennuspuskurilla 1:2, 1:4 ja 1:8 ja mittaamalla laimennosten pitoisuudet. Tuloksista

piirrettiin kuvaajat (kuvio 1).

Kuvio 1. Laimennetun refenssinaytteen pitoisuudet kaikilla kolmella kitill&.
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Kaikkien kolmen kitin lineaarisuus on laimennossuoran perusteella melko hyva. Lineaa-
risuudesta olisi saanut tarkemman kuvan, mikali olisi ollut mahdollista mitata useampia
rinnakkaisia naytteitd, mutta yhdenkin laimennussarjan perusteella voidaan sanoa me-
netelmien olevan melko lineaarisia.

6.4 IgA-kittien tulokset

IgA-kittien spesifisyytta ja sensitiivisyytta ei voitu maarittda, koska vain kahden eri kitin
otannalla ei voitu luotettavasti maaritella oikeaa positiivista ja negatiivista tulosta. Tasta

syysta saatuja tuloksia verrattiin vanhalla menetelmalla saatuihin tuloksiin (taulukko 10)
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Taulukko 10. IgA-kiteilla saadut tulokset suhteessa vanhoihin tuloksiin.

alkup. neg n=48 | neg pos

valmistaja 1 39/40 1/40
valmistaja 2 48/48 -

alkup. gz n=16 neg pos
valmistaja 1 7/16 9/16
valmistaja 2 14/16 2/16

alkup. pos n=39
valmistaja 1 10/39 29/39
valmistaja 2 25/39 14/39

Vanhoja negatiivisia naytteita oli 48, joista valmistajan 1 kitilla saatiin negatiivinen tulos
39 naytteesta ja positiivinen yhdesta. Valmistajan 2 kitti antoi kaikista negatiivisen tu-
loksen. Vanhoja harmaan alueen naytteita oli 16 kpl ja naista valmistajan 1 kitlla saatiin
7 negatiivista ja 9 positiivista. Valmistajan 2 kitti antoi ndistd 14 negatiivista ja 2 positii-
vista. Positiiviset tulokset saatiin molemmilla kiteilla samoista naytteistd. Toinen naista
oli aiemmin lausuttu hinkuyskana ja naytteesta oli saatu myds IgG-kitilla positiivinen
tulos.

Vanhoja positiivisia naytteita oli 39 kpl. Naistd valmistajan 1 kitilla saatiin negatiivinen
tulos 10 naytteesta ja positiivinen 29:sta. Valmistajan 2 kitilla saatiin puolestaan nega-

tiivinen tulos 25 naytteesta ja positiivinen 14:sta.

IgG-kittien tavoin IgA-kiteista selvitettiin kokonaisvariaatio maarittamalla sisdinen ja

sarjojen valinen variaatio. Tulokset on taulukoitu alla (taulukko 11 ja 12)

Taulukko 11. IgA-kittien sarjan sisdinen variaatio

n | SD KA CV%sis | ilmoitettu
Valmistajal | 21 | 1,79 42.0 4.3 -
Valmistaja 2 | 20 | 0,45 20,7 2,2 2,1-9,1

Valmistajan 1 kitilla maaritettiin rinnakkaisia naytteita 21 kpl ja sisaiseksi variaatioksi

saatiin 4,3 %. Valmistajan 2 kitilla rinnakkaisia naytteita tehtiin 20 ja sisaiseksi variaati-
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oksi saatiin 2,2 %. Sisainen variaatio on molemmilla kiteilla erittdin alhainen, mika tar-

koittaa, ettéd samasta naytteesta saadut tulokset vaihtelevat hyvin vahan.

Taulukko 12. IgA-kittien sarjojen valiset variaatiot

n CV%val ilmoitettu
Valmistaja 1 20 9,9 -
Valmistaja 2 21 10,8 7,0-12,1

Valmistajan 1 kitilla tehtiin 20 ndytteesté sarjojen valisen variaation maaritysta ja tulok-
seksi saatiin 9,9 %. Valmistajan 2 kitilla naytteita tutkittiin 21 ja variaatioksi saatiin 10,8,
mika oli valmistajan ilmoittamissa rajoissa. Valmistajan 1 kitin kokonaisvariaatioksi saa-
tiin taten 10,8 % ja valmistajan 2 kitille 11,0 %.

WHO:n referenssinaytteen mittaustuloksista IgA-kiteilla saatiin maaritettya poikkeama

annetusta pitoisuudesta, joka oli 18 IU (taulukko 13).

Taulukko 13. IgA-kittien poikkeamana referenssinaytteen arvosta.

n KA SD MIN MAX ERO %
Valmistaja 1 6 19,6 2,6 16,4 22,9 +9%
Valmistaja2 |6 20,0 2,1 17,54 23,96 +11 %

Molemmat IgA-kitit antoivat referenssinaytteelle melko oikeansuuntaisia tuloksia. Val-
mistajan 1 kitilla tulosten keskiarvo erosi referenssista 9 % ja valmistajan 2 kitilla 11 %.
EQA-naytteista saatiin myds molemmilla IgA-kiteill& erittain hyvat tulokset. Kaikki tulok-

set olivat annettujen arvojen mukaisia. EQA-tulokset on esitetty taulukossa 14.

IgA-kiteilla mitatuista naytteistéd 13 oli lausuttu todennakoisend tuoreena tai hiljattain
sairastettuna hinkuyskana. Naista valmistajan 1 Kitilla saatiin positiivinen tulos 11:sta ja
negatiivinen kahdesta. Valmistajan 2 kitill& positiivinen tulos saatiin kahdeksasta nayt-
teestd ja negatiivinen viidestd. Naytteet, joista saatiin molemmilla kiteilla positiivinen

tulos, olivat paasaantdisesti olleet myds 1gG-kiteilla positiivisia.
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7 Pohdinta

7.1 Yhteenveto tuloksista

Tyon tarkoituksena oli koestaa ja verrata pertussistoksiinia antigeenina kayttavia 1gG-
ja IgA —kitteja hinkuyskan serologisessa diagnostiikassa. Tarkoituksena oli saada alus-
tavaa tietoa siitd, mika kolmen eri valmistajan kiteista olisi sopivin Yhtyneet Medix La-
boratorion kayttéén. Vertailukohteina olivat kittien spesifisyys, sensitiivisyys ja koko-

naisvariaatio.

Sensitiivisyys eli menetelméan kyky tunnistaa oikeat positiiviset naytteet oli kaikilla 1gG-
kiteilla hyva, jopa 100 %. Spesifisyys eli kyky tunnistaa oikeat negatiiviset vaihteli

enemman, ainoastaan valmistajan 2 kitille saatiin tastakin 100 %.

Kittien kokonaisvariaatiot maaritettiin sarjan sisdisen ja sarjojen valisen variaation avul-
la. Pienen otoksen vuoksi variaatiot olivat melko korkeita. IgG-kiteilla matalin kokonais-
variaatio (10,6 %) oli valmistajan 2 kitilla ja korkein puolestaan valmistajalla 1 (21,9 %).
IgA-kiteilla variaatiot olivat molemmilla melko samoissa lukemissa ja suhteellisen mata-

lia.

Vertailun kannalta olisi ollut hyva maarittaa kiteille myds systemaattista virhettd, mika
olisi voitu tehda referenssinaytteen avulla. T&ma olisi kuitenkin vaatinut huomattavasti
enemman mittaustuloksia, kuin tassa tydssa oli mahdollista tehda. Tasta syysta syste-
maattinen variaatio paadyttiin jattdmaan pois ja maarittdmaan myéhemmin valitun Kitin

kayttoonoton yhteydessa suuremmalla naytemaaralla.

Opinnaytetydssa saatujen tulosten perusteella valmistajan 2 1gG-kitti vaikuttaisi lupaa-
vimmalta vaihtoehdolta. IgA-kittien valilla oli vAhemman eroja. Kaytanndssa varmaan-

kin seka IgG- etta IgA-kitit tullaan kuitenkin hankkimaan samalta valmistajalta.

7.2 Tulosten luotettavuuden arviointi

Opinnaytetytssa tulosten luotettavuuden kannalta keskeista oli pieni otos, jonka perus-
teella eri valmistajien kitteja arvioitiin. Naytteiden méaara itsessaan oli kohtalainen, mut-

ta ongelmaksi muodostui reagenssipakkausten rajallinen maara. Koska kultakin valmis-
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tajalta oli testattavana korkeintaan kaksi reagenssipakkausta, ei esimerkiksi toistutta-
vuutta ollut mahdollista testata riittavasti. Jotta sarjan sisdisesté ja sarjojen valisesta
variaatiosta saisi luotettavaa tietoa, tulisi samaa naytetta ajaa ainakin kymmenen ker-

taa sarjan sisalla ja eri sarjoissa.

Toinen tulosten luotettavuuteen vaikuttava tekija oli itse testien teko. Lahes kaikki ELI-
SA-vaiheet tehtiin kasin, joten kasipipetoinnista johtuvaa epatarkkuutta ja heittelya
esiintyy enemman verrattuna analysaattorilla tehtavaan ELISA-testiin. Rinnakkaisnayt-
teiden tuloksista huomaa selvasti, ettd pipetointirutiini kuoppalevylle kehittyi tyén ede-

tessé ja rinnakkaistulokset paranivat koko ajan.

Kittien kontrollitulokset on listattu taulukoissa 14-16 ja koska kontrollitulokset olivat kai-
kissa sarjoissa tavoitevaleissa tai tavoitearvossa, voidaan Kittien antamia tuloksia pitaa

luotettavina ja olettaa Kittien toimivan oikein.

Referenssindytteen tulosten perusteella voidaan sanoa kittien mittaavan oikeaa asiaa,
eli 1gG- ja IgA-luokan vasta-aineita pertussistoksiinille. Referenssindytteestd saadut
tulokset kuitenkin erosivat melko paljon annetusta pitoisuudesta, joten on vaikea sanoa
antavatko kitit oikeaa tulostasoa. Tatakin olisi hyva selvittdd suuremmalla maaralla

mittauksia.

7.3 Lopuksi

Opinnaytetydn kokeellinen osuus meni sujuvasti ja ilman erityisid ongelmia. Eniten
paanvaivaa aiheutti sopivien naytteiden loytdminen. Naytteiden valinnassa kaytettiin
hyvaksi vanhoja tuloksia, mista syysta riittavan korkeiden positiivisten naytteiden 16y-
taminen oli valilld hankalaa. Suuri osa vanhalla menetelmélla saaduista positiivisista
tuloksista osoittautui PT-kiteilla negatiiviseksi ja vanhoista potilasnaytteista ei [6ytynyt
niin paljon korkeita tuloksia kuin mita olisi toivottu. Itse ELISA-testien suoritus sujui on-

gelmitta ja alkoi jo loppua kohden sujua rutiinilla.

Pienesta otoksesta huolimatta vertailussa olleista kiteista saatiin sen verran informaa-
tiota, ettd YML:ssa paadyttiin ottamaan valmistajan 2 1gG- ja IgA-kitit kaytttoon. Labora-
torion hinkuyskadiagnostiikkaan kaytettava menetelma tulee siis analysaattorilla tehta-

vien lisatestausten jalkeen vaihtumaan.
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Naytteiden tulokset
Taulukko 9. EQA-naytteiden IgG-kiteilla
EQA-nayte oikea Valmistaja 1 Valmistaja 2 Valmistaja 3
tulos Iu/mil tulos Iu/mil tulos IU/mi tulos
1/13 s001 -/+ 27 - 42,05 gz 25,9 -
1/13 s002 + 79,1 + >max + >200 +
2/13 5011 + 477,7 + >max + >200
2/13 5012 -/+ 27 - 40,29 gz 30,2 -
3/13 5021 + 64,3 + 1734,59 + >200 +
3/13 5022 -/+ 25,3 - 25,85 - 12,9 -
4/13 s031 + 78,4 + 6397,5 + >200 +
4/13 s032 -/+ 52,3 - 146,2 + 42,5 +
1/111 + 273,1 + 249,92 + 194 +
2/113 + 327,5 + 315,2 + 193 +
3/116 + 307,3 + 92,6 gz 173 +
4/118 + 448,5 + 189,85 + >200 +
1/121 + 277,2 + 148,71 + >200 +
2/123 + 340,8 + 130,57 + >200 +
2/124 -/+ 37,2 - 10,23 - 24,7 -
4/12 8 + 335,2 + 145,75 + >200
3/125 + 315,8 + 110,39 + >200
3/126 -/+ 29 - 9,39 - 5,82 -

Taulukko 14. EQA-tulokset IgA-kiteilla

oikea Valmistaja 1 Valmistaja 2
tulos | IU/ml tulos 1U/ml tulos
EQA 1/13 - 5,8 - 11,63 -
s001
EQA 1/13 + 50,4 + 39,38 +
s002
EQA 2/13 + 68,1 + 44,89 +
s011
EQA 2/13 - 5,4 - 11,72 -
s012
EQA 3/13 + 57,5 + 29,45 +
s021
EQA 3/13 - 5,7 - 10,72 -
s022
EQA 4/13 59,1 + 33,67 +




s031
EQA 4/13 6,4 7,85 -
s032
EQA1/121 63,8 29,69
EQA 2/123 68,1 27,55
EQA2/124 7,4 9,27 -
EQA 3/125 47,3 21,69 +
EQA3/126 6,2 2,2 -
EQA 4/12 8 69,4 35,85 +

IgG-kittien kontrollitulokset

Taulukko 14. Valmistajan 1 kontrollitulokset

Liite 2
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Positiivinen kontrolli

sarja 1 141,4
sarja 2 179,6
sarja 3 1425
sarja 4 162,7
keskiarvo 156,55
keskihajonta 18,22
cv% 11,63
tavoitevali 104-194

Taulukko 15. Valmistajan 2 kontrollitulokset

Negatiivinen kontrolli

sarja 1 neg
sarja 2 neg
sarja 3 neg
sarja 4 neg
tavoitearvo neg

Taulukko 16. Valmistajan 3 kontrollitulokset

Matala kontrolli

Korkea kontrolli

sarja 1 1,55 111
sarja 2 6,42 152
sarja 3 1,60 113
keskiarvo 3,19 125,3
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keskihajonta 2,79 18,9

cv% 87,7 15,1
tavoitearvo 8,0 119,6
tavoitevali 0-20 65,8-173,3




