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Monileimalukijat ovat laboratoriokdyttéon suunnattuja laitteita, joilla mitataan reaktioita monilei-
malukijaan laitettavalta mikrolevyltd, useinmiten 96-kuoppaiselta levylta. Monileimalukijoiden toi-
minta perustuu valolla aikaan saatuihin reaktioihin valaisemalla néyte tietynlaisella valolla ja mit-

taamalla sen lapi padstama valo.

Tutkimus suoritettiin immunologian osastolla Huslabissa ja siiné luotiin Optima Fluostar-monilei-
malukijalle kampylobakteerin Elisa-menetelmallé tehtdvd immunologisen tutkimuksen mittausoh-
jelma, jotta potilaat saisivat jatkossakin luotettavia ja laadukkaita tuloksia. Tutkimukseen valittiin
entsymaattisella ELISA-menetelmall& aiemmin tehdyt potilasndytteet. Ndiden potilasndytteiden an-
tamia iEMS-fotometrin mittaustuloksia verrattiin t&ssa tyossa Fluostar optimalle tehtyyn kampylo-
bakteerin mittausohjelman antamiin vastaaviin absorbanssi tuloksiin. Tulosten perusteella pystyttiin

verifioimaan Fluostar optiman kampylo-mittausohjelma.

Tuloksena todetaan, etta Fluostar Optimalle tehty uusi kampylobakteerin mittausohjelma saatiin toi-
mimaan hyvéksyttavalla tasolla verifioimalla kyseinen tutkimus toistettavuus- ja uusittavuustestauk-
silla yhdessd iEMSanalysaattorin kanssa. Néin ollen Fluostar Optimalle luotua uutta absorbanssi-
menetelmélla mitattavaa kampylo-ohjelmaa voi luotettavasti kdyttaa jatkossa paamittausohjelmana
tai varamittausohjelmana. Fluostar Optiman kaytolle tehtiin samalla helpot ja selkeét ty6ohjeet,
joiden perusteella laitetta kéyttdva henkildkunta voi mitata kampylolevyjd tai itse luoda uusia mit-

tausohjelmia.

Asiasanat: fluostar Optima, kampylo, elisa, absorbanssi, monileimalukija, verifiointi.
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Spectrophotometry microplate readers are laboratory-facing devices that measure responses to most
of the 96 wellplates. Measuring operation is based on the light created reactions by illuminating the
sample in certain types of light and measuring the light emitted through the sample.

Study was conducted in the Department of Immunology Huslab. The purpose of this study was to
prepare campylobacter-program for Optima Fluostar multi-label reader. Main idea of this study was
to make as good as older measurement program to ensure that patients would receive reliable and
high quality results also in future. Previously studied and known patient samples were selected for
this study. iIEMS spectrophotometry measurements were compared with the results of a new Flu-
ostar Optima Campylobacter measuring program absorbance results. The basis of the results it was

possible to verify the Fluostar Optima Campylobacter-measurement program.

The study result was that the Fluostar Optima new campylobacter measurement program operated
at an acceptable level. The campylobacter-program verified with the reproducibility, repeatability
and testing together iEMS analyzer with. Thus, for Fluostar Optima created a new absorbance-
method measurable Campylobacter program can reliably be used in the future as a measuring pro-
gram or vice-measurement program. For users was made at the same time easy and clear work in-
structions for Fluostar Optima to enable personnel to measure the campylobacter plates or make a

new measurement programs for the device.

Key words: fluostar optima, campylobacters, elisa, the optical density, multi-label reader, verification
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1 JOHDANTO

Tartuntataudit lisdéntyvat niin Suomessa kuin muualla maailmassa ihmisten entisté run-
saamman liikkumisen, kéyttdytymismuutosten ja ilmaston lampenemisen vuoksi. Tartunta-
tautien tilastollista madrad on suurentanut myos diagnostiikan kehittyminen. (Leinikki
2005.)

Diagnostiikan kehittymisen seurauksena laboratoriomittauksissa on otettu kdayttdon monen-
laisia mittausmenetelmid, kuten fotometriaa, fluorometriaa, nefelometriaa ja luminometriaa.
Laajahko tutkimusmenetelmien kirjo on vaatinut luonnollisesti my6s useita eri mittalait-
teita. Laboratoriotekniikan kehitys on mahdollistanut sen, etté yhteen laitteeseen on pystytty

sisallyttdméaan useita mittausmenetelmia.

Mittausmenetelmien ja laitteiden kayttoon vaikuttavat kaksi padasiaa, kaytettavyys ja luo-
tettavuus. Kaytettdvyys nousee tarkedén rooliin, koska mittausohjelman laitteen kéayttami-
sen on oltava helppoa. Niiden kaytettavyyteen liittyy myds tulosten saamisen nopeus. Mit-
taustulosten on oltava luotettavia, koska niiden perusteella tehd&éan hoitopéatoksia. Luotet-
tavuuteen kuuluu mm. tarkkuus, pieni hairialttius ja tulosten toistettavuus. Haasteena on
my6s henkilokunnan kouluttaminen laboratoriolaitteiden oikeaoppiseen kayttéon. (von
Lode 2005.) Analytiikan kéayttéonotto ja kayton opastus on tapahduttava koulutetun henki-

I6n valvonnassa (Akerman et. al. 2010, 81).

Taman opinnaytetyon tilaajana toimii Huslab immunologian osasto, josta aihe 16ytyi osas-
ton ylilddkéarin idean tiimoilta. Tyon tarkoituksena oli luoda Optima Fluostar-monileima-
lukijalle kampylobakteerin Elisa-menetelmalld tehtdvd immunologisen tutkimuksen mit-
tausohjelma ja pikaohjeet, jotta potilaat saavat jatkossakin luotettavia ja laadukkaita tulok-
sia. Laitteen tarkoituksena on toimia varalaitteena, mikéli vanha iEMS—monileimalukija ha-

joaa.

Spektrofotometri Fluostar Optima on monileimalukija, mikd mahdollistaa muun muassa
fluorometrisen, fotometrisen ja luminometrisen mittauksen (Bmglabtech 2007, 3). Spekt-
rofotometreja kaytetddn kvantitatiivisiin tutkimuksiin, kuten proteiini ja nukleiinihappopi-

toisuuksien maarittdmiseen néytteistd, happo-ja lisdainepitoisuuksien tutkimiseen ja lisatty



jen tai luonnollisten variaineiden pitoisuuksien méaarittdmiseen. (Happonen 2012, 8). Téssa
opinndytetydssd monileimalukijaa tullaan kayttaméaan kampylobakteerindytteiden mittaa-

miseen fotometriaan perustuvalla absorbanssien mittauksella.

Opinnéaytety6 koostuu kahdesta eri tulososiosta, joista ensimmainen osa on kahden eri spekt-
rofotometrin laitevertailu mittaustuloksille ja toinen osa tuotoksena laadittu tydohje. Tyo6-
ohje siséltad tydvaiheiden kuvauksen siitd, miten tutkimus suoritetaan ja pikaohjeen kam-
pylo-testin mittaamisesta ja tulostamisesta OPTIMA-monileimalukijalla. Tydohje etenee
vaiheittain tyon aloitustoimista tyon lopetukseen, mutta tydohjetta voidaan kayttdd myos yk-
sittdisten tydvaiheiden tarkasteluun. Opinnaytteen ensimmaisissa kappaleissa perehdytdan
teorioihin kayttoonotetun kampylomittausohjelman taustalta. Seuraavissa luvuissa taas kay-
daan lapi itse kayttéonotettujen laitteiden tekniset ominaisuudet ja rakenteet. Sen jalkeen
jatketaan tyoohjeen laadintaan ja itse verifiointiin. Viimeisena varsinaisessa luvussa viela
tehdaan lyhyt pohdinta tdiman kéayttéonoton aikana havaituista asioista. Varsinaisen opin-

naytteen lopuksi ovat vield liittein itse tehdyt ty6ohjeet Optima laitteelle.



2 KAMPYLOBAKTEERIT

Kampylobakteerit ovat kaikkialla maailmassa erittdin yleisesti esiintyvia eldinten ja lintujen
suolistobakteereja. Kampylobakteerit tunnistettiin kuitenkin vasta 1970-luvulla ihmisen sai-
rauksien aiheuttajiksi, vaikka yksittaisten ihmisten sairastumisia kampylobakteeri-infekti-
oihin on kuvattu jo ennen 1970-lukua. Lajeista C.jejuni ja C.coli ovat yleisia eldinperaisten
elintarvikkeiden valityksella levidvia kampylobakteereita ja ripulin aiheuttajia, eivatka ne
kuulu ihmisen suoliston normaaliflooraan. Sen sijaan niitd tavataan yleisesti terveiden eléin-
ten, sek& tuotanto, ettd villieldinten suolistosta. C. lari ja C. butzleri ovat taas harvinaisia
ripulin aiheuttajia. Ihmisen kampylobakterioosi eli kampyloinfektio onkin yleisemmin pe-
réisin elintarvikkeesta, joka on saastunut eldimen ulosteesta. Huonosti kypsytetty broileri
tai muun eldimen liha, pastéroimaton maito tai saastunut juomavesi ovat myos yleisia kam-
pylobakteeri-infektion aiheuttajia. Kampylobakteeri harvoin tarttuu sairastuneesta eldi-
mestd ihmiseen ja sairastuneesta ihmisestd toiseen vielda harvemmin. (Schénberg-Norio
2009, 10, Mékela & Makeld & Wager & Vaheri 1978, 271-272 ; Niemi & Rahkio & Siito-
nen 1998, 136-137; Kurki & Pammo 2010, 80).

Kampylobakteerit aiheuttavat ripulin ja kuumeen lisaksi kovia vatsakipuja. Kampylobak-
teeri-infektio alkaa useimmiten &akillisesti, kun saastuneen elintarvikkeen syomisesta on ku-
lunut aikaa noin pdivasta viikkoon. Ripulioireet kestavat normaalisti noin kolmesta viiteen
paivaan, mutta vatsakivut, sairaudentunne ja vatsan kurina voivat jatkua useita paivig, jopa
viikkoja ja ne ovat usein voimakkaampia kuin muissa bakteeritartunnoissa. N&denndista pa-
ranemista seuraava uusi raju tautijakso ei myoskéén ole harvinaisuus. (Mékelda & Mékeld &
Wager & Vaheri 1978, 272).

Suomessa Kampylobakterioosi todetaan vuosittain muutamalla tuhannella ihmisella, joista
0sa on saanut tartunnan kotimaassa, muut ruokaillessaan etelan lomakohteissa. Kuviossa 1
n&hdéan, ettd kampylobakteeritapaukset ovat pysyneet siind 2000 sairastuneen luokassa per
sukupuoli vuosien 2011 ja 2012 valisend aikana. Vuoden 2012 osalta ei voida vield sanoa,

ettd mika tilanne on, koska kuvassa vuodesta 2012 oli kulunut vasta muutama kuukausi.



Kampylobakteerit
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Kuviol. THL:n tartuntatautirekisteriin ilmoitetut kampylobakteeritapaukset
vuosina 2010-2012 (THL/Tartuntatautirekisteri 2010-2012.)

Kampylobakteeri-infektion jalkitautina osa sairastuneista saa reaktiivisen tulehduksen. Ta-
vallisimmin potilailla, joillaon HLA-B27-antigeeni. Muina oireina voi ilmetda muun muassa
Reiterin oireyhtymad, kardiittia ja pankreatiittia. (Makela & Makelda & Wager & Vaheri
1978, 272).



3 ELISA-MENETELMA

Kampylobakteeri-infektion todenndkoisyys tullaan tutkimaan ELISA-menetelmé&an perus-
tuvalla vasta-aine tutkimuksella. ELISA eli entsyymivalitteinen immunosorbentti maaritys
ELISA (engl. enzymelinked immunosorbent assay) on immunokemiallinen tekniikka, jota
on laajalti kaytossa bakteeri- ja virustautien immuniteetin osoittamisessa. Suurin syy Elisa-
menetelman laajaan kayttoon liittyy siihen, ett testi on joustava ja sallii erilaisten kombi-
naatioiden ké&yton testin suorittamisessa. Lisaksi jatkuva spesifisten kaupallisten tuotteiden
kehittdminen menetelmélle on lisannyt kiinnostusta kyseista menetelméa kohtaan. Kaupal-
lisesti on saatavina erilaisia konjugaatteja, jotka sisaltavat entsyymin, substraatteja, mikro-
kuoppalevyja seka laitteita ja robotiikkaa, jotka helpottavat testien suorittamista. (Hay &
Westwood 2002, 170, Mékeld & Mékeld & Wager & Vaheri 1978, 61; Walker & Rapley
2008, 6.)

ELISA menetelméssa kiintedédn faasiin, yleisesmmin kuoppalevylle kiinnitetty antigeeni tai
vasta-aine pystytddn osoittamaan siihen sitoutuvan vasta-aineen tai antigeenin avulla. Tyy-
pillisesti tima osoitetaan entsymaattisesti varireaktiona. Muodostuneen yhdisteen pitoisuus
kuvastaa suoraan vasta-aineen konsentraatiota alkuperdisessa naytteessd. Tama on paljon
kaytetty menetelma erilaisissa vasta-ainemaarityksissa monin sovellutuksin. (Hay & West-
wood 2002, 170; Méakeld & Makeld & Wager & Vaheri 1978, 61; Walker & Rapley 2008,
656.)



Kuviossa 2 on kuvattuna Elisa- menetelma periaattetta ja numeroin, missa jarjestyksessa

tutkimus etenee.
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Kuvio2. ELISA-menetelmé kulku. (Crowther 2009: 3.)
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Menetelmdn perustuu vasta-aineiden eli immunoglobuliinien tyypillisiin ominaisuuksiin.

Vasta-aineet ovat molekyyleja, jotka ovat proteiinirakenteisia (valkuaisia) seké ne syntyvat

imukudoksessa antigeenistimulaation seurauksena spesifisid kohdemolekyylid kohtaan.

Antigeenit taas ovat tiettyja ulkoisia aineita, jotka synnyttavat vasta-aineita elimistdssa ja

niitd kutsutaan myos immunogeeneiksi. Tdm& immunoglobuliinien ominaisuus mahdollis-

taa sen, ettd tutkittava aine havaitaan jo pienind pitoisuuksina. Vasta-aineita on tunnistettu

viisi erilaista immunoglobuliiniluokkaa (IgA, IgM, 1gG, IgD ja IgE). Kohdemolekyylit voi-

vat olla synteettisi4 tai luonnollisia molekyyleja. Kohdemolekyylin ja vasta-aineen valinen

sidos on luja ja kestdd méaérityksen vaiheet. (Mékeld, Makeld, Wager & Vaheri 1978, 7;

Crowther 2001, 9).



ELISA perustuu mitattavaan varinmuodostusreaktioon, jonka saa aikaan vasta-ainemole-
kyyliin liitetty entsyymileima eli konjugaatti sopivan substraatti lisdyksen jalkeen (Davies
2005, 4). Yleisimmin kaytettyja entsyymejé ovat alkalinen fosfataasi seka piparjuuriperok-
sidaasi (horseradish peroksidase, HRP) (Kemeny 1989, 14; Crowther 2009, 61- 63).

ELISA jaotellaan kolmeen eri p&étyyppiin: suoraan ja epasuoraan menetelméén sekd sand-
wichELISA:an, joka voidaan myds jakaa suoraan ja epasuoraan menetelmaan. Kaikkia kol-
mea menetelméatapaa voidaan soveltaa myds inhiboivana menetelmana tai Kilpailevana me-
netelména (Crowther 2009, 12- 13, 16; Makel&, Mékel&, Wager & Vaheri 1978, 53).

3.1 Suora ja epéasuora Elisa-mittausmenetelmé

Suora menetelmaé (kuvio 3) voidaan pitdd ELISA:n yksinkertaisimpana muotona. Siind
madritettdvaa antigeenia laimennetaan puskuriliuoksilla, yleensa PBS:Ila (phosphate-buffe-
red saline) tai korkean pH:n (9.6) karbonaattipuskurilla kiinteadn faasiin. Salaisuus on siina,
ettei puskurilious sisélla muita proteiineja, jotka saattaisivat kilpailla méaritettavistd anti-
geeneista kiintedn faasin pinnalla. Antigeenit ovat padsaantoisesti proteiineja luonnossa ja
sitoutuvat passiivisesti kiintedn faasin pinnalle inkuboinnin aikana, joka useimmiten on
muovinen 96-kuoppalevy. Inkuboinnin jalkeen sitoutumaton osa nédytteestd pestaan pois yk-
sinkertaisella pesulla puskuroidulla pesuliuoksella. Tris-pesupuskuri on useinmiten kay-
tossé. Pesun jélkeen voidaan kuoppalevylle lisatd vasta-ainetta, jossa on entsyymileima,
joka on antigeenille spesifistd. Tata kutsutaan konjugaatiksi. Ennen kiinteélle faasille lisaa-
mistd vasta-aine voidaan laimentaa puskurilla, joka siséltdd blokkausyhdistettd, esimerkiksi
proteiinia. Tall6in voidaan estda vasta-aineen passiivinen adsorptio kuoppalevyn pohjaan ja
epéspesifinen sitoutuminen. Antigeenin ja vasta-aineen spesifinen sitoutuminen on silti
mahdollista. BSA:ta (bovine serum albumin) eli naudan seerumin albumiinia tai puskuriin
liuotettua rasvatonta maitojauhetta kaytetdan usein blokkauspuskurina. (Crowther 2009, 13-
14, 58- 60; Crowther 2001, 13- 14.)

Inkuboinnin aikana entsyymileimattu vasta-aine eli konjugaatti sitoutuu spesifisesti kiinte-

aan faasiin sidottuun antigeeniin. Sitoutumaton vasta-aine pestéén pois ja entsyymille sopi-



vaa substraattia tai substraatti-kromogeeni-yhdistelmaa lisataan kuoppalevylle, jolloin ent-
syymi katalysoi varinmuodostusreaktion. Reaktio pysdytetaan tietyn ajan kuluessa sopivalla
STOP-liuoksella. Naytteiden antigeenipitoisuus mitataan kayttamalla spektrofotometria so-
pivalla aallonpituudella (Crowther 2009,14; Crowther 2001, 13- 14).

Direct ELISA
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Kuvio 3. Suora ELISA-menetelmd. (Crowther 2001, 13).

Epésuoran ELISA-menetelmén (Kuvio 4) erottaa suorasta menetelmasta kuoppalevylle li-
sattdva leimaamaton vasta-aine eli usein miten tutkittava nayte, joka inkuboinnin aikana
tarttuu kiinteddn faasiin sidottuun antigeeniin. Pesun jalkeen levylle lisdtdan entsyymikon-
jugoitu anti-vasta-aine, joka sitoutuu aiemmin lisattyyn vasta-aineeseen. Kun suorassa me-
netelméssa konjugaatti ja vasta-aine lisdtdédn samalla kertaa, niin epasuorassa ne lisataan
erikseen. Tdmén vaiheen jalkeen méaritysté jatketaan samalla tavoin kuin suorassa mene-
telméssa. (Crowther 2009, 14 ; Crowther 2001, 14- 15.)



Indirect ELISA
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Kuvio 4. Epéasuora-ELISA. (Crowther 2001, 15).

3.2 Sandwich-ELISA-mittausmenetelma

Sandwich-ELISA-menetelma (Kuvio 5) voidaan jakaa kahteen eri menetelmadn, jotka on
nimetty suora-sandwich-ELISA ja epasuora-sandwich-ELISA. Suorassa menetelméassé
vasta-aineet (tutkittava nayte) sitoutuvat kiinteadn faasiin passiivisesti inkubaation aikana.

Kiintedén faasiin on sidottu tatd ennen vasta-aine (capture antibody), joka voi olla samaa tai



eri seerumia kuin tutkittava vastaaine. Inkubaation jalkeen vapaat vasta-aineet pestaan pois
puskuroidulla pesupuskurilla ja lisdtdan antigeenia, joka Kiinnittyy kiinteélla faasilla oleviin
vasta-aineisiin inkuboinnin aikana. Sitoutumattomat antigeenit pestadn taas pois. Pesuvai-
heen jalkeen kuoppalevylle lisatadn entsyymikonjugoitu antigeenille spesifinen vasta-aine
(sekundadrivasta-aine). Tdma sitoutuu antigeeniin inkuboinnin aikana. Inkuboinnin jalkeen
toistetaan pesuvaihe ja lisatadn entsyymille sopiva substraatti. Reaktio pysaytetaan STOP-
liuoksella ja ndytteen antigeenipitoisuus mitataan kayttamalla spekrtofotometrid sopivalla
aallonpituudella. (Crowther 2009, 17; Crowther 2001, 17- 19.)

Direct Sandwich ELISA

O} ’ ] +Ab eC WASH GD [ ]I_Ab

Gii) ‘ ]‘——Ab + Ag °C WASH Gv) —AbeeAg
(82) ——AbeeAg + Ab**Enz -C WASH

(vi) r—Ab¢e*Age+Ab**Enz

(vii) ~—AbeeAges Ab**Enz +S o B

\
(vi) STOP
(x) READ

Kuvio 5. Sandwitch-ELISA. (Crowther 2001, 17).

Sandwich-menetelmaén rajoittavana tekijana on, ettd antigeenilla on oltava véahintaan kaksi
vasta-ainetta sitovaa kohtaa eli epitooppia. Toisella epitoopilla se tarttuu kuoppalevylle li-
séttyyn sekundadrivasta-aineeseen ja toisella sidottuun vasta-aineeseen. Tama rajoittaa me-
netelmén kayttoa (Crowther 2009, 18; Crowther 2001, 19.)
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Epdasuorassa menetelméssa (Kuvio 6) vaiheet 1-4 ovat paapiirteissaan samanlaisia, mutta
epasuorassa-sandwish-menetelméssé taas ensimmaiseksi lisatdan naytteen ja antigeenin in-
kuboinnin jalkeen leimaamaton sekundadrivasta-aine. T&man jalkeen lisatdan entsyymikon-
jugoitu anti-vasta-aine, joka tunnistaa leimaamattoman vasta-aineen rakenneosan, jolloin
sitd voidaan kayttaa laajalle maaralle eri sekundadrivasta-aineita. Kiinteddn faasiin sidotun
vasta-aineen ja sekundéaarivasta-aineen taytyy olla peraisin eri eldinlajista, jotta entsyymi-
konjugoitu vasta-aine reagoi vain sekundaarivasta-aineen, mutta ei kiinte&én faasiin liitetyn
vasta-aineen kanssa. (Crowther 2009, 19- 21, Crowther 2001; 192.)

Indirect Sandwich ELISA

@ | ~Ab °C WASH G —Ab
[ Gii) L_Ab+ Ag °C WASH Gv) L _Abe-Ag
L) |
o) ——AbeeAgs +AB °C WASH
vi) ——AbeesAge~+AB
1
(vii) L _AbeeAge*AB +AntAB**Enz “C WASH ‘
i) ‘ L _AbeeAge+sAB++AntiAB**Enz
| |
’ () | —AbeeAgeesABees AntiAB**Enz + S
) STOP
| <D READ

Kuvio 6. Epésuora sandwitch-ELISA. (Crowther 2001, 20).

Tassd opinndytetyossa kaytetddn Alkalinen fosfataasi-ELISA:an perustuvaa epdsuoraa
ELISA-menetelmad, jossa substraattina toimii 4-nitrophenylfosfaatti (4-NPP), joka saa ai-
kaan varillisen yhdisteen reagoidessaan konjugaatin kanssa. Lopulta varjaantyneen yhdis-
teen mittaaminen voidaan suorittaa spektrofotometrilla 450 nm aallonpituudella fotometri-

sesti absorbanssien mittaamisella.
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4  MONILEIMALUKIIAT

Monileimalukijat ovat laboratoriokéyttdon suunnattuja laitteita, joilla on tarkoitus mitata
kemiallisia, fysiologisia ja biologisia reaktioita monileimalukijaan laitettavalta kuoppale-
vyltd. Monileimalukijoiden toiminta perustuu valolla aikaan saatuihin reaktioihin valaise-
malla néyte tietynlaisella valolla ja mittaamalla sen lapi paastama valo. (Bmglabtech 1997-
2014.) Nykyiset levynlukijat voidaan jakaa karkeasti kahteen luokkaan; yhden mittaustek-
nologian laitteisiin ja monileimalukijoihin, joihin on sisadnrakennettu monta eri mittaustek-

nologiaa. Fluostar Optima kuuluu naisté tahan jalkimmaiseen luokkaan.

4.1 Fluostar optima

Fluostar optima on monileimalukija, jolla voidaan mitata signaaleja erikokoisista kuoppa-
levyisté viidella eri teknologialla, joita ovat luminometria, fotometria, fluorometria, fluore-
senssipolarisaatio ja aika-erotteinen fluorometria. Laitteen detektorina toimii hiljainen va-
lomonistinputki (Low noise photomultiplier tube). Viritys valo saadaan korkea energisesté
xenon-salama lampusta(High energy xenon flash lamp). Haluttu aallonpituus voidaan valita

laitteeseen kasin lisattavilla filttereilld. (Bmglabtech: 5.)

4.2 IEMS Reader MF, Labsystems

96-kuoppalevyn fotometri, jonka avulla voidaan mm. maarittdd endotoksiineja, solujen li-
sdantymistd, entsyymi aktiivisuuksia, koagulaatiotekij6itd, suorittaa immuunimaarityksia
(ELISA) seka suorittaa levyn ravistelua ja termostointia. Laitteessa on kahdeksan filtteria
ja UV-optiikka, jossa on 8-mittauskanavaa. Laitteen detektorina toimii 9 silikoniset photo
diodit. Viritys valo saadaan volftami-halogeenilampusta. Haluttu aallonpituus voidaan va-
lita laitteen sisélla valmiilla olevilla filttereill& eli suotimilla. (Labsystems Operation manual
1997.)
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5 MIKROLEVYJEN MITTAUS

Monet eri Elisa-menetelm&én perustuvat méaritykset suoritetaan nykyisin yha useammin
mikrolevyissa. Mikrolevyt ovat ulkomitoiltaan 12,7 cm x 8,6 cm x 1,5 cm, useimmiten po-
lystyreenistd valmistettuja naytelevyja. Yleisimmin kaytéssa on 96-kaivoinen muoto, johon
on kasittelyn helpottamiseksi saatavilla annostelu- ja pesulaitteistoja. mikrolevyjen kuop-
pakaivojen lisdantynyt madra mikrolevyissé johtuu etenkin siit4, ettd reagenssit ovat todella
kalliita. Kaytetyt maaritystilavuudet vaihtelevat 1 uL ja 300 pL vélilld. Mikrolevyja on saa-
tavana kolmea eri varid. Kampylobakteerimittauksissa kéytetdan 96-kuoppaista mikrolevyéa
naytteiden absorbanssien mittaamisessa. Mikrolevyja kutsutaan useimmiten tuttavallisem-
min kuoppalevyiksi.

(Suomen laboratorioliitto 2003, 7-9; Suominen, Haajanen & Pérssinen 2012.)

5.1 Absorbanssi mittausmenetelma

Absorbanssin mittaamisen eli absorbtiometrian yleisena periaatteena on maarittaa tutkitta-
van naytteen pitoisuus mittaamalla ndytteen lapéisseen sahkomagneettisen sateilyn absorp-
tio. Kyky absorboida UV- ja ndkyvén valon alueen séteilyd on perdisin kromoforeista. Ne
ovat molekyylin rakenneosia, kuten konjugoituneita kaksoissidoksia ja karbonaaliryhmig,
jotka siirtavat absorptiota pidemmalle aallonpituudelle. Absorboivana materiaalina voi toi-
mia joko endogeeninen yhdiste (aine, jota voi muodostua tarkasteltavan elion elimistossa
luonnostaan), variaine tai kemiallinen reaktiotuote. Aineen absorbanssin méarittamiseksi
mitataan ndytteen l&pi kulkeneen valon ja néytteen ohittaneen valon intesiteettien suhde.
Tatd suhdetta kutsutaan transmissioksi (T). Absorbanssi lasketaan transmission kaanteislo-
garitmina: Absorbanssi = - logT. Tall6in esimerkiksi 75 % valon kulkeutuessa naytteen lapi,
transmittanssi on 0,75 ja 25 % absorboituu. Absorbanssi on —log 0,75 = 0,125. Spektometrit
rekistoroivat transmittanssin automaattisesti aallonpituuden funktiona, jolloin saadaan néayt-

teen absorptio- tai transmittanssispektri eika sita tarvitse laskea erikseen.

Jos absorbanssi on hyvin pieni, vain pieni osa valosta absorboituu ndytteeseen ja tdman

pienen muutoksen tarkka maarittdminen on vaikeaa. Jos toisaalta absorbanssi on hyvin
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suuri, naytteen lapi menee sateilya niin vahan, ettd sen mittaus on epéatarkkaa. (Jaarinen
2005, 52 - 54).

5.2 Absorbanssimaaritykset

Absorbanssimadritykset voivat olla nopeita ja katevié, koska mitadan yliméaaraisia reagens-
seja tai inkubointeja ei aina tarvita. Proteiinistandardinkaan ei tarvitse vélttdmatta olla val-
mis, eikd madritys kuluta talldin proteiinia. Suhde absorbanssin ja proteiinin konsentraati-
oon on lineaarinen. Proteiinien hyvin vaihtelevista absorptio-ominaisuuksista johtuen saat-
taa esiintyd huomattavia mittausvirheita etenkin tuntemattomista ndytteissa. Taman takia on
hyva kayttdd mittauksessa jotain tunnettuja kontrolleita seka tehdd mittaus dublikaatteina

eli rinnakkaisina mittauksina. (Caprette 1996.)

Miké tahansa ndyteseoksen ei-proteiini komponentti, joka absorboi ultraviolettivaloa saat-
taa sotkea kuitenkin méaritystd. Solujen ja kudosten fraktiointi naytteet siséltavat usein liu-
kenemattomia tai varittyvia komponenetteja, jotka hairitsevét maaritysta. Absorbanssi maa-
rityksissa on suositeltavaa kalibroida vakiokuvaaja eli standardi naudan seerumin albumii-

nista (BSA) tai muusta puhtaasta proteiinista. (Caprette 1996.)

Tassa opinnaytetydssa kaytetaan Optima fluostar spektrofotometria kampylonéaytteiden ab-
sorbanssien mittaamiseen. Mittaamisen suorittamiseksi on tehtdva oma mittauspohja, johon
valitaan aallonpituudeksi 450 nm vanhemman lems-monileimalukijan mittausohjelman mu-

kaisesti.

5.3 Lambertin ja Beerin laki

Absorbanssin havaitsemista kaytetddn ELISA-méaérityksissd, proteiini-ja nukleiinihappo-
maéarityksissa tai entsyyminaktiivisuusmaarityksissa ja ne perustuvat yleensd Lambert ja
Beerinkin lakiin, tutkijoidensa l6ytdmien havaintojen mukaisesti. Lakia kutsutaankin foto-

metrian peruslaiksi, jossa Absorbanssi = kcl. Vakio k on kullekkin kloroforille ominainen
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absortiviteetti eli molaarinen ekstinktiokerroin, ¢ on mitattavan aineen pitoisuus ja | on néayt-
teen paksuus. (Rantala 1998, 220).

Analyyttisisséd mittauksissa on tarked merkitys kaytannén kannalta silt4, onko Lambertin ja
Beerin laki voimassa vai. ei. Beerin lain ollessa kyseessa tarvitaan mittauksia varten tehda
kalibraatiokdyréd. Absorboituituneen valon méaré tietylla aallonpituudella on Beerin lain
mukaan verrannollinen valon kulkutiell& olevan absorboituvan aineen méaéaraén eli aineen
pitoisuuteen liuoksessa, kun tarkasteltavan naytteen paksuus pidetddn muuttumattomana.
Absorbanssin mukaan piirretty konsentraatiokuvaaja on Beerin lain vallitessa origon kautta
kulkeva suora. ( Adlercreutz 1972, 44- 45).
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6 FOTOMETRIT

Valtaosa nykyaan kaytettavisté kliinis-kemiallisista tutkimusmenetelmista on kolorimetrisia
menetelmid, joissa tutkittava aine todetaan tai mitataan siita johtuvan vérin avulla. Aineesta
aikaansaadaan, ellei se itse ole sellaisenaan sopiva vériaine, kemiallisen reaktion avulla va-
rillinen, jonka varin voimakkuus on suoraan verrannollinen aineen maaraan. Liuoksen véria
verrataan tutkittavan aineen tunnetuilla liuoksilla saatuihin vareihin ja ndiden voimakkuuk-
sien mukaan paatellaan aineen pitoisuus naytteessa. Varin voimakkuuden mittaaminen sil-
man avulla eli visuaalinen kolorimetria on epatarkkana ja hankalana menetelména jaanyt
pois kaytdnnossé varsinaisissa maarityksissa. Tahén tarkoitukseen kdytetddn sen sijaan va-
lon méaran sahkoiseen mittaukseen suunniteltuja laitteita, fotometreja.

( Adlercreutcz 1972, 43- 44).

Fotometrisissa mittauksissa mittausolosuhteiden tulisivat olla sellaiset, ettd tuloksena saa-
tava absorbanssiarvo on luotettava. Tama tarkoittaa sitd, ettd ndytteen absorbanssin ollessa
hyvin pieni, signaali voi kadota taustakohinaan ja suurilla absorbanssiarvoilla hajavalo puo-
lestaan rajoittaa Lambert-Beerin lain mukaista lineaarista aluetta. (Jaarinen & Niiranen
2005, 60).

6.1 Spektrofotometri

Yksi kaytettavista laiteista absorbanssien mittaamiseksi (kuva 7) on spektrofotometri. Lait-
teen toiminta perustuu siihen, ettd suuritehoinen ksenonsalama valaisee néytteen kéyttéen
tietylla aallonpituudella spesifista optista suodatinta (filtterid), tai ndyte mitataan koko na-
kyvén spektrin alueelta. Taman jalkeen valonilmaisin (detektori), joka sijaitsee mitattavan
kuopan toisella puolella mittaa kuinka paljon alkuperéisestd (100%) valosta on kulkenut
nédytteen lapi. L&pi menneen valon méérd on suoraan verrannollinen tutkittavan néytteen
pitoisuuteen. (Bmglabtech 1997- 2014.)
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Kuva 7. Absorbanssin mittaaminen (Bmglabtech 1997- 2014).

Fotometriaan kuuluvat paitsi kolorimetriset mittaukset myos vastaavat absorptiospektritut-
kimukset ultravioletti- ja infrapuna-alueilla sekda mm. liekkifotometria ja fluorometria. (Ad-
lercreutcz 1972, 44).

Spektrofotometri on osoittautunut monipuolisimmaksi, luotettavimmaksi ja laajalti kayte-
tyimmaksi kaikista laboratoriovélineistd. Suurin osa laboratoriotoiminnoista on kehitetty
tuottamaan varillinen lopputuote, joka voidaan havaita ja mitata tietynlaisella fotometrilla.
Jopa korkeasti automatisoidut analysaattorijarjestelméat kayttavat spektrofotometria loppu-
mittaus laitteena. spektrofotometrien runsaasta kaytosta johtuen on valttamatonta, ettd labo-
ratorio tyontekijoilla on spektrofotometrian periaatteen ymmarrystd seka teknisia kykyéa
kayttad naitd valineitd kunnolla ja suorittaa perus kalibrointi ja huoltotoimenpiteet. (Clinical
Chemistry Lab Manual UNIT.)

6.2 Spektofotometrin rakenneosat

Spektrofotometri koostuu kahdesta eri instrumentista; Spektrometrista ja fotometrista.
Spektrometri tuottaa valoa tietylla halutulla aallonpituudella ja fotometri mittaa valon voi-
makkuutta. Valineet on sijoitettu spektrofotometrilla niin, ettd mitattava kyvetti/ levy voi-

daan sijoittaa spektrometripalkin ja fotometrin véliin. Lapi kulkeneen valon mééra putkesta
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mitataan fotometrilla. Fotometri tuottaa jannitesignaalin nayttolaitteelle, tavallisesti gal-
vanometrin. Signaalin voimakkuus muuttuu riippuen valon méaran absorboitumisesta nayt-
teeseen. (Caprette 1996.)

Kehittyneeseen variin liittyva aineen pitoisuus liuoksessa voidaan mitata maarittaméalla
imeytyvaa valoa sopivalla aallonpituudella (Caprette 1996). Kuvassa 8 on kuvattuna spek-

tofotometrinen mittaus ja rakenneosat.
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Figure 10: A spectrophotometer measures how much light of a certain wavelength is absorbed by a liquid

Kuva 8. spektrofotometrinen mittaus ja rakenneosat. (Jaarinen 2005, 55).

6.3 Vakiokuvaaja

Tuloksien saamiseksi ja mittaamiseksi taytyy mitattaville tutkimuksille olla olemassa ohjel-
mat, joihin on tehty mittauspohja, layout. Mittauspohjiin voidaan lisata vakiot eli standardit,
joiden avulla saadaan halutun ndkdinen kuvaaja. Liséksi mittauspohjaan voidaan lisatéa

kontrollit seka tutkittavat ndytteet.



Riippuen tutkimuksesta, saattaa vakioiden méaara olla hyvinkin erilainen. T&st4 johtuen on
olemassa erilaisia vakiokuvaajia. Tutkimuksesta riippuen valitaan haluttu vakiokuvaaja,
josta tulokset saadaan lasketuksi. Mars data analyser on ohjelmisto Fluostar Optimalle, joka

kykenee vakiokuvaajan valinnan jélkeen laskemaan tulokset tutkituille néytteille.

Usein laboratoriomittaukset tehdadn niin, ettd mittaustulosta verrataan tunnettuun standar-
dikuvaajaan. Standardikuvaajan avulla pystytaan laskemaan laboratoriomittausten lukemat.
Taman takia erilaisten laimennossarjojen teko on rutiinia biolaboratoriotdissa. SFS 3700-
standardissa on kasitelty mm. mittausten lineaarisuutta. Teknisessd raportissa CEN/TR
10345 on kasitelty tulosten tilastollista kasittelyd. Perinteisesti laimennossarjojen teko on-
nistuu useimmiten punnitsemalla eri maara kiintedd ainetta tunnettuun liuostilavuuteen.
Lopputuloksena saadaan sarja liuoksia, joiden tarkat pitoisuudet tunnetaan ja naita voidaan
kayttdd standardeina tai tunnettuina naytteind tarvittavissa analyyseissa. Yleensa erilaisia
standardeja on noin 5 kpl sekd nollanéyte (tausta). Tausta voidaan vahent&a pois mittauksen
jalkeen, jolloin saadaan optimaalinen lukema mitatuille arvoille. (Suominen, Haajanen &
Parssinen 2012.)
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TYOOHJE

Tervosen (2004) mukaan tydohjeessa kuvataan tietynlaisia toimintoja yksittaisisté tyovai-
heista (Tervonen 2004). Tydohje on oleellinen ja tarked osa tyon toteuttamista. Sen avulla
tyontekija pystyy tekemddan ammattimaisen tarkasti kaikki tarvittavat tyovaiheet unohta-
matta mitddn tarke&d. Tyoohjeen avulla pystytddn noudattamaan ty6turvallisuutta ja taten
vahentdmaan tyotapaturmia ja laiterikkoja. Kankaan (200,10) mukaan tydohje lukeutuu pe-
rehdytysmateriaaliin, jonka keskeiset siséllot ovat esimerkiksi tekniset, omaan tyohon liit-
tyvat asiat.

Ennen tydohjeen kirjoittamista tehtdva tyo kdydaan useampaan kertaan lapi tehden yksityis-
kohtaisia muistiinpanoja eri ty0vaiheista. Muistiinpanoja tehtdessa on suositeltavaa otsi-
koida tyovaiheet niin, ettd tyo voidaan jakaa helpommin eri osiin. On myds jarkevéa ottaa
kuvankaappauksia ja valokuvia tyovaiheista. Ndin mahdollistetaan se, ettd tydohjeesta tulee
tarkka eikd mikaan tydvaihe paase unohtumaan. On tarkedd myos kayda lapi laitteiden kayt-
toohjeet ennen tydohjeen Kirjoittamista. (Hirsijarvi & Remes & Sajavaara 2007, 42—49.)

7.1 Tydbohjeen rakenne

Toimiva tydohje on rakenteeltaan helppokayttdinen, selked, kattava seké yksityiskohtainen.
Tybohjeesta on hyva tehdd ytimekas, jonka lukemisessa mielenkiinto pysyy ylla loppuun
asti. (Kjelin & Kuusisto 2003, 211.) Toimivan tydohjeen avulla alan ammattilainen tai opis-
kelija pystyy tekeméan tyon ilman aikaisempaa kokemusta. Tyyleja tyéohjeen Kirjoittami-
seen on useita ja se on samankaltainen tyyliltd&dn kuin opinnéytetyd, silla sen on tarkoitus

olla selked ja helposti ymmérrettava. (Hirsijarvi 2007, 244-245.)
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7.2 Tyobohjeen ulkoasu

Ty6ohjeen tarkoituksena on auttaa lukijaa ymmaértdmaan monimutkaisia asioita (Huovila
2006, 11, 150). Tyoohjeen kuvat selkeyttavét, lisdavat tekstin ymmarrettavyytta, tdydenta-
vat, jasentavat ja tydohjeen ulkoasua pidetdan hyvin keskeisend, silla se toimii osaltaan vies-
tin vélittajana tyota tekevélle henkilokunnalle (Pesonen 2007, 33). Ulkoasun avulla viestite-
taan suoraan tekstin sisaltoda. Epéolennaisen tiedon poistaminen, kuvien rajaus ja lukijan
huomion kiinnittdminen olennaisiin asioihin, on tarkeé osa tydohjeen rakenteesta. Kuvissa
voidaan kéyttaa erilaisia elementtejd, kuten monimuotoista grafiikkaa, esimerkiksi valoku-
via, johon on liitetty erilaisia symboleja ja tekstia, helpottaa havainnollistavat tekstid (Peso-
nen 2007, 48).

7.3 Otsikointi ja johdanto

Tydohjeen otsikko Kiteyttaa selkedsti tehtdva tyon. Tydohjeen johdanto-osassa kerrotaan tii-
vistetysti tyovaiheet, vélineet sek& muut erityishuomiota vaativat toimenpiteet ennen tyéhon
ryhtymistéd, mikali se on ty6té helpottavaa ja tarpeellista. N&in valtytaan yllatyksilta kesken
tyon teon. Johdannossa voi myos olla esimerkiksi kuvaaja tai kaavio tyovaiheista. Kuvaaja
helpottaa ymmartamaan, minkalaisia tyovaiheita tuleva tyo pitaa sisallaédn. Kuvaajan vaiheet
on kannattavaa nimet& samoin, kuin niille tarkoitetut kappaleet on tydohjeessakin nimetty.
Talla helpotetaan ymmartaméaan, mita tyovaihetta mikéakin kohta kuvaajassa tarkalleen tar-
koittaa. (Hirsijarvi 2007, 248-254.)

7.4 Kappalejako

Tydohjeen selkeyden kannalta on kannattavaa laittaa jokainen ty6vaihe omaksi kappaleek-
seen ja tarvittaessa alaotsikoida kappaleita. T&ma helpottaa tietynlaisten kohtien 10ytdmista
tydohjeesta. Ulkoasusta tulee hyvin selked, kun kappalejako on tehty huolella. (Hirsijarvi
2007, 302-304.)
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7.5 Kuvat

Ty6ohjeen kuvat eri tydvaiheista selkeyttavat asian ymmaérrettavyyttd. Kuvat nimetdan sel-
kedsti, jotta tyon tekija tietdd aina, mihin tyon vaiheeseen ne liittyvét. Kuvina voidaan kayt-
tdd valokuvia, kuvan kaappauksia tietokoneelta tai piirroksia eri tydvaiheista. (Hirsijarvi
2007, 311.)

7.6 Tyobohjeen kaytto

Tassa tyossa laaditun tydohjeen tarkoitus on olla apuna Elisa-menetelméén perustuvan kam-
pylobakteerin mikrolevyn mittaamisessa. Tydohjetta on hyva pitad myéhemminkin mukana
ty6ta tehdessd, jotta mikaan tydvaihe ei unohdu. Ndin taataan aina ammattimaisesti ja huo-
lella valmistetut ja mitatut mikrolevyt. Tydohjeen Kirjoittamisen jalkeen on hyvé pyytaa tes-
tihenkil6a tekemaédn kampylobakteerisarja timén uuden tydohjeen perusteella tai pyytaa am-
mattilaisen kdymaan tydohje tarkasti lapi kohta kohdalta asiavirheiden varalta. Talla selvi-

tetéan, ettd tydohje on ymmarrettava ja helposti seurattava. (Hirsijarvi 2007, 49-56.)
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8 VERIFIOINTI JA VALIDOINTI

Opinnaytteeni on muodoltaan tutkielma, jonka tarkoituksena on verifioida kampylobaktee-
rin vasta-ainetutkimuksen lopullinen mittausohjelma immunologian yksikkdon seké tuottaa
verifioinnin vaiheista ja tuloksista kirjallinen raportti. Tassa kappaleessa kuvaan verifioin-

nin vaiheita ja periaatteita.

Menetelmat taytyy validoida/verifioida ennen kéyttdonottoa laadunvarmistamiseksi. Laa-
dunvarmistuksen yhteydessa puhutaan katselmuksesta (tekninen katselmus, technical re-
view) seké todentamisesta ja kelpoistamisesta (verification and validation). Validoinnilla
tarkoitetaan menetelmén toimivuuden varmistamista ennen sen hyvaksymista kayttoon.
Koska kampylobakteeri vastaainetutkimus on jo aikoinaan varmistettu toimivaksi, niin
omaksi tehtavékseni jaa uuteen laitteeseen (Fluostar Optima) tulostusohjelman tekeminen
ja verifioiminen kayttoon. (Haikala & Marijarvi 2006, 267-269; Vaara 2013,19.)

Validointia varten laaditaan suunnitelma esim. tarkoitukseen suunniteltua lomaketta kayt-
téen. Validointisuunnitelman/-raportin laatii tutkimuksen vastuuhenkild. Validoinnista saa-
dut primaaritulokset sek& validointisuunnitelma/-raportti arkistoidaan ao. tydpisteessa. Vas-
tuuyksikon paallikké hyvéksyy uuden menetelman ennen sen kayttéonottoa. Validoinnin
taso riippuu siitd, onko kyseessé referenssimenetelmaé tai sellaiseen verrattavissa oleva me-
netelmd, muualla validoitu menetelmé& (esim. kaupallinen, valmistajan validoima testaus-

menetelmd) vai laboratorion kehittdma testausmenetelma.

Muualla taydellisesti validoidun menetelman kayttéonottoon riittaa se, ettd laboratoriossa
osoitetaan menetelmén toimivan valmistajan tarkoittamalla ja kayttoon hyvaksyttavalla ta-

valla ja ettd testikontrollit pysyvat valmistajan maarittelemissa validointirajoissa.
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Referenssi- tai vastaavan menetelman kayttdonottoa varten riittda osittainen validointi (ve-
rifiointi), jota varten mééritetddn esimerkiksi uusittavuus ja toistettavuus ja lineaarisuus.
(Vaara 2013,19.)

Validoinnin periaatteena on tehdd mittausten sarja. Sen avulla tutkimalla ja puolueettomalla
naytolla varmistetaan, ettd menetelmd tayttdad kayttotarkoituksen asettamat vaatimukset.
Olemassa oleva taustatieto ja validoinnin tuloksena syntyva tieto kerédtédén yhteen ja niiden
perusteella todetaan onko menetelma luotettava ja arvioidaan sen soveltuvuus aiottuun kéyt-
totarkoitukseen. Validoinnin avulla saadaan tietdd menetelmien Kriittiset tekijat, ja saadun
validointitiedon avulla saadaan maéritettyd menetelman toimintarajat. Mik&li menetelmiin
tehdaan oleellisia muutoksia, kuten omassa tapauksessani uuden laitteen kéyttéonottoa, teh-
daan uudelleenvalidointi. Talldin esimerkiksi toistettavuuden, uusittavuuden ja lineaarisuu-
den todentamista kutsutaan verifioinniksi. Menetelman verifioinnilla todennetaan, etta saa-
tavien tulosten tarkkuus ja mittausalue tayttavét laboratorion ja asiakkaan asettamat tarpeet
tai vaatimukset. Kéytdnnossa verifioinnilla tarkoitetaan validointia suppeampaa menetel-
maén testausta ja menetelmavastuuhenkilé paattaa tapauskohtaisesti verifioinnin laajuuden.
(Vaara 2013, 19.) Sippolaa (2013) mukaillen voidaan sanoa, ettd dokumentoimaton verifi-

ointi- tai validointitulos on sama asia kuin sité ei olisi olemassakaan.

Verifioinnissa (kuvio8) aluksi todetaan uuden menetelman tai laitteen tarve. Sitten selvite-
taan uusien laitteiden saatavuus ja tehdaéan alustava valinta. Tdman jalkeen tehdaan testaus
yhdessa vertailulaitteen kanssa. Verifioinnin laajuudesta riippuen paatetaan lopulta minké-
laisia laatukriteereitd (toistettavuus, lineaarisuus, uusittavuus) tarvitaan. Verifioinnissa saa-
tujen tulosten ja niista tehtyjen johtopaatsten perusteella valitaan voidaanko menetelma tai
laite ottaa kayttoon. (Ikdheimo 2002,14).
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| Uuden menetelman tai laitteen tarve I
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| Uudet saatavilla oclevat menetelmat tai laitteet |
‘ Alustava valinta l@' Vertailumenetelma
T~
‘ Verifiointi I

Menetelman tai laitteen valinta tai hylkays |

Kuvio 8. Verifioinnin vaiheet. (Ikdheimo 2002,14).

9 OPINNAYTETYON TAVOITTEET, TARKOITUS JA TUTKIMUSKYSY-
MYKSET

Opinnaytety6 on toiminnallinen opinnaytetyo ja se tehtiin kehittamistyéna Huslabille im-
munologian yksikkdon. Siind yhdistyy teoria ja kdytannon toimenpiteet. Toiminnallisen
opinnéytetyon tuloksena syntyy jokin tuotos, esimerkiksi ammatilliseen k&ytantdén suun-
nattu tyoohje tai opastus. Tuotos voi olla konkreettinen tuote tai vaikka tapahtuma alasta
riippuen. Yhteinen piirre tuotokselle on alasta riippumatta, etta sen tulee ilmentéaa tyon ta-
voiteltuja padmaaria. (Vilkka & Airaksinen 2003, 9, 51.) Kehittdmistyon avulla luodaan
uusia tai parannetaan olemassa olevia tuotteita, palveluja, valineité tai menetelmia. Kehit-
tdmistyon lahtokohtana on tarve jonkin asian kehittdmiseen, uusien asioiden esille saami-
seen tai uusien ratkaisujen I6ytymiseen olemassa olevaan ongelmaan. (Heikkil&, Jokinen &
Nurmela 2008, 21, 60.) Ammattikorkeakouluissa valmistuvat opinnédytety6t on suunnattu
tyoelamén kehittdmiseen. Opinnéytetoita tehdddn usein osana laajempaa kehittdmishan-
ketta tai jonkin yksittdisen tarkkarajaisen ongelman ratkaisemiseksi. (Heikkild ym. 2008,
56.)

Kehittdmistyona tehtya tuotosta arvioidaan sekd toteutusvaiheessa, etté paatosvaiheessa.

TyOn etenemisté ja paatdsvaiheen toimintaa ja tuloksia arvioidaan koko toteutuksen aikana.
Opinnaytetyona tehtdvan kehittdmistyon raportin arviointi voidaan tehdd opinndytetyon



vaatimuksista kasin ja arvioinnissa korostuvat perustelut aiheen valinnalle ja tarpeellisuu-
delle, tydelaman kehittdmisen ja oman ammatillisen kehittymisen nakokulmat seka tehtavén
rajauksen ja tavoitteiden asettamisen onnistuminen. Kehittdmistyon tuotoksesta arvioidaan
paaasiassa kuinka se vastaa tavoitteisiin ja kaytdnnon ongelmaan. (Heikkild ym. 2008,127,
130.)

Tyon tavoitteena on verifioida Optima Fluostar-laite immunologian osaston kayttdén kam-
pylobakteerin mittaamisen osalta. Tyon onnistumiseksi rajataan tulostusohjelman tekemi-
nen kampylo vasta-ainetutkimukselle, josta tulokset saadaan absorbanssimittaus-menetel-
maélla. Laboratorioon tuleville kyseisen laitteen mittausprosesseille haetaan kéyttoon ja sita
kautta turvallisuuteen liittyvat valmistajan laatimat tekniset dokumentit. Naist4 lahtokoh-
dista késin sovelletaan lopullisessa muodossaan yksinkertaiset ja selkeat pikaohjeet ja kam-
pylobakteeri-mittausohjelma laboratoriolaitteelle. Ohjeiden suunnittelussa pyritdén raken-
teeseen, jota on helppo tarvittaessa péivittad ja tulostaa laboratoriolaitteen mukana kulke-

vaksi.

Ty0ssé kasitellddn myo6s perusperiaatteet fotometrisestd absorbanssimittaus-menetelmaéstg,
jota kyseinen laite kayttdd kampylobakteerien vasta-aineiden mittaamisessa. Muut mittaus-
menetelmat, joita laite siséltéa jatetadn tamén tyon ulkopuolelle aiheen rajaamiseksi. Lisaksi
tyosséd kdaydaan pintapuolisesti 1&pi teoriaa immunologisesta Elisa-menetelmaésté ja laitteen
sovelluksena toimivasta MARS data analyzer laskentaohjelmistossa kayt0ssé olevasta stan-
dardisuorasta. Kyseessé olevan kaltaisten laskentaohjelmien ja ohjeistusten laadinnassa on
oleellista tiedostaa k&yttoon tulevien prosessien perusperiaatteet. Ohjeiden siséallon ja ulko-

asun suunnittelussa huomioidaan erityisesti laitetta kdyttava henkilokunta.

Tarkoitus on luoda mittausohjelma Kampylo IgA, -IgM, -ja 1gG vasta-aineille. Referenssi-
laitteena tulee toimimaan iIEMS-analysaattori, mika siséltad saman immunologisen kampy-

lobakteeri-mittausohjelman kuin Fluostar Optimalle on tarkoitus tehda.

Tassa tydssa tavoitteena on vastata seuraaviin kysymyksiin:
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1. Kuinka Optima laitteella saadut kampylo-néytteiden tulokset yhtenevat iIEMS-lait-

teella saatujen tulosten kanssa?

2. Minkalainen toistettavuus on Optima-laitteella maaritetyilla kampylo-toistonéyt-
teilla?

3. Minkalainen uusittavuus on maéritettadessa naytteitd Optima-laitteella?

4. Minkaélaiset ovat onnistuneet tydohjeet?

10 OPTIMA FLUOSTAR VERIFIOINTIPROSESSI

Kokeellinen tutkimus suoritettiin HUSLABIN immunologian laboratoriossa syksylla 2009.
Tutkimus suoritettiin itse paallystetyilla (in-house) 96-kuoppaisilla levyilla. Laboratoriossa
suoritetun kokeellisen tutkimuksen vaiheet on kuvattu liitteessa 1. Tutkimus tehtiin molem-
milla laitteilla sekd IEMS:II4, ettd Fluostar Optimalla kahteen kertaan kayttéden yli 70 tun-

nettua potilasndytetta ja kontrollia.

Aluksi kuoppalevyjen mittaaminen tehtiin IEMS:114, koska siin& oli vanha kampylobaktee-
rin mittausohjelma jo olemassa. Tulokset siirrettiin tdméan jalkeen Excel-tiedostoon odotta-
maan jatkokésittelyd. Tamén jalkeen siirryttiin opettelemaan Fluostar Optiman kayttoa.
Kaikki taytyi aloittaa alusta, koska laite oli uusi ja sita ei ollut kukaan kayttdnyt osastolla
aiemmin, eik& sielld ollut ainuttakaan mittausohjelmaa tehtynd. Ensimmainen huomattava
ero, mika tuli esiin verrattuna lems:iin oli se, etté laitteen suodattimet tdytyi vaihtaa késin

laitteeseen. Laitteessa oli lumisenssin ja absorbanssin mittaamiseksi omat suodattimet.

Toiseksi perehdytéén itse laitteen mittaus-sovellukseen. Itse mittaus-sovellus vaikutti alusta

alkaen olevan melko yksinkertainen ja sita pystyi hieman muokkaamaan esteettomammaksi
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omaa kéyttoa varten. Talla tarkoitetaan sitd, ettd asetuksista pystyi valitsemaan mikali ha-
lusi, ettd tehdyn mittausohjelman mittaustulokset olivat livend nékyvissa mittauksen aikana

ja mikali halusi mitattavan levyn ulos spektrofotometrista mittauksen jalkeen.

Mittaus-sovelluksen perehtymisen jalkeen aloitettiin rakentamaan kampylobakteerille mit-
tausohjelmaa. Tama tapahtui niin, ettd valittiin sovelluksen yldvalikosta kuvakkeen “Test
Setup” ja edelleen ”Test Protocol”. Sieltd valittiin sitten “new”, jolle annettiin nimeksi kam-
pylo\A, M ja G. Aluksi Kampylobakteeri mittaukselle taytyi kuitenkin tehdd templaatti eli
mittauspohja, joka tarkoitti sitd, etté siihen lisattiin halutuille paikoille standardit eli vakiot,
naytteet seké kontrollit. Tamén jéalkeen, jotta templaatista olisi mitdén hyotyd, taytyi siihen
lisata vakioiden tiedetyt pitoisuudet, joiden perusteella pystyin lopulta laskemaan haluttujen
asetusten mukaisesti laskentaohjelmassa tulokset ja siirtdmaan ne Exceliin jatkotutkiskelua
varten. Laskentaohjelma Mars data analyzer oli Fluostar Optimassa erikseen ladattavana

sovelluksena.

Templaatin valmistuttua paastiin lopulta mittaamaan samat naytteet mitka olin aikaisemmin
mitattu iIEMS:II4. Ensimmadisen levyn mittauksen jalkeen huomattiin laitteen tallentavan tie-
doston automaattisesti, joten mittaustulosten katoamisesta ei pitaisi olla huolta. Siis mikali
muisti tallentaa tiedoston omalla nimell& ennen mittaamista. Muuten ohjelma tallensi tie-

doston edelliselld kerralla nimetyll& tiedostonimella.

Kuoppalevyn mittaamisen jalkeen pystyi laskemaan tulokset Fluostar Optiman Mars data
analyzer sovelluksella. Sovelluksessa sai itse paattad, missa jarjestyksessa tai mita kaikkea
halusi templaatin tulostuspohjassa ndkyvan. Halusiko ndyte numeron, mitatun absorbanssi-
lukeman ja siité lasketun tuloksen nékyvén pohjassa. Tama tapahtui laskentaohjelman va-
semmasta laidasta nappailemalla kyseisté kohtaa. Toiseksi sovelluksessa sai itse valita, mi-
kélaista kalibrointikéyrda halusi kayttdd. Vanhasta tottumuksesta johtuen valittiin Cubic
Spline fit- kdyra, koska sita oli kdytetty vanhassa tutkimuksessa ja mittauslaitteessa onnis-
tuneesti. Kolmanneksi sovelluksesta pystyi tekemaén omia laskentamalleja, mikali halusi.
Tahan ei kuitenkaan lahdetty, koska sovellus osasi jo automaattisesti laskea vakioiden pi-
toisuuksien perusteella naytteille tulokset. Laskentamallien tekeminen oli hankalaa kovasta

perehtymisestd huolimatta. Tietoa oli vain vaikeaa |0yt&da mistaan.

28



Mittausohjelman valmiiksi saamisen ja tunnettujen naytteiden mittamisen jalkeen tulokset
siirrettiin excel-tiedostoon, missa oli jo aikaisemmin mitatut lems-laitteen tulokset. T&man
jalkeen tuloksia ruvettiin kasittelemé&an. Tuloksien perusteella pystyttiin tekemé&an lineaari-
nen regressioanalyysi ja kayrd, joiden perusteella pystyttiin sanomaan, etta tulokset korre-
loivat keskenaan erittdin hyvin korrelaatiokertoimen nelion avulla. Korrelaatiokerroinhan
siis mittasi kahden muuttujan valista (lineaarista) tilastollista riippuvuutta. Tulosten analy-
soimisessa kaytettiin korrelaatiokertoimen neliotd, joka kuvasi regressioanalyysin selitys-
voimaa eli muuttujien vélisen tilastollisen riippuvuussuhteen voimakkuutta. (Heikkila 2005,
90.)

Exceliin tdmén korrelaatiokertoimen nelion eli selityskertoimen tekeminen onnistui niin,
ettd tehtyyn kuvaajaan (Lisad, pistekaavio) lisattiin lauseke ja selityskerroin. Tama tapahtui
niin, etta napsautettiin hiiren oikeaa painiketta jonkin pistekuvion pisteen paalla. Valittiin
esiin tulevasta valikosta Insert Trendline (Lisaa trendiviiva). Komento 16ytyi myds Chart
(Kaavio) valikosta. Tdméan jalkeen valittiin haluttu malli Type (Laji) vélilehdeltd. Tutki-
mukseen valittiin lineaarinen malli. Options (Asetukset) valilehdelté valittiin tdman jalkeen
mallin kaava tulostettavaksi kaavan yhteyteen Equation on Chart ( ndytd kaava kuviossa)
kohdasta. Samaisesta paikasta my®s liséttiin mallin selityskerroin r2 Display R-squared Va-

lue on Chart (Nayta korrelaatiokertoimen arvo kuviossa) kohdasta.

Liitteessd 1Tdssa on kuvattuna selityskertoimen antamat lukemat ja niista voidaan tulkita,
ettd yli 99% tutkituista naytteista kaikilla IgA, 1gG- ja IgM- vasta-aineilla korreloivat kes-
kenddn todella hyvin laitteiden vélilla. Selityskertoimen R2 avulla voitiin siis todeta, etta

hyvin oli onnistuttu.

Verifiointia varten tehtiin lisaksi toistettavuus, ja uusittavuustestauksen. Toistettavuudella
mitattiin perdkkaisten mittaustulosten paikkansapitavyyttd, kun mittaustulokset suoritettiin
samoissa mittausolosuhteissa. Uusittavuus taas kuvasi mittaustulosten yhtapitavyytta eri
olosuhteissa tai pitk&lla aikavalilla samalla naytteelld ja menetelmalla tehtyné. (Saari 2010.)
Maaritys tapahtui tekemall& useita rinnakkaismaarityksia. Toistettavuus tehtiiin ndytenume-
rolle 09TC1237, joka oli aikaisemmin tutkittu potilasndyte. Toistettavuustestauksessa nayte
pipetoitiin kymmenelle kuopalle samalle 96-kuoppaiselle naytelevylle ja mitattiin sek&

IEMS:114, ettd Fluostar Optimalla. Tulokset olivat erittdin hyvié ja hyvaksyttavissa rajoissa
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(CV% alle 20). CV tarkoitti variaatiokerrointa (Coefficient of Variation, CV) ja se mittasi
tulosten keskihajonnan suhdetta keskiarvoon. Tulokset ovat néhtdvissa liitteissa. (Viander
2007.)

Uusittavuustestaus tehtiin neljana eri paivana kahdella eri naytteelld. Naytteet olivat kam-
pylotutkimuksen kéaytossa olleet siséiset kontrollit TC-M1 ja TC-K2. Saatujen tulosten pe-
rusteella voitiin myo6s todeta, ettd uuden spektrofotometrin mittaamat lukemat olivat myos
hyvaksyttavissa rajoissa. Ainoastaan IgA-vasta-aineiden kohdalla matalan kontrollin koh-

dalla CV% ylitti juuri 20, mité voitiin pitdd kuitenkin juuri hyvaksyttavissa rajoissa.

11 TYOOHJEIDEN TEKO

Lopulta tulosten perusteella pystyttiin laatimaan Fluostar Optiman kaytolle selkeét pikaoh-
jeet seka kampylobakteerin vasta-aineiden mittaamiseksi ohjeet osaston henkilékunnan
kaytettavaksi. Tyodohjeiden teossa apuna olivat vanhat ohjeet kampylobakteerisarjan teke-
misestd ja mittaamisesta iIEMS- analysaattorilla. Naiden ohjeiden avulla pystyttiin tekemé&an
uusi ohje Optimalle. Uuden mittausohjelman avulla kampylolevyt mitattiin kuitenkin ensin
muutaman kerran. Tdman tarkoituksena oli varmistaa, ettd mittausohjelma asetti sille vaa-

dittavat ominaisuudet.

Ennen tytohjeiden kirjoittamista Fluostar Optimalle, k&ytiin uuden mittausohjelman mit-
tauksen aikana tyGvaiheet ja laitteen kayttéohjeet huolellisesti lapi tehden samalla yksityis-
kohtaisia muistiinpanoja eri tyovaiheista. Liséksi otettiin kuvankaappauksia tydvaiheiden

aikana. Néin taattiin, ettd tyoohjeesta tuli tarkka, eik&d mik&én tyovaihe padssyt unohtumaan.

Ajatuksena oli, ettd tyoohjeesta tulisi helppokayttéinen, kattava, mutta yksityiskohtainen ja
selked. Samalla pyrittiin lyhyeeseen ja ytimekkaaseen rakenteeseen, jonka lukemisessa mie-

lenkiinto pysyisi yll& loppuun asti. Tydohjeen Kirjoittamisessa oli alusta alkaen selvaa, etta
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kuvankaappauksia kaytetaan tulevassa tyoohjeessa. Talla pyrittiin siihen, ettd kuvat selkeyt-
taisivat, lisdisivat tekstin ymmarrettavyytta, tdydentaisivat, jasentéisivat ja havainnollistai-
sivat tekstid. Tyoohjeen selkeyden kannalta jokainen tyOvaihe laitettiin omaksi kappaleek-
seen ja nimettiin tyéohje niin, ettei kenellekddn voinut jaada epdselvéksi, mihin kyseista

tyoohjetta oli tarkoitus kayttaa.

Tydohjeen helppokayttdisyyden testaamiseen valittiin alan ammattilainen, jonka mukaan
tyoohje oli selked ja ymmarrettava. Tydohjeen testaaminen tapahtui niin, ettd alan ammat-
tilainen teki itsendisesti koko kampylobakteerisarjan ja mittasi sen uuden tydohjeen avulla.
Tydohjeeseen pyydettiin korjausehdotuksia, mutta ohje vaikutti olevan taydellinen silta
osin, ettei yhtdan korjausehdotusta tullut. Tydohjeen hyvéksyi lopulta osaston ylilaakari al-
lekirjoituksellaan kayttoon.

12 POHDINTA

Tassa tyossa tutkittiin Fluostar optiman soveltuvuutta iEms-analysaattoriin nahden laitever-
tailulla verifioimalla immunologiseen elisa-menetelmaéan perustuva campylobakteerin tu-
lostusohjelma kayttden tunnettuja néaytteita ja kontrolleja mittauksessa. Naité tuloksia voi-
tiin kayttaa taman tyon toistettavuuden, uusittavuuden ja korrelaation kontrollointiin. Talla
tiedolla voitiin varmistaa menetelman ja mittausohjelman toimivuus seké tulosten toistetta-

vuus ensimmaisté kertaa Fluostar Optima-monileimalukijan osalta.

Ennen tutkimuksen suorittamista aiheeseen tutustuttiin laajan kirjallisuuden avulla ja opit-
tiin ymmartdmaan etenkin laitteen kayttoon liittyvia spesifikaatioita. Kaytdnnon tydskente-
lyyn ei tarvittu ohjausta ja opetusta osaston henkilokunnalta ennen tutkimuksen tekemisté
jasen aikana, koska kampylobakteeri vasta-aine tutkimus oli hyvin tuttu aikaisemmilta vuo-
silta. Ainoastaan itse spektofotometri sovelluksineen oli aivan uusi, joten siihen olisi mie-
lell&&n toivottu ohjausta. Laitteeseen itsendisesti perehtymisen jélkeen, pystyttiin suoriutu-
maan mittausohjelman teosta lopulta hyvin itsekseen. Pikaohjeet saatiin laadittua laitteen
kaytolle.
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12.1 Tutkimustulosten luotettavuus

Laboratoriolaitteen tulosten luotettavuuteen vaikuttivat useat erilaiset tekijat. Luonnollisesti
lilan suuri ndytemé&ard tai vajaa ndytemaara vaikuttavat tulosten luotettavuuteen. Liséksi
kaytettavien reagenssien lampdtila, oikeat laimennossuhteet ja mittausaika vaikuttavat tu-
losten luotettavuuteen. Tutkimuksessa pyrittiin toimimaan mahdollisimman luotettavasti,
pipetoimaan oikealla naytemaaralla, huoneen lampaisilla reagensseilla ja oikeilla laimen-
noksilla sek& toimimaan laitteen k&yttéohjeiden mukaisesti. Laitteen kéyttoa ei keretty har-
joittelemaan kovinkaan hyvin ennen tutkimusnéytteiden analysointia, minka takia virheiden
mahdollisuus etenkin tutkimusten alussa on ollut suuri. Vuosien kokemus kampylobaktee-
risarjan tekemisesta kuitenkin antoi varmuutta siihen, etteivat mittaustuloksissa esiintyneet
eroavaisuudet johtuneet osaamattomasta tydskentelysta itse sarjan teossa. Laitevertailun tu-
losten perusteella néin ole tapahtunut, vaikka aina on olemassa mahdollisuus, etta tutkijalle
on kaynyt virheitd tydskentelyssd, mutta sellaista ei tullut ilmi tutkimuksen aikana. Laite-
vertailussa vieritestilaitteen tulokset kirjattiin ylds niin, ettd potilaiden henkilollisyytté ei
voitu niisté selvittdd. Naytteita kasiteltiin koko tutkimuksen ajan luottamuksellisesti ja kun-

nioittavasti.

12.2 Tutkimuksen mahdolliset virheldahteet

Kampylobakteeritestissa oli paljon mahdollisia virhel&hteita tyon eri vaiheissa. Kampylo-
bakteeri vasta-ainetestissa vaadittavat vaiheet tehtiin huolellisesti alusta loppuun saakka,
aina kampylobakteerin péallystamisestd (kouttaamisesta) levylle analysointiin saakka. Ky-
seisen testin eri tydvaiheet sisalsivét paljon kasity6td, pienten seerumindytemaarien kayttoa,
tarkkoja inkubaatioaikoja, lampdétiloja ja pesuja. Nama seikat lisésivat virheiden mahdolli-

suuksia tutkimuksessa.

Tydohjeiden tekemisen osalta voidaan todeta, etté se oli lopulta opinndytetydn yksinkertai-
sin vaihe, eik& siind voinut tehdd virheitd ellei ollut huolimaton. Sen tekeminen oli hel-
pointa, koska kaikki tarvittava taustatieto oli jo t4ssd vaiheessa olemassa paperilla. Eniten
joutui miettiméaan sitd, ettd minkalaisia kuvia halusi laittaa ty6ohjeeseen, jotta ohjeista tuli
selkeét ja helposti ymmarrettavat. Tydohjeisiin onnistuttiin lissdméaan selkeét ja ymmérret-

tavat kuvat. Tyoohjeiden ollessa jo nyt reilun vuoden kaytdssg, niin ne ovat soveltuvat ja
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hyvat kayttoon. Ainakaan kukaan ei ole toivonut uusien ohjeiden tekoa néaiden tilalle tai

huomannut virheita niissa.

12.3 Johtopaatokset

Tutkimustuloksista nahddan, ettd Fluostar Optima on sarjan sisdiseltd toistettavuudeltaan ja
sarjojen véliselta toistettavuudeltaan tarpeeksi luotettava, jotta sen antamia tuloksia voidaan
mielekkaasti tulkita. Mittausohjelman perusteella mitatut absorbanssi-arvot vastasivat hy-
vin aikaisemmin mitattuihin iIEMS:n lukemiin nahden, joten voidaan luotettavasti todeta
mittausohjelman teon onnistuneen. Fluostar optiman ja iEMS:n valinen korrelaatio tulok-
sissa oli erinomainen, joten Fluostar optima soveltuu ndiden tulosten valossa varalaitteeksi

erinomaisesti.

Soveltuvuutta lisaé vield se, etté toistettavuusmittauksissa tulokset olivat kaikille vasta-ai-
neille hyvaksyttavissa rajoissa eli alle 20 % CV. Uusittavuusmittauksissa ainoastaan IgA-
vasta-aineiden kohdalla matalan kontrollin tulokset ylittivat yli 20 %.Mittaustuloksia tut-
kaillessa tultiin siihen johtopaatokseen, ettd kyseessé olisi satunnaisvirhe, koska 8.6.2014

mitattu tulos oli selvasti matalampi kuin muut mittaukset kyseiselle matalalle kontrollille.

Variaatiokerrointa laskiessa sarjan sisdisen toistettavuuden variaatiokertoimeksi kaikkien
rinnakkaisten naytteiden kohdalla saatiin alle 20 % lukuunottamatta IgA-vasta-aineiden
kohdalla uusittavuutta matalalla kontrollilla. Tdman johtunee satunnaisvirheesta yhden
naytteen kohdalla, koska muut tulokset vastasivat hyvin toisiaan. Satunnaisvirheen takia
variaatiokerroin nousi hieman yli tavoitearvon. ELISA-menetelman absorbanssien mittaa-
misessa. Optima Fluostar tayttaa kuitenkin laatutavoitteet ja se voidaan ottaa k&yttoon kam-
pylotutkimuksen osalta. Samalla voidaan alkaa testaamaan muita tutkimuksia kyseiselle
laitteelle.
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14 LITTEET

Liitel. Kampylo EIA-maarittaminen

KAMPYLO-EIA MAARITYS

1. ElA-levyjen paallystaminen (kouttaus)

1. ElA-levyt pééllystettiin (koutattiin) kampyloantigeenilla kayttéen titraustuloksen
perusteella mééritettyd kayttolaimennosta. Konsentraatio 3mg/ml, kayttélaim. 1pg/ml.
Antigeeni laimennettiin PBS+0,02% NaN3:iin. Kouttauslaimennosta tarvittiin noin 12
ml/levy (sis. pipetointivaran). Levyja tehtiin n. kolmeksi kuukaudeksi, n.40kpl eli tar-
vittiin noin 500 ml kouttauslaimennosta, johon liséttiin antigeenia 16,7 ul, jotta kayt-

télaimennos oli 1ug/ml.

2. Kuoppalevyille, Greiner ref.655061, microlon, tasapohja pipetoitiin 100 pl/kuoppa kouttaus-

laimennosta elektronisella 8-kanavaisella pipetill&.

3. Levyt peitettiin levyteipilld ja inkuboitiin kosteassa kammiossa 1-2 tuntia RT tasosekoittajalla n.
100rpm. Levyt siirrettiin jadkaappiin ja inkuboitiin 2 vrk - viikonlopun yli. Kuoppalevyteippiin ja
kuoppalevyn reunaan kiinnitettiin tarrat, joihin Kirjoitettiin seuraavat tiedot: antigeenin nimi, kout-

tauspdivamadara, tekijan nimikirjaimet, sailyvyysaika (yleensa 3 kk) ja séilytyslampétila.

2. Pesu
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1. Valmistettiin pesupuskuri, PBS + 0,05 % Tween 20: Lisattiin 500 ml 10 x PBS:d4 4.5 | dH20:aan
ja lisattiin 25 ml 10 % Tween 20:t4. Sailyvyys oli 2 viikkoa.

2. Inkuboinnin jalkeen levyt pestiin viisi (5) kertaa 350l pesupuskurilla (PBS + 0.05 % Tween 20).

Kuoppalevyjen pesussa kéytettiin automaattipesuria, Versa Microplate- pesuria.

3.Pesun jalkeen kuoppalevyn kaivoihin ja&nyt yliméaréinen pesuneste taputettiin pehmeédén paperi-

lilnaan kuivaksi.

3. ElA-testaus

1. paiva

Néaytteiden laimentaminen

1. Yksi koutattu levy, testaukseen tulevat ndytteet, kontrolliseerumit, tasokontrolli ja reagenssit otet-
tiin huoneenlampdodn n. 30 min ennen EIA-testin aloitusta.

2. Kaytettiin laimennuspuskurina Tween-gelatinia, (TG, saa ELISA-tyOpisteestd).

3. Kontrolliseerumit ja nédytteet laimennettiin Janus ndytelaimentimella ohjelmalla Kampyloag test.
IgA ja IgM laimennettin 1:500 ja 1gG laimennettiin 1:4000.

4.Vakiot laimennettiin k&sin TG-laimennusliuokseen. IgA/IgM-vakiot sekd IgG laimennettiin alla

nékyvan taulukon mukaisesti.

IgA/IgM-Vakio
laim.suhde TG Pitoisuus kuvaajalla
IgA IgM
1 | 1:266 1590ul 6l vakioseerumia 49,00 54,60
2 | 1:800 1200ul 600ul 1:266 laimennosta 16,30 18,07
3 | 1:2400 1200pl 600pl 1:800 laimennosta 5,43 6,04
4 | 1:7200 1200ul 600ul 1:2400 laimennosta 1,81 2,02
5 |1:21600 1200ul 600ul 1:7200 laimennosta 0,60 0,68
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IgG-Vakio
laim.suhde TG Pitoisuus kuvaajalla
1gG
1 | 1:400 2000ul 5ul vakioseerumia 12,44
2 | 1:1200 600ul 300ul 1:400 laimennosta 4,14
3 | 1:3600 600ul 300ul 1:1200 laimennosta 1,38
4 | 1:10800 600ul 300pl 1:3600 laimennosta 0,46
5 | 1:32400 600ul 300ul 1:10800 laimennosta | 0,15

5. Januksen laimennuttua naytteet, liséttiin kouttauslevyille késin 100 ul vakiolaimennosta/kuoppa
tehdyn pipetointipohjan mukaisesti. Levyt peitettiin tiiviilla teipilla haihtumisen estdmiseksi. Levyja
inkuboitiin 60 min kosteassa kammiossa tasosekoittajalla 100rpm.

Pipetointipohja

IgA IgM [o[€]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Blank | Blank | Nayte Blank | Blank | Nayte Blank | Blank | Nayte
B [Stl1 [Stl | Nayte St1 [Stl | Nayte St1  [Stl | Nayte
C |St2 St2 Nayte St2 St2 Nayte St2 St2 Nayte
D |St3 St3 Nayte St3 St3 Nayte St3 St3 Nayte
E [St4 |[St4 | Nayte St4 |[St4 | Nayte St4 [St4 | Nayte
F [St5 [St5 | Nayte St5 | Sts | Nayte St5 [ St5 | Nayte
G |M M Nayte M M Nayte M M Nayte
H [K K Nayte K K Nayte K K Nayte

6. Néaytteet siirrettiin inkuboinnin jalkeen ja&kaappiin 2-8 asteeseen yon yli.

2. PAIVA

Konjugaatin liséys
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1. Levyt ja reagenssit otettiin huoneenlamp6dn 30 minuutiksi ennen seuraavaa tydvaihetta. Ensim-
maisena laimennettiin konjugaatit 1:5000 TG puskuriin. Koska minulla oli 2 levya jokaista konju-
gaattia /sarja, tein 30 ml konjugaattilaimennosta, jolloin pipetoin 6 ul konjugaattia laimennokseen.

2. Levyt pestiin Versa pesulaitteella 5x350pl ja taputeltiin kuivaksi paperiliinaan.
3. Pipetoitiin 100ul konjugaattilaimennosta/kuoppa, jonka jélkeen peitettiin levy teipilld ja inkuboi-
tiin 90min kosteassa kammiossa tasosekoittajalla.

Substraatin lisays

12. Laimennettiin substraatti (pPNPP) dietanolamin liuoksella konsentraatioon 2mg/ml (kantaliuos
20mg/ml) Tarvittava maara oli 10 ml/levy. Levyja oli 6 per sarja, joten tein 70 ml substraattia. Talldin

tarvitsin 63 ml dietanolaminia ja kantaliuosta 7 ml.

13. Pipetoitiin 100ul substraattia/kuoppa ja inkuboitiin 30min tasosekoittajalla

Pyséayttaminen

14. Pysaytettiin reaktio lisdédmalla kuoppiin 100ul 1M NaOH:a.

Mittaus

15.Levyt mitattiin ensin iIEMS spektrofotometrilla aallonpituudella 405nm (ohjelma: Data-Testauk-

set-Kampylo-Kamag) ja tdmén jalkeen Fluostar Optimalle tehdyll& mittausohjelmalla.



16. Lopulta tulokset tallennettiin Excel-taulukkoon ja ruvettiin késittelemaan dataa.

Seuraavassa on ilmoitettu laitteet ja tarvikkeet, mité tydssé kaytettiin:

Laitteet

e Jadkaappi

e Kuoppalevypesuri, Versa Microplate washer

e Tasosekoittaja Heidolph Unimax2010 tai vastaava
e Lampokaappi, Heraeus

e Pakastin -20°C

e Spektrofotometri, Labsystems iEMS Reader MF

e Spektrofotometri, BMGlabtech Fluostar Optima

e \ortex

Tarvikkeet

e Mekaaninen pipetti Finnpipette 0,5ul-10ul

e Mekaaninen pipetti Finnpipette 100ul-1000pl

o Kertakayttokérjet, Finntip, Biohit

o Elektroninen 8-kanavainen pipetti Biohit e line 1200ul

e Kuoppalevyjen kuivausliina, Tenaset cellduk, art.no. 744000
e Kuoppalevyt, Greiner Microlon, tasapohja. Ref.655061

e Kuoppalevyteippi

e Pullo 1000 ml ja korkki

e Putket 5 ml ja 50 ml, Greiner

Reagenssit
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Kontrolliseerumit

Koutattava virusantigeeni

Tris-gelatin

PBS x 10, pH 7.4, HUS elatusaineyksikko

PBS, pH 7.4, HUS elatusaineyksikkd

10% NaN3

Alkaline Phosphatase-conjugated AffiniPure Rabbit Anti-human IgA, IgM, IgG. Jackson Im-
muno Research

Substraatti: 4-Nitrophelyl Phosphat 4-NPP (pNPP) Sigma ref: 71768-25¢g

Tween 20, Fluka Chemica cat.n0.93773
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Liite2. Kampylonaytteiden IgM, 1gG ja 0/ korrelaatio IEMS vs. Optima

Kampylo IgA-vasta-ainenaytteiden vélinen korrelaatio IEMS vs. Optima

Kampylo IgA—vasta—aineet] ] [ I
Poistettu standardinkuvaajan ulkopuolelle menevat tulokset

Kampylo_IgA_Optima vs iEMS
15 000

10 000
5000
0

y =1,0055x + 15,399

Optima

0 5000jE\MS 10000 15000

Kampylo IgA-vasta-ainendytteiden vélinen korrelaatio iEMS vs. Optima. Korrelaatiokerroin
0,9992. Korrelaatio erinomainen.



Kampylo IgM-vasta-ainendytteiden valinen korrelaatio iEMS vs. Optima

Kampylo IgM-vasta-aineet
Poistettu standardinkuvaajan ulkopuolelle menevat tulokset

| — HEVISHEE — Kelslilas: — Bexdsal=d — INEWV =X - A VESY: - KeoYeiilasl —

pvm. Bl Nayte
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11082011 Kontr_1 1282 1253 19082011 Kontr_1 1439 1511
Kontr_ 2 10689 9443 Kontr_2 10060 10170
1 20076 23965 26 805 774
2 2419 2635 27 1037 1047
3 1210 1317 28 1055 1064
a4 2454 2570 29 1158 1191
5 2331 2426 30 402 370
6 634 578 31 1300 1354
7 2883 3194 32 1466 1535
8 757 823 33 1919 1968
=) 3686 4008 34 4074 4000
10 1264 1351 35 1103 1141
11 1421 1469 36 619 568
12 1949 2143 37 2133 2229
13 2145 2314 38 684 626
14 778 829 39 594 501
15 1204 1389 40 1128 1168
16 1001 1169 41 4705 4576
17 600 574 a2 796 801
18 602 542 43 19258 19817
19 598 560 a4 634 590
20 1791 1987 45 380 371
21 921 1042 46 827 799
22 1101 1246 a7 749 690
23 o88 1097 a8 1133 1177
24 1693 1890 49 472 411
25 789 894 50 1005 1064

51 2059 2177
52 1355 1446
53 1243 1311
54 1683 1761
55 693 624
56 1401 1483
57 1245 1315
58 1247 1377
59 411 437
60 749 740
61 201 938
62 414 389
63 456 406
64 693 629

Kampylo_lgM_Optima vs iEMS

y =1,0199x + 12,98

bl
) 25000 R = 0,9988
E 20000 —
= 15000 —
© 10000 —
5000
0 Lo - ‘ ‘
0 5000 1006815 15000 20000 25000

Kampylo IgM-vasta-ainendytteiden vélinen korrelaatio iIEMS vs. Optima. Korrelaatiokerroin 0,9988.

Korrelaatio erinomainen.




Kampylo IgG-vasta-ainenaytteiden valinen korrelaatio iEMS vs. Optima

Kampylo IgG- vasta-aineet
Poistettu standardinkuvaajan ulkopuolelle menevat tulokset

11082011 Kontr_1
Kontr_2

FOONOUNDWNPR

WWNNNNNNNNNNRBRRRRRRR
POORNOUNWNROODON®GNWNFO

2676
13951
7638
2365
1081
2615
7o82
793
3886
1106
5740
868
739
2625
838
4266
689
1280
1216
1350
1715
2994
2426
2441
699
3132
77Aa
1061
1745
1315
1680
828
689

2717 19082011 Kontr_1
Kontr_2

13629

7606
2733
1102
2928
7769

778
4045

o098
5728

854

740
2784
1045
4669

846
1471
1285
1471
1864
3510
2821
2860

792
3433

786
1210
2079
1508
2008

894

836

32
33
34
35
36
37
38
39

2653
13295
22996

1891

1920

842
991
4688
886
1299
1076
709

5647

3788

3384
24311

737
834
1112
753
749
697
1027
1859
781

5257

2128

3982

3672

3013

858
4057
725
1471

2953
13077
23798
1988
2024
688
786
a853
762
1181
868
650
5642
4000
3701
25323
686
713
s02
680
653
696
212
1957
681
5285
2321
a212
4033
3416
756
a2s54
674

1361,

Kampylo_lgG_Optimavs iEMS

30000

y =1,0233x + 31,611

R2=0,9978

>

25000

‘4”"”

20000
15000

<4f””’7

‘f”"‘V

10000

Optima

“”"’>

5002 | fvv

0

5000 10000 15000 20000 25000 30000
IEMS
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Kampylo 1gG-vasta-ainendytteiden valinen korrelaatio iEMS vs. Optima. Korrelaatio 0,9978. Korre-

laatio erinomainen.



Liite3.

Kampylo 109G,

ja IgA toistettavuus ja uusittavuus

Kampylo IgG-vasta-aineiden toistettavuus naytteella 09TC1237,

uusittavuus matalalla kontrollilla TC-M2 ja korkealla kontrollilla K1

Sarakel E|Saral<e2 -

Sarake3 E

Sarake4

E| Sarake§ -

Pvm. nayte Pvm. Matala Korkea
09TC1237 TC-M2 TC K1
Pvm Titteri Pvm Titteri Titteri
10.5.2012 17100
10.5.2012 16660
10.5.2012 19200 26.4.2012 1473 14224,
10.5.2012 16200 10.5.2012 1502 14693
10.5.2012 16800 24.5.2012 1490 11884,
10.5.2012 11500 6.8.2012 1329 10034,
10.5.2012 15500
10.5.2012 16000
10.5.2012 17000
10.5.2012 15400
keskiarvo 16100,00|keskiarvo 1488,33| 13600,33
keskihajonta 1950,00|keskihajontal 14,57 1504,77

CV%

CV%

45

Kampylo 1gG- vasta-aineiden toistettavuus ja uusittavuus hyvaksyttavissa rajoissa, CV% alle 20 %.

Kampylo IgM- vasta-aineiden toistettavuus naytteella O9TC1237

ja uusittavuus Mmatalalla kontrollilla TC-M1 ja TC-K1

Kampylo lgM- vasta-aineiden toistettavuus ja uusittavuus hyvaksyttavissa rajoissa, CV alle 20%.

Bl sarake /S

tr. TC-K1
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Kampylo IgA- vasta-aineiden toistettavuus naytteella 09TC1237
ja uusittavuus matalalla kontrollilla TC-M2 ja korkealla kontrollilla TC-K1

a e O%d a a e - a a e - a - O ea -
pvm. Titteri Pvm TC-M2 TC K1
10.5.2012 1821

1734
1892| 26.4.2012 608 6610
1834| 10.5.2012 609 8403
1892| 24.5.2012 806 8812
1769| 8.6.2012 487 6314
1739| 2.8.2012 802 8394
1909
1916
1608
keskiarvo 1811,40|keskiarvo 662,40 7706,60
keskihajon| 99,14 |keskihajon| 138,46 1153,39

CV%

CV%

Kampylo-IgA- vasta-aineiden toistettavuus hyvéksyttavissa rajoissa, CV alle 20%. Uusittavuus

matalalla kontrollilla aivan hyvéksyttdvan rajamailla matalalla kontrollilla TC-M2 mitattuna ja

Korkealla kontrollilla TC-K1 mitattuna hyvéksyttavissa rajoissa.
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Liite4. Pikaohje S -CampAb-testin mittaaminen ja tulostaminen
optima-monileimalukijalla

Aloitus ja kirjautuminen
1. Tarkasta, ettd lukijassa on oikea ”lukupda” asennettuna. spektrofotometriaan kiytetdan Lukupééta,
jossa on kolme liitantad, sininen vérikoodi emissiolle, ja punainen A-kirjain seka F-kirjain eksitaati-

olle. Vaihda tarvittaessa.

2. Kytke virta seké lukijaan etta tietokoneeseen. Lukijan virtakytkin laitteen takareunassa,

oikeassa laidassa.

3. Kirjaudu tietokoneeseen omilla xp-tunnuksilla. Varmista ettd sinulla on yhteysviros-asemalle.
(\helmeifs03\hel_huslab_viros)

4. Kaksoisklikkaa OPTIMA-kuvaketta tyopoydalla.

5. Valitse kiyttdjaksi "admin” , salasanaksi “bmg” ja klikkaa "RUN".

I OPTIMA BMmctLasTEcH = 1C1] x|
Logim
User I Passwnrdl Uszer Path IHun Dnl_vl;l
Al

— oo e
(¢ TR I Lelete I Sawe I Eancel I F'ropertiesl [ pticns I Fun I E =it I F'asswordl Keps I Help

Kun olet vaihtanut mittauspdén, Siirry ”Setup”-valikoon, kohtaan "Reader Configuration”-.



" OPTIMA emctLaBTECH =[O0 x|

il Setup TestSstup  Measure  Results  Help

E

L e 2R e

i Conneckion. ..

Filters...
| Reader OFfset...
Firmware Update, ..

Microplates, .,
Prograr Configuratian. . .

Logir.. Chrl+alk+L

Daka Fath...
¢ Exit 4
1 )
' J—
' .I [

= A
BMG I LABTECH
Optic: Luminescence User: ADMIN | Path: C:\Program Files\BMEWOPTIMALADMIN Daka |Ready

Valitse ”Optic Type”-> ”Combination optic”.
x|

— ST e

T Luminescence ophic

Possible measurement methods:
T op reading: Fl.LUM . ABS. TRF
B ottom reading: Fl. LUk

Please ensure that the optic selected is
properly installed!

Ay ailable optics K. I Cancel Help

Mittausalueen maarittaminen

Huom!Pohjana on edellisen mittauksen pohja
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Maarita mittausalue ohjeen mukaan
6. Valitse OPTIMA-kuvakkeen yldvalikosta Test Setup” ja edelleen ”Test Protocol”.

7. Valitse vasemmasta reunasta menetelméksi ”Absorbance” ja

”Protocol Name”-luettelosta Kampylo\A, Kampylo\M tai Kampylo\G.
8. Klikkaa Edit- valikkoa ja valitse vélilehti ”Layout”.

9. Poista ylimaaraiset ndytteet aktivoimalla ne ja klikkaamalla ”delete”. Lahtokohtaisesti Optima mit-

taa koko levyn muuten.

10. Poistu painamalla OK.
emctLaBTECH =0 X

Setup Test Setup Measure  Results  Help

SR e R A e T A e, =

x|
Shaow all test Protocol Name I Method I Mode I Microplate I;l
protocols L A-TAS0 Abzortbance Endpoint GREIMER 96-BOTTOM
— L AESORBAMCE Abzorbance E ndpoint BtG LABTECH 9B
32?3;2%5&?“00'3 I [EALE Absarbance Plate mode BMG LABTECH 96
GAMGLIODID G Abzorbance Endpaint GREINER 96%-BOTTOM
-~ Fluorescence — -
Intenszity |_|GANGLIOSIDI GG Absorbance Endpaint GREINER 96%-BOTTOM
Tine Pesoived | IR Absorbance ___|Endpoint | GREINER 96 F-BOTTOM
Fluorescence | EAMPYLONG Abzortbance Endpoint GREIMER 36 F-BEOTTORM _l
o Fluon_ascgnce L FAaMPYLOYM Abzorbance Endpoint GREIMER 96 F-BOTTORM
Folarization |_|FARDABG Abzorbance Endpaint GREINER 96 W-EOTTOM
" Luminescence L LIHGM Absartbance Endpairt MUMC 95
{*" Absarbance
Mew Edit Copy Expoirt Irnpart Delete | Close | Help |
BMG I LABTECH

Optic: Luminescence User: ADMIN | Path: C:\Program Files\BMGYOPTIMAVSDmIn, Data | Ready
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|7 opTIMA emctLaBTECH =10[ %]

Setup  Test Setup  Measure  Results  Help

% ﬁ ‘ﬁ / Test duration + 3 5"(: I . é{; :_.,,:_,,",g ? w F_IE-;
x|

»

Absorbance - Endpoint
Baszic Parameters | Layout | Concentrations / Yolumes & Shaking |

Caontent:
I Sample  Blank | Standard a6 1 2 3 4 L b 7 8 9 10 11 12
Control | Poz Cirl. | Meg.Crl.

Ermpty | A B B X1 X1 X9 X9 X17 X17 X25 Xx25 X33 X33
g

I On m B 51 51 X2 X2 X10 X10 X18 X18 X26 X26 X34 X34
oAy C 52 52 X3 X3 X1 X1 X139 X139 X27 27 X35 X35

Start value: 1 =
D 53 53 X4 x4 K12 K12 ®20 K20 X28 x28 K36 K36

" Constant % |ncrease
r Aamnaer ———— E 54 54 X5 x5 K13 X13 xA XA X29 x29 K37 ®37

MNumber: 1 =
& Harizantal ¢ Vestical F 50 5h X6 Kb X4 X4 R22 K22 K30 Xx30 Kig Xis
Reading direction: |'Ij_1—| G i c1 X7 KF X15 K15 23 K23 X3 X3 Xia X313
H cz cz2 X8 s X16 K16 R24 x24 X3z x32 x40 X40

Check. timing | (0] 4 | Cancel | Help

| Optic! Luminescence | User: aDMIM | Path: C:\Program Files\BMGLOPTIMALAdmIr| Data | Ready

Mittaaminen

11. Aseta mitattava levy lukijaan painamalla mustaa pientd nappulaa lukijan vasemmassa reunassa tai
klikkaamalla OPTIMA-kuvakkeen vasemmasta yldreunasta, ”setup”-valikon alta musta-punaista ku-
vaketta. Levytaso tulee esille, aseta levy ja paina uudelleen mustaa nappia tai klikkaa OPTIMA ku-
vakkeen vasemmasta ylareunasta, “Test Setup”-valikon alta musta-punaista kuvaketta. Levy menee

sisaan.

12. Valitse OPTIMA-kuvakkeen yldreunasta valikko "Measure” ja edelleen "Measure”.

13. Valitse Protocol name-luettelosta Kampylo\A, Kampylo\M tai Kampylo\G ja paina OK.



" OPTIMA ema'LABTECH =10 %]
Setup  Test Setup  Measure  Resulks  Help

3, Test duration 2 -~ E B e e
P e Tl R O e,
Select Test Protocol |

Show al test Protocel Name © Method Mode Microplate -
protocok 4 A-TASD Absorbance Endpoint GREINER 96 ¥-BOTTOM
| |_|~BSDRBANCE Abzorbance Endpoint BMG LABTECH 36
sl e W NG Absorbance Pltsmods  BMG LABTECH 36
GANGLIODIDI 1GM Abzortbance Endpuirt GREINER 96%-BOTTOM
r Fluorezcence - -
Intensity || GANGLIOSIDI GG Absorbance Endpoint GREINER 96%-BOTTOM
T Feselcd | [FAMPYLONA Abzortbance Endpuirt GREINER 36 F-BOTTOM
Fluorescence | [KAMPYLOMG Abzorbance Erdpuairt GREINER 96 F-BOTTOM
Fluorescence | |[FAMPYLOWM Abzotbance Endpaint GREINER 36 FBOTTOM
Folzrizatior |_|KARDARG Abzorbance Erdpuairt GREIMER 96 -BOTTOM
" Luminescence | |LHGM Absorbance Endpoirt MUNC 35
¥ Abzorbance
Mote: Only the protocols are listed here, which can be performed using the curent I
reader canfiguration! o e | Rl |
BMG I LABTECH
Optic: Combination Iser: ADMIN | Path: C:\Pragram Files\BMEWOPTIMAL Admint Data |Ready

14. Valitse vililehti ”Plate IDs” ja kirjaa ID1-riville esim p&ivamaara.
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T OPTIMA emctLABTECH | =00 x|

Setup Test Setup Measure Results  Help

% %‘ yg / Test duration + ~3 g"C I E @\\ :_..Eg :? m k—::-_;;

Start Measurement x|
Plate ID= | Sample IDs / Dilution Factors

Selected protocol: | EAMPYLOW,

B e

Clear ID= |
Io7: I LI Get last |Ds |
oz | =l
Dz | il

v Automatically enter previous plate IDs when using same test protocaol continuously

Mo. of executed uns since program stark: ID Total no. of executed rune: | 353 Run statistics: |

Please ensure a microplate is inserted! Start measurementl Save & Elosel Cancel | Help |
BMG ' LABTECH
| Optic: Combination | User: ADMIM | Path: C:\Program Files\BMGYOPTIMA AdminiData | Ready

16 Voit aloittaa mittauksen painamalla ”Start measurement” .

17. Mittauksen jdlkeen sulje seurantaikkuna “close”.

18. Tulos tallentuu automaattisesti.

Tulostaminen

17. Valitse OPTIMA-kuvakkeen yldvalikosta ”Result”-vélilehti ja edelleen ”open last test run”.

18. Tulos-sivu aukeaa “plate view”-muodossa.



OPTIMA - MARS BMG LABTECH

vl 2 ¥ s
_t_) e 1
R Home Wiew Calculations Templates Layaut Formats and Settings
N oL uz — @ 4‘@'
I = 7 5m & B :
Open  Close  Print  Export Wizard Calculabions  Ranges | Llayout  Absin | Templates  Add
S8 Change User oo 5 Button
Test Runs Data Reduction Display Fredefined Templates

"

n . Microplate View |D Tab\eV\ewl Iz Standard Eurvel ‘;/] Protocal Inlmmatlonl "¥| 21 CFR part 11

et ok Rot} | Test Name: KAMPYLD 16A (based on Template: KAMPYLO IGA)
S KAMPYLO TGA (117) ID1: 190811_0,55
[ ] Test Settings Absorbance
| % ;::::; g E [™ Display legend in first column
i u 1 2 3 5 5 7 8 9 10
= Data 1 1 00 500 500 00 =00 1 1
i RawDats (aes410) 0.157 0,156 0,296 0.294 1917 1976 0.309 0,313 0,358 0.
Blark corrected O <4 Y tange << Y range 733 720 10027 10485 8923 2 2
jE Standards calculations n.d. na. na. n.d. na. N3, na na n.a. n.
Cubic sline i 2 na n.a, 733 720 10027 10483 823 2 2
1 1 500 500 500 500 500 1 1
& Stakisis 33 3,284 0.462 0.459 0,33 ke 1412 1398 0.341 0.3
; LY > Y range 49 1703 1683 931 o749 6382 13 2
Awerage . n.a. n.a. n.a n.a. n.a. n.a na. n.a. n.a n.
49 49 1703 1685 931 o743 6382 13 2
1 1 500 500 500 500 500 1 1
1.663 LE47 0.276 n.278 0,243 0.247 0.547 0,554 0,295 0.3
18 16 591 601 306 412 2120 4 1
1 1 n.a n.a, na. n.a na, na. n.a n
18 16 591 601 396 412 2120 4 1
1 1 500 500 500 500 500 1 1
0.684 0,661 0.379 0.373 0.23 0.279 0.201 0,197 0.268 0.2t
G 3 1263 1228 616 611 << Y range << Y range 1
28 28 n.a, n.a, na. n.a, n.a. na. n.a n.
3 3 1263 1228 616 611 n.a, n.a, 1
1 1 500 500 500 500 500 1 1
0.328 0313 0.207 0.212 0.269 0.277 0.209 0,208 0,248 0.
2 2 << Y range << Y range 542 585 << Y range << Y range 040.234E-3 B56.849E
75 7.3 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a, n.a. n.a. n.
2 2 n.a. n.a. 542 505 n.a, n.a. 840.234E-3 B56.849E
1 1 500 500 500 500 500 1 1
0.217 0,208 021 0.206 0,243 0.253 0.337 0,334 0,291 0.2
62254382 << Y range << Y range << Y range 403 443 1009 2 1
n.a, .. na. n.a, nd. na. n.a. nd. n.a. n.
62254382 62254383 na. N 403 493 1009 2 1
500 500 500 500 500 SO0 500 1 1
0.568 0.585 0.252 0.25 0.859 0.881 0.267 0.269 0.424 0.4
2221 2304 436 429 3603 3709 528 1 3
28 26 n.a. na. n.a. n.a. n.a n.a. n.a. n
2263 2263 436 429 3603 3709 528 1 3
500 500 500 500 500 500 500 1 1
1733 1733 0.287 0.27/9 0311 0.216 0.202 0,197 0.229 0.2

19. klikkaa Print”-kuvaketta tulostusivulla. T&mén jalkeen voit valita mitka sivut haluat tulostaa.

Prinker Setkings
Prinkt orientation:

i Landscape
= Portrait

Prinker Setup. ..

Print destination: I'l,'l,helmeipsD 1hhell 455166

—

Awailable Print Objecks:

Selected Print Objecks:

Microplate Wiews [ Nc)] ;I
Table View S L
Protocol Information (Of1y :I
Z1 CFR part 11 of1y |
Standard Fit Curwvels) {1730 LI
Std. Fit Resultis) ojz =
Zamnent {DISD}:I

Microplate YWiew
Standard Fit Curve(s)
Table Yiew

Header | Fooker I Print Settings. .. I

I~ Print each data row in a separate microplate table

Page Sektup... I

Define Prink Pages

53

Prewiew I

Close

Help I
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PIKAOHJE mittaaminen ja tulostaminen OPTIMA-monileimalukijalla

Aloitus ja kirjautuminen
1. Tarkasta, ettéd lukijassa on oikea ”lukupdd” asennettuna. spektrofotometriaan kéytetdaan
Lukupé&atd, jossa on kolme liitdntad, sininen vérikoodi emissiolle, ja punainen A-Kirjain

seké F-kirjain eksitaatiolle. Vaihda tarvittaessa.

2. Kytke virta seka lukijaan ettd tietokoneeseen. Lukijan virtakytkin laitteen takareunassa,

oikeassa laidassa.

3. Kirjaudu tietokoneeseen omilla xp-tunnuksilla. Varmista etta sinulla on yhteysviros-

asemalle. (\\nelmeifsO3\hel_huslab_viros)

4. Kaksoisklikkaa OPTIMA-kuvaketta tyopoydalla.

5. Valitse kayttdjaksi admin” , salasanaksi "bmg” ja klikkaa "RUN”.

. OPTIMA BmctLaBTECH = O] =|
Liovgim
User IPasswordl User Path IFIun Elnl_vl;l
abwi e e

xxxxxxxxxx

-

— adedasaccdiada £idvear
(=18 I Delste | Save | Cancel |F'roperties| Dptiohsl ’7 Run I E it |F'assword| K.eps | Help |

Kun olet vaihtanut mittauspdin, Siirry “Setup”-valikoon, kohtaan “Reader Configura-

tion”-.



7 oPTIMA

|| Setup  TestSetup  Measure  Results Help
L)
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BmcTLABTECH =10 %/

Reader Tvpe... +

ader Configuration. ..

%}.

S YN &=

i Connection. ..

Filkers. ..
| Reader Offset, .,
Firmware Update. ..

Microplates. ..
Program Configuration. ..

Login... Chrl+al+L
Daka Path...

i Exit

BMG I LABTECH

Dpkic: Luminescence User: ADMIN

Valitse ”Optic Type”-> ”Combination optic”.

Reader Configuration

e S

" Luminescence optic

Poszible measurement methods:
Top reading: Fl, LUM, ABS, TRF
Bottorn reading: F1. LLIK

FPleasze ensure that the optic selected is

properly installed!
Ok I

Aovailable optics |

| Path: C:\Program Files\EMGIOPTIMAYADmIniData [ Ready

Help

Mittausalueen maarittaminen

Huom!Pohjana on edellisen mittauksen pohja

Maarita mittausalue ohjeen mukaan
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6. Valitse OPTIMA-kuvakkeen yldvalikosta ”Test Setup” ja edelleen " Test Protocol”.

7. Valitse vasemmasta reunasta menetelméksi ”Absorbance” ja

”Protocol Name”-luettelosta haluamasi tutkimus.

8. Klikkaa Edit- valikkoa ja valitse vililehti ”Layout”.

9. Poista ylimaidréiset ndytteet aktivoimalla ne ja klikkaamalla “delete”. Lahtokohtaisesti

Optima mittaa koko levyn muuten.

10. Poistu painamalla OK.

Setup  TestSetup  Measurse  Results  Help

emctiaeTEcH = |01] x|

Test duration I I | = - L
|
S hawe all best Protocol Name I Method I Mode I Microplate ILI
protocols |_|A-TASO Absorbance E ndpoint GREIMER S6%-BOTTOM
- - AHBSORBAMCE Abzorbance E ndpoint BrG LAEBTECH 9B
e et | Tl NH2 Absorbance Plate mode BMG LABTECH 96
GAMGLIODIDI [GR Absorbance Endpoint GREIMER SE%-BOTTOM
— Fluorescence — .
Inkensity | |GAMGLIOSIDI GG Absorbance E ndpoint GREIMER 96 %-BEOTTOM
~ Time Resolved | [PIEUTEIIGIO) Absorbance ———|Endpoint | GREINER 96 F-ROTTOM
Fluorescence | |FaMPYLOMNG Absorbance E rudpoint GREIMER SEF-BEOTTOM _I
e Fluon_esc_ence - FARPYLOS Absarbance Endpoint GREIMER 96 F-EQTTOR
ol arization | |KARDABG Absorbance E ndpoint GREIMER S6%-BOTTOM
i Luminescence | JLI-IGHK Absorbance E ndpoint MUMC 36
i+ Absorbance
Mew | Ear | Copy Evpot | impor Delete | Cloze | Heln |
BMG l LABTECH
| optic: Luminescence [User: ADMIN [ Path: C:\Program Files\BMGLCOPTIMALAdmMINData | Ready
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| |7 oPTIMA emctiapTECH —(O( %I

Setup  Tesk Setup  Measure  Results Help

% gj Wﬁ / Test duratian + ,;"_:l: g"c I - % :'.,5_:-,5 :? m h-—:E-;
=l

Abszorbance - Endpoint

Bazic Parameters | Lapout | Concentrations # Wolumes # Shaking

Content:
I Sample  Blank | Standard 96 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
Contral | Pos.CtrI.l Meg . Ctrl.
Empty A B B x1 =1 X9 X9 17 X117 x25 X25 x33 X33
I = |
I on m B 51 51 X2 X2 X110 X10 X118 X118 x26 X268 X34 X3
Ay —————— C 52 52 X3 x3 x11 X1 X139 X139 x27 X27 X35 X35

Start walue: |1 ill

 Constant {7 |ncreass D 53 53 =4 x4 x®i2 x12 x20 ®r20 n28 v X36 X336
- Fopdinatee ——————— E 54 54 i} ot X132 X13 21 povid | 29 29 =37 X337

Mumber: 1 =i
& Harizantal ¢ Yertical F 55 55 X6 X& 14 14 x22 x22 30 %30 X3s Xas
Reading direction: IED G c1 c1 X7 X7 X15 X15 x23 x23 o b X3 X39 %39
H c2 c2 =8 pati] X116 X16 x24 x24 X3z 32 x40 x40

Check timing | Ok | Cancel | Help

| Optic: Luminescence | User: ADMIN | Path: C:\Program Files\BMGLWOPTIMAYADmMIn,Data | Ready

Mittaaminen

11. Aseta mitattava levy lukijaan painamalla mustaa pientd nappulaa lukijan vasemmassa
reunassa tai klikkaamalla OPTIMA-kuvakkeen vasemmasta yldreunasta, “setup”-valikon
alta musta-punaista kuvaketta. Levytaso tulee esille, aseta levy ja paina uudelleen mustaa
nappia tai klikkaa OPTIMA kuvakkeen vasemmasta ylareunasta, ”Test Setup”-valikon alta
musta-punaista kuvaketta. Levy menee sisaan.

12. Valitse OPTIMA-kuvakkeen ylireunasta valikko "Measure” ja edelleen "Measure”.

13. Valitse Protocol name-luettelosta mittaamasi tutkimus ja paina OK.
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I~ OPTIMA smctiLaBTECH =101 x|

Setup Test Setup Measure Results Help

== g & Testduratl::\n 2 ‘3 i'c I—‘ -~ Eog ‘ ? eary

Select Test Protocol =]
Show all test Protocol Name Method Microplate
pratocols Ld Endpoint GREIMNER 96 V-BOTTOM
- - ABSORBAMCE Absorbance Endpoint BMG LABETECH 9B
Egﬁgrﬂglﬂ;}gﬁt“""‘: W [EELGE Absorhance Flate more BMiG LAETECH 96
GaAMGLIODIDI G Absorbance E ndpoint GREIMER 96 -BOTTOM
Fluorescence — -
Inkenszity | |GAMGLIOSIDI GG Absorbance Endpaint GREIMER 96%-BOTTOM
Tz Elesslked) | |KAMPYLONA Absorbance E ndpoint GREIMER 96 F-BEOTTOM
Fluorescence | |KAMPYLONG Abzorbance Erdpoint GREIMER 96 F-BOTTOM
-~ Flucrescence | |KAMPYLONM Abzorbance Erndpoint GREIMER 36 F-BOTTOM
Falarieation | |KARDABG Absorbance Endpoint GREINER 96%-BOTTOM
" Luminescence | |LI-IGHM Absorbance Erdpoint MUMC 968
= Absorbance
Mate: Only the prqtocol_s are lizted here, which can be performed using the current oK I Earmzal | Help I
reader configuration!
BMG I LABTECH
Optic: Combination User: ADMIMN |F'ath: C:\Program Files\BMGYOPTIMALAdMInData |Ready

14. Valitse vililehti ”Plate IDs” ja kirjaa ID1-riville esim paivamaara.

- OPTIMA smctLasTECH =101 x|

Sektup Test Setup Measure Results Help

B ) B e + |5V e B TSR | 2T -

x|
Flate 1Dz | Sample IDs / Dilution Factors

Selected protocal: | KAMPYLOWA

LRzt Aot
Clear IDs I

1D1: I ;I Get last D |

v Automatically enter previous plate |Dis when using same test protocol continuausly

Mo. of executed uns since program start: ID Total no. of executed runs: | 353 Fiun statiztics I

Please ensure a microplate is inserted! Start measurementl Save & Closel Cancel I Help |
BMG I LABTECH
©iptic: Combination User: ADMINM | Path: C:\Program FilesiBMGLOPTIMALADmMIn, Data | Ready

16 Voit aloittaa mittauksen painamalla ’Start measurement” .

17. Mittauksen jdlkeen sulje seurantaikkuna close”.

18. Tulos tallentuu automaattisesti.
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Tulostaminen

17. Valitse OPTIMA-kuvakkeen yldvalikosta “Result”-vililehti ja edelleen open last test

2

run-.

18. Tulos-sivu aukeaa ”plate view”-muodossa.

+) Ha% s OPTIMA - MARS BMG LABTECH
& Horme View Calculations Templates Layaut Formats and Settings
g # Close All i —
N ) e Hé i oo @
| - A j i TINE|
Open  Close  Print  Export . Wizard  Calculations  Ranges Layout  Absin Templates  Add
£ Change User oD v - Eutton
Test Runs Data Reduction Display Predefined Templates

i Microplate View |[| Tebls View | [, Standard Curve | *] Frotocol Information | 4 21 CFR pat 11

19. klikkaa ”Print”-kuvaketta tulostusivulla. Taman jalkeen voit valita mitka sivut haluat
tulostaa.

Dz itz RO | [ Jest Name: KAMPYLD 1GA (based on Template: KAMPYLO IGA)
=4 KAMPYLD IGA (117) 101 130811._0,55
(1 Test Settings tbsorbance
)% ;yn:t " g ! I~ Display legend in first colurmn
Tl LEA 1 2 3 4 5 & 7 ] 3 10
Data 1 1 500 00 500 S00 00 1 1
Raw Data (A5410) 0.157 0.156 0.296 0.294 1917 1.976 0.309 0.313 0.338 1N
Blark corrected ] << ¥ range << f range 733 720 10027 10485 823 2 2
jﬂz Standards calculations N .. n.a n.a. 3. N n.a. f.d na .
Cubic spins fit ™ na, n.a, 733 720 10027 10485 a23 2 2
) 1 1 500 500 500 500 500 1 1
=0 statistics 23 3284 0462 0459 033 0332 1412 1399 0.341 0%
i %V = range 49 1703 1685 921 979 6582 12 2
hverage [ ] n.a. na na. n.a. na. n.a. n.a na. n.a. n.
43 49 1703 1665 981 979 6582 13 2
1 1 500 500 500 500 500 1 1
1.665 1.647 0.276 0.278 0,243 0.247 0.547 0.554 0.285 0.3
16 16 591 601 396 412 2120 4 1
1 1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. .
16 16 591 601 396 412 2120 4 1
1 1 500 500 500 500 500 1 1
0.684 0.661 0379 0,373 0.28 0.279 0.201 0.187 0.268 0.2t
[} 5 1263 1228 616 611 << Y range << Y range 1
2.8 2.8 n.a. n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a. .
3 5 1263 1228 616 611 n.a. n.a. 1
1 1 500 =) 500 500 o0 1 1
0.328 0,313 0.207 0212 0,269 0.277 0.209 0.208 0.248 M
2 2 << Y range << Y range 542 595 << f range << Y range 840.234E-3 856.5849E
7.5 75 n.a. n.a. na. na. n.a. n.a. n.a. n
2 2 n.a n.a, 542 585 n.a, n.a, 840,234E-3 856.849E
1 1 500 500 500 500 500 1 1
0.217 0.208 0.21 0.206 0.245 0.253 0337 0.334 0.291 0.2
622.543E-3 << Y range <« Y range << Y range 403 443 1009 2 1
n.a. na na. n.a. na. n.a. n.a na. n.a. n.
622.943E-3 62254362 n.a. n.a 403 443 1009 2 1
500 500 500 500 500 oo0 500 1 1
0.568 0.585 0.252 025 0,859 0.881 0.267 0.269 0.424 0.4
2221 2304 436 429 3603 3709 528 1 3
2.6 26 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. .
2263 2263 436 429 3603 3709 528 1 3
500 500 500 500 500 500 500 1 1
1733 1735 0.287 0279 0311 0.318 0.202 0,197 0.229 0.2
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Define Print Pages ;IEIEI

Printer Settings Page Mo.: 1 of 5
Print orientation: Print destination: I'l,'n,helmeipsﬂl'l,hell455168 LI
" Landscape Prinkter Setup. .. |
{+ Portrait
Available Print Objects: Selected Print Dbjects:
Microplate Wiew 131 | |Microplate Yiew 3
i (1/3) _I Standard Fit Curve(s) | E—
Table Wiew (13 *®| |Table view L ]
Protocol Information (0/1) :I E—
21 CFR part 11 of1) =] X
Standard Fit Curvels) (13 :I ',2:::
Std. Fit Result(s) iz =]
Comment (afz0)_»|
[~ Print each data row in a separate microplate table -

Header | Footer Print Settings... Page Setup... Prink Prewicm Close Help
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