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TIVISTELMA

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli selvittaa, voiko tupakointi toimia altistavana tekijana reumafaktorin
ja anti-MCV:n (vasta-aine sitrullinisoituneelle vimentiinille) esiintymiselle veressa. Samalla tutkittin Rheu-
machec-vieritestin luotettavuutta reumafaktorin ja anti-MCV:n maarittamisessa. Reumafaktori ja anti-MCV
ovat nivelreumassa tyypillisesti esiintyvid vasta-aineita. Nivelreuman etiologia on vield tuntematon, mutta
tupakoinnin vaikutusta nivelreumaan on jo aikaisemminkin tutkittu. Tydn toimeksiantajana oli Rheu-
machec-vieritestin maahantuoja Biotop Oy.

Opinnaytetyoni on kvantitatiivinen tutkimus, jossa perusjoukkona olivat OAMK:n Sosiaali- ja terveysalan
yksikon opiskelijat ja henkilokunta. Tutkimusta varten otettiin verinaytteet 40 vapaaehtoiselta henkilolta,
joista 20 oli tupakoivaa ja 20 tupakoimatonta. Tutkittavilta otettiin sormenpaasta kapillaariverindyte, joka
analysoitin Rheumachec-vieritestilld. Lisaksi kaikilta tutkittavilta otettiin suoniverindyte, josta méaaritettiin
reumafaktoripitoisuus Konelab 20i -kemian analysaattorilla ja anti-MCV-pitoisuus ELISA-tekniikkaan pe-
rustuvalla Anti-MCV-kitill4. Naiden kahden ryhméan valisia eroja anti-MCV- ja reumafaktoriarvoissa vertail-
tiin.

Rheumachec-vieritesti antoi 58 %:lle naytteistd positiivisen tuloksen reumafaktorille, ja 12 %:lle naytteista
positiivisen tuloksen anti-MCV:lle. Konelab 20i:ll4 ja anti-MCV-kitilld analysoidut suoniverindytteet puoles-
taan olivat kaikki negatiivisia reumafaktorille ja anti-MCV:lle. Rheumachec-vieritesti ei tdman tutkimuksen
perusteella ole luotettava méaarittamaan reumafaktoria, silla vaérien positiivisten méaara on huomattava.
Tupakoivien ja tupakoimattomien ryhmien valilla ei ollut eroja anti-MCV- ja reumafaktoripitoisuuksissa,
koska kaikki naytteet olivat suoniverindytteestd maaritettyna negatiivisia. Rheumachec-vieritesti kuitenkin
vaikuttaisi olevan hieman herkempi antamaan vaaria positiivisia tuloksia tupakoiville.

Tata tutkimusta voidaan pitda suuntaa antavana, silla tutkimusjoukko oli suppea. Aiheesta voisi mahdolli-
sesti tehda laajemman tutkimuksen isommalla aineistolla, jolloin tulokset tupakoimattomien ja tupakoivien
osalta olisivat enemman yleistettavissa. Koska tutkimusjoukkoon kuului vain 40 henkilod, taytyy ottaa
my&s huomioon sattuman vaikutus tuloksiin.

Asiasanat: Rheumachec-vieritesti, nivelreuma, reumafaktori, anti-MCV, tupakointi
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ABSTRACT

BACKGROUND: Rheumatoid factor and anti-MCV (antibodies against mutated citrullinated vimentin) are
antibodies which usually appear in rheumatoid arthritis. The aetiology of rheumatoid arthritis is still un-
known, but the effect of smoking on rheumatoid arthritis has been examined earlier. This thesis was com-
misioned by Biotop Oy.

AIM: The aim of this thesis was to find out whether smoking can predispose to the appearance of rheuma-
toid factor and anti-MCV in blood. Also the aim was to examine how reliable the Rheumachec rapid test is
in detecting of rheumatoid factor and anti-MCV.

METHOD: This thesis was a quantitative study. The material was collected by taking blood samples from
twenty non-smoking persons and twenty smoking persons. The Rheumachec rapid test was performed by
using capillary blood samples. A venous blood sample was also taken from each member of the test
group, and the results that the Rheumachec rapid test gave were verified using that venous blood sample.
The Rheumachec rapid test detected both rheumathoid factor and anti-MCV. The results the Rheumachec
rapid test gave for rheumatoid factor were verified by Konelab 20i chemistry analyzer. Accordingly, the
results the Rheumachec rapid test gave for anti-MCV were verified by the determination method based on
ELISA technique. To find out if smoking can predispose to the appearance of rheumatoid factor and anti-
MCYV in blood, the results of smokers and non-smokers were compared.

RESULTS: The results of the study showed that the Rheumachec rapid test was not very reliable in de-
termination of rheumatoid factor and anti-MCV. Even though all the samples that were shown negative
with the Rheumachec rapid test were negative also when determined with a parallel method, the number
of wrong positive results was significant. All the samples from smokers and non-smokers were negative to
rheumathoid factor and anti-MCV, when determined with Konelab 20i and ELISA technique. So on the
basis of this study smoking did not cause the appearance of rheumathoid factor and anti-MCV in blood.

CONCLUSION: The test group in this study was quite small, so this thesis can only be cosidered as a
direction giving study. Maybe if a similar study is done with a larger test group, the results would be con-
sidered more reliable. Also, then the results of smoking as a predisposing cause of the appearance of
rheumatoid factor and anti-MCV in blood could be more generalised.

Keywords: Rheumachec rapid test, rheumatoid arthritis, rheumatoid factor, anti-MCV, smoking
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1 JOHDANTO

Nivelreuma on yleisin nivelten tulehduksellinen sairaus, mutta sen etiologia eli syyt sairaudelle
ovat tuntemattomia. Tdman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittaa, voiko tupakointi toimia altista-
vana tekijana nivelreumalle tyypillisten vasta-aineiden, reumafaktorin ja anti-MCV:n (vasta-aine
sitrullinisoituneelle vimentiinille) esiintymiselle veressa ja samalla tutkia Rheumachec-vieritestin
luotettavuutta reumafaktorin ja anti-MCV:n maarityksessa. Tupakoinnin vaikutusta nivelreumaan
on jo aikaisemmin tutkittu. Talla tutkimuksella haluttiin selvittdad tupakoinnin vaikutusta kahden
vasta-ainearvon nousuun ja sita kautta saada tietoa tupakoinnista nivelreumalle altistavana teki-
jana. Tutkimusta varten otettiin verinaytteet 20 tupakoivalta ja 20 tupakoimattomalta henkildlté ja
naiden kahden ryhman vélisia eroja vasta-ainepitoisuuksissa vertailtiin. Rheumachec-vieritestin
antamia tuloksia verrattiin ELISA-tekniikkaan perustuvaan anti-MCV:n maaritysmenetelmaan
seka reumafaktorimaaritykseen Konelab 20i -analysaattorilla ja nain saatiin tietoa Rheumachec-

vieritestin luotettavuudesta.

Opinnaytetyoni aiheen sain Biotop Oy:sta, joka maahantuo sekd Rheumachec-vieritestia etta
ELISA-tekniikkaan perustuvaa anti-MCV:n maaritysmenetelmaa. Molemmat testit ovat saksalai-
sen Orgentec Diagnostikan valmistamia. Biotop Oy halusi, ettd Rheumachec-vieritestia koeste-
taan 20 tupakoivalla ja 20 tupakoimattomalla henkil6lla. Tutkimuksen tulostavoitteena oli saada
luotettavaa tutkimustietoa tupakoinnista mahdollisena altistavana tekijana reumafaktorin ja anti-

MCV:n esiintymiselle seka saada tietoa Rheumachec-vieritestin luotettavuudesta.

Opinnaytety6ni toimii suuntaa antavana tutkimuksena, pilottityond, laajemmalle tutkimukselle,
jonka Biotop Oy mahdollisesti teettdd. Biotop Oy antoi kayttddni Rheumachec-vieritestit ja anti-
MCV-kitin. Thermo Fisher Scientific Oy antoi kayttooni Konelab 20i -analysaattorille tarvittavat

reagenssit ja kalibrointiliuokset.



2 NIVELREUMA

Nivelreuma eli reumatoidiartriitti on autoimmuunisairaus, eli immuunivaste kohdistuu kehon omia
kudoksia vastaan. Kudostuhoa aiheutuu erityisesti nivelissa. Talloin elimistdssa tapahtuu immu-
nologinen reaktio, jossa muodostuu autovasta-aineita eli vasta-aineita omia kudoksia kohtaan.
Nivelreuma on krooninen ja usein invalidisoiva sairaus. (Jaatinen & Raudasoja 2004, 152, Kus-
tannus Oy Duodecim, hakupaiva 21.10.2009.)

Nivelreuman keskeisin oire on nivelkalvon tulehdus. Tulehdus voi olla missa tahansa elimiston
nivelessa, mutta tyypillisimpia ovat ranteiden ja pakididen nivelten seka sormien tyvi- ja kes-
kinivelten tulehdukset. Niveloireiden lisaksi tauti aiheuttaa muutoksia myds muualla elimistossa
kuten jannetupeissa, janteissa, lihaksissa ja limapusseissa. Myds atrofia eli lihasten surkastumi-
nen, kuume, laihtuminen ja ruokahaluttomuus ovat yleisia oireita. Taudin edetessa pitemmalle
alkaa esiintyd my0s niveltenulkoisia vaurioita, muun muassa reumakyhmyja, vaskuliitteja eli ve-
risuonitulehdusta, neuropatiaa, perikardiittia eli sydanpussitulehdusta sekéa pernan ja imurauhas-
ten suurentumista. (Isomaki 2002, 152-154, Jaatinen & Raudasoja 2004, 152.)

Nivelreuma aiheuttaa kalsiumin poistumista nivelen luista ja sitd kautta osteoporoosia. Nivelen
luu tuhoutuu nivelpussin kiinnittymiskohdasta, nivelrusto heikentyy ja my6s nivelpinta tuhoutuu.
Potilaan likkuminen vaikeutuu ja nivelen luut liukuvat pois normaaleista asennoistaan. Nivelet

tulevat muodottomiksi ja menettavat toimintakykynsa. (ODC Group Ink., hakupaiva 23.10.2009.)

Noin yksi prosentti maailman vaestosta karsii nivelreumasta, ja se onkin yleisin nivelten tulehduk-
sellinen sairaus. Vaikka nivelreumalle ei ole l0ydetty yksiselitteista laukaisevaa tekijaa, on kuiten-
kin varmaa, etta oireilu johtuu immuunisysteemin toimintahairiosta, mika puolestaan aiheuttaa
nivelten tulehdusta (Hammar & Stolzenberg 2009, hakupaiva 23.10.2009). Nivelreuman etiologi-
aa on pyritty selittimaan muun muassa metabolisilla eli aineenvaihdunnallisilla, endokrinologisilla
eli hormonitoimintaan liittyvilla ja psykologisilla syilla. Myos viruksia, bakteereita, prioneja, seka
mykoplasmoja on epailty nivelreuman aiheuttajiksi. (Isomaki 2002, 153.) Jaatisen ja Raudasojan
(2004, 152) mukaan nivelreumalle altistavia tekij6itd ovat esimerkiksi tartuntataudit, psyykkiset
tekijat, perima ja synnytyksen jalkeinen aika. Seka geneettiset ettd ymparistotekijat ovat osallisina

nivelreuman kehittymiseen (Hutchinson, Lear, Lynch, Moots & Shepstone 2001, 223-227).
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2.1 Nivelreuman immunologiset poikkeavuudet

Nivelreumalle on tyypillistd, ettd tulehtuneella nivelpinnalla on hyvin paljon leukosyytteja, joista
suurin 0sa on neutrofiileja, monosyytteja ja dendriittisia makrofageja. Nivelkalvolla on talldin run-
saasti myos B-soluja, jotka tuottavat suuria maaria reumatekijoita. CD4+-muisti-T-solut ovat myos
tavanomaisia tulehtuneella nivelpinnalla. Tulehdukseen osallistuvien T-solujen merkitys on epa-
selvaa; ne hakeutuvat niveleen epaspesifisten mekanismien kautta ja ovat fenotyypiltdan aktivoi-
tuneita, mutta toiminnaltaan niukkoja. T-solujen toiminta on kuitenkin merkityksellista tulehdusre-
aktion jatkumiselle. Nivelkalvon T-solujen ei ole osoitettu olevan spesifisia millekaan tietylle anti-
geenille. Joitakin T-solujen tunnistamia antigeeneja on kuitenkin |6ydetty, esimerkiksi proteiini
p205, aggrekaani (rustoperdinen proteoglykaani), seké ruston glykoproteiini gp39. (Palosuo
Reumataudit-kirjassa 2002, 41-42.)

Monimutkainen eri immuunijarjestelman solujen vuorovaikutus, seké anti-inflammatoriset proteii-
nit, eli sytokiinit, johtavat nivelen turpoamiseen, jolloin nivelkalvo alkaa tuottaa rustoa ja luuta
tuhoavia aineita. Makrofagi-monosyyttisarjan sytokiinitasot ovat koholla nivelnesteessa, mutta T-
soluperaiset lymfokiinitasot ovat matalia. (ODC-Group Ink., hakupaiva 24.10.2009, Palosuo
Reumataudit-kirjassa 2002, 42.)

Kompleksivalitteinen nivelkalvoa tuhoava tulehdusreaktio aiheutuu, kun vasta-aine tarttuu anti-
geeniin ja syntyy immunokompleksi. Yleensa immunokompleksit eivat ole haitallisia ja niita syntyy
tavallisesti infektioiden aikana. Jotkin immunokompleksit ovat kuitenkin alttiita menemaan pienten
verisuonten endoteelin Iapi kudokseen ja sakkautumaan verisuonen seinamaan. Tallaisissa im-
munokomplekseissa on vain vahan vasta-aineita, mutta runsaasti antigeenia. Antigeeneihin kiin-
nittyneet IgG- tai IgM-luokan vasta-aineet aktivoivat komplementtia. Komplementti on tulehdusre-
aktioon ja mikrobien tuhoamiseen osallistuva puolustusjarjestelman osa, joka koostuu noin 20
veren proteiinista. Komplementin aktivoituminen saa aikaan tulehdusreaktion kudoksessa. (Kart-
tunen, Soini & Vuopala 2005, 94, 105-106.)

Nivelreumalle on tyypillinen myos soluvalitteinen tulehdusreaktio. Tama edellyttaa sita, etta poti-
laalla on antigeenin tunnistavia T-lymfosyytteja. CD4-muistisolut alkavat antigeenin vaikutuksesta
erittdd sytokiineja, esimerkiksi gammainterferonia, seké interleukiineja 2 ja 12. Naméa saavat yh-

dessa muiden valittajaaineiden kanssa aikaan antigeenille spesifisten CD4-auttaja- ja CD8-
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sytotoksisten- T-lymfosyyttien lisaantymisen kudoksessa. Sytotoksiset T-lymfosyytit osallistuvat
antigeenia iimentévien solujen tuhoamiseen. Kudokseen kertyy myds makrofageja, jotka pyrkivat

tuhoamaan antigeenin. (Karttunen ym. 2005, 107.)

2.2 Tupakoinnin vaikutus nivelreumaan

Tupakoinnin tiedetaan olevan riski reumafaktoripositiiviselle nivelreumalle. Tupakoivat nivelreu-
mapotilaat ovat tupakoimattomia suuremmalla todennakéisyydella reumafaktoripositiivisia. Tupa-
kointi on my0s yhdistetty reumafaktorin tuotantoon terveilla ihmisilla. (Goodson, N. Farragher, T.
& Symmons, 2008, hakupaiva 12.1.2010.) Norjalaisessa tutkimuksessa havaittiin, etta tupakoivilla
miehillé oli kohonnut riski saada seropositiivinen nivelreuma. Pohjoisamerikkalaisessa tutkimuk-
sessa puolestaan havaittiin 25 tupakkaa paivassa yli 20 vuoden ajan polttaneilla olevan 49%
suurempi riski saada serologisista testeista positiivinen tulos nivelreumalle. (Hutchinson ym.
2001, hakupaiva 12.1.2010.)
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3 NIVELREUMASSA TYYPILLISESTI ESIINTYVAT VASTA-AINEET

3.1 Reumafaktori

Eras merkittava laboratoriotutkimus nivelreuman diagnostikassa on reumafaktorin maaritys.
Reumafaktorin 10ytyminen ei kuitenkaan valttamatta ole merkki nivelreumasta, silla kyseista vas-
ta-ainetta esiintyy my0s monissa muissa sairauksissa, kuten kroonisissa maksasairauksissa ja
tuumoreissa. Jopa terveilla yksililla voi olla reumafaktori. (Hammar & Stolzenberg 2009, haku-
paiva 23.10.2009.) Vastaavasti kaikilla nivelreumaa sairastavilla ei reumafaktoria ole, ainoastaan
70-80 %:lla (Palosuo, 2002, 42).

Reumafaktori on yleensa IgM-luokkaan kuuluva komplementtia sitova autovasta-aine, mutta ni-
velreumapotilailla on myos IgG- ja IgA-luokkien reumafaktoreita. Ainoastaan IgM-luokan reuma-
faktorilla on osoitettu olevan selva tulehdusta yllapitava patogeneettinen tehtédva, mutta on myos
mahdollista ettd 1gG- ja IgA-luokkien reumafaktoreilla on merkittava tehtava nivelreuman pato-
geneesissa. Reumafaktori reagoi ihmisen ja useiden nisékkaiden IgG-molekyylien antigeeniepi-
tooppien kanssa. Nivelnesteessé ja perifeerisessa veressa olevat reumafaktorit eroavat hieman
toisistaan. Nivelnesteen reumafaktori tarttuu suurimmalla affiniteetilla IgG:n alaluokka lgG3:een,
kun taas seerumin reumafaktori sitoutuu parhaiten alaluokkiin 1gG1, IgG2 ja 1gG4. (Palosuo,
2002, 42-43.)

3.2 Anti-MCV

Vimentiini on proteiini, jota esiintyy etenkin sidekudossoluissa. Vimentiini sitrullinisoituu, kun pro-
teiinin arginiiniaminohappo muuntuu sitrulliiniksi, jolloin muodostuu syklinen peptidi. Sitrullinisoi-
tunutta vimentiinia (MCV, Mutated Citrullinated Vimentin) vastaan muodostuvaa vasta-ainetta
kutsutaan anti-MCV:ksi. (Liite 4) ACPA:t (Antibodies to Citrullinated Protein Antigen), joihin anti-
MCV kuuluu, ovat erittain spesifisia ja luotettavia biomerkkiaineita nivelreumalle, ja niillé voidaan
diagnosoida taudin varhaismuotoja. Nama autovasta-aineet voidaan havaita verestd jo vuosia
ennen taudin puhkeamista. (Hammar & Stolzenberg 2009a, hakupéiva 23.10.2009, Holthéfer &
Heikkila 2005, 365-366, Kustannus Oy Duodecim, hakupéiva 21.10.2009)
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Sitrulliini on aminohappo, joka syntyy, kun peptidyyliarginiinideiminaasientsyymi (PADI) saa ai-
kaan arginiiniaminohapon muuntumisen, esimerkiksi tulehduksen tai muiden biologisten proses-
sien aikana (kuvio 1). Jotta PADI aktivoituu, tarvitaan sopiva Ca2*-konsentraatio, joka syntyy, kun
tulehdusalueella olevat granulosyytit siirtyvat apoptoosiin. Apoptoottiset solut eivat nivelreumassa
poistu tarpeeksi tehokkaasti tulehdusalueelta, vaan hajoavat siell, jolloin PADI:n aktivoitumisen
vuoksi syntyy sitrullinisoituneita proteiineja. Anti-MCV siis muodostuu nivelreumassa paikallisesti
nivelissa, joissa vimentiini sitrullinisoituu tulehdusreaktion aikana. Tupakoinnin on huomattu ole-
van riski ACPA-positiiviselle nivelreumalle. Tupakointi saa aikaan vasta-ainetuotannon lisaamalla
PADI-tuotantoa keuhkojen makrofageissa, joka puolestaan saa proteiinit sitrullinisoitumaan.
(Kang, E. & Song, Y. 2009, hakupaiva 12.1.2010.)

FPADI
N - ™
P,
;ﬁ Cal+ “TH
H,N+ NH, D”'}‘ NH,
Arginiini Sitrullinisoitunut

arginiini

KUVIO 1: Arginiiniaminohapon muuntuminen sitrulliiniksi. Reaktion katalysoi peptidylarginiini-

deiminaasientsyymi (PADI), Ca2*-ionin I&sné ollessa. (Mukaillen Lam, Hakupéivé 5.10.2010)
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4 MAARITYSTEN TOIMINTAPERIAATTEET

4.1 Rheumachec-vieritesti

Rheumachec-vieritestin toiminta perustuu immunokromatografiaan. Tama vieritesti tunnistaa
kokoveresta reumafaktorin seka anti-MCV:n (vasta-aine sitrullinisoituneelle vimentiinille). Nayt-
teeksi Rheumachec-vieritestiin tarvitaan kapillaarikokoverta. Nayte otetaan potilaan sormenpaas-
ta lansetilla punktoidusta reiasta muovipipettiin, josta se siirretaan testikasetin huovalle. (Liite 3)

Rheumachec-vieritesti on kalvopohjainen kaksivaiheinen menetelma, jossa on erityinen autovas-
ta-aineita sitova proteiini. Tahan proteiiniin on sidottu kolloidikultahiukkanen. Kun nayte on pipe-
toitu testikasettiin, se menee erottelijan Iapi. Erottelijaan jaavat verisolut. Jaljelle jadneessa plas-
massa mahdollisesti olevat patologiset autovasta-aineet (reumafaktori, anti-MCV) sitoutuvat spe-
sifiseen proteiini-kolloidikulta kompleksiin. Tahén kompleksiin sitoutuneet auto-vasta-aineet kul-
keutuvat kapillaari-imussa kalvolla kohti testi-ikkunaa, jonka pohjalle on kiinnitetty rekombinantti-
MCV -proteiinia (anti-MCV:n antigeeni) ja ihmisen immunoglobuliineja (reumafaktorin antigeeni).
Jos naytteessa on autovasta-aineita ne sitoutuvat antigeeneihinsg, jolloin testin lukukenttaan
muodostuu nakyva viiva kolloidikultahiukkasten ansiosta. Toisin sanoen yksi tai kaksi punaviolet-
tia viivaa ilmestyy testin lukukenttaan, mikali nayte on reumafaktori- tai anti-MCV-positiivinen.
Jaljelle jaanyt sitoutumaton kulta-kompleksi siirtyy kontrollialueelle osoittamaan testin onnistunut-
ta suoritusta. (Liite 3)

4.2 Anti-MCV-kitti

Orgentec Diagnostican valmistama Anti-MCV-kitti perustuu epasuoraan ELISA-tekniikkaan (Ent-
zyme Linked ImmunoSorbent Assay). Se on spesifinen ja herkka ja mittaa kvantitatiivisesti IgG-
luokan autovasta-aineita sitrullinisoituneelle vimentiinille ihmisen seerumista tai plasmasta. Tassa
opinnaytetydssa naytemuotona oli seerumi. Hemolyysia ja lipemiaa naytteessa tulisi valttaa, mut-
ta niilld ei ole osoitettu olevan vaikutusta testin tuloksiin. (Liite 4)
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Sitrullinisoitunut vimentiini on sitoutuneena kuoppalevyn pohjalle. Mikéli vasta-aineet sitrullinisoi-
tuneelle vimentiinille ovat vapaana seerumissa, ne sitoutuvat antigeeniinsa eli sitrullinisoitunee-
seen vimentiiniin. Kuoppalevyjen pesu irrottaa epaspesifiset seerumin ja plasman komponentit.
Piparjuuriperoksidaasientsyymilla konjugoitu anti-humaani IgG havaitsee immunologisesti poti-
laan vasta-aineet muodostaen konjugaatti/vasta-aine/antigeeni-kompleksin. Kuoppalevyjen pesu
irrottaa sitoutumattoman konjugaatin. Kun kuoppiin lisatddn TMB-substraattiliuos (3,3, 5,5 -
tetrametyylibentsidiini), se hapettuu, jolloin muodostuu sinistad varia. TMB:n hapettumisen saa
aikaan happiradikaalit, jotka muodostuvat, kun piparjuuriperoksidaasientsyymi hydrolysoi H,Oz:n.
Pysaytysliuoksen happo saa reaktion pysahtymaan, jolloin muodostuu keltainen lopputuote. Kel-
taisen varin intensiteetti mitataan fotometrisesti aallonpituudella 450 nm. Varin intensiteetti on
suoraan verrannollinen IgG-luokan vasta-aineen konsentraatioon alkuperdisessa naytteessa.
(Liite 4)

4.3 Reumafaktorin maaritys Konelab 20i -analysaattorilla

Reumafaktorin maaritys Konelab 20i -analysaattorilla on tarkoitettu reumafaktorin kvantitatiiviseen
maarittamiseen ihmisen seerumista tai plasmasta. Maaritys perustuu reumafaktorin ja ihmisen
lgG:lla paallystettyjen mikropartikkelien valilla tapahtuvaan reaktioon. Ensin analysaattori laimen-
taa naytteen puskuriliuoksella, jonka jalkeen siihen lisataan RF2-reagenssia, jossa mikropartikke-
lit ovat. Kun naytteessa oleva reumafaktori reagoi mikropartikkelien kanssa, syntyy agglutinaatio,
joka aiheuttaa naytteen samentumisen. Konelab 20i -analysaattori mittaa samentumisen maaran
paatepistemittauksena 540 nm:n aallonpituudella. (Liite 6) Absorbanssin muutos 540 nm:ssa on

suoraan verrannollinen reumafaktorin maéraan liuoksessa. (Liite 5)
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5 TUTKIMUSONGELMAT

Tutkimuksen tarkoituksena oli siis selvittaa, voiko tupakointi toimia altistavana tekijana nivelreu-
malle tyypillisten vasta-aineiden, reumafaktorin ja anti-MCV:n, esiintymiselle veressa ja samalla
tutkia Rheumachec-vieritestin luotettavuutta reumafaktorin ja anti-MCV:n maarityksessa. Maarit-

telin kolme tutkimusongelmaa alaongelmineen.

1. Miten eri menetelmilld méaaritetyt anti-MCV- ja reumafaktoriarvot eroavat toisistaan?

1.1. Miten Rheumachec-vieritestilla maaritetyt anti-MCV-tulokset eroavat ELISA-tekniikkaan pe-
rustuvalla Anti-MCV-kitillé saaduista tuloksista?

1.2. Miten Rheumachec-vieritestilla maaritetyt reumafaktoritulokset eroavat Konelab 20i -
analysaattorilla saaduista tuloksista?

2. Onko Rheumachec-vieritesti luotettava anti-MCV:n ja reumafaktorin maarityksessa?

3. Millaiset ovat tupakoivien ja tupakoimattomien anti-MCV- ja reumafaktoriarvot ja millaisia ovat
ndiden kahden ryhman véliset erot?

3.1. Onko tupakointi mahdollinen altistava tekija anti-MCV:n ja reumafaktorin esiintymiselle ve-

ressa?

Tupakointia mahdollisena altistavana tekijana reumafaktorin ja anti-MCV:n esiintymiselle tutkittiin
valitsemalla tutkimusjoukkoon seka tupakoivia, etté tupakoimattomia henkil6ita. Naiden kahden
ryhman tulosten mahdollisista eroista tehtiin johtopaatoksia tupakoinnin vaikutuksesta. Tarkoituk-
sena oli selvittaa, ovatko tupakoivilla henkilGilla reumafaktori ja anti-MCV-arvot enemmaén koholla
kuin tupakoimattomilla ja ovatko tupakoivat siksi alttimpia sairastumaan nivelreumaan jossain
elamanvaiheessa. Rheumachec-vieritestin luotettavuutta tutkittiin vertaamalla vieritestin antamia
tuloksia ELISA-tekniikkaan perustuvalla Anti-MCV-kitilla ja Konelab 20i -analysaattorilla saatuihin

tuloksiin.
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6 LAADUNVARMISTUS JA TUTKIMUKSEN LUOTETTAVUUS

6.1 Laadunvarmistus laboratoriossa

Laboratorioiden laadunhallintajarjestelmat perustuvat kansainvalisiin 1ISO-laatustandardeihin (Si-
loaho 2006, 142). Esimerkiksi 1ISO 9001 -laatustandardi maarittaa laadunhallintajarjestelmien
vaatimukset (Suomen standardisoimisliitto, hakupaiva 10.2.2010). Laadunhallintajarjestelma on
tavoitteellinen ja jarjestelmallinen toimintatapa, joka kehittaa laboratorion toimintaa ja pitaa sen
hyvassa hallinnassa (Siloaho 2006, 142). Laboratorion laatutoimintaan kuuluu myds Good Labo-
ratory Practice (GLP) -saanndkset, joihin kuuluu muun muassa laboratoriotutkimuksen tarkka
suunnittelu ja parametrien maarittely, kontrollointi, ymparistosta ja tutkimuksesta johtuvien muut-

tujien huomioon ottaminen seka huolellinen tulosten raportointi (WHO, hakupaivé 10.2.2010).

GLP -saannoksien mukaan tutkimuspaikan tulisi olla kooltaan, rakenteeltaan ja sijainniltaan sel-
lainen, ettd se vastaa tutkimuksen vaatimuksia ja siten pienentaa mahdollisia hairidtekijoita jotka
voivat vaikuttaa tutkimuksen validiuteen. Tutkimuksessa kaytettavia laitteita tulee huoltaa, puhdis-
taa ja kalibroida asianmukaisesti. Kaikki reagenssit ja liuokset tulisi sailyttaa ohjeiden mukaan, ja
niihin tulisi aina olla merkitty viimeinen kayttopaiva ja aineen tunnistetiedot. Kontaminaatioiden
estamiseksi naytteitd ja reagensseja tulisi kasitelld puhtailla valineilla ja sailyttaa puhtaissa tilois-
sa. (National Product Control Agency for Welfare and Health 2007, Hakupaiva 17.10.2010.) Ta-
man tyon suorittamisessa noudatettiin edelld mainittuja GLP —saannoksia. Kontaminaatioita val-
tettiin kayttamalla aseptisia tyoskentelytapoja. Tyossa kaytettiin asianmukaisesti kalibroituja pipet-
teja, jotta paastiin tarkkaan pipetointitulokseen. Maaritysmenetelmat kalibroitiin ennen mittauksia
ja tulosten luotettavuus varmistettiin kontrollinaytteita kayttamalla.

6.2 Vakioitu naytteenotto

Vakioitu naytteenotto on tarkea osa laboratorioprosessin laatua. Rheumachec-vieritestia varten
tutkittavilta henkildilta otettiin kapillaarikokoverindyte sormenpaasta. Jotta verinayte olisi laadu-
kas, taytyy se ottaa vakioidusti. Ennen ihopistosnaytteenottoa potilaan taytyy valmistautua nayt-

teenottoon ja riittdvat esivalmistelut taytyy tehda. Potilaan tulee istua 10-15 minuuttia ennen nayt-
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teenottoa verenkierron tasaamiseksi. Naytteenottajan taytyy varmistaa, etta kaikki naytteenotossa
ja mittauksessa tarvittavat valineet ovat asianmukaiset. Liuskat ja reagenssit tulee olla sailytetty
oikeassa lampdtilassa alkuperaisessa suljetussa pakkauksessaan, eika vanhentuneita liuskoja
saa kayttaa mittaukseen. (Moodi 2009, 314-316.) Rheumachec-vieritestia tulee sailyttaa lampati-
lassa (+4 °C)—(+28 °C), valolta suojattuna (Liite 3).

Pistokohdan ihon [ampdtilan tulee olla normaali. Tarvittaessa naytteenottokohta voidaan lammit-
taa kadenlampoisella vedella. Ihopistosnayte tulisi ottaa kahden keskimmaisen sormen (kes-
kisormi ja nimetdn) sormenpaan sivuosasta. Pistokohta valitaan niin, etta iho talla alueella on
terve ja entisia pistojalkia on mahdollisimman vahan. Ennen naytteenottoa pistokohdan iho puh-
distetaan ja annetaan kuivua. Naytteenottosormesta otetaan tukeva ote uloimman nivelen kohdal-
ta ja pistolaitteella tehd@an nopea pisto sormenpaan sivulle. Ensimmainen veripisara sisaltaa
kudosnestetta, joten se taytyy pyyhkia pois ihonpuhdistuslapulla, ja sen jalkeen tulevat pisarat
kaytetaan mittaukseen. Sormen liiallista puristamista ja naytteen "kaapimista” ihon pinnalta tulee
valttaa, silla ne voivat aiheuttaa hemolyysia tai néaytteen kontaminoitumisen kudosnesteella.
(Moodi 2009, 314-316.)

Ennen vakioitua suoniverindytteenottoa potilaan tulee istua 10-15 minuuttia verenkierron tasaa-
miseksi. Naytteenottajan taytyy varmistaa, ettd kaytettavat valineet, esimerkiksi neulat ja nayte-
putket, eivat ole vanhentuneita ja ettd potilas on noudattanut valmistautumisohjeita. Naytteen
ottamista varten valitaan sopiva laskimo, yleensa kasitaipeesta tai kAmmenen paalta. Kasivarren
ympérille asetetaan staasi joka kiristetdan. Sen jalkeen etsitddn sopiva laskimo naytteenottoa
varten valitulta alueelta palpoimalla. Pistokohta puhdistetaan 70 %:lla alkoholilla yhdella pyyh-
kaisylla ja annetaan kuivua. Taman jalkeen pistokohtaan ei saa enaa koskea steriloimattomilla
valineilla tai sormilla. (Ernst 2009, 59-88, Becan-McBride & Garza 2009, 302-240)

Naytteenottoa varten valitun suonen koosta riippuen valitaan sopiva naytteenottotekniikka; suljet-
tu- tai avotekniikka. Erittéin hentoihin suoniin voi myo0s kayttaa siipineulaa. Neula pistetaan laski-
moon suonensuuntaisesti ja noin 30 asteen kulmassa. Kun neula on suonessa, tarvittava nayte-
maara kerataan nayteputkeen, jonka jalkeen putkea sekoitetaan kaantelemalla sita ylosalaisin 5-
10 kertaa. Heti kun veri alkaa tulla putkeen, staasi taytyy Ioystyttaa. Kun kaikki tarvittavat nayte-

putket ovat tdynna, neula vedetaan pois suonesta ja pistokohtaa painetaan puhdistuslapulla niin
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kauan etté verenvuoto on tyrehtynyt. Heti ndytteenoton jalkeen putkiin tehdaan tarvittavat tunnis-
tusmerkinnat. (Ermst 2009, 45-47, 59-88, Becan-McBride & Garza 2009, 302-240)

Naytteen laatu varmistettiin ottamalla se vakioidusti ja valttden hemolyysia. Seerumindyteputkia
seisotettiin huoneenlammdssa 30 minuuttia, jotta naytteet ehtivat hyytya ja jadhtya. Seisottami-
sen jalkeen nayteputket sentrifugoitiin 10 minuuttia nopeudella 2600 rpm. Sentrifugoinnin jalkeen
naytteista pipetoitiin seerumit uusiin putkiin, jotka pakastettiin. Kun kaikki seeruminaytteet oli otet-
tu, ne analysoitiin Konelab 20i -analysaattorilla ja Anti-MCV-kitilla kaikki samassa sarjassa. See-
rumindytteet Anti-MCV-kittia varten sailyvat jaakaappilampotilassa viisi paivaa tai pakastimessa
kuusi kuukautta (Liite 4). Konelab 20i -analysaattoria varten otetut naytteet sailyvat kolme paivaa
jaakaappilampotilassa ja yhden kuukauden pakastimessa (Liite 5). Seeruminaytteet pakastettiin,
jotta ne sailyivat laadukkaina analysointia varten. Anti-MCV-kitti sailytettiin valolta suojattuna jaa-
kaappilampotilassa (Liite 4). Konelab 20i -analysaattorille tarvittavat reagenssin sailytettiin myos
jaakaappilampotilassa (Liite 5). Reagenssien kayttopaivamaarat eivat olleet vanhentuneet, itse

liuotetut reagenssit sailyvat jaakaappildmpdétilassa 30 paivaa.

6.3 Tutkimuksen luotettavuus

Tutkimuksen reliabiliudella tarkoitetaan mittaustulosten toistettavuutta ja tutkimuksen kykya antaa
ei-sattumanvaraisia tuloksia (Hirsjarvi ym. 2009, 231). Tassa tutkimuksessa laadunvarmistuksella
oli merkittava rooli reliabiliteetin varmistamisessa. Eri testeissa kaytettavat laadunvarmistusmene-
telmat takasivat sen, ettd testi ei anna sattumanvaraisia tuloksia. Esimerkiksi Rheumachec-
vieritestia tehtdessa tuli kontrolliviivan olla selkeasti luettavissa, jotta testin tulosta voitiin pitaa
luotettavana. Anti-MCV-kitilla reliabiliteetti varmistettiin tekeméalld jokaisesta néytteesta rinnak-
kaisméaaritykset ja suorittamalla kontrollimittaukset. Rinnakkaisten naytteiden absorbanssien tuli
olla hyvin lahell4 toisiaan, ne saivat poiketa toisistaan enintdan 10 %. Nain voitiin varmistua siita,
ettéd ei ollut sattunut esimerkiksi pipetointivirheita, jotka olisivat voineet vaikuttaa testin tuloksiin.
Konelab 20i -analysaattorilla puolestaan kalibrointi ja kontrollinaytteiden ajaminen takasivat sen,
etta tutkittavista naytteista saatiin luotettavat tulokset, jotka olisi tarvittaessa voitu toistaa uusin-
tamittauksella samasta naytteesta.

Tutkimuksen validius tarkoittaa sita, etta mittari tai tutkimusmenetelma kykenee mittaamaan juuri

sita, mita on tarkoituskin mitata. Validiteettiin vaikuttaan muun muassa se, miten vastaajat kasit-
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tavat kyselylomakkeen kysymykset ja ymmartavatkd he kysymykset juuri niin, kuin tutkija on aja-
tellut. (Hirsjarvi ym. 2009, 231.) Tassa tutkimuksessa kaytettava kyselylomake oli esitietolomake,
joka oli sisalloltdan hyvin suppea. Esititietolomake oli pyritty laatimaan niin, ettd kysymykset ovat
mahdollisimman yksiselitteisia, ja ettd vastaaminen olisi helppoa. Tarkein esitietolomakkeen an-
tama tieto oli vastaajan tupakointi, onko se saanndllista vai tupakoiko han ollenkaan. Muut kysy-
mykset, kuten ikd ja sukupuoli olivat taustatietoja, joilla ei ole vaikutusta itse tutkimustuloksiin,
mutta niiden avulla voidaan tehda yhteenveto vastaajien taustoista. Tutkimuksen reliaabelius ja
validius muodostavat yhdessa tutkimuksen kokonaisluotettavuuden, joka on hyva silloin, kun otos
edustaa perusjoukkoa ja mittaamisessa on mahdollisimman vahan satunnaisvirheita (Vilkka.
2007, 152). Satunnaisvirheet tassa tutkimuksessa pyrittiin eliminoimaan edella mainituilla keinoil-
la.

6.4 Tutkimuksen eettiset nakokohdat

Tutkijan on otettava huomioon monia eettisia kysymyksia, jotka liittyvat tutkimuksen tekoon. On
tarkeaa noudattaa hyvaa tieteellista kaytantoa tiedon hankinnassa ja tulosten julkaisemisessa.
Tulosten julkaiseminen tulee olla avointa ja tutkimuksen kulku taytyy raportoida yksityiskohtaises-
ti. Tutkimuksen lahtokohtana tulee olla ihmisarvon kunnioittaminen. Tutkittavilla taytyy olla mah-
dollisuus paattaa itse, osallistuvatko he tutkimukseen, ja osallistumiseen suostumisen tulee olla
vapaaehtoista. (Hirsjarvi ym. 2009, 23-25.) Hyvan tieteellisen kaytannon mukaan on myos tarke-
aa, etta tutkittavien henkildllisyys sailyy tuntemattomana ja etta tutkimustuloksista ei ole mahdol-
lista tunnistaa yksiloita (Vilkka. 2007, 164).

Tassa tutkimuksessa tulokset julkaistaan opinnaytetydn raportissa, joka tulee ammattikorkeakou-
lujen verkkokirjasto Theseukseen avoimesti kaikkien saataville. Tutkimuksen tulokset ja kulku
raportoitin mahdollisimman tarkasti ja yksityiskohtaisesti. Tutkimukseen osallistuville henkilGille
painotettiin jo tutkimuksesta laitettavassa ilmoituksessa, ettd osallistuminen on taysin vapaaeh-
toista. Tutkittavien henkil6tietoja ei missaan vaiheessa otettu muistiin, ei esitietolomakkeisiin, eika
nayteputkiin, vaan ne numeroitiin juoksevalla numeroinnilla. N&in ollen tutkittavien henkildllisyys
sailyi salassa. Henkilotiedot eivat tule olemaan edes tutkijan saatavilla ja tutkimukseen oli mah-
dollista osallistua myds taysin anonyymisti. Tulosten raportoinnissa kiinnitettiin myds huomiota

siihen, etta tutkimukseen osallistuneita ei voida tunnistaa tuloksista.
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7 TUTKIMUKSEN SUORITTAMINEN

Tutkimuksen perusjoukkona olivat Oulun seudun ammattikorkeakoulun Sosiaali- ja terveysalan
yksikon opiskelijat ja henkilokunta. Tutkimuksessa oli mukana 40 vapaaehtoisesti iimoittautunutta
henkilda, joista 20 oli tupakoivaa ja 20 tupakoimatonta. Tupakoivien ryhmaan valittin henkiloita,
jotka tupakoivat saannollisesti paivittain. Tutkimusjoukko jakaantui kahteen ryhmaan, tupakoiviin
ja tupakoimattomiin. Nama molemmat ryhmat oli tarkoitus saada ika- ja sukupuolijakaumiltaan
mahdollisimman samankaltaisiksi. Miehia ilmoittautui kuitenkin odotettua vahemman, joten nai-
den kahden ryhman sukupuolijakaumat eivat vastaa toisiaan. Tutkittavien ikjakauma oli noin 20—
60 ikavuoden valilla. Opinnaytetyoni ohjaajina toimivat OAMK:n palvelulaboratorion vastaava
sairaalakemisti Simo Rasi, lehtori Paula Reponen seké opettaja Hanna-Maarit Aho. Lisaksi Kone-
lab 20i -analysaattorin kaytdssa minua ohjasi OAMK:n palvelulaboratorion bioanalyytikko Paivi

Saloranta.

7.1 Naytteenoton toteuttaminen

lImoituksia tutkimuksesta (liite 1) laitettiin Sosiaali- ja terveysalan yksikon ilmoitustauluille. Tutki-
mukselle haettiin sita ennen Sosiaali- ja terveysalan yksikon johtajan Kari Virolaisen antama tut-
kimuslupa. Tutkimuslupa haettiin erillisella lupahakemuslomakkeella. [Imoituksessa vapaaehtoisia
tutkimukseen halukkaita osallistujia pyydettiin ilmoittautumaan sahkdpostitse. Tutkittavat henkilot
valittiin ilmoittautumisjarjestyksessa ja he saivat sahkopostitse ajan naytteenottoon ja ohjeet nayt-

teenottoon valmistautumiseen.

Naytteenotto jarjestettiin Sosiaali- ja terveysalan yksikon tilassa C2010A. Naytteenottoa varten ei
ollut erityisia esivalmisteluja. Tutkittavien tuli kuitenkin valttaa erittain kuormittavaa liikuntaa pari
paivaa ennen naytteenottoa. Sahkopostilla osallistujille 1&hetetyissa valmistautumisohjeissa pyy-
dettiin valttdmaan kuormittavaa likuntaa parin paivan ajan ennen naytteenottoa ja heita pyydettiin
my0s istumaan 15 minuuttia juuri ennen naytteenottoa verenkierron tasaamiseksi. Esitietolomak-

keeseen (liite 2) tutkimushenkilot tayttivat kaikki tarvittavat esitiedot.
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TAULUKKO 1: Muuttujataulukko

Tutkimusongelmat

Muuttujat

Mittarin osiot

1. Miten eri menetelmilla maaritetyt
anti-MCV- ja reumafaktoriarvot

eroavat toisistaan?

1.1.Miten Rheumachec-vieritestilla
méaaritetyt anti-MCV-tulokset eroa-

vat ELISA-tekniikkaan perustuvalla

Rheumachec-vieritesti

Tulos: positiivi-

nen/negatiivinen

Anti-MCV-kitli saaduista tuloksis- 1V Kt Tulos: numeerinen, yk-
sikkd U/ml

ta?

1.2. Miten Rheumachec-vieritestilla  Rheumachec-vieritesti Tulos: positiivi-

maaritetyt reumafaktoritulokset
eroavat Konelab 20i -
analysaattorilla saaduista tuloksis-

ta?

Konelab 20i -analysaattori

nen/negatiivinen

Tulos: numeerinen, yk-
sikkd U/ml

2. Onko Rheumachec-vieritesti
luotettava anti-MCV:n ja reumafak-

torin maarityksessa?

Rheumachec-vieritestin anta-
mien tulosten eroavaisuudet
verrattuna Anti-MCV-kitin ja
Konelab 20i -analysaattorin

antamiin tuloksiin

Anti-MCV- ja reumafak-

toritulokset

3. Millaiset ovat tupakoivien ja tu-
pakoimattomien anti-MCV- ja reu-
mafaktoriarvot ja millaisia ovat
naiden kahden ryhman véliset

erot?

Selittdva muuttuja: tupakointi

Selitettdva muuttuja: vasta-
ainepitoisuuksien erot tupakoi-

villa ja tupakoimattomilla

Sekoittava muuttuja: kuormitta-

va liikunta, munuaisten vajaa-

toiminta

Anti-MCV- ja reumafak-

toritulokset

Esitietolomake
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3.1. Onko tupakointi mahdollinen Vasta-ainepitoisuuksien erot Anti-MCV- ja reumafak-
altistava tekija anti-MCV:n jareu-  tupakoivilla ja tupakoimattomilla  toritulokset

mafaktorin esiintymiselle veressa?

7.2 Naytteenotto

Aineisto kerattiin ottamalla tutkittavilta henkil6ilta sormenpaasta kapillaarikokoverindyte Rheu-
machec-vieritestia varten ja seeruminayte geelilliseen seerumiputkeen kasivarren laskimosta
Anti-MCV-kittia ja Konelab 20i -analysaattoria varten. Naytteet otettiin vakioidusti. Muuttujataulu-
kossa (taulukko 1) on esitelty tutkimukseen liittyvat muuttujat. Tutkittavat tayttivat naytteenottoon
tullessaan esitietolomakkeen (liite 2). Tarvittavia esitietoja olivat ian ja sukupuolen liséksi mahdol-
linen munuaisten vajaatoiminta, seka erityisen kuormittavan likunnan harjoittaminen, jotka voivat
aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia anti-MCV:n maarityksessa. Esitietolomake oli hyvin suppea,
joten sille ei suoritettu esitestausta. Esitietolomakkeet numeraoitiin juoksevalla numeroinnilla, ku-
ten myOs naytekasetit ja -putket. Tutkittavien henkildtietoja ei keratty lainkaan ylos, eika jalkeen-
pain ollut mahdollisuutta yhdistaa ketdan henkilda tiettyyn naytteeseen tai tuloksiin. Tutkimukseen
oli ndin ollen myds mahdollista osallistua anonyymisti. Tutkittaville iimoitettiin naytteenoton yhtey-
dessa naytenumero, jonka perusteella he saavat myéhemmin tuloksensa. Tulosten saannin yh-
teydessa tutkittaville painotettiin, etta positiivista reumafaktori- tai anti-MCV-tulosta ei voida pitaa

merkkina nivelreumasta, ja etta kyseisia vasta-aineita esiintyy myds terveilla.

7.3 Naytteiden analysointi

Rheumachec-vieritesti tehtiin tuoreesta kapillaariveresta. Nayte otettiin vieritestin mukana tullee-
seen muovipipettiin, johon tarvittava naytemaara (10 pl) imeytyi kapillaari-ilmion avulla. Nayte
pipetoitiin valittdmasti naytteenoton jalkeen huoneenlampdisen testikasetin huovalle, neliskulmai-
seen naytekenttddn. Seuraavaksi testikasetin pyoredén puskurikenttaan tiputettiin 6 tippaa huo-
neenlampdista puskuriliuosta. Puskuriliuos tulee kayttévalmiina vieritestin mukana ja se on 0,09
%:sta natriumatsidia. Tulos luettiin 15 minuutin kuluttua. Inkubointiaikana testikasetti sailytettiin
vaakasuorassa. 30 minuutin kuluttua testin loppumisen jalkeen, eli 45 minuutin kuluttua naytteen

pipetoinnista, tulokset luettiin viela uudelleen, koska tamén ajan sisalla jokainen testikenttaan
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ilmestynyt viiva luetaan positiiviseksi. Testikentassa yli 30 minuuttia testin loppumisen jalkeen

tapahtuvia muutoksia ei tulisi enda ottaa huomioon analyysissa. (Liite 3)

Anti-MCV-kitin suoritusta varten taytyi liuottaa kaksi reagenssia: pesuliuos ja néytteen laimennus-
liuos. Liuotus tehtiin kitin ohjeen mukaisesti (lite 4). Nayte laimennettiin laimennusliuoksella
1:100. Kitin mukana tulevia valmiita reagensseja ovat entsyymikonjugaattiliuos, joka sisaltda ka-
nin polyklonaalista anti-humaani IgG:ta, TMB-substraattiliuos ja pysaytysliuos, joka sisaltaa hap-
poa. Kitin ohjeessa ei mainita tarkemmin, mita kyseinen happo on. Kittiin kuuluvat my6s kuoppa-
levyt, joiden pohjalla on sitrullinisoitunutta vimentiinia. Anti-MCV-tydohjeessa selostetaan tyon
suoritus (liite 4). Alla olevassa pipetointikaaviossa on tyon suoritus esitetty lyhyesti (kuvio 2).

1. Pipetoi 100l kalibraattoria, kontrollia tai laimennettua potilasnaytetta
—> Inkuboi 30 minuuttia RT (huoneenldmmdssa)
—> Tyhjenna kuoppalevyjen sisalto ja pese kuoppalevyt
kolme kertaa 300pl:1la pesuliuosta

2. Pipetoi 100p1 entsyymikonjugaattia
- Inkuboi 15 minuuttia RT
-> Tyhjenna kuoppalevyjen sisaltd ja pese kuoppalevyt
kolme kertaa 300pl:lla pesuliuosta

3. Pipetoi 100pl substraattiliuosta
- Inkuboi 15 minuuttia RT

4. Lisaa 100pl pysaytysliuosta
- Inkuboi 5 minuuttia RT
-> Mittaa naytteet 450nm:ssa

KUVIO 2: Pipetointikaavio (mukaillen Anti-MCV-tydohyje, liite 4)

Anti-MCV-kitilld analysoitujen naytteiden absorbanssit mitattin PerkinElmer Victor X4 -
spektrofotometrilld, joka muodosti kontrolliliuosten absorbanssien perusteella standardikuvaajan.
Kuvaajan avulla spektrofotometri tulosti vastaukset naytteille konsentraatioina yksikossa U/ml.
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Thermo Fisher Scientificin valmistama reagenssikitti Konelab 20 -analysaattorille sisaltdéa RF2-
reagenssin, RF2-puskuriliuoksen, naytteen laimennosliuoksen, seka RF2-kalibrointiliuoksen.
RF2-reagenssi sisaltdéd mikropartikkeleita, jotka on paallystetty ihmisen IgG:lla. Lisaksi kyseinen
liuos on alle 2,5 %:nen NaNs:n suhteen. RF2-puskuriliuos on 0,05 mol/l Tris-liuos, joka on alle 0,1
%:nen NaNa:n suhteen. Naytteen laimennosliuos on 0,01 mol/l PBS:&a ja alle 0,1 %:nen NaNas:n
suhteen. RF2-kalibrointiliuos on ihmisperaista ja se on alle 0,1 %:nen NaNs:n suhteen. Jauhe-

mainen RF2-reagenssi taytyy liuottaa 6ml:aan vetta, muut liuokset ovat kayttovalmiita. (Liite 5)

Analysaattori valmisti laimennoksen kalibrointiliuoksesta koneelle syotettyjen parametrien mu-
kaan. Kalibraatioparametrit ja mittauksen suoritus on kaaviokuvana liitteend (liite 6). Kalibraa-
tiokayra muodostui kalibrointiliuoksesta saatujen mittausten perusteella. (liite 5) Kontrollindytteet
ja seeruminaytteet syotettiin analysaattoriin. Konelab 20i -analysaattori laski tulokset automaatti-
sesti kalibraatiokdyran avulla ja tulokset tulostuivat yksikossa U/ml.

7.4 Naytteista saatujen tulosten analysointi

Tutkimuksesta saatiin kvantitatiivista tietoa. Tulokset syotettin SPPS-tilasto-ohjelmaan. Kyseisel-
la ohjelmalla tuloksista tehtiin erilaisia taulukoita, joiden avulla tulokset ovat helposti luettavissa.
Taulukoiden ja kuvioiden tekoon kaytettiin myos Microsoft Excel -taulukkolaskentaohjelmaa. Tu-
losten perusteella vertailtin Rheumachec-vieritestin ja anti-MCV-kitin eroja anti-MCV:n maarityk-
sessa, seka Rheumachec-vieritestin ja Konelab 20i -analysaattorin eroja reumafaktorin maarityk-
sessa. Tuloksista saatujen taulukoiden perusteella tehtiin paatelmia tupakoinnista mahdollisena

altistavana tekijana reumafaktorin ja anti-MCV:n esiintymiselle veressa.

Rheumachec-vieritestin valmistaja on ilmoittanut testin cut off -arvoksi 50 U/ml. Alle 50 U/ml tu-
lokset ovat negatiivisia ja yli 50 U/ml tulokset ovat positiivisia. Konelab 20i -analysaattorin reuma-
faktorimaarityksessa negatiivisia ovat arvot, jotka ovat alle 15 U/ml. Anti-MCV-kitin ohjeen mu-
kaan negatiivisia ovat naytteet, joiden arvoksi saadaan alle 20 U/ml. (Liitteet 3, 4 ja 5) Rheu-
machec-vieritesti ei siis anna kvantitatiivista tietoa, tulos on joko positiivinen tai negatiivinen. Ko-
nelab 20i -analysaattorilla ja Anti-MCV-kitilla saadut tulokset puolestaan ovat kvantitatiivista tie-
toa, koska ne antavat naytteelle tarkan arvon, U/ml. Rheumachec-vieritestin, Konelab20i -
analysaattorin ja Anti-MCV-kitin antamat tulokset eivat siis ole suoraan verrattavissa keskenaan.
Voidaan kuitenkin olettaa, ettda Rheumachec-vieritestilla positiivisen reumafaktorituloksen anta-
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neista naytteistd tulisi Konelab 20i -analysaattorin antaa tulokseksi yli 15 U/ml, jotta vieritestia
voidaan pitaa luotettavana. Samoin Anti-MCV-kitin antamat tulokset vieritestilld positiivisiksi tode-

tuista naytteista tulisi olla yli 20 U/ml.
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8 TULOKSET

8.1 Laadunvarmistustulokset

Rheumachec-vieritestin laadunvarmistus

Rheumachec-vieritestissa jokaista naytettd analysoidessa tehtiin samalla kontrollointi. Testin
lukualueella on oma kontrollivyohyke. Tuloksia luettaessa katsottiin oliko kontrollivyohykkeelle
ilmestynyt punavioletti nauha. Mikali kontrollivydhykkeelle ei olisi tullut punaviolettia nauhaa, ei
testin tulosta olisi voitu hyvaksya. Jokaisen naytteen kohdalla tdssa tutkimuksessa vieritesti on-
nistui, eli kontrollivydhykkeelld nakyi punavioletti nauha. Myds naytteen laatu varmistettiin otta-

malla nayte vakioidusti.

Anti-MCV-kitin laadunvarmistus

Anti-MCV-kitin mukana tulivat kontrollit ja kalibrointiliuokset. Naytesarjaan pipetoitiin positiivinen
ja negatiivinen kontrolli seka kuusi erilaista kalibrointiliuosta, joiden anti-MCV-pitoisuudet olivat 0,
20, 40, 100, 300 ja 1000 U/ml. Jokaisesta naytteesta, kontrollista ja kalibraattorista pipetoitiin
sarjaan kaksi rinnakkaista naytetta. Rinnakkaisnaytteiden absorbanssit vastasivat toisiaan (liite
7). Tuloksia voidaan pitaa luotettavana, silla kalibrointiliuosten rinnakkaispipetointien absorbanssit
ja anti-MCV-konsentraatiot vastaavat toisiaan (taulukko 2). Ensimmaisen kalibrointiliuoksen tavoi-
tekonsentraatio oli 0. Rinnakkaisnaytteen 2 absorbanssi kyseisella kalibrointiliuoksella oli niin
lahelld nollaa, etta standardikuvaajan perusteella sille ei voitu laskea konsentraatiota (taulukko 2).
Tasta liuoksesta tehtyjen rinnakkaispipetointien absorbanssit ovat kuitenkin niin lahella toisiaan,
ettd konsentraatiotuloksen puuttumista ei voida pitaa mittauksen laatuun vaikuttavana seikkana.
Kalibrointiliuoksille sallitut tavoitearvot ja vaihteluvalit oli iimoitettu kitin mukana tulleessa laadun-

varmennuskirjassa.
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TAULUKKO 2: Anti-MCV:n kalibraattoreiden absorbanssit ja konsentraatiot, Anti-MCV-kitilld méé-

ritettyind. Kalibraattori 1:n rinnakkaisnéytteelle 2 ei voitu laskea konsentraatiota.

Absorbanssi 450nm Konsentraatio U/ml
Tavoite- Rinnakkais- Rinnakkais- Rinnakkais- Rinnakkais- Konsentraatioiden
konsentraatio nayte 1 néyte 2 nayte 1 nayte 2 keskiarvo U/ml
Uiml
Kalibraattori 0 0,0822 0,0799 0,01884 - 0,0188
1
Kalibraattori 20 0,3041 0,3145 19,7479 19,7624 19,755
2
Kalibraattori 40 0,4992 0,5025 40,9744 41,2696 41,122
3
Kalibraattori 100 0,9098 0,8916 98,7678 99,1606 98,964
4
Kalibraattori 300 1,7068 1,6752 301,182 300,112 300,64
5
Kalibraattori 1000 2,5933 2,6048 999,073 999,941 999,50
6

Standardikuvaaja anti-MCV:lle oli nouseva kuvaaja. Kalibraattoreista saatujen absorbanssien
perusteella PerkinElmer Victor X4 —spektrofotometri teki standardikuvaajan. Standardikuvaaja

vastaa valmistajan ilmoittamaa kuvaajaa. (Kuvio 3)
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KUVIO 3: Anti-MCV-kitillé tehdyn méérityksen standardikuvaaja anti-MCV:lle .

Anti-MCV:n maarityksessa kontrollina oli kaksi eri pitoista kontrollia. Positiivisen kontrollin (kont-
rolli 1) tavoitekonsentraatio oli 200,0. Negatiivisen kontrollin (kontrolli 2) tavoitekonsentraatio oli
4,0. Kontrollien mittauksista saadut konsentraatioarvot ovat hyvin lahella tavoitekonsentraatioita.

Liséksi Kontrollien rinnakkaiset absorbanssit ja konsentraatiot vastaavat toisiaan. (Taulukko 3)
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TAULUKKO 3: Kontrollindytteiden absorbanssit ja anti-MCV-pitoisuudet, Anti-MCV-kitilld méaéri-

tettyna.
Absorbanssi 450nm Konsentraatio U/ml
Tavoite-
konsentraatio Rinnakkais-  Rinnakkais- Rinnakkais- Rinnakkais- Konsentraatioiden
U/ml nayte 1 néyte 2 nayte 1 néyte 2 keskiarvo U/ml
Kontrolli 200,0 1,38891 1,35926 200,42 200,19 200,305
1
Kontrolli 4.0 0,14723 0,14431 4,7085 4,2844 4,49645
2

Konelab 20i:11a tehdyn reumafaktorimaarityksen laadunvarmistus

Ennen naytteiden ajoa Konelab 20i -analysaattorilla, reumafaktorimaaritys kalibroitiin. Kalibrointi-

liuoksena kaytettiin Thermo Fisher Scientificin RF2 -kalibraattoria. Analysaattori valmistaa kalib-

raattoriliuoksesta viisi eri pitoista laimennosta koneelle syétettyjen parametrien mukaan, kysees-

sa on siis 5-pistekalibrointi. Kalibraattoriliuoksesta saatujen arvojen perusteella laite muodosti

nousevan kalibraatiokayran (kuvio 4), joka vastaa reagenssipakkauksessa olevaa kalibraa-

tiokayraa. Analysaattorin antoi siis oikeanlaisen kalibraatiokayran.
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KUVIO 4: Konelab 20i -analysaattorin antama standardikuvaaja reumafaktorille

Kontrollina reumafaktorin maarityksessa Konelab 20i:lla kaytettiin Thermo Fisher Scientificin RF -
kontrollia. Kontrollin tavoitearvona oli 35 U/ml ja sallittu vaihteluvali oli 28-42 U/ml. Kontrollista

saatu mittaustulos 34 U/ml sijoittuu erittdin hyvin sallitun vaihteluvélin sisdpuolelle. (Taulukko 4)

TAULUKKO 4: Konelab 20i -analysaattorin kontrollitulokset reumafaktorille

Tavoitearvo U/ml Sallittu vaihteluvali Tulos U/ml
U/ml
RF-kontrolli 35 28-42 34
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8.2 Taustatiedot

Tutkimukseen osallistui 40 henkil6a, joista 20 oli tupakoimattomia, ja 20 saanndllisesti tupakoivia.
Naista 40 tutkimukseen osallistuneista 35 oli naisia ja 5 miehia@ (kuvio 5). Tutkimuksen luotetta-
vuuden kannalta olisi ollut hyddyllista, etta tutkimusjoukossa olisi ollut yhta paljon miehia ja nai-
sia. Tutkimusjoukko kerattin OAMK:n Sosiaali- ja terveysalan yksikon opiskelijoista ja henkilo-
kunnasta, joista suurin osa on naisia. Nain tutkimusjoukko vastaa sukupuolijakaumaltaan kuiten-
kin perusjoukkoa. Koska miesten maara jai vahaiseksi tutkimusjoukossa, ei voida tehda paatel-
mia, vaikuttaako tupakointi reumafaktorin ja anti-MCV:n esiintymiseen eri lailla eri sukupuolilla.
Sukupuolella ei kuitenkaan ole merkitysta tutkittaessa Rheumachec-vieritestin luotettavuutta.

12 % (5 kpl)

O mies
® nainen

88 % (35 kpl)

KUVIO 5: Tutkimukseen osallistuneiden 40 henkilén sukupuolijakauma

Tutkimusjoukosta suurin osa oli alle 25-vuotiaita, joita oli 60 % tutkimukseen osallistuneista. Seu-
raavaksi suurin ryhma oli 25-35-vuotiaat, joita oli 25 %. 36-45-vuotiaita oli 8 % ja 46-55-vuotiaita
5 %. Pienin rynma oli yli 55-vuotiaat, joita oli 2 % tutkimukseen osallistuneista. (Kuvio 6)
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KUVIO 6: Tutkimukseen osallistuneiden henkildiden ikéjakauma

Tupakoivien ryhmassa kaikki tupakoivat saannollisesti paivittain vahintaan yhden savukkeen ja
enintaan 26 savuketta paivassa (kuvio 7). Tupakoivat henkilot olivat tupakoineet vahintaan kah-
den vuoden ajan ja enintaan 30 vuoden ajan. Keskimaarin he olivat tupakoineet 9,8 vuoden ajan.
Tupakoimattomien ryhmasta aikaisemmin saannollisesti tupakoineita, mutta sittemmin tupakoin-
nin lopettaneita, oli kuusi kappaletta, eli 30 % kaikista tupakoimattomista, ja lopettamisesta oli
keskimaarin aikaa 3,7 vuotta. Munuaisten vajaatoiminta ja kuormittava liikunta saattoivat aiheut-
taa virheellisia positiivisia tuloksia anti-MCV:n maarityksessa. Kenellakaan tutkimusryhmasta ei
ollut munuaisten vajaatoimintaa, mutta kuormittavaa liikuntaa ennen naytteenottoa oli harjoittanut

kaksi henkilda eli 5 % koko tutkimusjoukosta.
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KUVIO 7: Tupakoivien henkilbiden péivassé polttamien savukkeiden mééré

8.3 Eri menetelmilla maaritettyjen reumafaktori- ja anti-MCV-arvojen erot

Anti-MCV

Rheumachec-vieritesti antoi yhteensa viisi positiivista anti-MCV-tulosta, eli 12 % kaikista naytteis-
ta oli Rheumachec-vieritestin mukaan anti-MCV-positiivisia. Negatiivisia anti-MCV-tuloksia
Rheumachec-vieritesti antoi 35 kappaletta eli 88 % naytteistd. Anti-MCV-kitti puolestaan antoi
kaikille naytteille arvon, joka oli alle 20 U/ml. Kitin antamien tulosten perusteella kaikki naytteet
olivat siis negatiivisia anti-MCV:n suhteen. (Taulukko 5) Rheumachec-vieritestilla negatiivisen
tuloksen antamien naytteiden konsentraatiot Anti-MCV-kitilla tehtyna vaihtelivat valilla 3—14 U/ml.
Positiivisen tuloksen Rheumachec-vieritestilla antaneiden naytteiden konsentraatiot olivat valilla
5-10 U/ml, eli ne eivat juuri eronneet negatiivisten naytteiden konsentraatioista kitilla tehtyna.
(Kuvio 8)
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TAULUKKO 5: Rheumachec-vieritestin luotettavuus verrattuna rinnakkaismenetelmiin

Reumafaktori Anti -MCV

% (n) % (n)
Rheumachec-vieritestin antamat positiiviset tulokset 58 (23) 12 (5)
Rheumachec-vieritestin antamat negatiiviset tulokset 42 (17) 88 (35)
Konelab 20i:n antamat positiiviset tulokset 0 (0) -
Konelab 20i:n antamat negatiiviset tulokset 100 (40) -
Anti-MCV-kitin antamat positiiviset tulokset - 0 (0)
Anti-MCV-kitin antamat negatiiviset tulokset - 100 (40)
Rheumachec-vieritestin antamat vaarat positiiviset tulokset 58 (23) 12 (5)
Rheumachec-vieritestin antamat oikeat positiiviset tulokset - -
Rheumachec-vieritestin antamat vaarat negatiiviset tulokset 0 (0) 0 (0)
Rheumachec-vieritestin antamat oikeat negatiiviset tulokset 42 (17) 88 (35)

kpl

14

12

1I:| i - - .
Rheumachec-vieritestilla

8 -+
m positiivinen

E -
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2 -4

0 - Ll

3 4 5 6 7 8 5 10 14

KUVIO 8: Rheumachec-vieritestin anti-MCV:lle antamia positiivisia ja negatiivisia tuloksia vastaa-
vat arvot Anti-MCV-kitilla mééritettynd, yksikk6 U/ml. Anti-MCV-kitilld positiivisia ovat néytteet,

joiden konsentraatio on yli 20 U/ml.
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Reumafaktori

Rheumachec-vieritesti antoi 23 positiivista reumafaktoritulosta, eli 58 % kaikista naytteista oli
Rheumachec-vieritestin mukaan positiivisia reumafaktorille. Kun tulokset tarkistettiin Konelab 20i
-analysaattorilla, kaikki naytteet saivat reumafaktoriarvon, joka oli alle 15 U/ml. Konelab 20i -
analysaattorilla saadut tulokset olivat siis kaikki negatiivisia reumafaktorille. (Taulukko 5) Konelab
20i -analysaattorin antamat konsentraatiot Rheumachec-vieritestilla positiivisille ja negatiivisille
naytteille eivat poikenneet toisistaan paljon. Rheumachec-vieritestilla negatiivisten naytteiden
konsentraatiot vaihtelivat Konelab 20i:lld mitattuna valilla 10-12, ja positiivisten naytteiden kon-
sentraatiot olivat valilla 11-13. (Kuvio 9)

kpl
16
14
12
10 Rheumachec-vieritestilla
8 m positiivinen
® m negatiivinen
4
2
0 .

T -—| Ufml
13

10 11 12

KUVIO 9: Rheumachec-vieritestin reumafaktorille antamia positiivisia ja negatiivisia tuloksia vas-
taavat arvot Konelab 20i -analysaattorilla mééritettyné, yksikké U/ml. Konelab 20i:lla positiivisia
ovat néytteet, joiden konsentraatio on yli 15 U/ml.
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8.4 Rheumachec-vieritestin luotettavuus

Rheumachec-vieritesti antoi 23 vaaraa positiivista tulosta reumafaktorille ja viisi vaaraa positiivis-
ta tulosta anti-MCV:lle. Rheumachec-vieritesti ei antanut yhtaan vaaraa negatiivista tulosta. Oikei-
ta negatiivisia tuloksia reumafaktorille oli 17 kappaletta ja anti-MCV:lle 35 kappaletta. (Taulukko
) Jos testiryhmaan olisi otettu mukaan kontrollindytteita nivelreumaa sairastavilta henkilGilta,
joiden reumafaktori- ja anti-MCV-arvot olisivat olleet tiedettavasti koholla, olisi voitu myos varmis-
taa, antaako vieritesti oikeita positiivisia tuloksia. Saatujen tulosten perusteella ei siis voida paa-
tella, antaako vieritesti oikeita positiivisia tuloksia, koska testiryhmassa ei ollut yhtdan henkil6a,

joka olisi tiedettavasti sairastanut nivelreumaa.

Rheumachec-vieritestin antamien vaarien positiivisten tulosten maara on huomattava. Vieritestia
ei tdman tutkimuksen perusteella voida pitda kovin luotettavana maarittdmaan reumafaktoria ja
anti-MCV:ta. Testi antoi liian herkasti positiivisen tuloksen naytteille, jotka kuitenkin muilla mene-
telmillé varmistettaessa osoittautuivat negatiivisiksi. Kaikki vieritestin antamat negatiiviset tulokset
olivat my6s Konelab 20i:11& ja Anti-MCV-kitilla varmistettuna negatiivisia. Vieritestin antamia nega-
tiivisia tuloksia ei kuitenkaan voi pitaa luotettavina, silld mukana ei ollut yhtaan oikeaa positiivista

naytetta.

8.5 Tupakoivien ja tupakoimattomien erot anti-MCV- ja reumafaktoriarvoissa

Kaikki 40 naytetta olivat Konelab 20i:11& ja Anti-MCV-kitilla méaritettyind negatiivisia reumafaktoril-
le ja anti-MCV:lle. Taman tutkimuksen perusteella tupakoivilla ja tupakoimattomilla ei siis nayttaisi
olevan eroja anti-MCV- ja reumafaktoriarvoissa. Rheumachec-vieritesti puolestaan on hieman
herkempi antamaan tupakoiville positiivisia reumafaktori- ja anti-MCV-tuloksia. Rheumachec-
vieritesti antoi 50 prosentille tupakoimattomista positiivisen reumafaktoriarvon, kun taas tupakoi-
vista 65 prosenttia oli vieritestin mukaan reumafaktoripositiivisia. Anti-MCV:n maarityksessa
Rheumachec-vieritesti naytti positiivista 15 prosentille tupakoivista, ja tupakoimattomista 10 pro-
sentille. (Taulukko 6)
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TAULUKKO 6: Tupakoivien ja tupakoimattomien véliset erot reumafaktori- ja anti-MCV-

pitoisuuksissa Rheumachec-vieritestilla maéritettyné

Tulos Yhteensa
kylla
Reumafaktori negatiivinen 35 42
positiivinen 65 58
yhteensa % (n) 100 (20) 100 (20) 100 (40)
Anti-MCV negatiivinen 85 88
positiivinen 15 12
yhteensa % (n) 100 (20) 100 (20) 100 (40)

Kuormittavan likunnan harjoittaminen ennen ndytteenottoa saattoi aiheuttaa vaaria positiivisia

tuloksia Rheumachec-vieritestille, varsinkin anti-MCV:n maarityksessa. Tutkimusjoukosta kuor-

mittavaa liikuntaa ennen naytteenottoa harjoittaneita henkil6ita oli 2 kappaletta eli 5 % koko tut-

kimusjoukosta. Kuormittavaa likuntaa harjoittaneista 100 % oli seka reumafaktori- etta anti-MCV-

positiivisia Rheumachec-vieritestilld mitattuna. HenkilGista, jotka eivat olleet harjoittaneet kuormit-

tavaa liikuntaa, 55 % oli reumafaktoripositiivisia ja 13 % anti-MCV-positiivisia Rheumachec-

vieritestin mukaan. (Taulukko 7)

TAULUKKO 7: Kuormittavan liikkunnan vaikutus Rheumachec-vieritestin antamiin tuloksiin

Tulos Kuormittava liikunta
ei kylla
Reumafaktori negatiivinen 45 0
positiivinen 55 100
yhteensa % (n) 100 (38) 100 (2)
Anti-MCV negatiivinen 87 0
positiivinen 13 100
yhteensa % (n) 100 (38) 100 (2)
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8.6 Tupakointi mahdollisena altistavana tekijana anti-MCV:n ja reumafaktorin

esiintymiselle veressa

Tassa tutkimuksessa kaytetyilla menetelmilla maaritettyina tupakoivien ja tupakoimattomien valil-
|2 ei ollut eroja anti-MCV- ja reumafaktoripitoisuuksissa. Nain ollen tupakointia ei taméan tutkimuk-
sen perusteella voida pitaa altistavana tekijané kyseisten vasta-aineiden esiintymiselle veressa.
Tupakoinnin kestolla ei mydskaan ollut vaikutusta vasta-ainepitoisuuksiin. Yli kaksikymmenta
vuotta tupakoineiden ja vain muutaman vuoden tupakoineiden valilla ei ollut merkittavia eroja.
Runsaasti, yli kaksikymmenta savuketta paivassa tupakoivien, ja vain muutaman savukkeen péi-
vassa tupakoivien valilla ei mydskaan ollut eroja vasta-ainepitoisuuksissa, joten tupakoinnin maa-

ralla ei tdman tutkimuksen perusteella ole vaikutusta.
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9 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Tassa tydssa maaritettin 40 néytteen anti-MCV- ja reumafaktoriarvot kahdella eri menetelmalla.
Rheumachec-vieritestilld maaritettiin kapillaariveresta anti-MCV- ja reumafaktoripitoisuus. Anti-
MCV-tulokset varmistettiin ELISA-tekniikkaan perustuvalla kitilla ja reumafaktoritulokset varmis-
tettiin Konelab 20i -analysaattorilla. Nailla eri menetelmilla maaritetyissa arvoissa oli huomattavia
eroja. Anti-MCV:n maarityksessa Rheumachec-vieritesti antoi 12 % positiivisia tuloksia. Anti-
MCV-kitilla maaritettyna kaikki naytteet kuitenkin olivat negatiivisia anti-MCV:lle. Samoin reuma-
faktorin maarityksessa vieritesti antoi 58 %:lle naytteista positiivisen tuloksen ja Konelab 20i -
analysaattorilla maaritettyna kaikki naytteet olivat negatiivisia reumafaktorille.

Rheumachec-vieritestia ei taman tutkimuksen perusteella voida pitaa luotettavana maarittamaan
anti-MCV:ta ja reumafaktoria, silla vaarien positiivisten maara on huomattava. Rheumachec-
vieritestin antamat negatiiviset tulokset, joita oli anti-MCV:lle 88 % ja reumafaktorille 42 %, ovat
periaattessa oikeita negatiivisia, silla kaikki Rheumachec-vieritestilla negatiivisiksi todetut naytteet
olivat myos rinnakkaismenetelmilla maaritettyna negatiivisia. Nain saatuja negatiivisia tuloksia ei
kuitenkaan voi pitaa luotettavina, koska tutkimuksessa ei ollut mukana yhtaan positiivista naytet-

ta.

Rheumachec-vieritestin antamilla positiivisilla tuloksilla ei ollut tiettya rajaa konsentraatiossa mi-
tattuna rinnakkaismenetelmilld. Toisin sanoen Rheumachec-vieritestin antamien positiivisten
naytteiden rinnakkaismenetelmilla mitatut konsentraatiot vaihtelivat samalla vélilla kuin negatiivis-
ten naytteidenkin, seka reumafaktorilla ettd anti-MCV:lI&. Nain voidaan paatella, etta vieritesti
antaa positiivisen tuloksen sattumanvaraisesti, ei tietyn konsentraation ylittyessa. Taméa vahvistaa
johtopaatoksen siita, ettd Rheumachec-vieritesti ei ole luotettava maarittamaan reumafaktoria ja
anti-MCV:ta.

Rheumachec-vieritestin luotettavuutta voidaan myds arvioida tarkastelemalla testin spesifisyytta

ja herkkyyttd. Rheumachec-vieritestin valmistajan mukaan testin kliininen spesifisyys Anti-

MCV:lle on 98 % ja herkkyys 72 % (lite 3). Reumafaktorin osalta spesifisyydesta ja herkkyydesta

ei ole mainintaa. Tutkimuksessa kaytettyjen 40 naytteen tuloksista 58 % oli Rheumachec-

vieritestilla maaritettyna vaaria positiivisia reumafaktorille ja 12 % vaaria positiivisia anti-MCV:lle.
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Véarien positiivisten tulosten perusteella voidaan paatella, etta testin spesifisyys ei ylla valmista-
jan ilmoittamalle tasolle. Jos tutkimuksessa olisi ollut mukana tiedettavasti positiivisia naytteita,

olisi myds testin herkkyytta voitu arvioida.

Rheumachec-vieritesti vaikuttaa taman tutkimuksen perusteella olevan hieman herkempi anta-
maan positiivisen anti-MCV- tai reumafaktorituloksen tupakoiville kuin tupakoimattomille. Muuta
eroa tupakoivien ja tupakoimattomien valilla tassa tutkimuksessa ei havaittu. Anti-MCV-kitilla ja
Konelab 20i analysaattorilla maaritettyina kaikki naytteet, seka tupakoivien, etta tupakoimattomi-
en, olivat negatiivisia. Tupakointia ei siis taman tutkimuksen perusteella voida pitaa altistavana
tekijana anti-MCV:n ja reumafaktorin esiintymiselle veressa. Kuormittavan liikkunnan vaikutusta
vaariin positiivisiin tuloksiin Rheumachec-vieritestilla oli havaittavissa hieman. Kuormittavaa lii-
kuntaa ennen naytteenottoa harjoittaneita oli viisi prosenttia tutkimusjoukosta, ja he kaikki olivat
seka anti-MCV- etta reumafaktoripositiivisia vieritestin mukaan. Rinnakkaismenetelmilla maaritet-
tyna namakin naytteet kuitenkin olivat negatiivisia.

Nain suppealla tutkimusjoukolla tehdyssa tutkimuksessa taytyy ottaa sattuman vaikutus huomi-
oon. Erityisesti arvioitaessa kuormittavan likunnan vaikutusta vaariin positiivisiin vieritestin tulok-
siin, taytyy ottaa huomioon, etta kuormittavaa liikuntaa ennen naytteenottoa harjoittaneita oli vain
5 % eli kaksi henkil6a koko tutkimusjoukosta. Tekemalld vastaava tutkimus laajemmalla tutkimus-
joukolla voitaisiin saada luotettavampaa tietoa tupakoinnista mahdollisena altistavana tekijana.
Lis&ksi jos tutkimusjoukkoon valittaisiin tupakoivien ryhmaan ainoastaan sellaisia henkildita, jotka
ovat tupakoineet hyvin kauan, esimerkiksi vahintaan 25-30 vuotta, voisivat tupakoinnin mahdolli-

set vaikutukset vasta-ainearvoihin tulla paremmin esille.

Omat oppimiskokemukseni tasta opinnaytetyosta ovat monipuoliset. Opin kvantitatiivisen tutki-
muksen teon eri vaiheet ja kehitin myos taitojani kaytannon laboratorioty0ssa, seka naytteenotos-
sa. Haasteeksi taman tyon tekemisessa muodostui riittdvan laajan tutkimusjoukon kera@minen
seka tulosten saattaminen lopulliseen muotoonsa taulukoihin ja kuvioihin. Opinnaytetyoni edisti
my6s ammatillista kasvuani, koska taman tyon ansiosta osaan tulevassa ammatissani suhtautua

kriittisesti uusiin testeihin ja menetelmiin.
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LITE1

TULE MUKAAN NIVELREUMATUTKIMUKSEEN

Haluatko mukaan tutkimukseen, jossa sinulta tutkitaan alttiutta sairastua nivelreumaan?

Teen opinnadytetyonani tutkimusta tupakoinnista mahdollisena altistavana tekijana nivel-
reumassa tyypillisesti esiintyvien vasta-aineiden esiintymiselle. Tarvitsen tutkimusta var-
ten 20 vapaaehtoista tupakoivaa ja 20 vapaaehtoista tupakoimatonta henkil6a. Tutkittavilta

henkiloilta otetaan suoniverindyte kasivarresta, seka kapillaariverinayte sormenpaasta.

Tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd onko tupakoinnilla vaikutusta tyypillisesti nivelreumassa
esiintyvien vasta-aineiden, eli reumafaktorin ja Anti-MCV:n esiintymiselle veressa ja samalla tes-
tata uuden Rheumachec-vieritestin toimintaa. Reumafaktorin 10ytyminen ei valttamatta ole merkki
nivelreumasta, silla kyseista vasta-ainetta esiintyy my0s monissa muissa sairauksissa ja jopa
terveilla yksiloilla. Anti-MCV on spesifinen ja luotettava merkkiaine nivelreumalle ja sen avulla
voidaan diagnosoida taudin varhaismuotoja. Anti-MCV voidaan havaita veresta jo vuosia ennen
taudin puhkeamista.

Syy miksi nivelreumaan sairastutaan on tuntematon. Tupakoinnin vaikutusta nivelreumaan on jo
aikaisemmin tutkittu. Tupakoinnin tiedetdan olevan riskitekija reumafaktoripositiiviselle nivelreu-
malle. Tupakoivat nivelreumapotilaat ovat tupakoimattomia suuremmalla todennakoéisyydella

reumafaktoripositiivisia. Tupakointi on my6s yhdistetty reumafaktorin tuotantoon terveilld ihmisilla.

Jos haluat mukaan tutkimukseen, ilmoittaudu minulle séhkdépostilla ja tule néytteenottoon luok-

kaan C2010A viikoilla 8, 9 ja 11 (tarkemmat ajat iimoitetaan osallistujille myéhemmin). limoittaudu

mahdollisimman pian, silla tutkimukseen otetaan mukaan 20 ensiksi ilmoittautunutta tupa-
koivaa ja 20 ensiksi ilmoittautunutta tupakoimatonta henkiléa. Tupakoivien tulee olla
saannollisesti (paivittain) tupakoivia.

Terveisin

Bioanalytiikan opiskelija Katri Ruokamo, Bio7sn
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LIITE 2
Tervetuloa osallistumaan nivelreumatutkimukseen!

Tahan lomakkeeseen sinun tulisi tayttaa tutkimusta varten tarvittavat esitiedot. Esitietoja tullaan
kayttamaan tilastollisessa analyysissa, seka mahdollisten virheellisten positiivisten tulosten pois-
sulkemiseen. Alleviivaa tai ympyrdi sinua talla hetkella parhaiten kuvaavat vaihtoehdot.

1. Sukupuoli:
Mies Nainen

2. lka:

3. Tupakoitko talla hetkella saannollisesti (paivittain)?
En Kylla Montako savuketta paivassa? kpl

Kuinka kauan olet tupakoinut? v

4. Jos et tupakoi talla hetkella, oletko koskaan aikaisemmin tupakoinut saannollisesti?
(vastaa vain, jos vastasit kohtaan kolme kieltavasti)
En Kylla Montako savuketta paivassa? kpl
Kuinka  kauan tupakoinnin  lopettamisesta on  aikaa?
vV kk

5. Onko sinulla koskaan todettu munuaisten vajaatoimintaa?
Ei Kylla

6. Oletko harrastanut erityisen kuormittavaa liikuntaa (esim. kuntosaliharjoittelu) viimeisen
kahden paivan aikana?
En Kylla Mita likuntaa?

Kiitos osallistumisestasi!
Saat mukaasi oman naytenumerosi, jota vastaan voit hakea oman tuloksesi neuvonnasta myo-

hemmin ilmoitettavana ajankohtana.
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PIKATESTI

Kayttéohje

1x/10x immunokromatografinen pikatesti reumatekijoiden ja mu-
tatoidun sitrullinoidun vimentiinin autovasta-aineen (Anti-MCV®) ha-
vaitsemiseen kokoveresta.

Vain In vitro-diagnostiikkaan.
Vain ammattitaitoisille henkildille ammattikdyttdon.

ORG 170-01
ORG 170-10

Sisallysluettelo
1. Testin kuvaus — testausperiaate

2. Pakkauksen komponentit
2.1. Varastointi ja vakaus
3. Yleiset ohjeet ja varotoimet
4. Naytteenotto ja valmistelu
~ Testin suorittaminen
~—a.  Analyysi ja tulosten tulkitseminen
6.1. Tulosten lukeminen ja analysointi
6.2. Epdselvdt tulokset
7. Testin ominaisuudet ja suoritetiedot
8. Testin rajoitukset ja rajat

Erityinen ominaisuus: Testin kestoaika n. 15 minuuttia

1. Testin kuvaus — testausperiaate

rheumachec®-pikatesti on kalvopohjainen kaksivaiheinen analyysi reurnateki-
joiden (RF) ja MCV:n vastaisten autovasta-aineiden (Anti-MCV®) nopeaa yh-
distettyd nayttdd varten kokoveresta nivelreumaa epailtdessa. Testi ei soveliu
kaytettdvaksi muiden kehon nesteiden kanssa.

Testi koostuu seuraavista osista
> erityinen autovasta-aineita sitova proteiini, joka on kytketty kotloidaalisiin
kultahiukkasiin (detektori),

+  kalvo, jolle on kiinnitetty ainutlaatuinen yhdistelma RF- ja Anti-MCV®-
kohtaisia antigeeneja.

Testi perustuu immunokromatografiaan. Testi virtaa ensiksi veriseparaattorin
1api, johon veren solukkoiset osat jagvat Tasta tuloksena olevan veriplasman
sisaltdmat patologiset autovasta-aineet sitoutuvat testikalvon antigeeneihin
‘humaaninen immunoglobuliini ja rekombinantti MCV) ja kullalia merkitty

2> | rhsnmachec®

a7

LITE 3

detektori tekee niista nakyvid. Kohtiin RF ja/tai MCV ilmestyy yksi tai kaksi
punaviolettia viivaa. Loppu vasta-aine-detektorikompleksi siirtyy edelleen
tarkastusvyohykkeelle C. Taélla syntyva punavioletti nauha ilmoittaa, etta testi
on syoritettu oikein:

2. Pakkauksen komponentit

1%/10%  rheumachec®-testikasetti

1x/10x automaattilansetti
{Valm. Vitrex Medical AS')
ruovipipetti 10 il
(Vaim. Savetec Clinical Products, Inc')
tippapullo, jossa 3 ml puskurilivosta &
(0,09 % natriumatsidia)
alkoholituppo
(vain ORG 170-01) {Valm. H&W cv')
kayttoohje
Muita materiaaleja ei tarvita.
“ Toimitustositteet ja osoite pyynnéstd ocd groupiita.

1x/12x

2.1. Varastointi ja vakaus

Avaamaton rhewmachec®-pikatesti pysyy vakaana +4 °C ... +28 °C:n lampo-
tilassa. Ei saa altistaa valolle, suojattava auringon valolta. rheumachec®-pika-
testid voidaan kayttad pakkaukseen painettuun viimeiseen kaytiopaivaan asti.

3.Yleiset ohjeet ja varotoimet
> Taman kdyttdohjeen noudattarmatta jattdminen voi johtaa virheellisiin mit-
taustuloksiin.

Testid tai yksittdisia testin komponentteja ei saa kdyttad uudelleen.

Ndytteiden ja kdytettyjen materiaalien kasittelyssa ja havittamisessa on nou-
datettava laboratoricissa yleisia menettelytapoja ja suojatoimia.

Varoitus: Verta ohentavia laakkeitd kdyttavilla henkildilld tai henkililla, joilla
esiintyy veren hyytymishairiéita (esim. hemofiliaa), on rheumachec®-pikatesti
suoritettava erityistd varovaisuutta noudattaen.

4. Naytteenotto ja valmistelu

rheumachec®-pikatesti on tarkoitettu kapillaarikokoveren kdytidd varten.
Testin suorittaminen on mahdollista 10 plfla iv. kokoverta. Kayta ainoastaan
tuoreita naytteitd. Verindytteet on otettava voimassa olevien mdardysten ja
menetelmien mukaisesti.

5. Testin suorittaminen
Testin kestoaika n. 15 minuuttia
Testin suorittamisesta, katso kuvat @-@ sivulla 3.

I Testin suorittaminen huoneenlampdtilassa.

ll. Hiero potilaan sormenpaitd hieman, jotta veri virtaisi punktiokohdassa pa-

rermmin. Puhdista punktiokohta atkohalitupolla.

Il Irrota automaattilansetin suojakorkki. Aseta lansetin avattu puoli punktio-
kohtaan. Automaattilansetti laukaistaan painamalla sitd sormenpaata vas-

ten. Taman jalkeen lansetti on kayttokelvoton!
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IV, Paina tarvittaessa verta ulos puristamalla sormenpaats kevyesti. Kerdd ulos
tuleva veripisara muovipipetilla. Pidéd pipettid tata varten vaakasuorassa tai
hieman vinossa karki veripisarassa. Tarvittava madra (10 pl, merkintd) imey-
tyy pipettiin kapiliaari-ilmitn avulla. Muoviputken merkinnan korkeudella
sijaitsevan ilmanottoaukon on oltava taliGin vapaana (kuva @) Huomio, il3

paina talléin pipetin palloa, pipetti tayttyy automaattisesti!

Pida muovipipettia nyt pystysuorassa ja vie se neliskulmaisen ndytekentan
paadlle. Paina pipetin palloa varovasti ja aseta ulos tuleva veripisara naytek-
entdn huovalle (kuva @). Ald vahingoita talisin naytekentan huopaa.

Huomio: Jos verta ei saada puhalletuksi ulos.pipetin palioa painamalia, on mu-
oviputken iimanottoaukko (merkintd) peitettava sormella (kuva ©).

VA, Ti&)uta vdlittdmasti naytteen asettamisen jalkeen kuusi tippaa puskuriliuosta
(aw) pyOredan puskurikenttdan.

Vil Toimenpiteen suorittamisen jalkeen testikasetti on varastoitava vaaka-
suorassa. — Testin analysointi 15 minuutin kuluttua.

6. Analyysi ja tulosten tulkitseminen
6.1. Tulosten lukeminen ja analysointi

Tulosten arvioinnista ja tulkinnasta, katso kuva @ sivulla 3.
Negatiivinen: Vain tarkastusvychykkeelld C nkyy punavioletti nauha.

Positiivinen: Tarkastusvyohyke C:n punavioletin nauhan lisaksi nakyy yksi tai
kaksi muuta nauhaa kohdissa MCV ja / tai RF.

Kuva @: rheumachec®-pikatestin analysointi: a: virheeilinen; b: negatiivinen;
F-positiivinen; d: Anti-MCV®-positiivinen; e: Anti-MCV®-positiivinen ja RF-

positiivinen.

> Huomaa: Testitulosten muutoksia 30 minuutin kuluttua testin loputtua

ja mydhemmin ei tulisi end3 ottaa huomioon analyysissa. Taman ajan sisalla

jokainen RF- tai MCV-kohtaan ilmestynyt nauha — sen varin voimakkuudesta

riippumatta — katsotaan positiiviseksi.

6.2. Epdselvat tulokset

Testin tulosta ei voida madritelld, jos tarkastusvyohykkeeseen C ei ilmesty pu-
naviolettia nauhaa. Tassa tapauksessa suosittelemme uuden testikasetin kayt-
164 ja testin suorittamista uudelleen.

7.Testin ominaisuudet ja suoritetiedot
»  rheumachec®-pikatesti on arvioitu johtavalla ELISA-reumatekijalla ja
ELISA-Anti-MCV®:ll kliinisia naytteitd kayttaen.

> Anti-MCV®le nivelreuman merkking kliininen spesifiys on 98%, herkkyys
72%.

> RF-ELISAan ja Anti-MCV®-ELISAan verrattuna rheumachec®-pikatesti saa-
vutti 93% positiivisen yhtépitavyyden ja 98% negatiivisen yhtapitavyyden.
Matriisivaikutuksia ja antikoagulanttivaikutuksia ei esiinny.

> Intra-Assay- ja Inter-Assay-CV tarkkuuteen <10 %.
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> Cut-off -arvo*: 50 Units/ ml (vastaavia ELISA-testeja vastaavasti)

> Alle 50 Units/ml RF- ja Anti-MCV®-pitoisuudet eivat aiheuta nakyvi
toslinjoja vastaavissa kohdissa (RF tai MCV). Tarkastustinja () merl
rireumachec®-pikstestin toimivuudesta varjaytyy joka tapauksessa
navioletiksi.

*herkkyyden alempi kynnysarvo

8. Testin rajoitukset ja rajat

> Pelkkien reumatekijdiden esiintyminen ei ole todiste nivelreurr
Reumatekijoita voidaan havaita my6s ruissa sairauksissa ja n. S
terveistd. Korkeammassa idssa jopa 25% tutkituista henkildistd ova
positiivisia.

> Munuaisten vajaatoimintaa sairastavilla henkiloilia rhevrachec®-pik:
voi johtaa virheellisiin positiivisiin tuloksiin, koska munuaisten heiken
toiminta voi nostaa Anti-MCV®- ja reumatekijd-tittereitd.

> Kilpaurheilijoitla voi esiintya virheeilisia positiivisia tuloksia, koska reume

joiden ja Anti-MCV®n pitoisuudet nousevat lisdantyneen lihaskuormitu
vuoksi lyhyesti normaaliarvon ytapuolelle.

> Positiivinen  Anti-MCV®-esiintyma on merkittava viite nivelreumast
varhaisesta niveltulehduksesta ja vaatii ottamaan yhteytta erikoislaak
Pelkkd rheumachec®-pikatestin tulos ei ole vield mikaan lopullisen «
nOOSIn perusta.

Kirjallisuutta:
Kirjallisuusluettelo on saatavana pyynnostd ocd groupilta.

Kéayttoohje: Painos huhtikuu 2009
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Page1  D06236_02_insert_RF2_MU

E&onelab“" /' T Series
Rheumatoid Factors 2 (RF 2)

981920 2x6ml

TEST PROCEDURE

Refer to the Reference Manual and Appli Notes for an on your
Konelab analyzer. Any applicaton which has not been validated by Thermo Fusher
Scientific Oy cannot be performance guaranteed and therefore must be evaluated by the
user.

Materials provided
Reagents and calibrator as ibed above.

THIS PACKAGE INSERT IS APPLICABLE FOR USE
OUTSIDE THE US. ANY REFERENCE TO THE KONELAB
SYSTEMS ALSO REFERS TO THE T SERIES.

INTENDED USE

For the in vitro of th toid factors in human serum and
plasma on Konewab anaJysers All test results must be interpreted with regard to the clinical
context

SUMMARY (1, 2)

Rheumatoid arthritis (RA)} is a common disease (1 - 2% of aduilt population) and can
present at any age and involve any joint. It manifests as a symmetrical synovitis, mostly of
the hands and feet, accompanied by tenosynovitis. During the course of iliness,
destructive joint changes frequently develop with
impairment. The diagnosis of RA is made on clinical grounds. Patients with rheumatoid
arthritis fall into two groups: 20 % with moderate disease, who lack rheumatoid factor and
a larger group (80 %) with more aggressive d\sease who have rheumatoid factor.
Rheumatoid factor is of more value in prognosis than in diagnosis. RF often precede the
onset of the iliness, sometimes by many years. The risk of RF positive healthy individuals
contracting RA is stated to be 5-40 times higher than in RF negative individuals.
Rheumatoid factor refers to the immunoglobulin M antibody, which binds aggregated 1gG
as its antigen.

PRINCIPLE OF THE PROCEDURE

The method is-based on the recaction betwec: rheumatoid factors and microparticles
coated with human immunoglobulins G. Specific RF 2 reagent is added to a buffered
sample. The increase in turbidity caused by agglutination is recorded when the reaction #
has reached its end-point. The change in absorbance at 540 nm is proportional to the
amount of rheumatoid factors in solution,

REAGENT INFORMATION
RF 2 Reagent 2x
RF 2 Buffer 1x60ml
1x
2x

Specimen diluent, N04843
RF 2 Calibrator

Concentrations
RF 2 Reagent (lyophilized): Microparticles coated with human IgG
NaN; -<25 %
RF 2 Buffer: Tris 0.05 moli
NaN; <01 %

Specimen diuent: PBS 0.01 molfl
NaN; <0.1 %

RF 2 Calibrator: Human
NaN; <01 %

The RF concentration of the calibrator is printed on a separate Value sheet

Precautions

For in vitro diagnostic use only.

Exercise the normal precautions required for handling all laboratory reagen S,

The calibrator has been tested, and found negative for HBsAg and il to HIV

Materiais required but not provided
RF Control as indicated betow.

Calibration
Use RF 2 Calibrator included in the kit according to the instructions given to your Konelab
analyzer. Let the calibrator be max. for one hour on the analyzer.

Traceability:
Primary reference: 1% British Standard 64/002.

Quality Control
Use quality control samples at least once a day and after each calibration and every time a
new bottle of reagent is used.
Available control:

RF Control, code: 981252
The Control intervals and fimits must be adapted to the individual laboratory requirements.
;I'r;e results of the quality control samples should fall within the limits pre-set by the
laboratory.

CALCULATION OF RESULTS

The results are calculated automatically by the Konelab analyser using a calibration curve.
The analyser prepares automatically a dilution series from the stock calibrator accormng to
the pre-set . The curve is from the

using the spline fit.

Calibration Curve (example}

RF

Konelab 20/30/60. The calibration curve is lot dependent.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE (5)
For diagnostic purposes, the results should always be assessed in conjunction with the
patient's medical history, clinical examination and other findings.

Interference
Criterion; Recovery within + 10% of initial values.
anmbln No interference found up to 1000 umol/l (58 mg/d!).

1/2- and HCV. However, the product must be handled just as carefully as the patient
specimens.

The lyophilized RF 2 Reagent contains sodium azide as preservative (1 - <2.5 %). Avoid
inhaling of dust. Do not swallow. Avoid contact with skin and mucous membranes. if
contact occurs, wash with copious quantities of water. Sodium azide may react with fead
and copper in plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal flush with large
volumes of water. See separate sheet for risk and safety phrases (T:R;23/24/25 - 52/53
$,22-28-45).

After reconstitution the liquid RF 2 Reagent contains sodium azide

< 0.1% which is not considered as hammful concentration.

Preparation

Reconstitution of RF 2 Reagent: Add exactly 6 i of distilled water. Close the vial and
allow to stand for 15 minutes at room temperature. Dissolve the contents completely by
swirling gently. Do not shake. Transfer the reagent to an empty barcoded vial for use in
Konelab analysers.

RF 2 Buffer, Specimen diluent and RF 2 Calibrator are ready to use.

Note: Check that there are no bubbles in the bottlereck or on the surface of the reagent
when you insert the reagent vials or vessels in the Korielab anatyser.

Note: Use always RF 2 Buffer, RF 2 Reagent ane RF 2 Calibrator of the same reagent lot
number.

Storage and Stability
Reagents in unopened vials are stable at 2...8 °C untit the expiration date printed on the

label.
Refer to the Application Notes of your Konelat analyser for the on board stability of
reagents.
Once opened the reagents are stable for 6 months if stored closed at 2...8 °C when notin
use and if contamination is avoided.
Once opened RF 2 Calibrator is stable for 2 months at 2...8 °C. Store the calibrator tightly
capped when not in use. Do not use any vial that has visible evidence of microbial growth.

SPECIMEN COLLECTION

Sample Type
Serum and heparin plasma can be used.
Do not use EDTA plasma!

Precautions
Human serum samples should be handled and disposed of as if they were potentially
infectious.

Storage (3)
The sample can be stored for 3 days at 2...8 °C or for one month at - 20 °C.

Part of Thermo Fisher Scientific

No found up to 3 g/l.
Llperma No interference found up to 1 g/l of Intralipid® (trademark of Fresenius Kabi AB).
There is a poor correlation between turbidity and triglycerides concentration.

F and ins (or parts of them) may interfere
wnn the assay. Resul(s from patients suspected of having such antibodies should be
carefully evaluated (6).

For other interfering substances, please refer to the reference 4.

Antigen excess
No antigen excess is found up to a RF concentration of 4000 1U/ml (highest concentration
tested).

EXPECTED VALUES (5}
Below 15 1U/ml

The quoted values should serve as a guide only. it is recommended that each laboratory
verify this range or derives a reference interval for the population that it serves.

MEASURING RANGE

15- 1101U/mi

Extended measuring range after secondary difution:
15 - 440 1U/m}

PERFORMANCE CHARACTERISTICS (5)
The results obtained in individual laboratories may differ from the given performance data.

Determination limit
The determination limit is the lowest that can be quantitatively
15 1U/ml.
Imprecision (result unit iU/ml)
Mean 26 1U/m{ Mean 60 [U/ml
SD CV% SD o

Within run .22 0.8 0.40 07

Between day .69 2.6 0.22 04

Total 0.75 29 0.57 03

The precision study was performed using CLSI (former NCCLS) Document EP5-A as a
guideline with two Konelab 60 analyzers and one reagent lot for 10 days, with the number
of measurements being n = 40.

Template: D01162_4 © 2007 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved,
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LITE7

Anti-MCV-kitilla maaritettyjen rinnakkaisten potilasnaytteiden absorbanssit aallonpituudella 450 nm.

Rinnakkaisnayte 1 Rinnakkaisnayte 2
A 450nm A 450nm
0,180264 0,167967
0,158986 0,158652
0,196552 0,196131
0,174046 0,153371
0,152155 0,150158
0,186851 0,179763
0,179702 0,173724
0,163999 0,167613
0,161194 0,179341
0,167066 0,147989
0,168031 0,167294
0,154849 0,161982
0,169109 0,165986
0,204719 0,210863
0,284775 0,212514
0,158331 0,172174
0,181192 0,177852
0,216499 0,199496
0,159602 0,143521
0,158394 0,174432
0,162443 0,129651
0,146369 0,152141
0,174913 0,147315
0,157532 0,154171
0,144021 0,153491
0,145609 0,175978
0,129718 0,132467
0,147718 0,143152
0,133341 0,143912
0,130832 0,133722
0,104171 0,104726
0,138693 0,128221
0,197981 0,208511
0,143934 0,161479
0,151693 0,156368
0,154881 0,137152
0,159218 0,166428
0,146774 0,172151
0,157088 0,172493
0,150203 0,156504
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