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Tiivistelma

Vihurirokko on Rubella-viruksen aiheuttama infektiotauti. Terveelle aikuiselle tauti on
paasaantoisesti vaaraton. Raskauden aikana sairastettu vihurirokko voi kuitenkin aiheuttaa
sikidvaurioita, joista voi seurata syntymattdmalle vauvalle vakavia kehitysvammoja. Taudin
tunnistamiseen on kehitetty erilaisia diagnostisia testimenetelmia. Tassa tydssa modifioitiin
jo olemassa olevista kvalitatiivisista Rubella-viruksen 1gG- sekd IgM-luokan vasta-aineita
tunnistavista entsyymi-immunomenetelmista kvantitatiiviset testiversiot seka optimoitiin jo
olemassa olevia kvalitatiivisia testejd. Tavoitteena oli saada valmiiksi testit, joiden avulla
vasta-aineiden maaran muutosta potilaassa pystyttaisiin seuraamaan. Lisaksi tavoitteena ol
saada parannettua jo olemassa olevien testien erottelukykya.

Testien optimointi aloitettiin vertailemalla adsorptiokyvyiltdan erilaisia kuoppalevytyyppeja.
Taman jalkeen testattin kuoppalevyjen paallystykseen kaytettavia kahden eri
antigeenitoimittajan  Rubella-virusantigeeneja. Paallystysantigeenin  valinnan jalkeen
verrattiin  erilaisten blokkausmenetelmien vaikutusta epaspesifisten sitoutumiskohtien
peittdmisessa. Lopuksi valmistettiin Rubella 19G -testille kalibraattorisarja ja Rubella IgM -
testille kolme eritasoista kontrollia ja testattiin testien toimivuutta erilaiset tilastollisen testien
avulla.

Testien optimoinnin jalkeen erityisesti Rubella IgM -testin erottelukyky parani entiseen
testiversioon nahden. Tuotekehitysvaiheen alustavien testausten perusteella voitiin todeta,
ettd molemmat testit toimivat optimoinnin jalkeen halutulla tavalla. IgM-testin kohdalla ei
ehditty selvittda, mista testin huono korrelaatio muiden valmistajien vastaavien testien
kanssa johtui. Muutoin testit ovat valmiita tuotannossa tehtaviin testien validointivaiheisiin.

Avainsanat Vihurirokko, Rubella, ELISA, vasta-aine, menetelmékehitys
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Abstract

Rubella is an infectious disease caused by the Rubella-virus. For healthy adults the disease
is most often harmless. Rubella infection during pregnancy may however cause fetal
damages and the unborn baby may develop serious birth defects. Several different
laboratory tests have been developed to diagnose Rubella-virus infections. In this master's
thesis, the already existing qualitative enzyme-linked immunosorbent assays for Rubella-
virus IgG and IgM antibodies were optimized and modified into quantitative test formats. The
aim was to develop tests by which the changes in antibody concentrations in patient could
be monitored. In addition the aim was to improve the sensitivities of the current qualitative
assays.

The optimization of the assays was started by comparing different microtiter plate types.
After that two different Rubella-virus coating antigens from two different antigen distributors
were compared. Following this comparison different blocking procedures were compared to
prevent nonspecific binding. Finally a calibrator set for the Rubella IgG assay and three
different controls for the Rubella IgM assay were prepared. The test performance was tested
with various statistical data analysis.

Subsequent to the optimization of the assays especially the sensitivity of the Rubella IgM
assay was improved compared to the previous test version. Based on the preliminary tests
performed in the research and development phase it can be stated that the performance of
both assays after the optimization was as desired. The reason for the poor correlation
between the in-house IgM assay and competitors IgM assays remains to be solved.
Otherwise the assays are ready to be transferred into the validation phase.
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1 Johdanto

TORCH-infektioiksi kutsutaan Toxoplasma gondii -alkueldimen, Rubella-viruksen,
Sytomegaloviruksen (CMV) sekd Herpes simplex -virusten (HSV) aiheuttamia mikrobi-
infektioita. TORCH-infektiot eivat padsaantoisesti aiheuta aikuisille perusterveille
henkildille vaarallisia infektioita, mutta raskauden aikana sairastettuna ne saattavat
aiheuttaa sikiévaurioita. Pahimmillaan raskauden aikana sairastetusta TORCH-infektiosta

voi aiheutua lapselle pysyva vammautuminen.

TORCH-infektioiden diagnosoinnissa on perinteisesti kaytetty potilaan oireiden
tulkitsemisen lisdksi erilaisia serologisia testeja. lgG-luokan vasta-aineita tunnistavilla
testeilla voidaan havaita vanhat, jo sairastetut infektiot. IgM-luokan vasta-aineita
tunnistavilla testeilld puolestaan voidaan havaita akuutissa vaiheessa olevat infektiot. IgM-
testit ovatkin tarkedssda asemassa, kun raskaana olevilta oireilevilta potilailta seulotaan
mahdollisia taudinaiheuttajia. IgM-testien herkkyyksissa on kuitenkin eroja, eika
negatiivinen testitulos valttamatta sulje kokonaan pois infektion mahdollisuutta. Erilaisten
molekyylibiologiaan perustuvien menetelmien myota myos infektioiden diagnosoinnin
herkkyys ja spesifisyys on parantunut huomattavasti. Esimerkiksi PCR-menetelmaan

perustuvat testit ovat yleistyneet viimeisen kymmenen vuoden aikana merkittavasti.

Vaikka serologisten testien merkitys diagnostiikassa onkin vahentynyt molekyylibiologiaan
perustuvien testien vyleistyttyd, ovat ne silti edelleen laajalti kaytossa eri
testauslaboratorioissa. Molekyylibiologiset menetelmat eivat kykene tunnistamaan jo
sairastettua infektiota, toisin kuin 1gG-luokan vasta-aineita tunnistava serologinen testi.
Lisdksi esimerkiksi kehitysmaissa kalliiden PCR-laitteiden hankinta ja puhdastilojen

toiminta voi olla taloudellisesti mahdotonta.



2 Rubella-virus

Rubella-virus on RNA-virus ja se kuuluu ainoana viruksena Rubivirusten sukuun.
Rubivirukset, yhdessa alfavirusten kanssa, puolestaan kuuluvat Togaviridae-virusheimoon.
Alfavirukset voivat tarttua ihmiseen niveljalkaisten valitykselld, mutta Rubella-virus tarttuu
ainoastaan ihmisestda toiseen. Ihminen onkin tiettavasti Rubella-viruksen ainoa
mahdollinen isantd. Koska alfaviruksilla ja Rubella-viruksella on hyvin samankaltainen
geneettinen rakenne ja koska Rubella-virusten viljely on alfavirusten viljelyd vaikeampaa,
on useat Rubella-viruksia koskevat paatelmat itse asiassa tehty tutkimalla alfaviruksia.

(Chen ja Icenogle 2007)

Rubella-viruksen virionit ovat 70 nm halkaisijaltaan olevia pyoreita partikkeleita. Viruksen
nukleokapsidia ymparoi kahta eri glykoproteiinia, E1 ja E2, sisaltava lipidivaippa.
Nukleokapsidi koostuu kapsidiproteiinista (C-proteiini) ja se sisaltda yksijuosteisen, noin 10
kiloemaksen pituisen, RNA-molekyylin. Rubella-viruksella RNA-genomi on
polaarisuudeltaan positiivinen eli juostetta voidaan sellaisenaan kayttaa translaatiossa.

(White ja Fenner 1994; Chen ja Icenogle 2007).

2.1 Viruksen elinkaari

Rubella-viruksen tunkeutuminen isdntdsolun sisddan tapahtuu kuvan 1 mukaisesti
klatriinivalitteiselld endosytoosilla (Chen ja Icenogle 2007; Lee ja Bowden 2000).
Klatriinivalitteinen endosytoosi on yleisin endosytoosin muoto. Siindg viruspartikkelin
kohdatessa tietyn kohdesolun reseptorin, alkaa isdantdsolun solukalvolle muodostua
kuoppa, joka on solun sisdpuolelta klatriinimolekyylien peittdama. Lopulta muodostuneet
kuopat kuroutuvat irti isdntdsolun sisdpuolelle muodostaen viruspartikkelin sisdltavan

rakkulan. Rakkulan muodostuminen on monivaiheinen prosessi, johon osallistuu yhteensa



yli 50 erilaista proteiinia (Lee ja Bowden 2000). Rakkulan muodostumisen jdlkeen

klatriinikuori poistetaan. (Takei ja Haucke 2011)
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Kuva 1. Rubella-viruksen replikoituminen isdntasolun sisélld. (Lee ja Bowden 2011,

muokattu)

Rubella-viruksen kiinnittyminen isantdsolun solureseptoreihin tapahtuu oletettavasti
lipidivaipalla sijaitsevien glykoproteiinien E1 ja E2 valitykselld. Toistaiseksi ei ole olemassa
tarkkaa tietoa siitd, mitd reseptoreita virus kdyttaa tunkeutuessaan kohdesoluun (Chen ja

Icenogle 2007; Lee ja Bowden 2000). Cong et al. (2011) osoittivat, ettd myeliinin



oligodendrosyyttiglykoproteiini (MOG) sitoutuu spesifisesti Rubella-viruksen E1-
glykoproteiiniin. Oletettavasti MOG-reseptori olisi yksi mahdollisista reseptoreista, joita
virus hyodyntaa. On kuitenkin mahdollista, ettd virus kdyttda myos muita reseptoreita

tunkeutuessaan esimerkiksi eri kudostyyppien soluihin.

Kalvofuusion seurauksena virus menettaa kapsidia suojaavan vaippansa. Jaljelle jaavan
endosomin alhainen pH-arvo saa aikaan muutoksia Rubella-viruksen kapsidiproteiinissa.
Kapsidiproteiinissa  tapahtuvat muutokset puolestaan oletettavasti puoltavat
kuoriutumisprosessia eli genomisen RNA:n vapautumista sytoplasmaan. Lisaksi endosomin
alhainen pH edesauttaa virionin fuusioitumista endosomin membraanin kanssa. (Lee ja

Bowden 2000)

2.2 Rubella-viruksen proteiinit

Rubella-viruksen genomissa on rakenteellisten proteiinien, E1:n, E2:n ja C:n, lisdksi koodit
kahdelle ei-rakenteelliselle proteiinille, p150:lle ja p90:lle. N&itd proteiineja tarvitaan
viruksen monistuksessa eli replikaatiossa seka transkriptiossa. Viruksen tunkeuduttua
isdntdsoluun sen nukleokapsidi vapautuu isdntdsolun sytoplasmaan ja viruksen RNA alkaa
toimia mRNA:na ei-rakenteellisten proteiinien, p150 ja p90, translaatiossa. Proteiinit p150
ja p90 puolestaan yhdessd toimivat replikaasina eli entsyymind, joka katalysoi
monistumista, kun positiivijuosteisesta RNA-genomista valmistetaan negatiivijuosteinen
templaatti-RNA. Negatiivijuosteinen RNA toimii templaattina sekd uudelle genomiselle
RNA:lle, ettd niin kutsutulle subgenomiselle RNA:lle, josta puolestaan translaatiossa
saadaan muodostettua rakenteelliset proteiinit E1, E2 ja C. (llkow et al. 2010; Chen ja

Icenogle 2007)

Glykoproteiineja E1 ja E2 on tutkittu paljon. Ne esiintyvat heterodimeerisauvoina viruksen

vaipalla. El-proteiinilta on I6ydetty yhteensa kuusi epitooppia eli rakenneosaa, jonka



vasta-aine kykenee tunnistamaan. El-proteiini vaikuttaakin olevan merkittavammassa
asemassa isantasolun reseptoreihin sitoutumisessa. Toistaiseksi E2-proteiinilla ei ole

havaittu kykya sitoutua isdntasolun reseptoreihin. (Chen ja Icenogle 2007)

3 Vihurirokko

3.1 Taudin historia

Rubella-viruksen aiheuttaman vihurirokon historia ulottuu aina 1700-luvulle asti.
Vihurirokon oletettiin ensin pitkddan olevan samankaltainen kuin muita iho-oireita
aiheuttavat taudit, kuten tuhkarokko ja tulirokko. Kansainvalinen |adketieteen kongressi
tunnisti v. 1881 vihurirokon kuitenkin erilliseksi taudiksi. Talldin vihurirokon ei kuitenkaan
vield tiedetty aiheuttavan mahdollisia kehityshairioita sikidlle sairastettaessa raskauden

aikana. (Banatvala ja Brown 2004)

Vuonna 1940 Australiassa puhkesi vihurirokkoepidemia. Australian osallistuminen toiseen
maailmansotaan edisti epidemian leviamistd myos sellaisille alueille, jotka olivat pysyneet
eristyksessa taudilta. Vuonna 1941 australialainen ladkari Norman Gregg kollegoineen
havaitsi, ettd puolen vuoden sisdlld useilla vauvoilla oli esiintynyt synnynnaista kaihia ja
synnynndista sydanvikaa. Gregg paatteli, ettd epatavallisen korkealla kaihi- ja
sydanvikatapausten maaralld oli jokin yhteinen tekija. Haastattelututkimusten avulla
selvisi, ettd 68 tapauksessa 78:sta aiti oli varmuudella sairastanut vihurirokon raskauden

ensimmaisen kolmanneksen aikana. (Webster 1998)

Rubella-virus eristettiin ensimmaisen kerran vuonna 1962. Vuonna 1963 Euroopassa levisi
vihurirokkoepidemia ja vuosina 1964-1965 epidemia levisi myds Yhdysvaltoihin. Arviolta

1,8 miljoonaa ihmista sairastui tuolloin vihurirokkoon ja 30 000 vastasyntyneelld todettiin



synnynnainen vihurirokko-oireyhtyma (Webster 1998, Best 1991). Vihurirokko aiheuttaa
synnynnaista vihurirokko-oireyhtymaa (CRS), jonka oireita kaihin lisaksi ovat muun muassa

kuulon heikentyminen seka kehitysvammaisuus. (Duszak 2009; Webster 1998)

Ensimmainen vihurirokkorokote lisensoitiin Yhdysvalloissa vuonna 1969. Rokotteen
ilmestymisen jalkeen synnynndisen vihurirokko-oireyhtyman tapaukset ovat kaantyneet
laskuun maissa, joissa rokote on otettu mukaan kansalliseen rokoteohjelmaan. (Duszak

2009)

3.2 Taudin eteneminen ja oireet

3.2.1 Syntyman jilkeen saatu vihurirokkoinfektio

Vihurirokko on terveelle ihmiselle paasaantodisesti vaaraton tauti. Taudin oireita ovat
laikukkaan ihottuman lisaksi lievd kuume, paansarky, huonovointisuus sekd nuha.
Vihurirokkoinfektion eteneminen on esitetty kuvassa 2. Lapsilla tauti on usein oireeton.
Vihurirokon oireet ovat samankaltaiset kuin tuhkarokossa ja tauti voidaankin oireiden
perusteella helposti sekoittaa tuhkarokkoon. Vihurirokko tarttuu ihmisesta toiseen

yleensa pisaratartuntana. (Mushahwar 2007; McLean et al. 2012)

Vihurirokon itamisaika vaihtelee kymmenesta pdivasta 21 pdivaan ja keskimaardinen
itdmisaika on 18 pdivaa. Tauti on tarttuvimmillaan ihottuman puhjetessa, mutta se voi
tarttua ihmisesta toiseen myds seitseman pdivdada ennen ja jalkeen ihottuman
ilmenemisen. Ihottuma katoaa, kun IgG-luokan vasta-aineita alkaa muodostua ja viruksen
maara verenkierrossa vahenee. IgM-luokan vasta-aineiden muodostuminen alkaa IgG-
luokan vasta-aineiden muodostumista aikaisemmin, jo noin kymmenennen paéivan
kohdalla infektion alkamisesta, kuten kuvasta 2 voidaan havaita. (Banatvala ja Brown

2004)



virusta virusta
verenkierrossa yldhengitysteissa
infektio R Y -
| 0 2 4 6 F] 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 3o>
aika (paiva) . T turvonneetimusolmukkeet .
nivelsarky
kuumeen
nousu ihottuma

Kuva 2. Vihurirokkoinfektion eteneminen ja vasta-aineiden muodostuminen (Banatvala ja

Brown 2004, muokattu)

3.2.2 Synnynndinen vihurirokko-oireyhtyma

Raskauden aikana sairastettu vihurirokko voi johtaa vastasyntyneen vihurirokko-
oireyhtymaan. Synnynndinen vihurirokko-oireyhtyma voi aiheuttaa lapselle vakavia
vammoja, kuten kaihia, synnynndistd  sydanvikaa, kuulon heikentymistd,
kehitysvammaisuutta seka kehityksen yleistd viivastymista. Kuulon heikentyminen on
yleisin synnynniisen vihurirokko-oireyhtyman oireista. Aidin sairastuttua vihurirokkoon
raskauden aikana on keskenmenon seka kuolleena syntymisen riski tavallista korkeampi.

(Mushahwar 2007)

Aikuisialla synnynnaisen vihurirokon aiheuttamia sairauksia ovat mm. aikuisidan diabetes,
retinopatia eli silman verkkokalvon sairaus seka glaukooma eli silménpainetauti. Lisaksi 20
%:lla synnynndisen vihurirokko-oireyhtyman potilaista on todettu myéhemmalla ialla

kilpirauhasen vajaatoimintaa sekd 5 %:lla erilaisia neurologisia oireita. Lisaa tutkimuksia



kuitenkin tarvitaan, jotta erityisesti aikuisidan sairauksien riskeistd saataisiin enemman

tietoa. (Santis et al. 2006)

Sikion kannalta riski saada synnynndinen vihurirokko-oireyhtyma on suurimmillaan
raskauden ensimmadisen kolmanneksen aikana (Mushahwar 2007; Webster ja Fenner
1998). Aidin virusinfektion seurauksena virus ehtii tunkeutua useisiin eri kudoksiin ennen
taydellisen immuunivasteen muodostumista. Istukan kautta virus padsee lopulta
infektoimaan myos sikion. Koska sikion oma immuunijarjestelma ei ole vield tarpeeksi
kehittynyt raskauden ensimmaisella kolmanneksella, joutuu se turvautumaan aidilta
istukan kautta tuleviin IgG-luokan vasta-aineisiin. Istukan kautta tulevien vasta-aineiden
maara on raskauden alussa vain noin 5-10 % &aidin vasta-aineiden maarasta, mutta maara
kasvaa koko ajan raskauden edetessda. Raskauden toisella kolmanneksella synnynndisen
vihurirokko-oireyhtyman riski onkin jo huomattavasti matalampi sikion kehittyneemman
immuunijarjestelman sekd istukan kautta tulevan lisdantyneen vasta-ainemaaran

johdosta. (Webster ja Fenner 1998)

Vuosittain  maailmanlaajuisesti yli sadalla tuhannella vastasyntyneelld todetaan
synnynndinen vihurirokko-oireyhtyma. Tapaukset ovat yleisempid kehitysmaissa, joissa
vihurirokkorokotetta ei toistaiseksi ole otettu laajamittaiseen rokotusohjelmaan.
Kehittyneimmissda maissa vihurirokkotartunnat ovatkin vahentyneet merkittavasti
vihurirokkorokotteen myota (Robertson et al. 2003). Syndroomaa esiintyy kuitenkin aika

ajoin my0s kehittyneissa maissa esimerkiksi maahanmuuttajavaeston keskuudessa.

3.3 Vihurirokkorokote

Vihurirokkorokotteiden kehitys alkoi, kun virus eristettiin ensimmaista kertaa 1960-luvun
alussa vain muutamaa vuotta ennen vihurirokkoepidemian puhkeamista Yhdysvalloissa

vuosina 1963-1965. Epidemian seurauksena aloitettiin useassa eri tutkimusryhmassa



vihurirokkorokotekehitykset.  Ensimmaiset  rokotekehitykset olivat inaktivoituja

virusrokotteita, jotka kuitenkin nopeasti osoittautuivat tehottomiksi (Plotkin 2006).

Elava heikennetty virusrokote sen sijaan osoittautui toimivaksi ja vuosina 1969-1970
Yhdysvalloissa lisensoitiin kolme eri vihurirokkorokotetta, HPV-77:DE-5 Meruvax, HPV-
77:DK-12 Rubelogen sekda GMK-3:RK53 Cendevax. Vuonna 1979 lisensoitiin RA 27/3 -
kantaa sisaltava vihurirokkorokote, joka oli tuotettu ihmisen diploidisoluviljelmissa ja

samalla kaikki muut kannat paatettiin lopettaa. (CDC 2015)

RA 27/3 -rokote on eldvd heikennetty virusrokote. Rokote annetaan tavallisesti
vhdistelmarokotteena yhdessa sikotautirokotteen ja tuhkarokkorokotteen kanssa. Vuonna
2012 vihurirokkorokote kuului 134 maan rokotusohjelmaan. Rokotusohjelmaan kuuluvat

maat on esitetty kuvassa 3.

l:l No (60 counoies or 31%5)
l:l Yes (134counoies or69%)

Kuva 3. Maat, joissa vihurirokkorokote kuului kansalliseen rokotusohjelmaan vuonna

2012. (WHO 2013)



4 \Vasta-aineet

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit ovat glykoproteiineja, joita tuotetaan plasmasoluissa ja
ne ovat tarkedssa asemassa elimistdn puolustautuessa erilaisia taudinaiheuttajia vastaan.
Vasta-aineet tunnistavat tietyn, tavallisesti elimistén ulkopuolisen, vieraan molekyylin eli
antigeenin. Antigeeni on tavallisesti elimiston ulkopuolelta tulevan viruksen tai bakteerin
pinnan proteiini tai hiilihydraatti. Antigeenin osaa, jonka vasta-aine tunnistaa kutsutaan
antigeenideterminantiksi. Vasta-aineen tarttuminen patogeenin eli taudinaiheuttajan
pintaan voi estda patogeenin tunkeutumisen isdantasolun sisaan ja siten neutraloida

kyseisen antigeenin. (Delves et al. 2011)

Vasta-aineet ovat perusrakenteeltaan Y-kirjaimen muotoisia molekyyleja, jotka koostuvat
kolmesta osasta; vakiollisesta osasta (Fc) ja kahdesta antigeeneja sitovasta osasta (Fab).
Yksinkertaistettu rakennekuva vasta-aineen perusrakenteesta on esitettyna kuvassa 4.
Antigeeneja tunnistavat osat ovat identtiset toistensa kanssa. Vasta-ainemolekyylissa on
nelja polypeptidiketjua, kaksi ns. raskasketjua ja kaksi kevytketjua. Raskasketjut liittavat
Fc-osan kiinni Fab-osiin. Kevytketjut puolestaan liittyvat ainoastaan Fab-osiin. (Delves et

al. 2011)
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Antigeenin Antigeenin
tunnistava osa tunnistava osa

Kevytketju

<—— Raskasketju

=

Vakiollinen osa

Kuva 4. Vasta-ainemolekyylin rakenne.

4.1 Vasta-aineluokat

Vasta-aineista tunnetaan viisi paaluokkaa; 1gG, IgM, IgA, IgD ja IgE. Vasta-aineen
perusrakenne eri vasta-aineluokissa on Y-kirjaimen muotoinen molekyyli. Eri luokkien
vasta-aineet eroavat toisistaan raskasketjujen perusteella, jotka on nimetty kreikkalaisin
symbolein y, Y, a, 6 ja €. Eri vasta-aineluokat poikkeavatkin toisistaan paasin Fc-osan
osalta. I1gG-, IgE- ja IgD-luokkien vasta-aineet esiintyvat monomeereina eli koostuvat vain
yhdesta vasta-aineyksikdsta. IgM-luokan vasta-aineet esiintyvat pentameereina eli ne ne
koostuvat viidestd Y-kirjaimen muotoisesta yksikosta. IgA-luokan vasta-aineet sita vastoin
esiintyvdat monomeereind vasta-aineina veressa, mutta dimeereina limakalvojen eritteissa.

(Rodrigo et al. 2015)

4.1.1 I1gG-luokan vasta-aineet

lgG-vasta-aineiden luokka on yleisin vasta-aineluokka. IgG-luokan vasta-aineiden
puoliintumisaika ihmisellda on noin 20 p&ivad, kun taas muilla vasta-aineluokilla

puoliintumisaika on vain muutaman paivan (Rooperian ja Sun 2010). Yleisyytensad vuoksi
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se on myos eniten tutkittu vasta-aineluokka. lIgG-luokan vasta-aine on neljasta ketjusta
koostuva monomeeri, jota tuotetaan erityisesti sekundaarisessa immuunivasteessa. 1gG-
luokan vasta-aineen Fc-osa sitoutuu makrofagien ja neutrofiilien reseptoreihin. Infektion
aikana makrofagien ja neutrofiilien Fc-reseptorit sitoutuvat vasta-aineiden Fc-osiin ja
tuhoavat siten ulkopuolisen tunkeutujan, kuten mikrobin, johon puolestaan vasta-aineen

Fab-paat ovat sitoutuneet. (Alberts et al. 2002)

IgG-luokan vasta-aineet ovat ainoita vasta-aineita, jotka kulkeutuvat raskausaikana aidilta
istukan kautta sikidon. Aidin istukan soluissa on IgG-luokan vasta-aineen tunnistavia, MHC
| -proteiiniluokan, FcRn-reseptoreita (Firan et al. 2001). Reseptoreihin sitoutuneet vasta-
aineet otetaan ensin endosytoosilla solujen sisdaan ja kuljetetaan naiden solujen sisalla
sikioon. Lopuksi vasta-aineet vapautetaan eksosytoosissa sikion vereen. Koska istukan Fc-
reseptorit tunnistavat ainostaan IgG-luokan vasta-aineita, muut vasta-aineet eivat paase

kulkeutumaan istukan kautta sikioon. (Rooperian ja Akilesh 2007)

4.1.2 IgM-luokan vasta-aineet

IgM-luokan vasta-aineet ovat ensimmaisia B-lymfosyyteissd tuotettuja vasta-aineita
primaari-infektioissa. IgM-luokan vasta-aineet ovat vapaina vasta-aineina pentameereja
eli viidesta Y-kirjaimen muotoisesta neliketjuisesta vasta-aineyksikdstd muodostuneita
molekyyleja. Vasta-aineyksikoitda pitda toisissaan kiinni J-ketju. N&in ollen antigeeniin
sitoutuvia Fab-osia on yhdella IgM-luokan vasta-aineella yhteensa kymmenen. IgM-luokan

vasta-aineet ovat tehokkaita komplementtijarjestelman aktivoijia. (Delves et al. 2011)

IgM-luokan vasta-aineita esiintyy myos monomeereina kypsymattomien B-lymfosyyttien
pintaproteiineina. Kypsymattomia B-lymfosyytteja on jo seitseman viikon ikdisen sikion
maksassa. Kymmenen viikon ikéiselld sikiolla IgM-vasta-ainereseptorilliset B-lymfosyytit

alkavat kehittya (Gathings et al. 1977). Ensimmaiset IgM-luokan vasta-aineita tuottavat
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solut ovat B1-lymfosyytteja, jotka ovat perdisin sikion maksasoluista. 50 % vasta-
syntyneen B-lymfosyyteistd on perdisin maksasoluista. B1-lymfosyyttien tuottamat IgM-
luokan vasta-aineet muodostuvat ilman ulkopuolista antigeenidrsykettd ja niita
kutsutaankin siksi luonnollisiksi vasta-aineiksi. Syntyman jalkeen vastasyntyneen
elimistoon alkaa muodostua myo6s B2-lymfosyyttejda. B2-lymfosyytit muodostuvat
luuytimen hematopoeettisissa kantasoluissa, josta ne kulkeutuvat pernaan ja erilaistuvat.
Kohdatessaan antigeenin ja T-auttajasolun B2-lymfosyytti alkaa tuottaa IgM-luokan vasta-

aineita. (Klimovich 2011)

4.1.3 IgA-luokan vasta-aineet

IgA-luokan vasta-aineet ovat yleisid vasta-aineita erilaisissa eritteissa kuten syljessa,
kyynelnesteessa, maidossa seka hengitysteiden ja suoliston eritteissa. Ne kulkeutuvat
limakalvojen epiteelisolukon ldpi solun ulkopuolisissa nesteissa erityisen Fc-reseptorin
avustamana. Dimeeri IgA-luokan vasta-aine sitoutuu epiteelisolun Fc-reseptoriin ja se
otetaan solun sisdan reseptorivalitteisessd endosytoosissa. Vasta-aine kuljetetaan
epiteelisolukon ldpi ja lopulta vapautetaan epiteelisolukon toiselle puolelle

eksosytoosissa. (Alberts et al. 2002; Woof ja Kerr 2004)

4.1.4 IgE-luokan vasta-aineet

IgE-luokan vasta-aineet esiintyvat tyypillisesti erittdin pienina pitoisuuksina seerumissa.
Suurin osa IgE-luokan vasta-aineista onkin sitoutuneena syottosolujen ja basofiilien Fc-
reseptoreihin. Antigeenin sitoutuminen syottosolussa kiinni olevaan IgE-luokan vasta-
aineeseen kdynnistdda immuunipuolustusta auttavan tulehdusreaktion, kun syottosolut
alkavat tuottaa erilaisia sytokiineja sekd biologisesti aktiivisia amiineja (Alberts et al.
2002). IgE-luokan vasta-aineet onkin usein liitetty erilaisiin allergioihin. Antigeeneja, jotka
saavat aikaan IgE-luokan vasta-ainevasteen, kutsutaan allergeeneiksi. (Delves et al. 2011,

Janeway et al. 2001)
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4.1.5 IgD-luokan vasta-aineet

IgD-luokan vasta-aineiden merkitys immuunipuolustuksessa ei ole taysin selva. Kuten IgM-
luokan vasta-aineita, myo6s IgD-luokan vasta-aineita on B-lymfosyyttien pinnalla
monomeereina reseptorimolekyyleind. IgD-luokan vasta-aineita esiintyy kuitenkin myos
vapaana veressa, limakalvojen eritteissa seka synnynndisen immuunijarjestelman solujen,
kuten basofiilien pinnalla (Chen & Cerutti 2011). Vaikka IgD-luokan vasta-aineiden
merkitys immuunipuolustuksessa onkin vielda osittain epaselvd, sen kohonneen
pitoisuuden veressa on havaittu mm. korreloivan B-solujen aktivoitumisen kanssa
(Mizuma et al. 1987). Lisaksi veressa oleva IgD-luokan vasta-aine saattaa edistdaa TNF-alfa-

seka IL-1-sytokiinien tuottoa. (Mizuma et al. 1996)

5 Virusinfektioiden immunologia

Immuunipuolustusjarjestelma voidaan jakaa luontaiseen immuniteettiin ja opittuun
immuniteettiin. Luontainen immuunipuolustus kdynnistyy heti infektion ilmenemisen
jalkeen kun taas opitun immuunipuolustuksen kaynnistymiseen voi menna paivia tai jopa
viikkoja. Luontainen ja opittu immuunipuolustus eivat kuitenkaan ole erilldan toimivia
immuunipuolustusmekanismeja, vaan ne toimivat pitkdlti yhdessd ja luontainen
immuunipuolustus aktivoi opittua immuunipuolustusta lukuisilla eri mekanismeilla.
Virusinfektion seurauksena elimist0ssa kdaynnistyy monia erilaisia puolustusmekanismeja
virusta vastaan. Puolustusmekanismien voimakkuus riippuu pitkalti siitd, miten virus leviaa
elimistossa, miten virusinfektio vaikuttaa solutasolla ja onko kyseessa elimistolle uusi vai

ennestaan tunnettu virusinfektio.
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5.1 Luontainen immuunipuolustus virusinfektiossa

Luontaisessa immuunipuolustuksessa tdrkeimmadssda asemassa ovat makrofagit eli
elimiston syojasolut, dendriittisolut seka luonnolliset tappajasolut eli NK-solut. Makrofagit
ja dendriittisolut ovat sydjasoluja eli fagosyytteja, joiden tehtdavana on tuhota elimistoon

tunkeutunut taudinaiheuttaja mahdollisimman nopeasti.

Makrofagien ja dendriittisolujen pinnalla on TLR-reseptoreita, jotka tunnistavat eri
taudinaiheuttajia ja aktivoivat siten fagosytoosin eli solunsyénnin. Virusinfektioissa TLR3-,
TLR7-, TLR8- sekd TLR9-reseptorit ovat merkittdvimmassa asemassa, sillda ne tunnistavat
virusperdisia nukleiinihapporakenteita. TLR3-reseptori tunnistaa kaksijuosteisen RNA:n,
jota muodostuu eri RNA-virusten replikaatiossa. TLR3-reseptoria esiintyy erityisesti
dendriittisoluilla. TLR7- ja TLR8-reseptorit tunnistavat yksijuosteisen RNA:n ja TLR9-
reseptori kaksijuosteisia DNA-viruksia. TLR2- ja TLR4-reseptorit tunnistavat puolestaan

muita viruksen osia kuten vaipan glykoproteiineja. (Xagorari ja Chlichlia 2008)

NK-solut eli luonnolliset tappajasolut ovat lymfosyytteja, joilla ei ole pinnoillaan
antigeeneja tunnistavia reseptoreita. Sen sijaan NK-soluilla on pinnallaan erilaisia
aktivointi- ja inhibointireseptoreita, jotka nimensa mukaisesti joko aktivoivat NK-soluja tai
inhiboivat NK-solujen aktivaatiota. Osa NK-solujen pinnalla olevista aktivaatioreseptoreista
tunnistaa suoraan tiettyja viruksen proteiineja, kuten influenssavirusten hemagglutiniinia.
Osa  aktivaatioreseptoreista  puolestaan  tunnistaa erilaisia  niin  kutsuttuja
stressiproteiineja, joita ilmenee solujen pinnoilla esimerkiksi erilaisten DNA-vaurioiden
seurauksena. Inhibointireseptorit sen sijaan estdavat NK-solujen aktivaation. Ne tunnistavat
solujen pinnoilta MHC | -luokan molekyylin. Normaaleilla tumallisilla soluilla on pinnallaan
MHC | -luokan molekyyleja, jotka ovat olennaisessa osassa adaptiivisessa
immuunipuolustuksessa, mutta joiden synteesia tietyt virukset voivat estaa. Mikali solun
pinnalta puuttuu MHC | -luokan molekyyli, NK-solu aktivoituu ja tuhoaa kyseisen solun.

(Brandstadter ja Yang 2011)
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Virusinfektioissa tarkein luonnollisen immuunipuolustuksen osa-alue on
interferonijarjestelman aktivoituminen. Interferonit ovat proteiineja, joita elimistén omat
solut syntetisoivat virusinfektion seurauksena. Ne mm. estavat virusten replikaatiota seka
aktivoivat eri immuunijarjestelman soluja, kuten makrofageja, lymfosyytteja sekda NK-
soluja. Interferonit jaetaan tyypin 1 ja tyypin 2 interferoneihin. Tyypin 1 interferoneita
muodostuu virusinfektion varhaisessa vaiheessa missa tahansa solutyypissa. Tyypin 1
interferonien tuoton kaynnistaa tavallisesti kaksijuosteinen RNA, jota muodostuu useissa
virusinfektioissa. TLR3-reseptori, joka tunnistaa kaksijuosteisen RNA:n, saa aikaan
interferonigeenien transkription aktivoitumisen. Tyypin 2 interferoneita muodostuu
luonnollisen immuunipuolustuksen NK-soluissa seka adaptiivisessa

immuunipuolustuksessa T-lymfosyyteissa. (De Andrea et al. 2002)

5.2 Opittu immuunipuolustus virusinfektiossa

Opittu immuunipuolustus perustuu lymfosyyttien eli B- ja T-solujen toimintaan.
Lymfosyyttien aikaansaamat immuniteetit voidaan jakaa humoraaliseen seka
soluvilitteiseen immuniteettiin. Humoraalisessa immuniteetissa pddosassa ovat B-solut,
jotka tuottavat spesifeja vasta-aineita virusantigeeneja vastaan. Soluvalitteisessa
immuniteetissa sen sijaan T-solut tunnistavat suoraan vieraan virusantigeenin ja
osallistuvat siten patogeenin tuhoamiseen. Virusinfektio saa aikaan samanaikaisesti seka
humoraalisen ettd soluvilitteisen immuniteetin kdynnistymisen. (Nathanson ja Ahmed

2007)

Humoraalisen immuniteetin naiiveilla eli kypsilld B-soluilla on pinnallaan vasta-
ainemolekyyleja, jotka tunnistavat spesifisti vieraan virusantigeenin. Antigeenin
sitoutuminen B-soluun saa aikaan B-solussa solusyonnin, jolla se ottaa vieraan patogeenin

sisdansd, tuhoaa sen ja liittda pilkkoutuneet peptidiantigeenit MHC 1l -luokan
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molekyyleihin. MHC Il -molekyyliin sidottu antigeeni kuljetetaan solun pinnalle, jossa se
esitelldaan taman jalkeen T,-auttajasolulle, joka tunnistaessaan vieraan patogeenin alkaa
tuottaa sytokiineja. Sytokiinit stimuloivat B-soluja jakautumaan ja erikoistumaan vasta-
aineita  tuottaviksi plasmasoluiksi sekda muistisoluiksi. Vasta-aineet sitoutuvat
taudinaiheuttajan antigeeniin, jonka jalkeen sydjdsolujen pinnan Fc-reseptorit tunnistavat
vieraaseen taudinaiheuttajaan sitoutuneet vasta-aineet ja saavat aikaan sydjasolujen

aktivoitumisen. (Klimpel 1996)

Soluvdlitteisessa immuniteetissa T-solut tunnistavat suoraan infektoituneen kohdesolun
pinnalta antigeenin ja tuhoavat infektoituneen solun. Dendriittisolut, makrofagit sekd B-
solut ovat niin kutsuttuja antigeeneja esittelevia soluja (APC), koska ne pystyvat ottamaan
patogeenin sisdansd, hajottamaan sen ja taman jilkeen liittdmaan antigeenin MHC | -
reseptoriin solun pinnalle, jossa se voidaan esitelld T-soluille. T-soluilla on pinnallaan T-
solureseptoreita, jotka tunnistavat spesifisti tietyn antigeenin. Kun sytotoksinen T-solu
tunnistaa MHC | -reseptoriin sidotun antigeenin, se tuhoaa suoraan antigeenia esittelevan
solun. Sen sijaan Tj-auttajasolu alkaa tuottaa sytokiineja, jotka houkuttelevat paikalle
muita soluja, kuten makrofageja, jotka puolestaan alkavat tuhota antigeenia esittelevia

soluja. (Nathanson & Ahmed 2007)

Patogeenien aiheuttamat infektiot voidaan jakaa primaarisiin ja sekundaarisiin
immuunipuolustusreaktioihin. Primaarisissa reaktioissa elimistd kohtaa ensimmaista
kertaa vieraan patogeenin. B-solut jakautuvat ja erilaistuvat muodostaen vasta-aineita
tuottavia plasmasoluja sekd muistisoluja. Plasmasolut ovat lyhytikdisid ja ne tuottavat
primaaristen reaktioiden alussa padasiassa IgM-luokan vasta-aineita. Muistisolut sen
sijaan ovat pitkdikaisia. Ne voivat sdilya elimistdssad useita vuosia ja elimiston kohdatessa
uudestaan saman antigeenin, muistisolut aktivoituvat ja muuntuvat vasta-aineita
tuottaviksi plasmasoluiksi. Sekundaarisissa immuunireaktioissa tuotetut vasta-aineet ovat

paaosin IgG-luokan vasta-aineita. (Madigan et al. 2012)
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6 Vihurirokon diagnostiikka

Vihurirokon diagnosointi pelkkien oireiden perusteella ei ole luotettavaa, koska oireet,
kuten ihottuma ja kuume, eivdat eroa merkittavasti muiden virustautien oireista. Lisaksi
jopa 50 % vihurirokkoinfektioista voi olla oireettomia. Infektio voidaan kuitenkin todeta
useilla eri laboratoriotestilla. IgM-luokan vasta-aineita tunnistavaa testia voidaan kayttaa
akuutin vihurirokkoinfektion todentamiseen ldahes kaikissa tapauksissa. IgG-luokan vasta-
aineiden nousu vahintdaan nelinkertaiseksi enintddan kymmenessa paivassa ensimmaisen ja
toisen naytteenoton valissa viittaa myds akuuttiin vihurirokkoinfektioon. Nain ollen
vihurirokon diagnosoinnissa kaytetdankin usein sekd 1gG- ettd IgM-luokan vasta-aineita

tunnistavia testeja. (WHO 2007)

Myos erilaisia vihurirokon genomin tunnistamiseen perustuvia testeja voidaan kayttaa
vihurirokon diagnosointiin, mutta testien suorittaminen on vasta-aineita tunnistaviin
testeihin verrattuna hankalampaa, eikd niitd juurikaan kayteta rutiinidiagnostiikassa.
Lisaksi viruksen genomin tunnistamiseen perustuvat testit tunnistavat infektion vain jos
virusta on viela jaljellda elimistossd, kun taas vasta-aineita tunnistavat testit tunnistavat
infektion myds silloin kun varsinaista virusta ei enda ole elimistdssa, mutta viruksen
tunnistavia vasta-aineita on vield jaljella. Vihurirokkoinfektio voidaan lisdksi todeta my0s
viljelynadytteistd, mutta koska viljely on aikaa vievaa ja tyolasta, ei viljelytekniikkaa kayteta

vihurirokon rutiinidiagnostiikassa. (WHO 2007)
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6.1 IgM-luokan vasta-aineita tunnistavat testit

6.1.1 Epasuora ELISA-testi IgM-luokan vasta-aineille

Epasuoran ELISA-testin eli entsyymi-immunologisen maaritysmenetelman
toimintaperiaate IgM-luokan vasta-aineille on esitettyna kuvassa 5. Epdsuorassa IgM-
ELISA-testissa naytteessa olevat IgG-luokan vasta-aineet on poistettava ennen naytteen
lisadamista kuoppalevyn kuoppaan. Poistamattomat IgG-luokan vasta-aineet sitoutuvat
kuoppalevyn antigeeneihin ja kilpailevat sitoutumiskohdista IgM-luokan vasta-aineiden
kanssa, mista voi aiheutua vaaria IgM-luokan vasta-aineiden suhteen negatiivisia
testituloksia (Martins et al. 1995). IgG-luokan vasta-aineiden lisaksi myds korkea IgM-
luokan reumatekijoiden maara voi aiheuttaa vaaria testituloksia. IgM-luokan reumatekijat
sitoutuvat IgG-luokan vasta-aineiden vakiollisiin pdihin ja voivat ndin ollen sitoutua
kuoppalevyn pohjaan kiinnittyneisiin IgG-luokan vasta-aineisiin, mistd puolestaan voi
aiheutua vaaria positiivisia testituloksia (Meurman ja Ziola 1978). IgG-luokan vasta-aineet
voidaan poistaa naytteesta tavallisesti liséamalld naytelaimennospuskuriin antihumaani-

lgG-vasta-ainetta sisdltdvaa seerumia, jota on saatavana kaupallisesti (Martins et al. 1995).

Epdsuorassa ELISA-testissa kuoppalevyn pohja on paallystetty virusantigeenilld, johon
seerumissa oleva vasta-aine sitoutuu. Ylimaaraiset sitoutumattomat vasta-aineet ja muut
proteiinit pestdan pois ja kuoppaan lisdtdan entsyymilla leimattu vasta-aine, joka sitoutuu
virusantigeeneihin sitoutuneisiin vasta-aineisiin. Ylimaardinen sitoutumaton vasta-aine
pestddn pois ennen substraatin lisdystd. Pesun jadlkeen levylle lisdtdan kromogeeninen
substraatti, joka entsyymireaktion seurauksena muuttuu varilliseksi lopputuotteeksi.
Lopputuotteen intensiteetti on suoraan verrannollinen naytteessa olevan vasta-aineen
maardan ja se voidaan mitata spektrofotometrisesti. Kaytettava aallonpituus riippuu

testissd kaytettavasta substraatista.
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Q Levy paallystetadn antigeenilla

Y Lisdtdan ndyte: Naytteen antigeenin tunnistava

,( \— vasta-aine sitoutuu antigeeniin

@)

)\\(/L Lisatdan entsyymilld konjugoitu vasta-aine
e
w @

Y Lisatdan substraatti. Konjugoidun vasta-

aineen entsyymi muuttaa substraatin

)\, ./L varilliseksi reaktiotuotteeksi

O levyn paéllystyksessa
kaytetty antigeeni

)\Y/L lgM-vasta-aine W substraatti

Kuva 5. Epasuoran IgM-testin toimintaperiaate.

X entsyymilla konjugoitu vasta-aine
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6.1.2 IgM-kaappaus-ELISA

Kuvassa 6 on esitetty IgM-kaappaus-ELISA-testin toimintaperiaate. Potilasndytteessa
olevat IgM-luokan vasta-aineet sitoutuvat kuoppalevyn pohjaan kiinnitettyihin IgM-luokan
vasta-aineita tunnistaviin vasta-aineisiin. Taman jalkeen muut vasta-aineet ja proteiinit
poistetaan pesemadlld levy. Pesun jdlkeen levylle lisatdan virusantigeenid, joka sitoutuu
ainoastaan kyseista viruspartikkelia tunnistaviin IgM-luokan vasta-aineisiin. Pesun jalkeen
levylle lisatdan entsyymilld leimattu vasta-aine, joka sitoutuu IgM-luokan vasta-aineisiin
sitoutuneisiin virusantigeeneihin. Lopuksi levylle lisatdaan kromogeeninen substraatti,
jonka vasta-aineeseen sitoutunut entsyymi muuttaa varilliseksi lopputuotteeksi.
Lopputuotteen maarda on suoraan verrannollinen IgM-luokan vasta-aineen maaraan

naytteessa.

IgM-kaappaus-ELISA-testin etu epdsuoraan ELISA-testiin on, ettei IgG-luokan vasta-aineita
tarvitse erikseen poistaa testid suoritettaessa. Myos spesifisyys on IgM-kaappaus-ELISA-
testissa parempi kuin epdsuorassa IgM-ELISA-testissa. IgM-kaappaus-ELISA-testeja on

saatavilla kaupallisesti useilta eri valmistajilta.
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}f Kaappaus-vasta-aineella paallystetty kuoppa

Lisatddn nayte: Naytteen IgM-vasta-aine
I_ sitoutuu kaappaus-vasta-aineeseen

Lisatddn virus-antigeeni, joka sitoutuu
"'{ ™ lgM-vasta-aineeseen

CX
)\Y/L Lisataan entsyymilla konjugoitu

/ vasta-aine, joka sitoutuu antigeeniin

Y Lisdtadn substraatti. Konjugoidun vasta-

—( \-— aineen entsyymi muuttaa substraatin
} f varilliseksi reaktiotuotteeksi

Y vasta-ainemolekyyli virus-antigeent

XY/L IlgM-vasta-aine X
,( \— %  substraatti

Kuva 6. IgM-kaappaus-ELISA-testin toimintaperiaate.

entsyymilld konjugoitu vasta-aine
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6.2 IgG-luokan vasta-aineita tunnistavat testit

6.2.1 Epasuora ELISA-testi IgG-luokan vasta-aineille

Epdsuora ELISA testi IgG-luokan vasta-aineille noudattaa samaa periaatetta kuin epasuora
ELISA-testi IgM-luokan vasta-aineille (kuva 5). IgG-testia voidaan kayttaa varmentamaan
IgM-testilla saatua positiivista testitulosta. Akuutin infektion tunnistamisessa IgG-luokan
vasta-aineita tunnistavaa ELISA-testia kaytetdan aina kahden eri aikaan otetun
seerumindytteen vertaamiseen. Ensimmaisen ja toisen nadytteenottokerran valissa tulisi
olla ainakin kymmenen paivaa, jotta mahdollinen vasta-aineiden maaran nousu voidaan
havaita. Mikali IgG-luokan vasta-aineiden maaran havaitaan nousseen elimistdssa
nelinkertaiseksi ensimmaisen ja toisen naytteenottokerran valissd, voidaan tehda

johtopaatos akuutista vihurirokkoinfektiosta. (WHO 2007)

6.2.2 IgG-aviditeettitestit

lgG-aviditeettitestit mittaavat vasta-aineen ja antigeenin valisen sitoutumisen
voimakkuutta eli affiniteettia. Aviditeettitestin tarkoituksena on erottaa akuutit
vihurirokkoinfektiot sekundaarisista infektioista. Vasta-aineen affiniteetti antigeeniin on
heikko primaari-infektioissa, mutta se voimistuu ajan mittaan. Ndin ollen potilailla, joilla

on vanhaa immuniteettid, vasta-aineen affiniteetti antigeeniin on voimakas. (WHO 2007)

IgG-aviditeettitestissa antigeenilld paallystettyyn kuoppaan lisdtaan vasta-ainetta sisaltava
seerumindyte. Antigeenin tunnistava vasta-aine sitoutuu antigeeniin. Taman jalkeen
kuoppaan lisatdadan reagenssia, joka denaturoi proteiineja. Denaturointikasittelyn
seurauksena heikon affiniteetin sidokset tuhoutuvat, mutta voimakkaan affiniteetin
sidokset pysyvat edelleen kiinni. Mittaustuloksista lasketaan voimakkaasti sitoutuneiden
lgG-luokan vasta-aineiden osuus eli aviditeetti. Mitd heikompi aviditeetti on, sita

tuoreempi infektio on kyseessd. Koska aviditeettitestit mittaavat aina suhteellista
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sitoutumista, on testattavan ndytteen kanssa testattava rinnan sama nadyte ilman

proteiineja denaturoivaa reagenssia. (Hedman ja Seppala 1988)

7 ELISA-testin optimoinnin padvaiheet

7.1 Mikrotiitterilevyn ja paallystysproteiinin valinta

ELISA-testeissd mikrotiitterilevyn kuopan pintaan sidotaan testityypista riippuen joko
vasta-aine tai antigeeni. Proteiinin sitoutuminen levyn pintaan tapahtuu passiivisesti ja
sitoutumisen tehokkuuteen voidaan vaikuttaa eri parametreja muuttamalla. Sitoutuminen
mikrotiitterilevyn pintaan tapahtuu vesiliuoksessa proteiinin hydrofobisesta osasta. (Wild

2001)

Useimmiten ELISA-testeissa kayttavien mikrotiitterilevyjen materiaalina on polystyreeni.
Polystyreenilevyn pinnassa on seka hydrofobisia ettd hydrofiilisia osia. Hydrofiilisyytta
voidaan lisatd mm. sateilytykselld, jolloin levyn pintaan sitoutuu ilmasta lisaa
happiatomeja. Polystyreenin kasittely esimerkiksi sateilytykselld voi joillakin proteiinilla
parantaa levyn sitomiskykyd, mutta toisaalta liika kasittely saattaa myo6s vaikuttaa
negatiivisesti levyn sitomistehokkuuteen (Wild 2001). Eri mikrotiitterilevyjen valmistajilla
on tarjolla useita sitoutumiskyvyiltdan erilaisia levyja ja levya valitessa onkin usein syyta

selvittda kokeilemalla, mika levytyyppi soveltuu parhaiten kehitettavaan testiin.

7.2 Epaspesifisten sitoutumiskohtien peittaminen

Mikrotiitterilevyn péaallystyksessé kuopan pohjaan sidotaan testityypistd riippuen
antigeeni tai vasta-aine, johon ndaytteessd oleva antigeeni tai vasta-aine sitoutuu.
Polystyreenin kyky sitoa proteiineja on testin toimivuuden kannalta tarked ominaisuus,

mutta se voi aiheuttaa myos epéaspesifisten proteiinien sitoutumista levyn pintaan testin
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my6hemmassa vaiheessa, mikali epaspesifisia sitoutumiskohtia ei saada paallystysvaiheen

jalkeen peitettyad. (Gibbs 2001)

Epdspesifisten sitoutumiskohtien ilmeneminen voidaan peittdada lisaamalla levylle
reagenssia, joka sitoutuu proteiinipdallystyksen jilkeen jaljelle jdaneisiin vapaisiin
sitoutumiskohtiin. Epaspesifisten sitoutumiskohtien peittoon kaytettavat reagenssit ovat
usein erilaisia proteiineja, detergentteja tai ndiden yhdistelmia. Proteiineista useimmiten
kaytettyja reagensseja ovat BSA, kaseiini tai maitojauhe, seerumi ja gelatiini. Yleisimmin
kaytetty detergentti on Tween-20. Paras kombinaatio kaytettdvista reagensseista,
olosuhteista ja reagenssipitoisuuksista saadaan selville ainoastaan kokeilemalla. (Gibbs

2001)

7.3 Reagenssipitoisuuksien optimointi

Reagenssipitoisuuksien optimointi on tarkea osa uuden ELISA-testin kehitysta. Tavallisesti
epasuorassa  ELISA-testissa  optimoitavat pitoisuudet ovat paallystysantigeenin

kayttopitoisuus, ndytevasta-aineen pitoisuus seka konjugaattivasta-aineen pitoisuus.

Niin kutsuttu checkerboard-titraus on menetelmd, jolla voidaan samanaikaisesti
optimoida sekd naytteen ettd paallystysantigeenin pitoisuus. Menetelmassa
mikrotiitterilevylld testataan samanaikaisesti seka eri ndytelaimennospitoisuutta etta
paallystysantigeenipitoisuutta. Perinteisen checkerboard-titrauksen kaaviokuva on
esitettynd kuvassa 7. Titrauksen perusteella valitaan kombinaatio, jossa taustan
absorbanssitaso on matala eikd antigeenikonsentraation kasvattaminen merkittavasti
paranna erottelukykya. Checkerboard-titraus kannattaa suorittaa sekd positiiviselle etta

negatiiviselle seeruminaytteelle. (Crowther 2001)
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Kuva 7. Checkerboard-titrauksen periaate. Paallystysantigeenista tehdaan laimennossarja
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sarakkeittain ja ndytevasta-aineesta riveittain.

Lopuksi antigeenipitoisuutta testataan eri konjugaattivasta-ainepitoisuuksilla seka usealla
eritasoisella naytteelld, jotta saada kasitys miten eri konjugaattipitoisuudet vaikuttavat
positiivisten ja negatiivisten naytteiden erottumiseen. Kaupallisen ELISA-testin
valmistuksessa lopullinen konjugaattivasta-aineen pitoisuus saadetaan jokaisella erdlla
erikseen tuotantovaiheessa, jotta erdkohtainen pieni absorbanssitasojen vaihtelu

saataisiin minimoitua.

7.4 Stressitestit

Stressitestilld tarkoitetaan nopeutettua stabiilisuustestausta, jonka tarkoituksena on
nopeutetusti mallintaa tuotteen sailyvyyttd. Nopeutetussa sadilyvyystestissda tuote
altistetaan seurantajakson ajan tarkoituksella yhdelle tai usealle stressitekijalle, kuten

tavallista sailytysolosuhdetta voimakkaammalle valolle, kosteudelle tai korkeammalle
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lampdotilalle. Seurantajakson lopussa saatujen tulosten perusteella voidaan ennustaa
tuotteen reaaliaikaista sadilyvyytta. Kaytannossa nopeutettujen sadilyvyystestausten lisaksi
tehdadan uuden tuotteen sailyvyystestauksissa aina my0Os reaaliaikainen sailyvyystestaus,
jossa tuotteen stabiilisuutta seurataan sen tavallisessa sadilytysymparistdssa ja saatujen
tulosten perusteella asetetaan tuotteelle tietty sdilyvyys. Nopeutettu sdilyvyysseuranta

perustuu Arrheniuksen yhtaloon (1) (SFS-EN 13640).

Eq
K = Axe R, (1)

jossa k on reaktionopeusvakio, A on Arrheniuksen vakio, E; on reaktion vaatima
aktivaatioenergia, R on Bolzmannin vakio ja T on lampdtila. Yhtdlo kuvaa hajoamisreaktion

riippuvuutta lampdétilasta.

7.5 Toistettavuustestit

Testien toistettavuutta voidaan arvioida erilaisten tilastollisten testien avulla.
Toistettavuustesteissa tarkastellaan mittaustulosten vaihtelua joko yhden testin sisall3,
jolloin puhutaan testin sisdisesta toistettavuudesta tai useiden eri testikertojen valill3,
jolloin puhutaan testisarjojen valisestd toistettavuudesta. Toistettavuustestauksiin
otetaan tavallisesti mukaan naytteitd, jotka ovat positiivisia tai |dhelld positiivisen ja
negatiivisen naytteen rajaa (Raggam et al. 2014). Testin toistettavuutta kuvaavia

tunnuslukuja ovat keskiarvo, keskihajonta (SD) ja variaatiokerroin (CV).

Testin toistettavuuteen vaikuttavia tekijoitd on olemassa useita. Tekijat, jotka vaikuttavat
vasta-aineen ja antigeenin vidliseen sitoutumisreaktioon, vaikuttavat myds testin
toistettavuuteen. Esimerkiksi  epapuhtaudet tai riittdmaton  epaspesifisten
sitoutumiskohtien peittaminen tyypillisesti nostaa variaatiokerrointa. Toisaalta esimerkiksi

vaadradnlaiset inkubaatio-olosuhteet, kuten liian korkea inkubaatiolampétila, voivat
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aiheuttaa kuoppalevylld niin kutsuttua reunaefektid, joissa mitattava signaali on
kuoppalevyn reunimmaisissa kuopissa joko levyn keskiosasta mitattavaa signaalia
matalampi tai korkeampi. Myo6s testin suorituksessa kaytettavat laitteet ja

pipetointivirheet vaikuttavat toistettavuuteen. (Deshpande 1996)
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TUTKIMUSOSA

8 Tyon tarkoitus ja tavoitteet

Taman diplomityon tarkoituksena oli muokata jo olemassa olevat kvalitatiiviset 1gG- ja
IgM-luokan vasta-aineita tunnistavat vihurirokkotestit kvantitatiiviseen muotoon. Lisaksi
tyon tarkoituksena oli optimoida jo valmiina olevia vihurirokkotesteja, jotta testien
herkkyytta ja tarkkuutta saataisiin parannettua. Kvantitatiivinen vasta-ainetesti antaa
tulokseksi potilasndytteessa olevan vasta-aineen pitoisuuden, kun taas kvalitatiivinen testi
antaa tulokseksi ainoastaan tiedon, onko potilasndayte negatiivinen vai positiivinen
tutkittavan vasta-aineen suhteen. Kvantitatiivisen testin etu kvalitatiiviseen testiin nahden
on mahdollisuus seurata vasta-aineiden maaran muutosta potilaassa. Lopuksi valmistettiin
niin kutsutut protoeradt, joiden avulla tehtiin alustavia tilastollisia testeja seka

vertailutesteja kilpailijoiden vastaavien testien kanssa.
Tyon kulku

Tyon kulun paavaiheet ovat seuraavat
1. Mikrotiitterilevytyypin valinta ja paallystysantigeenien vertailu
2. Blokkausmenetelmien vertailu
3. Paallystysantigeenipitoisuuden seka konjugaattipitoisuuden optimointi
4. Referenssindytepaneelin kokoaminen
5. Protoerilla tehdyt testaukset
e stressitesti
e tilastolliset testaukset
e ndytelaimennosten lineaarisuus

e vertailu kilpailijoiden testien kanssa
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9 Materiaalit ja menetelmait

9.1 Kaytetyt naytteet

Varmennettuina seerumindytteind kaytettiin pddosin Labquality Oy:n ulkoisten
laadunarviointikierrosten naytteita. Lisaksi varmennettuina ndytteina kaytettiin muutamia
kaupallisia seeruminaytteitd sekd AnilLabsystems Ltd Oy:lta (nyk. Labsystems Diagnostics
Oy) saatuja varmennettuja vihurirokkondytteitd. Kaytetyt varmennetut ndytteet on
esitettynd taulukossa 1. Referenssindytepaneelin kokoamiseen kaytetyt seerumit seka
testeissa kaytettaviin kalibraattoreihin ja kontrolleihin kaytetyt seerumit koottiin yrityksen
omasta seerumivarastosta. Kaikki referenssindytepaneelissa kdytetyt naytteet,
kalibraattoriseerumit seka kontrolliseerumit oli testattu ja todettu hepatiitti B-, hepatiitti

C- ja HIV-negatiivisiksi.

Testi optimoitiin aluksi toimivaksi varmennettujen seeruminadytteiden avulla. Lopuksi
optimoidulla testilla etsittiin yrityksen omasta seerumivarastosta eritasoisia seerumeita,
joista koottiin referenssindytepaneelit. Referenssindytepaneelin avulla testi voidaan
tuotantovaiheessa saatdaa halutulle absorbanssitasolle ja testata testin toimivuutta.
Paneeliin kuuluu eritasoisia naytteitd selkeistd negatiivisista naytteista korkeisiin
positiivisiin naytteisiin. Osa referenssindytepaneelin seerumeista voi myos olla yhdistelma

useampaa eri seerumia eli niin kutsuttu seerumipooli.
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Taulukko 1. Varmennetut seerumindytteet, joiden avulla testi optimoitiin. Taulukossa (+)

on positiivinen nayte, (-) on negatiivinen nayte ja (+/-) on raja-arvoinen nayte.

Naytteen alkuperd Niyte | RublgG | RubligM
(toimittaja)
Labquality 281A
Labquality 282A
Labquality 427 +/- -
Labquality 251 + -
Labquality 252 +/- -
Labquality 253 + +
Labquality 425 + -
Labquality 426 + +
Labquality 281B +/- -
Labquality 282B +/- -
Labquality 283 + +
Labquality 342 +
Labquality 343 + -
Labquality 344 + -
Labquality 867 + +
Labquality 868 + -
Labquality 869 + +
Labquality 361 - -
Labquality 362 + +
Labquality 363 + -
Labquality 806 + -
Labquality 807 + -
Labquality 808 + -
Kaupallinen toimittaja | BM145653 + -
Kaupallinen toimittaja | BM204666 + +
Kaupallinen toimittaja | BM145949 + -
AniLabsystems 1541 + -
AnilLabsystems 1542 + -
AniLabsystems 1457 +
AnilLabsystems 1476 +

31



9.2 Standardi ja kontrolli

Vlhurirokon IgG-luokan vasta-aineita tunnistavaa testia optimoitaessa kaytettiin lisdksi
WHO:n Anti-Rubella laadunvarmistuskontrollia (Anti-Rubella QC1, 09/B577) sekd WHO:n
kansainvalista standardia (Anti Rubella immunoglobulin, RUBI-1-94). IgG-testissa
naytteiden seka kontrollien ettd kalibraattoreiden konsentraatiot (IU/ml) maaritettiin
WHO:n standardia vasten. WHO:n laadunvarmistuskontrollilla varmistettiin, etta

konsentraatiot jaavat testeissa oikealle tasolle.

Vihurirokon IgM-luokan vasta-aineille ei ole olemassa WHO:n kansainvalista standardia
eikd laadunvarmistusndytettd. Nain ollen IgM-testissa naytteiden ja kontrollien
absoluuttisia konsentraatioita on mahdoton maarittaa. IgM-testilla paadyttiinkin
kdayttamaan niin kutsuttua sisdista standardia, jota vasten kontrollien konsentraatiot

maaritettiin EIU-yksikoissa.

9.3 Kaytetyt reagenssit

Rubella 1gG- ja Rubella 1gM -testien reagensseina pyrittiin kdyttdmaan mahdollisimman
paljon jo olemassa olevien Orgenium Laboratories -yksikdn kvalitatiivisten ELISA-testien
reagensseja, jotta esimerkiksi testien tuotantokustannukset saataisiin minimoitua. Lisaksi
kvalitatiivisten testien reagenssit oli jo itsessddan todettu toimiviksi, joten reagenssien

raaka-aineita ei ndhty tarpeelliseksi ryhtyd muuttamaan.

9.4 TORCH-tuoteryhman ELISA-testin suoritusperiaate

Kaikissa Orgenium Laboratories -yksikon TORCH-testeissa on samanlainen suoritusprosessi
inkubaatioaikoja, inkubaatiolampotiloja sekd reagenssitilavuuksia myodten. Myds
reagenssit on pyritty pitamaan mahdollisimman samoina jokaisessa testissd. Samat

inkubaatio-olosuhteet ja reagenssitilavuudet mahdollistavat usean eri TORCH-
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tuoteryhman testin  testauksen samanaikaisesti, mika on katevaa erityisesti
asiakasnakokulmasta. Koska eri TORCH-testien suoritusprosessit haluttiin myds jatkossa
pitda samanlaisina, pyrittiin myds Rubella 1gG- ja Rubella |gM -testien suoritusprosessi
pitamaan samanlaisena kuin aikaisemmin. Itse suoritusprosessia ei siis ryhdytty
optimoimaan. Testien suoritusperiaate on esitettynd kuvassa 8. Tyon aikana tehdyt testit

on tehty kuvan 8 mukaisella testausperiaatteella, ellei toisin ole mainittu.

Ndyteseerumilaimennetaan ndytelaimennospuskuriin laimennossuhteella 1/101

Kuoppalevylle pipetoidaan laimennettuja ndytteitd sekd tuotteen mukana tulleita
kontrolleja/kalibraattoreita 100 pul/kuoppa

Inkubaatio 37 °C 30 min

v

Levyn pesu 4 x 350 pl/kuoppa 1/20 laimennetulla pesuliuoksella

|

Lisdtdan entsyymikonjugaattia 100 pl/kuoppa

!

Inkubaatio 37 °C 30 min

v

Levyn pesu 4 x 350 ul/kuoppa 1/20 laimennetulla pesuliuoksella

|

Lisatdan substraattia 50 ul/kuoppa

!

Inkubaatio 37 °C 15 min

v

Lisataan pysaytysliuosta 25 ul/kuoppa

|

Mitataan 450 nm aallonpituudella

Kuva 8. Orgenium Laboratories -yksikon TORCH-tuoteperheen ELISA-testien

suoritusperiaate.

9.5 Kuoppalevyn paallystaminen antigeenilla

Kuoppalevyn kuoppien péaallystaminen antigeenilld oli vanhassa kvalitatiivisessa ELISA-

testissa havaittu toimivaksi, joten paallystysprosessia ei ldahdetty optimoimaan.
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Paallystysliuoksena, johon paallystysantigeeni lisattiin, kdytettiin 0,01 M fosfaattipuskuria
(PBS). Lisaksi paallystysliuokseen lisattiin  proteaasi-inhibiittoritabletti. ~ Valmista
paallystysliuosta pipetoitiin 96-kuoppalevylle (Nunc Lockwell C8 Maxisorp/Polysorp) 110

ul per kuoppa. Paallystettyja levyja inkuboitiin yon yli huoneenlammadssa (16—20 tuntia).

Inkuboinnin jdlkeen levyt blokattiin eli estettiin epaspesifisten sitoutumiskohtien
ilmeneminen kuoppalevylld. Vanhassa kvalitatiivisessa testissd blokkaus suoritettiin
tyhjentamalla levyt paallystysliuoksesta, jonka jalkeen kuoppiin lisattiin 125 pl
blokkausliuosta. Taman jalkeen levyja inkuboitiin 30 minuuttia 37 °C:ssa, jonka jalkeen

levyt tyhjennettiin blokkausliuoksesta ja kuivattiin vakuumiuunissa.

9.6 Mikrotiitterilevyn valitseminen ja antigeenien vertailu

Mikrotiitterilevya valittaessa testattiin kahta eri kuoppalevytyyppia, Nunc Lockwell C8
Maxisorp- seka Polysorp-levyda. Molempien levytyyppien materiaalina on polystyreeni.
Levyt eroavat toisistaan adsorptiokyvyiltdan. Polysorp-levytyyppi adsorboi pintaansa
padosin hydrofobisia ryhmia, kun taas Maxisorp-levytyyppi adsorboi hydrofoobisten
ryhmien lisaksi myos hydrofiilisida ryhmia. Toisin sanoen Polysorp-levy soveltuu parhaiten
erilaisten lipidien ja lipoproteiinien sitomiseen, kun taas Maxisorp-levy soveltuu erilaisten
glykoproteiinien ja polyglykaanien sitomiseen. Koska Maxisorp-levy sitoo Polysorp-levya
tehokkaammin molekyylejd, on inkubointiolosuhteiden valitseminen helpompaa kuin
kdytettdaessa Polysorp-levya. PolysSorp-levya kaytettdessa sitoutuminen on heikompaa,
jolloin inkubaatio-olosuhteita on tehostettava esimerkiksi paallystyksessa kaytettavaa
antigeenipitoisuutta nostamalla, paallystysaikaa pidentamalld tai paallystyslampdtilaa

nostamalla. (Esser 1988)

Kaikissa testeissa oli alun perin kaytossa Maxisorp-levytyyppi. Rubella 1gG -testissa ei alun

perinkdan ollut suuria ongelmia erottelukyvyn kanssa, joten jo etukdteen voitiin olettaa,
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ettd Maxisorp-levytyyppi soveltuu IgG-testiin ongelmitta. Sen sijaan Rubella IgM -testissa
erottelukyky tiettyjen naytteiden osalta oli heikompi, joten Polysorp-levytyypilla pyrittiin
saavuttamaan erottelukyvyltddan parempia tuloksia. Levytyyppien vertailutesti suoritettiin
itse levytyyppia lukuun ottamatta samoilla reagensseilla. Samaa naytelaimennosta

kaytettiin molemmilla levytyypeilla.

Koska Rubella IgM -testissa oli aikaisemmin ollut ongelmia erottelukyvyssa, paatettiin
samalla kertaa vertailla myos kahden eri antigeenivalmistajan paallystysantigeeneja.
Paallystysantigeenien vertailuun kdytetyt antigeenit tilattiin toimittajalta A ja toimittajalta
B. Aikaisemmin Orgenium Laboratories -yksikon vihurirokkotesteissd on kustannussyista
ollut kaytossa toimittaja A:n antigeeni. Toimittaja A:n antigeeni sisaltda kokonaisia
viruspartikkeleita ja toimittaja B:n antigeeni ainoastaan vihurirokkoviruksen
kuoriproteiineja E1 ja E2, joten oli oletettavissa, ettad toimittaja B:n antigeeni voisi toimia
paremmin Rubella 1gM -testissd. Levy- ja antigeenivertailuja tehtdessd molemmat

antigeenit laimennettiin 1/1000 laimennoksella.

9.7 Blokkausmenetelmien vertailu

Vaikka vanhassa kvalitatiivisessa testissa myds blokkausvaihe oli todettu toimivaksi,
paatettiin tyon aikana silti vertailla myds erilaisia blokkausmenetelmia. Aikaisemmin
kaytossa ollut lyhyt 30 minuutin inkubaatioaika saattaa suurissa tuotantomadarissa
aiheuttaa ongelmia, jos levyeran prosessointiin  kuluva aika on pidempi kuin
inkubaatioaika. Talloin osaa levyista inkuboidaan vaistamatta kauemmin kuin muita, mika

taas saattaa aiheuttaa epatasaisuutta paallystyserassa.

Blokkausmenetelmien vertailussa tutkittiin, riittaisikd pelkkd levyjen pesu nelja kertaa

blokkausliuoksella (350 ul/kuoppa) estamdan epaspesifisten sitoutumiskohtien

ilmenemisen. Lisaksi testattiin, olisiko inkubaatioajan nostamisella negatiivisia vaikutuksia
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paallystamisen onnistumiseen. Kukin testattu nadyte testattiin kolmena rinnakkaisena
naytteend ja tuloksista laskettiin kullekin naytteelle keskiarvo, keskihajonta (SD) seka

variaatiokerroin (CV). Testatut blokkausmenetelmat on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Testatut blokkausmenetelmat.

Kasittely Blokkausmenetelma Blokkausliuoksen maira / kuoppa
1 4 x pesu blokkausliuoksella 350 ul
2 3 hinkubaatio + 37 °C 125 ul
3 4 h inkubaatio + 37 °C 125 ul
4 5 h inkubaatio + 37 °C 125 ul
5 Yon yli inkubaatio + 4 °C (24 h) 125 ul
6 3 h inkubaatio huoneenldamma@ssa 125 ul
7 4 h inkubaatio huoneenlammaossa 125 ul
8 5 h inkubaatio huoneenlammassa 125 ul
9 Yon yli inkubaatio huoneenlammaossa 125 ul
10 30 min inkubaatio + 37 °C (referenssi) 125 ul

Taulukon 2 testaustulosten perusteella paatettiin lisdksi testata pesukertojen
vahentamisen vaikutusta testin toimivuuteen. Testattiin siis edelleen levyjen pesemista
blokkausliuoksella 350 pl/kuoppa (taulukko 2, kasittely 1). Pienempi pesukertojen maara
alentaa testin valmistuskustannuksia, koska blokkausliuoksen kulutus on talléin pienempi.
Pesukertojen maarind testattiin  neljda, kolmea, kahta ja yhtd pesukertaa.
Blokkausmenetelmid vertailtaessa kiinnitettiin  huomiota erityisesti rinnakkaisten
ndytteiden hajontoihin sekad nollandytteisiin. Nollanadytteiden absorbanssien tulisi olla
onnistuneesti paallystetylla levyilld Idhelld nollaa, koska epéaspesifiset sitoutumiskohdat on

tuolloin saatu peitettya.

9.8 Paidllystysantigeenin pitoisuuden sekd konjugaattipitoisuuden optimointi

Yleensad epasuorassa ELISA-testissd optimoidaan paallystysantigeenin sekd naytevasta-

aineen laimennossuhde samaan aikaan niin kutsutulla checkerboard-titrauksella
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(Crowther  2001). Titrauksella saadaan samalla kertaa optimoitua seka
ndytelaimennossuhde ettad antigeenikonsentraatio. Tassa tyossa IgG- ja IgM-ELISA-testeja
optimoitaessa ei kuitenkaan suoraan kaytetty hyvaksi checkerboard-titrausmenettelya,
koska naytelaimennossuhde haluttiin pitda samana kuin muissa TORCH-tuotesarjan
tuotteissa eli 1:101-laimennossuhteena. Naytelaimennossuhde 1:101 oli myds todettu
riittavaksi aikaisemmissa kvalitatiivisissa testeissa. Testattiin siis ainoastaan eri

antigeenikonsentraatioiden vaikutusta ndytteiden signaaleihin.

Orgenium Laboratories -yksikdssa on aikaisemmin ollut kaytéssa kaupalliset
konjugaattivasta-aineet seka IgG- etta IgM-testille. Koska Labsystems Diagnostics Oy:ssa
on kadytossa itse valmistetut IgG- ja IgM-konjugaatit, jotka on todettu toimiviksi lukuisissa
yrityksen ELISA-testeissa, paatettiin myods Rubella 1gG- ja Rubella 1gM -testeissa testata
yrityksen omia 1gG- ja IgM-HRP-konjugaatteja. Konjugaattivasta-aineen vaihto

kaupallisesta itse valmistettuun alentaisi huomattavasti testin valmistuskustannuksia.

Paallystysantigeenin pitoisuus optimoitiin testaamalla viittd eritasoista naytetta
seitsemalla eri antigeenipitoisuudella ja kolmella eri konjugaattipitoisuudella.
Paallystysantigeeni laimennettiin laimennossuhteilla 1:2500, 1:2000, 1:1500, 1:1000,
1:750, 1:500 ja 1:250 fosfaattipuskuriin, jonka pitoisuus oli 0,01 M. Testatut

konjugaattivasta-ainepitoisuudet IgG- ja IgM-testille on esitettyna taulukossa 3.

Taulukko 3. Testatut konjugaattipitoisuudet IgG- ja IgM-testeilla.

IgG-konjugaatti (ug/ml) IgM-konjugaatti (ug/ml)
0,016 0,029
0,033 0,043
0,065 0,071

37




9.9 Kalibraattoriseerumien seka kontrolliseerumien valinta

Rubella 1gG -testiin valmistettiin viiden eritasoisen kalibraattorin sarja, joiden avulla
testattavan naytteen konsentraatio pystytddan maarittdamaan. Kalibraattoriseerumeina
kaytettiin kahta eri seerumia, joita titraamalla paadyttiin sopiviin sekoitussuhteisiin.
Toinen seerumeista oli IgG-luokan vasta-aineiden suhteen positiivinen seerumi ja toinen
IgG-luokan vasta-aineiden suhteen negatiivinen seerumi. Seerumien valintakriteereina oli
seerumien maard seerumivarastossa sekd negatiivinen testitulos HIV- ja
hepatiittitesteissa. Valittuja kalibraattoriseerumeita tuli siis olla seerumivarastossa jaljella
sen verran, ettd niistd voitaisiin valmistaa testien kalibraattorit vahintdan seuraavan
kahden vuoden aikana myytadviin testikitteihin. Lisdaksi piti varmistaa, ettei samoja
seerumeita oltu varattu minkdan muun tuotteen kontrolli- tai kalibraattoriseerumeiksi.
Seerumit olivat peraisin yrityksen omasta seerumivarastosta. Koska taysin negatiivista IgG-
seerumia ei tutkimuksen puitteissa onnistuttu 16ytamaan, paatettiin kalibraattorisarjan

viimeisena kalibraattorina kayttaa pelkkaa kalibraattoripuskuria.

Rubella 1gM -testiin valmistettiin puolestaan kolme eritasoista kontrollia: negatiivinen
kontrolli, positiivinen kontrolli ja raja-arvokontrolli (cut off -kontrolli). Raja-arvokontrolli
on kontrolli, joka on lahella positiivisen ja negatiivisen nadytteen rajaa, jolloin niin

kutsutusta cut off -alueesta eli raja-alueesta saadaan tarkempi.

9.10 Referenssindytepaneelien kokoaminen

Referenssindytepaneeli koostuu absorbansseiltaan eritasoisista seeruminaytteista.
Paneelin avulla voidaan testata tuotteen toimivuutta uuden tuote-erdn
valmistusvaiheessa ja kalibroida uusi tuote-erd edellisid tuote-erid vastaavalle tasolle.
Jokaiselle referenssipaneelin ndytteelle maaritetaan +2SD ja +3SD toleranssirajat, joiden
sisdpuolelle naytteen tulee jaada, kun uusi tuote-erd testataan referenssipaneelin

naytteilld. Tuotteen kalibrointi suoritetaan konjugaattipitoisuutta saatamalla.
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Referenssindytepaneeleihin koottiin Rubella 1gG -testia varten 15 eritasoista naytetta ja
Rubella 1gM -testia varten 17 eritasoista naytettd. Nadytepaneelien naytteet koottiin
padasiassa yrityksen omasta seerumivarastosta. 1gG-testin referenssiseerumeiksi 16ytyi
melko helposti suoraan eritasoisia IgG-luokan vasta-aineiden suhteen positiivisia
seerumeita. IgG-luokan vasta-aineiden suhteen negatiivisten seerumeiden l6ytyminen oli
astetta haastavampaa, koska suurin osa testatuista seerumeista oli IgG-luokan vasta-
aineiden suhteen positiivisia. Lopulta paadyttiin tilaamaan yksi kaupallinen IgG-luokan
vasta-aineiden suhteen negatiivinen seerumi, jotta paneelista saataisiin tarpeeksi kattava.
IgM-testia varten koottuun referenssipaneeliin oli puolestaan vaikea 16ytda eritasoisia
IgM-vasta-aineiden suhteen positiivisia seerumeita. Niinpa IgM-testin paneelia kootessa
paadyttiin yhdistelemdan muutamaa positiivista IgM-luokan vasta-aineita sisaltavaa
seerumia eri suhteissa IgM-vasta-aineiden suhteen negatiivisiin seerumeihin. Nain saatiin
keinotekoisesti valmistettua eritasoisista seerumeista koostuva referenssipaneeli IgM-

testille.

9.11 Protoerilld tehdyt testaukset

9.11.1 Testin sisdinen toistettavuus

Protoerien testien sisdista toistettavuutta testattaessa testattiin  IgG-testissa
kalibraattoreiden sisdista variaatiota ja IgM-testissd kontrollien sisdista variaatiota. IgG-
testiajossa kutakin kalibraattoria testattiin 16 rinnakkaisena naytteena. IgG-testiajossa
ajettiin lisaksi WHO:n standardi samassa testiajossa, jolloin myds kalibraattoreiden
konsentraatioiden sisdinen variaatio saatiin maaritettyd. Myo6s IgM-testissa kontrollien
sisdista variaatiota testattiin 16 rinnakkaisella naytteelld. Testien tuloksista laskettiin

kullekin 1gG-testin kalibraattorille seka IgM-testin kontrollille keskiarvo, keskihajonta ja

39



variaatiokerroin. Lisdaksi maaritettiin 95 %:n ja 99 %:n luottamusvailit eli toleranssirajat t-

jakaumaan perustuen.

9.11.2 Testisarjojen valinen toistettavuus

Testisarjojen vdlista toistettavuutta testattiin seka IgG- ettda IgM-testilla neljalla
eritasoisella referenssipaneelin naytteelld. IgG-testisarjoissa naytteiksi valittiin naytteet
539, 535, H95 ja HI91. IgM-testissa puolestaan testattiin naytteet RUM2, RUM6, RUMS ja
RUM9. Naytteet testattiin yhteensd kymmenessa erillisessa testiajossa siten, etta
jokaisessa testiajossa ajettiin yhteensa nelja erikseen laimennettua naytetta ja jokainen
ndytelaimennos ajettiin kahtena rinnakkaisena naytteend. Yhteensa kutakin naytetta
ajettiin siis 40 erillisena ndytelaimennoksena. Tuloksista laskettiin testisarjojen valinen
keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin. Lisaksi kullekin testatulle naytteelle

maaritettiin £2SD ja +3SD toleranssirajat.

9.11.3 Naytelaimennosten lineaarisuus

Ndytelaimennosten lineaarisuustestauksen tarkoituksena oli testata testin lineaarisuutta
laajalla laimennosalueella, jolloin esimerkiksi mittausalueen ylapuolelle jaavat vahvasti
positiiviset ndytteet voidaan laimentaa useaan kertaan, jotta nadytteen pitoisuus jaisi
standardisuoran  mittauspisteiden  sisdpuolelle.  Ottaen  huomioon  ndytteen
laimennoskertoimet, tulokset ovat talléin vertailukelpoisia matalien, laimentamattomien

ndytteiden kanssa. Lineaarisuuden laskentakaava on kuvattuna kaavassa (2).

) ) Havaittu arvo * laimennoskerroin
Lineaarisuus% = *100 (2)
Laskettu arvo

Testien lineaarisuutta tutkittiin  tekemalld laimennossarja selkedsti positiivisista

seerumindytteista ndytelaimennospuskuriin ja vertaamalla testin antamia konsentraatioita

40



laskennallisiin konsentraatioihin. Testatut ndytelaimennokset olivat seka 1gG-, etta IgM-

testilla 1:1 (vertailupitoisuus), 1:1.5, 1:2, 1:3, 1:4 ja 1:8.

9.11.4 Stressitestit

Labsystems Diagnostics Oy:ssd on paaddytty antamaan tuotteelle kuuden kuukauden
sailyvyys 4 °C:ssa tuotteen sdilyessa 23 °C:ssa kolme viikkoa ja vuoden sailyvyys 4 °C:ssa

tuotteen sdilyessa 37 °C:ssa kolme viikkoa.

Protoerien sailyvyytta testattiin sailyttamalla protoerien kittikomponentteja 23 °C:ssa ja
37 °C:issa kolme viikkoa, jonka jdlkeen kitit testattiin referenssindytepaneelien
seeruminadytteilla. Vertailussa otettiin rinnalle 4 °C:ssa sdilytetty vertailukitti. Tuotteet
testattiin sailyvyystestin alussa, puolivalissa ja lopussa. Testien tuloksista laskettiin
konsentraatiot (IU/ml, EIU) referenssindytteille ja verrattiin niitd aikaisemmin
madritettyihin ndaytteiden toleranssirajoihin. Protoerilld tehtyjen sailyvyystestausten
tulokset ovat suuntaa antavia, ja varsinaiset viralliset sdilyvyystestaukset tehdaan vasta

validointivaiheen tuote-erilla.

9.11.5 Vertailu kilpailijoiden ELISA-testien kanssa

Protoerilla tehtiin lisaksi vertailutestit kahden eri kilpailijan Rubella 1gG- ja Rubella IgM -
testien valilld. Vertailutestien tuloksista laskettiin korrelaatiot Orgenium Laboratories
-yksikon testien seka kilpailijoiden ELISA-testien vilille. Vertailutestien tarkoituksena oli
varmistaa, ettd Orgenium Laboratories -yksikon ELISA testit ovat vadhintdan yhta

laadukkaita kuin kilpailijoiden vastaavat ELISA-testit.
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10 Tulokset ja tulosten tarkastelu

10.1 Mikrotiitterilevyn valinta

Rubella 1gG -testilld ei havaittu merkittdvaa eroa Maxisorp- ja Polysorp-levytyyppeja
vertailtaessa. Kuvissa 9 ja 10 on esitetty varmennettujen naytteiden tulokset Maxisorp- ja
Polysorp-levytyypeilla. Molemmilla levytyypeilld negatiiviset naytteet pysyivat cut off -
rajan alapuolella ja positiiviset ndytteet cut off -rajan yldpuolella. Kuten odotettua,
Maxisorp-levylla naytteiden absorbanssitasot ovat korkeampia kuin Polysorp-levylla

tehokkaamman adsorptiokyvyn ansiosta.

Rubella IgG -testi ja Maxisorp-levytyyppi

Absorbanssi

BM204666
BM145949
BM145653

Kuva 9. Rubella 1gG -testi ja varmennetut naytteet Maxisorp-levytyypilla. Vaaka-akselilla
on kuvattuna ndytteet ja pystyakselilla ndytteen absorbanssi (OD). Punaiset pylvaat
kuvaavat positiivisia naytteitd, siniset pylvaat negatiivisia naytteita ja oranssi pylvas raja-

arvoista naytetta. Musta poikkiviiva kuvaa positiivisen ja negatiivisen tuloksen raja-aluetta.
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Rubella IgG -testi ja Polysorp-levytyyppi
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Kuva 10. Rubella 1gG -testi ja varmennetut naytteet Polysorp-levytyypilld. Vaaka-akselilla
on kuvattuna naytteet ja pystyakselilla ndytteen absorbanssi (OD). Punaiset pylvaat
kuvaavat positiivisia naytteitd, siniset pylvaat negatiivisia naytteitd ja oranssi pylvas raja-

arvoista naytetta. Musta poikkiviiva kuvaa positiivisen ja negatiivisen tuloksen raja-aluetta.

Kuvassa 11 on esitetty IgM-testin varmennettujen naytteiden absorbanssit eri naytteilla
testattaessa Maxisorp-levytyypilld. Kuvassa 12 puolestaan on esitetty samat naytteet
testattaessa Polysorp-levytyypilld. Kuten kuvista 11 ja 12 huomataan, on erottelukyky
Polysorp-levytyypilla parempi kuin Maxisorp-levytyypilla, koska kaikki negatiiviset naytteet
jaavat cut off -rajan alapuolelle ja positiiviset naytteet pysyvat cut off -rajan ylapuolella.
Esimerkiksi lgM-vasta-aineiden suhteen negatiivisiksi varmennetut seerumindytteet 252,
281B sekd 282B antoivat Maxisorp-levytyypilla hieman yli cut off -rajan olevia
absorbansseja, kun taas Polysorp-levytyypilla kaikki edellda mainitut naytteet jaivat selvasti

negatiivisiksi.
Mikrotiitterilevytyypiksi valittiin siis 1gG-testilla Maxisorp-levytyppi ja IgM-testilla

Polysorp-levytyyppi, koska erottelukyky oli IgM-testissa Polysorp-levytyypilla Maxisorp-

levytyyppia parempi.
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Absorbanssi
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Rubella IgM -testi ja Maxisorp-levytyyppi
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Kuva 11. Rubella 1gM -testi ja varmennetut ndytteet Maxisorp-levytyypilla. Vaaka-akselilla

on kuvattuna naytteet ja pystyakselilla ndytteen absorbanssi (OD). Punaiset pylvaat

kuvaavat positiivisia naytteita ja siniset pylvaat negatiivisia naytteita. Musta poikkiviiva

kuvaa positiivisen ja negatiivisen tuloksen raja-aluetta.

Absorbanssi

2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Rubella IgM -testi ja Polysorp-levytyyppi

BM145653
BM145949
uTu 2
uTu 4
UTu 5
1541
1542
1457
1476
B211C
96002
96007
104002
116009
116006
281A
282A
427
251
252
253
425
426
281B
282B
283B
342
343
344
867
868
869
361
362
363
806
807
808
blank
pos
neg

Kuva 12. Rubella IgM -testi ja varmennetut ndytteet Polysorp-levytyypilla. Vaaka-akselilla

on kuvattuna ndaytteet ja pystyakselilla ndytteen absorbanssi (OD). Punaiset pylvaat

kuvaavat positiivisia naytteita ja siniset pylvaat negatiivisia naytteita. Musta poikkiviiva

kuvaa positiivisen ja negatiivisen tuloksen raja-aluetta.
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10.2 Paallystysantigeenien vertailu IgM-testilla

Paallystysantigeenien vertailu toteutettiin vertaamalla kahden eri valmistajan Rubella-
antigeeneja. Vertailtaviksi antigeeneiksi valikoituivat helpoimman saatavuuden
perusteella toimittaja A:n antigeeni ja toimittaja B:n antigeeni. Kuvassa 13 on esitetty
varmennettujen naytteiden absorbanssit sekd toimittaja A:n antigeenilld ettd toimittaja
B:n antigeenilla. Kuten kuvasta voidaan havaita, toimittaja B:n antigeenilla erottelukyky on
hieman toimittaja A:n antigeenin erottelukykyd parempi. Ero ei kuitenkaan vaikuta
merkitykselliseltd, koska jopa toimittaja A:n antigeenillda kaikki testatut varmennetut
ndytteet antavat oikean tuloksen. Koska toimittaja B:n antigeeni on huomattavasti
toimittaja A:n antigeenia kalliimpi, paatettiin IgM-testin paallystysantigeeniksi valita

hieman huonommasta erottelukyvysta huolimatta toimittaja A:n antigeeni.

Antigeenien vertailu IgM-testilla
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Kuva 13. Antigeenien vertailu IgM-testilld. Musta poikkiviiva kuvaa positiivisen ja

negatiivisen tuloksen raja-aluetta.
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10.3 Blokkausmenetelmien vertailu

Eri blokkausmenetelmissa ei havaittu oleellisia eroja. Liitteessa 1 on esitetty Rubella 1gG -
testilla tehtyjen blokkausmenetelmien tulokset eri naytteille ja liitteessa 2 Rubella IgM -
testin tulokset eri naytteille. Taulukossa 4 on yhteenvetona kuvattuna kunkin naytteen
variaatiokertoimet (CV) eri blokkauskasittelyilla ja taulukossa 5 vastaavasti kunkin
ndytteen variaatiokertoimet IgM-testin viidelle eritasoiselle naytteelle. Jokaisella
blokkausmenetelmalld taustan absorbanssi jdi alle arvon 0,10, joten jokaisella
blokkausmenetelmalld epaspesifisten sitoutumiskohtien ilmeneminen saatiin estettya.
Korkeat variaatiokertoimet taustan absorbanssissa joillakin blokkausmenetelmilla johtuvat
variaatiokertoimen laskentatavasta (keskihajonta/keskiarvo); matalan absorbanssin
mittauksissa variaatiokerroin on tyypillisesti korkeampi kuin korkean absorbanssin

mittauksissa.

Taulukko 4. IgG-testin viiden eri ndytteen variaatiokertoimet (CV %) kymmenelld eri
blokkausmenetelmalld, jotka on esitetty taulukossa 2. Taulukossa (-) on negatiivinen

nayte, (+/-) on raja-arvoinen nayte, (+) on positiivinen nayte ja (++) on vahva positiivinen

nayte.

Menettely 540 (-) T121 (-) 537 (+/-) HI5 (+) HI1 (++)
1 5% 5% 2% 1% 1%
2 3% 0% 1% 2% 1%
3 4% 3% 2% 2% 1%
4 8% 6% 9% 10 % 3%
5 6 % 4% 4% 5% 1%
6 4% 6 % 1% 1% 2%
7 3% 2% 2% 47 % 2%
8 4% 4% 2% 6 % 3%
9 2% 5% 1% 3% 1%
10 3% 2% 5% 4% 3%
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Kuten taulukosta 4 voidaan havaita, naytteiden variaatiokertoimet ovat alle 10 % jokaisella
blokkausmenetelmalla lukuun ottamatta menetelmaa 7, jossa nadytteen H95
variaatiokerroin on 47 %. Menetelmadssa 7 yksi naytteen H95 kolmesta rinnakkaisesta
nadytteesta poikkeaa kuitenkin huomattavasti kahdesta muusta ja koska menetelmassa 7
kaikkien muiden testattujen naytteiden variaatiokerroin on jopa alle 5 %, voidaan olettaa
ettd naytteen H95 korkea variaatiokerroin johtuu niin kutsutusta outlier-pisteesta
(poikkeava havainto) eika niinkdan huonosta blokkausmenetelmasta. Nédin ollen IgG-testin
kohdalla  jokainen testattu blokkausmenetelmda oli riittdvda  epdspesifisten

sitoutumiskohtien estamiseksi.

Taulukko 5. IgM-testin viiden eri ndytteen variaatiokertoimet (CV %) kymmenelld eri
blokkausmenetelmalld, jotka on esitetty taulukossa 2. Taulukossa (-) on negatiivinen

nayte, (+/-) on raja-arvoinen nayte, (+) on positiivinen nayte ja (++) on vahva positiivinen

nayte.

Menettely RUM16 (-) RUMS3 (+/-) RUM17 (+/-) RUMO (+/-) RUMY7 (+)
1 8% 2% 11% 5% 6 %
2 5% 1% 9% 7% 6 %
3 8% 10 % 4% 10 % 17 %
4 6 % 2% 7% 2% 3%
5 29 % 18 % 1% 11% 5%
6 17 % 3% 3% 2% 1%
7 10 % 10 % 8% 5% 3%
8 4% 5% 9% 5% 3%
9 2% 5% 7% 1% 3%
10 3% 5% 6 % 5% 10 %

Kuten taulukosta 5 voidaan havaita, myods IgM-testillad testatut blokkauskasittelyt toimivat
varsin hyvin. Menettelyilld 3 ja 5 useamman kuin yhden nadytteen variaatiokerroin oli yli 10

%. Koska tuotantoteknisesti paras blokkausvaihtoehto eli pelkkd levyjen pesu
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blokkausliuoksella (kasittely 1) oli sekd IgG- etta IgM-testilld toimiva, testattiin vield

pesukertojen maaran vahentamisen vaikutusta blokkaukseen.

Kuvassa 14 on esitetty eri pesukertojen maarien vaikutusta eritasoisten naytteiden
absorbansseihin IgG-testilld ja kuvassa 15 vastaava testi IgM-testilld. Kuten kuvista voidaan
huomata, ei pesukertojen maarilla ole vaikutusta blokkauksen onnistumiseen ja jopa yksi
pesukerta  blokkausliuoksella  vaikuttaisi  riittdvalta  estamaan  epdspesifisten
sitoutumiskohtien ilmenemisen. Vaikka yksi pesukerta vaikuttaakin olevan riittava,
padatettiin seka IgG- etta IgM-testilla pesukertojen maaraksi valita varmuuden vuoksi kaksi,
jotta blokkaus olisi varmasti riittdva. Sama blokkausmenetelma molemmilla testityypeilla
helpottaa testien valmistusta tuotannossa, koska molemman testityypin testit voidaan

blokata samassa prosessissa.

Blokkausmenetelmien jatkotestaus — pesukertojen maaran
vaikutus IgG-testin toimivuuteen
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Kuva 14. Blokkausmenetelmien jatkotestaus — pesukertojen maaran vaikutus blokkauksen
onnistumiseen IgG-testilld. Vaaka-akselilla on kuvattuna testatut naytteet ja pystyakselilla

ndytteen absorbanssi.
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Blokkausmenetelmien jatkotestaus — pesukertojen maaran
vaikutus IgM-testin toimivuuteen
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Kuva 15. Blokkausmenetelmien jatkotestaus — pesukertojen maaran vaikutus blokkauksen
onnistumiseen IgM-testilld. Vaaka-akselilla on kuvattuna ndytteet ja pystyakselilla

ndytteen absorbanssi.

10.4 Paallystysantigeenin pitoisuuden seka konjugaatin pitoisuuden optimointi

Paallystysantigeenin pitoisuudet kolmella eri antigeenipitoisuudella on esitettyna Rubella
IgG -testille liitteessa 3 ja Rubella 1gM -testille liitteessa 4. Tavoiteltu cut off -arvo eli
positiivisen ja negatiivisen ndytteen raja-arvo absorbanssiyksikkdind haluttiin asettaa
molemmissa testeissa valille 0,5 — 1,0, jotta testin erottelukyvysta tulisi riittavan tarkka.
Tulosten perusteella paadyttiin molempien  testien osalta  vahvimpaan
konjugaattipitoisuuteen kolmesta testatusta konjugaattipitoisuudesta. Rubella IgG -testilla
sopivaksi todettu konjugaattikonsentraatio oli siis noin 0,065 pg/ml ja Rubella 1IgM -testilla
noin 0,071 pg/ml. Kuvissa 16 ja 17 on esitettynd viiden eri ndytteen absorbanssit

antigeenipitoisuuden funktiona valitulla konjugaattivahvuudella.

Antigeenikonsentraatioksi valittiin molemmilla testeilld 1:750 antigeenilaimennos, mika

vastaa noin 0,85 pg/ml konsentraatiota. Kuvista 16 ja 17 voidaan havaita, etta
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erottelukyky laimennossuhteella  1:750 on riittdvan hyva eikd korkeampi

antigeenipitoisuus enaa merkittavasti paranna erottelukykya.

Rubella IgG - konjugaattikonsentraatio 0,065 pg/ml
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Kuva 16. Rubella 1gG -testi ja viiden naytteen absorbanssit (OD) eri
antigeenikonsentraatioilla. Vaaka-akselilla on paallystysantigeenin konsentraatio ja

pystyakselilla ndytteen absorbanssi.

Rubella IgM - konjugaattikonsentraatio 0,071 pug/ml
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Kuva 17. Rubella 1gM -testi ja viiden nadytteen absorbanssit (OD) eri
antigeenikonsentraatioilla. Vaaka-akselilla on paallystysantigeenin konsentraatio ja

pystyakselilla ndytteen absorbanssi.
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10.5 Kalibraattorit ja kontrollit

IgG-testin viisi eritasoista kalibraattoriseerumia paadyttiin valmistamaan yrityksen
seerumivarastosta loytyvistd seerumeista H489 ja 358. Seerumit oli todettu hepatiitti- ja
HIV-vapaiksi ja niiden maaran varastossa arvioitiin riittavan ainakin kahdeksi seuraavaksi

vuodeksi.

Kalibraattoriseerumeista valmistettiin laimentamalla 1gG-positiivista seerumia IgG-
negatiiviseen seerumiin eri suhteilla. Absorbanssiyksikoita vastaavat konsentraatiotasot
maaritettiin WHO:n kansainvalista standardia (Anti Rubella immunoglobulin, RUBI-1-94)
vasten tekemalld standardista vastaavasti laimennossarja. Standardia vasten piirretysta
kuvaajasta maaritettiin  kalibraattorilaimennosten konsentraatiot ja valittiin viisi
seerumilaimennosta, joita paadyttiin kayttdmaan testin varsinaisina kalibraattoreina.
Laimennokset valittiin silla perusteella, etta yksi kalibraatiopiste oli [ahella positiivisen ja
negatiivisen tuloksen rajaa, jotta raja-alueesta tulisi mahdollisimman tarkka. Loput
kalibraattoripisteet valittiin niin, ettd kuvaaja kattaisi mahdollisemman hyvin koko
mittausalueen, joka ulottuu kuoppalevylukijasta riippuen valille OD 2,0 - 3,0. Valitut

kalibraattoreiden laimennossuhteet seerumeilla H489 ja 358 on kuvattuna taulukossa 6.

Taulukko 6. Rubella 1gG -testin kalibraattoriseerumien valmistus.

. Madra (ul) Maara (ul) e
IgG-testin % - H489 . . Kokonaismaara
] . seerumi H489 seerumi 358
kalibraattori (1gG ++) (ul)
(18G ++) (18G -)
Kalibraattori 1 25% 250 750 1000
Kalibraattori 2 10% 100 900 1000
Kalibraattori 3 5% 50 950 1000
Kalibraattori 4 0,5% 5 995 1000
Kalibraattori 5 - - -
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Rubella 1gG -vasta-aineen raja-arvo on Kkliinisten laboratoriostandardien kansallisen

komitean (NCCLS, nyk. CLSI) ehdotuksen mukaan 10 IU/ml (Skendzel 1996). IgG-testille

paadyttiin taulukon 7 mukaiseen tulosten tulkintasuositukseen. Tulkintasuositukset

esitetadn asiakkaalle valmiin testin kadyttoohjeessa. Mikali testitulos on raja-arvoinen,

suositellaan naytteen uudelleentestausta.

Taulukko 7. IgG-testille maaratyt tulkintarajat.

Negatiivinen Raja-arvoinen Positiivinen
testitulos testitulos testitulos
Rubella 1gG -vasta-
ainepitoisuus <10 10-15 >15

(1U/ml)

IlgG-testin kalibraatiokuvaaja noudattaa ELISA-testille tyypillista neljan parametrin

logistista mallia (4PL). Mallin sovitus ja konsentraatioiden laskenta suoritettiin Multiscan

Ascent™ -mittausohjelmalla (Thermo Scientific™). Esimerkkikuvaaja IgG-testin protoeran

kalibraatiokuvaajasta on esitettyna kuvassa 18.
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Kuva 18. Esimerkki IgG-testin kalibraatiokuvaajasta, jossa vaaka-akselilla on naytteen

konsentraatio ja pystyakselilla mitattu absorbanssi (OD).
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Valmiiseen testikittiin paadyttiin pakkamaan niin kutsutut kayttovalmiit (ready-to-use)
kalibraattoriliuokset, joita asiakkaan ei tarvitsisi itse laimentaa testin suoritusvaiheessa.
Kalibraattoriseerumit laimennettiin yrityksen valmiiseen kontrollipuskuriin samassa
laimennossuhteessa  kuin  ndytteet laimennetaan ndytelaimennospuskuriin  eli
laimennossuhteessa 1:101. Kontrollipuskuri oli havaittu toimivaksi useassa yrityksen

ELISA-testissa, joten puskurin koostumusta ei ndhty tarpeelliseksi ryhtya muuttamaan.

IgM-testin kontrolleihin paadyttiin kayttdamaan yrityksen seerumivaraston seerumeita
1476 ja 535. Kuten IgG-testin kalibraattoriseerumit, myos IgM-testin kontrolliseerumit oli
todettu HIV:n ja hepatiitin suhteen negatiivisiksi, joten ne soveltuivat kaytettaviksi
kontrolliseerumeina. Seerumi 1476 oli selkedsti positiivinen IgM-vasta-aineiden suhteen,

joten se soveltui hyvin positiiviseksi kontrolliksi.

Koska ei ole olemassa kansainvalista standardia, jota vasten IgM-pitoisuus voitaisiin
maarittaa, esitettiin lgM-vasta-ainetestissa tulokset maarittelemattomissa EIA-yksikoissa

(EIU) kaavan 3 mukaisesti.

Dnayte - ODnegatiivinen

Vasta-ainetaso (EIU) = x 100 EIU, (3)

ODpositiivinen - ODnegatiivinen

jossa ODpsyte ON Ndytteen absorbanssi, ODpegativinen ON Negatiivisen kontrollin absorbanssi ja
ODpositivinen ON positiivisen ndytteen absorbanssi. Kuten kaavasta 3 voidaan paatelld,
positiivisen kontrollin konsentraatio EIU-yksikoissda on ndin ollen 100 EIU ja negatiivisen

kontrollin konsentraation O EIU.

Taulukossa 8 on esitetty IgM-testin kontrolliseerumeiden valmistus. Positiivikontrollin

absorbanssitaso valittiin vertaamalla sita varmennettujen ndytteiden absorbanssitasoihin.
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Koska positiivisiksi varmennettujen naytteiden absorbanssit jaivat lahes poikkeuksetta
matalammiksi kuin positiivisen kontrollin absorbanssi, katsottiin kontrollin olevan riittavan
positiivinen IgM-vasta-aineiden suhteen. Lisaksi alue positiivisen kontrollin ja negatiivisen
kontrollin valilla on lineaarinen, kuten kuvasta 19 voidaan havaita. IgG-testin tavoin myos
IgM-testissa kontrollit paatettiin valmistaa kayttévalmiiksi kontrolleiksi laimentamalla

seerumit kontrollipuskuriin laimennossuhteella 1:101.

Taulukko 8. IgM-testin kontrolliseerumien valmistus.

) Maara (ul) Maara (ul) e
IgM-testin % - 1476 . . Kokonaismaara
. seerumi 1476 seerumi 535
kontrolli (1M ++) (uh)
(IgM ++) (IgM -)
Positiivikontrolli 40 % 400 600 1000
Cut off -kontrolli 9% 90 910 1000
Negatiivikontrolli 0% - 1000 1000

IgM-testin kontrollien titraus

1,60

140 |Y=0,0338x+0,093 Y
’ R2=0,9977

1,20

1,00
0,80 /
0,60 /

0,40

0,20 /

0,00 ’/

0 10 20 30 40 50
Positiivisen seerumin 1476 prosenttiosuus kontrollissa

Absorbanssi

Kuva 19. IgM-testin kontrolliseerumien laimennoskuvaaja. Vaaka-akselilla on positiivisen

seerumin 1476 prosenttiosuus kontrollissa ja pystyakselilla absorbanssi (OD).
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10.6 Referenssindytepaneelit

Valmiit referenssindytepaneelit 1gG- ja IgM-testille on esitettyna taulukossa 9. IgG-testin

valmis referenssindytepaneeli koostuu

15 eritasoisesta nadytteesta ja IgM-testin

referenssipaneeli 17 eritasoisesta naytteestd. Protoerilld tehdyt testaukset on tehty

referenssindytepaneelin naytteilla.

Taulukko 9. Referenssindytepaneelit 1IgG- ja IgM-testille.

IgG-testin referenssipaneeli IgM-testin referenssipaneeli

Nayte Konsentraatio (1U/ml) Nayte Konsentraatio (EIU)
538 (1gG-) 11,0 RUM1 (IgM+) 58,3
539 (1gG-) 8,9 RUM2 (IgM+) 35,9
540 (1gG-) 8,5 RUM3 (IgM+) 22,0
T121 (IgG +/-) 13,5 RUM4 (IgM+/-) 10,1
535 (1gG +/-) 12,2 RUMS (IgM+) 83,2
537 (IgG +/-) 17,4 RUMBG6 (IgM+) 67,3
524 (1gG +) 26,9 RUM7 (IgM+) 24,0
246 (1gG +) 33,1 RUMS (IgM+) 14,2
H433 (IgG +) 36,9 RUM9 (IgM+/-) 8,7
H95 (1gG +) 37,3 RUM10 (IgM-) 6,8
607 (1gG +) 53,2 RUM11 (IgM-) 5,0
H374 (1gG ++) 115,8 RUM12 (IgM+) 32,3
HI91 (1gG ++) 139,0 RUM13 (IgM+) 21,6
H67 (1gG ++) 126,0 RUM14 (IgM+) 73,2
608 (1gG ++) 108,7 RUM15 (IgM-) 3,5

- - RUM16 (IgM-) 2,1

- - RUM17 (IgM+/-) 11,4
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10.7 Protoerilla tehdyt testaukset

10.7.1 Toistettavuustestaukset

Testin sisdisen toistettavuustestauksen tulokset IgG-testin kalibraattoreille on esitetty

taulukossa 10 ja IgM-testin kontrolleille taulukossa 11. Kuten tuloksista voidaan huomata,

testin sisdisessa toistettavuudessa IgG-testin kalibraattoreilla seka IgM-testin kontrolleilla

variaatiokerroin (CV) on useimmissa tapauksissa alle 10, mikda on hyva variaatiokerroin

ELISA-testille. Testin sisdisen toistettavuuden keskiarvoja ja toleranssirajoja voidaan

kdayttaa suuntaa-antavina arvoina IgG-testin kalibraattoreille ja IgM-testin kontrolleille.

Varsinaisille validointierille kontrollien ja kalibraattoreiden arvojen maarityksessa on

kuitenkin huomioitava myos eri testauskertojen ja testin kadyttdjien aiheuttama variaatio.

Taulukko 10. Rubella-1gG-testin sisdinen toistettavuus ja toleranssirajat kalibraattoreille.

o ceski Toleranssiraja Toleranssiraja
u/ml toistojen eSKIAIVO |y askihajonta | CV % (95 %) (99 %)

lkm (n) (1U/ml) ) ) . .

alaraja | ylaraja | alaraja | ylaraja

Kalibraattori 1 16 152,9 18,8 12% 112,9 192,9 97,6 208,2
Kalibraattori 2 16 71,4 5,7 8% 59,2 83,5 54,6 88,2
Kalibraattori 3 16 39,8 3,2 8% 33,0 46,6 30,4 49,3
Kalibraattori 4 16 15,7 1,2 8% 13,1 18,3 12,1 19,3
Kalibraattori 5 16 0,0 0,0 - 0,0 0,0 0,0 0,1

Taulukko 11. Rubella-lgM-testin sisdinen toistettavuus ja toleranssirajat kontrolleille.

o Keski Toleranssiraja | Toleranssiraja
EIU toistojen ESKIAVO 1y askihajonta | CV % (95 %) (99 %)
Ikm (n) (EIU) . . :
alaraja | ylaraja | alaraja | ylaraja
Positiivinen kontrolli 16 100 6,4 6% | 86,4 | 113,6 | 81,1 | 1189
Raja-arvokontrolli 16 24,4 2,7 11% | 19,8 31,4 17,5 33,7
Negatiivinen kontrolli 16 0 2,3 - 0,0 4,8 0,0 6,7
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Taulukossa 12 on esitetty tulokset testisarjan valisen toistettavuustestauksen tuloksista
IgG-testille ja taulukossa 13 on esitetty vastaavat tulokset IgM-testille. Koska testeissa
toistojen lukumaara (n = 40) on yli 30, on toleranssirajojen muodostuksessa kaytetty
normaalijakauman laskusdantdja. Suhteelliselle varianssille ei ole olemassa yhta yleisesti
hyvaksyttya rajaa, jonka alapuolelle testitulosten tulisi jadda, koska suhteelliset varianssit
voivat vaihdella paljonkin eri testityypista riippuen. Yleisesti ottaen Labsystems
Diagnostics Oy:n ELISA-testeilld suhteelliset varianssit ovat olleet alle 20 %, useimmiten

jopa lahella 10 %.

IgG-testilla suhteellinen varianssi on suuri erityisesti ndytteilld, joilla IgG-konsentraatio on
korkea. Tama johtuu kalibraatiokuvaajan muodosta (kuva 18), joka muuttuu sita
loivemmaksi, mitd korkeammaksi ndytteen konsentraatio kasvaa. Korkeilla
konsentraatioilla  pienikin  absorbanssitason = muutos  vaikuttaa = merkittavasti
konsentraatioon. Tama ei kuitenkaan ole ongelma testin luotettavuuden kannalta, koska
korkean konsentraation naytteet ovat kaukana raja-arvoalueesta, joka on testin kannalta
merkittavin konsentraatioalue. Sen sijaan raja-arvoalueelle jadvan referenssindytteen 535
suhteellinen variaatio on ainoastaan 13 %, mika on hyvdksyttava arvo testien valista
toistettavuutta arvioitaessa. IgM-testilla suhteelliset varianssit sen sijaan ovat matalampia
kuin 1gG-testilla. Yksi syy tahan on kalibraatiokuvaajan muoto, joka on IgM-testissa suora

toisin kuin IgG-testilla.

Testien valisen toistettavuustestauksen tulokset antavat suuntaa antavat toleranssirajat
neljalle referenssindytteelle. N&itd toleranssirajoja kaytettiin myohemmin protoerdn
sailyvyystestausten hyvaksymisrajoina. Lopulliset toleranssirajat testien
referenssindytteille maaritetdan kuitenkin vasta testien validointivaiheessa vahintdan
kolmella eri validointieran testilld, jotta referenssindytteiden rajoista saataisiin

mahdollisimman paikkansapitavat.
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Taulukko 12. Rubella 1gG -testien valinen toistettavuustestaus neljalla naytteella.

U/ml | toistojen . . Toleranssiraja Toleranssiraja
- Ikm (n) Keskiarvo (IU/ml) | keskihajonta | CV % !.95,4 %") . !.99,7 %)" .
nayte alaraja | ylaraja alaraja ylaraja
539 40 8,5 1,4 16%| 5,8 11,3 4,4 12,6
535 40 12,6 1,6 13%| 94 15,9 7,8 17,5
H95 40 36,5 4,2 12%| 28,1 45,0 23,8 49,3
H91 40 217,8 47,7 22%| 122,4 | 313,1 74,8 360,8

Taulukko 13. Rubella IgM -testien valinen toistettavuustestaus neljalla naytteella.

EIU | toistojen . o Toleranssiraja Toleranssiraja

i Ikm (n) Keskiarvo (EIU) | keskihajonta | CV % 1‘95,4 %)" . (.99,7 %)" ‘
nayte alaraja ylaraja alaraja ylaraja
RUM2 40 102,6 7,0 7% 88,7 116,6 81,8 123,5
RUMG6 40 175,1 11,1 6 % 152,8 197,4 141,7 208,5
RUMS 40 41,2 2,9 7% 35,4 47,1 32,5 50,0
RUM9 40 30,4 3,3 11 % 23,8 37,0 20,5 40,3

10.7.2 Naytelaimennosten lineaarisuus

Naytelaimennosten lineaarisuuden tulokset IgG-testin kahdelle eritasoiselle nadytteelle on
kuvattuna kuvassa 20 seka taulukoissa 14 ja 15. Kuten taulukoista voidaan havaita,
mitattujen arvojen ja laskettujen arvojen ero on melko pieni. Saantoprosentteja
tarkasteltaessa on kiinnitettdva huomiota myods konsentraation suuruuteen. Esimerkiksi
taulukossa 14 laimennossuhteella 1:8 prosentuaalinen saanto on melko pieni, mutta
tarkasteltaessa mitattuja ja laskettuja konsentraatioita voidaan huomata, ettd ero

konsentraatiossa on alle 3 IlU/ml. N&in ollen IgG-testin lineaarisuus voidaan todeta hyvaksi.
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IgG-testin lineaaarisuus kahdella naytteella
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Kuva 20. IgG-testin lineaarisuus kahdella eri absorbanssitason ndytteelld. Vaaka-akselilla

on ndytteen konsentraatio (IU/ml) ja pystyakselilla laskennallinen konsentraatio (IU/ml).

Taulukko 14. Lineaarisuustestauksen tulokset IgG-testilla ndytteella 607.

Nayte Absorbanssi | keskihajonta | CV % | MitattulU/ml | Laskettu IlU/ml | Saanto
607 (1:1) 1,13 0,05 5% 59,59 59,59 100 %
607 (1:1,5) 0,85 0,04 4% 37,6 39,73 95 %
607 (1:2) 0,68 0,01 1% 26,79 29,80 90 %
607 (1:3) 0,47 0,00 0% 15,51 19,86 78 %
607 (1:4) 0,40 0,01 2% 12,13 14,90 81%
607 (1:8) 0,22 0,00 0% 4,83 7,45 65 %

Taulukko 15. Lineaarisuustestauksen tulokset IgG-testilla naytteella 608.

Nayte Absorbanssi | keskihajonta | CV % | Mitattu lU/ml | Laskettu lU/ml | Saanto
608 (1:1) 1,48 0,07 5% 94,49 94,49 100 %
608 (1:1,5) 1,38 0,02 2% 83,82 62,99 133 %
608 (1:2) 0,97 0,00 0% 46,16 47,25 98 %

608 (1:3) 0,86 0,01 1% 38,23 31,50 121%
608 (1:4) 0,60 0,02 3% 22,06 23,62 93 %

608 (1:8) 0,40 0,01 2% 12,22 11,81 103 %
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IgM-testin lineaarisuustestauksen tulokset kahdella eri naytteella on puolestaan esitetty
taulukoissa 16 ja 17 sekd kuvassa 21. Kuten taulukoista voidaan havaita, erityisesti
ndytteella RUM1 mitattu EIU poikkeaa jonkin verran laimennossuhteiden perusteella
lasketuista ElU-arvoista. Syy tdahdn on oletettavasti se, ettd ndayte RUM1 ei ole enaa

positiivikontrollin ja negatiivikontrollin maarittamalla lineaarisella alueella.

IgM-testin lineaarisuus kahdella naytteella

160

140 []
5 120
S 100 /o u
E;' 30 / /
j‘.@ 60
2 .0 /.)/I/

20 ‘/é/
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0 20 40 60 80 100 120 140 160
Mitattu EIU
B RUM1 ¢ RUM 2
y = 0,9496x - 10,302 y =0,9625x + 0,3819
R?=0,9418 R?=0,9837

Kuva 21. Rubella IgM -testin lineaarisuus kahdella ndytteelld mitattuna. Vaaka-akselilla on

mitattu konsentraatio (EIU) ja pystyakselilla laskennallinen konsentraatio (EIU).

Taulukko 16. Lineaarisuustestauksen tulokset IgM-testilla naytteella RUM1.

Nayte Absorbanssi keskihajonta | CV% | Mitattu EIU Laskettu EIU | Saanto
RUM1 (1:1) 1,46 0,05 3% 148,6 148,58 100 %
RUM1 (1:1,5) 1,28 0,05 4% 129,7 99,05 131 %
RUM1 (1:2) 0,98 0,02 2% 97,2 74,29 131%
RUM1 (1:3) 0,68 0,01 2% 65,9 49,53 133 %
RUM1 (1:4) 0,55 0,02 4% 52,1 37,14 140 %
RUM1 (1:8) 0,27 0,01 2% 21,5 18,57 116 %
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Taulukko 17. Lineaarisuustestauksen tulokset IgM-testilla ndytteellda RUM?2.

Nayte Absorbanssi keskihajonta | CV % | Mitattu EIU Laskettu EIU | Saanto
RUM2 (1:1) 1,01 0,03 3% 100,3 100,27 100 %
RUM2 (1:1,5) 0,71 0,06 8% 69,0 66,84 103 %
RUM2 (1:2) 0,62 0,01 1% 58,6 50,13 117 %
RUM2 (1:3) 0,35 0,01 2% 30,7 33,42 92 %

RUM2 (1:4) 0,33 0,00 1% 28,6 25,07 114 %
RUM2 (1:8) 0,16 0,00 1% 9,8 12,53 79 %

10.7.3 Stressitestin tulokset

Yhteenveto IgG-testin protoerdan stressitestin tuloksista kolmen viikon jalkeen on

esitettyna kuvassa 22. Koska ainoastaan neljan referenssipaneelin ndytteen toleranssirajat

oli aikaisemmin madritetty protoerdn toistettavuuskokeilla, ei

kaikkien naytteiden

toleranssirajoista ollut lahtokohtaisesti tietoa. Neljan naytteen perusteella pystytdan

kuitenkin alustavasti arvioimaan tuotteen sailyvyytta. Taulukoissa 18 ja 19 on esitetty

Rubella 1gG -protoeran stressitestin tulokset 1,5 viikon (taulukko 18) ja 3 viikon (taulukko

19) jalkeen.
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Referenssipaneeli - IgG-konsentraatio (IU/ml) kolmen viikon jdlkeen
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Kuva 22. Rubella 1gG -testi ja referenssindytteiden konsentraatiot kolmen viikon
stressitestin jalkeen. Vaaka-akselilla on referenssindytepaneelin naytteet ja pystyakselilla

mitatut konsentraatiot stressitestin jalkeen.

Tuloksista voidaan huomata, ettd Rubella 1gG -testin sdilyvyys huoneen [ammadssa kolmen
viikon stressitestin jalkeen on erittdin hyva neljalla tarkastellulla naytteelld ja 37 °C:ssa
kohtalainen. Huoneenlammossa stressatulla testilld kaikki nelja referenssindytetta jaavat
95,4 %:n toleranssirajojen sisdpuolelle ja 37 °C:ssa stressitestissa kaikki testatut naytteet
jaavat 99,7 % toleranssirajojen sisdapuolelle. N&din ollen protoerdn sailyvyystestin
perusteella voidaan olettaa, ettd myos validointivaiheessa tehtdvassa stressitestissa

sdilyvyys on hyva.
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Taulukko 18. IgG-stressitesti ja konsentraatiot 1,5 viikon stressitestin jalkeen seka neljan

ndytteen toleranssirajat.

1,5 viikkoa stressauslampdtila 95,4 % toleranssiraja 99,7 % toleranssiraja

Nayte +4C +23C | +37C alaraja ylaraja alaraja ylaraja
539 10,67 10,44 8,90 5,8 11,3 4,4 12,6
535 13,18 | 14,12 | 12,13 9,4 15,9 7,8 17,5
H95 45,28 44,32 34,27 28,1 45,0 23,8 49,3
H91 150,23 | 162,46 | 139,01 122,4 313,1 74,8 360,8

Taulukko 19. IgG-stressitesti ja konsentraatiot kolmen viikon stressitestin jalkeen seka

neljan naytteen toleranssirajat.

3 viikkoa stressauslampotila 95,4 % toleranssiraja 99,7 % toleranssiraja
Nayte +4C +23C +37C alaraja ylaraja alaraja ylaraja
539 10,05 10,10 7,44 5,8 11,3 4,4 12,6
535 15,75 14,04 9,87 9,4 15,9 7,8 17,5
H95 45,27 38,85 34,91 28,1 45,0 23,8 49,3

HI1 160,26 149,29 160,99 122,4 313,1 74,8 360,8

Rubella IgM -stressitestin tulokset on esitettynda kuvassa 23. Myods IgM-testin
referenssipaneelin naytteistd tiedettiin protoeran testausvaiheessa ainoastaan neljan
ndytteen toleranssirajat, joten myos IgM-testin kohdalla tulokset ovat alustavia ja
lopulliset stressitestit tullaan suorittamaan vasta validointivaiheessa. Rubella 1IgM -testin
neljan nadytteen konsentraatiot ja toleranssirajat stressitestien jalkeen on esitettyna
taulukoissa Taulukko 20 ja 21. My6s IgM-testille tehtiin testi 1,5 viikon (taulukko Taulukko

20) ja 3 viikon (taulukko 21) kuluttua stressauksen alkamisesta.
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Referenssipaneeli - IgM-konsentraatio (EIU) kolmen viikon jdlkeen
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Kuva 23. Rubella 1gM -testi ja referenssindytteiden konsentraatiot kolmen viikon
stressitestin jalkeen. Vaaka-akselilla on referenssindytepaneelin naytteet ja pystyakselilla

mitatut konsentraatiot stressitestin jalkeen.

Rubella 1gM -testilla sdilyvyys kolmen viikon stressitestin jalkeen huoneenlammossa
stressatulla testilld on IgG-testin tavoin hyva. Kolmen viikon stressauksen jalkeen kaikki
nelja testattua ndytettd jaa huoneenlammdssa sailytetylla kitilla testattuna 95,4 %:n
toleranssirajojen sisdapuolelle. 37 °C:ssa stressatussa testissa kaikki nelja naytetta jaa 99,7
%:n toleranssirajojen sisdpuolelle. Voidaan siis olettaa, etta myods IgM-testin sdilyvyys on
verrattain hyva myds validointivaiheen testeissa. Naytteet RUM?2 ja RUMS jaivat 1,5 viikon
kohdalla 99,7 %:n toleranssirajojen alapuolelle, mutta koska samat naytteet ovat kolmen
viikon stressitestin jdlkeen toleranssirajojen sisdpuolella, ei toleranssirajojen alitusta
pidetd huolestuttavana. Syy toleranssirajojen alitukselle 1,5 viikon jilkeen tehdyssa

testissa on luultavasti inhimillinen virhe.

64




Taulukko 20. IgM-stressitesti ja konsentraatiot 1,5 viikon stressitestin jalkeen seka neljan

ndytteen toleranssirajat.

Toleranssirajojen ulkopuolelle jaavat arvot on merkitty

keltaisella.

1,5 viikkoa stressauslampotila 95,4 % toleranssiraja 99,7 % toleranssiraja
Nayte +4C +23C +37C alaraja ylaraja alaraja ylaraja
RUM2 28,21 39,90 26,93 33,1 46,8 29,7 50,2
RUM6 65,89 64,19 59,97 58,2 78,8 53,1 83,9
RUMS8 12,99 14,76 11,30 13,2 18,2 11,9 194
RUM9 8,91 11,61 7,92 8,6 14,2 7,3 15,5

Taulukko 21. IgM-stressitesti ja konsentraatiot kolmen viikon stressitestin jalkeen seka

neljan naytteen toleranssirajat.

3 viikkoa stressauslampotila 95,4 % toleranssiraja 99,7 % toleranssiraja
Nayte +4C +23C +37C alaraja ylaraja alaraja ylaraja
RUM?2 32,29 36,83 30,08 33,1 46,8 29,7 50,2
RUM6 67,51 66,64 64,44 58,2 78,8 53,1 83,9
RUMS 12,73 15,56 12,22 13,2 18,2 11,9 19,4
RUM9 8,25 10,10 8,47 8,6 14,2 7,3 15,5

10.7.4 Vertailu kilpailijoiden Rubella 1gG- ja Rubella IgM -testien kanssa

Vertailutestien tulokset Virion/Serionin ja BioRadin Rubella 1gG -testeihin on esitettyna

kuvissa 24 ja 25. Korrelaatio (R) Orgeniumin 1gG-testin ja Virion/Serionin 1gG-testin valilla

on 0,973 ja Orgeniumin IgG-testin ja BioRadin IgG-testin valilla 0,967. Rubella 1gG -testi

antaa siis hyvin samankaltaisia tuloksia kuin kahden eri kilpailijan Rubella 1gG -testi.
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Orgeniumin IgG-testivs. Virion/Serionin 1gG-
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Kuva 24. Kilpailijavertailu Orgeniumin IgG-testin ja Virion/Serionin 1gG-testin valilla. Vaaka-
akselilla on Virion/Serionin testilla saadut konsentraatiot ja pystyakselilla Orgeniumin

testilla saadut konsentraatiot samoille naytteille.

Orgeniumin IgG-testi vs. BioRadin IgG testi
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Kuva 25. Kilpailijavertailu Orgeniumin IgG-testin ja BioRadin IgG-testin valilla. Vaaka-
akselilla on BioRadin testilla saadut konsentraatiot ja pystyakselilla Orgeniumin testilla

saadut konsentraatiot samoille naytteille.
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Talukossa 22 on esitettyna positiivisten tulosten, negatiivisten tulosten ja raja-arvoisten
tulosten maarat Virion/Serionin sekd Orgeniumin Rubella 1gG -testilla. Kuten taulukosta 22
ndahdaan, tulokset testien valillda ovat hyvin samankaltaiset. Ainoastaan kolme naytetta
antoi testeilla toisistaan poikkeavan tuloksen. Virion/Serionin testilld kolme naytettad antoi
negatiivisen tuloksen kun taas Orgeniumin testin vastaavat kolme ndytettd antoivat

tulokseksi raja-arvoisen tuloksen.

Taulukko 22. Positiivisten, negatiivisten ja raja-arvotulosten maarat Virion/Serionin ja

Orgeniumin Rubella IgG -testien vertailussa.

Orgenium Rubella IgG
Positiivinen Raja-arvo Negatiivinen
L. ) Positiivinen 24 0 0
Virion/Serion Ra 0 3 0
Rubella IgG aja-arvo
Negatiivinen 0 3 1

Taulukossa 23 on puolestaan esitetty positiivisten, negatiivisten seka raja-arvoisten
tulosten maarat BioRadin sekd Orgeniumin IgG-testilld. Kuten taulukosta nahdaan, ovat
tulokset jalleen hyvin samankaltaisia. Ainoastaan kaksi naytettd antoi toisistaan
poikkeavan tuloksen. Toinen naytteista antoi Orgeniumin testilld positiivisen tuloksen, kun
taas BioRadin testilld se antoi raja-arvoisen tuloksen. Sama ndyte antoi Virion/Serionin
testilla Orgeniumin testin tapaan positiivisen tuloksen. Toinen naytteistd puolestaan antoi
Orgeniumin testilld negatiivisen tuloksen ja BioRadin testilla positiivisen tuloksen. Sama

nayte antoi Virion/Serionin testilla Orgeniumin testin tapaan negatiivisen tuloksen.

Taulukko 23. Positiivisten, negatiivisten ja raja-arvotulosten maarat BioRadin ja

Orgeniumin Rubella 1gG -testien vertailussa.

Orgenium Rubella IgG
Positiivinen Raja-arvo Negatiivinen
. Positiivinen 23 0 0
BloRa:."iggubella Raja-arvo 1 p 1
Negatiivinen 0 0 0
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Koska Rubella I1gM -vasta-aineille ei ole olemassa kansainvalista standardia, jota vasten
testi voitaisiin kalibroida, on jokaisella testivalmistajalla hieman toisistaan poikkeavia
tapoja maarittaa IgM-vasta-ainepitoisuudet tutkittaville naytteille. Virion/Serion kayttaa
IgM-tuotteen kalibroinnissa epavirallista referenssiseerumia ja antaa
konsentraatioyksikoksi U/ml (yksikkéa millilitrassa). BioRadin testi puolestaan on
kvalitatiivinen testi, ja tulokseksi saadaan signaali/raja-arvo -suhdeluku (S/CO).
Suhdeluvun ollessa yli 1,0 tulkitaan ndyte positiiviseksi ja suhdeluvun ollessa alle 0,8
tulkitaan nayte negatiiviseksi. Naytteet joiden suhdeluku on valilla 0,8 - 1,0 ovat raja-
arvonaytteita. Lisaksi BioRadin testi poikkeaa myos testiperiaatteeltaan Orgeniumin ja
Virion/Serionin testeistd, koska BioRadin ELISA-testi oli tyypiltdan niin kutsuttu p-
kaappaus-ELISA, jossa kuoppalevyn pinta on antigeenin sijaan paallystetty kaappausvasta-

aineilla, joihin naytteen vasta-aineet sitoutuvat.

Koska jokaisessa testissd tulos ilmoitetaan toisistaan poikkeavalla tavalla ja koska
jokaisessa testissa signaali kasvaa naytteen vasta-ainemaaran kasvaessa, paatettiin IgM-
testejd vertailtaessa verrata suoraan testattujen ndytteiden absorbansseja toisiinsa.
Testien tasoissa saattaa siis olla eroja, mutta nadytteiden absorbanssien tulisi kuitenkin
muuttua samassa suhteessa toisiinsa nahden. Kuvissa 26 ja 27 on kuvattuna Orgeniumin

IgM-testin ja Virion/Serionin sekd BioRadin IgM-testien vilisia eroja.
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Orgeniumin IgM-testi vs. Virion/Serionin IgM-
testi
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Kuva 26. Kilpailijavertailu Orgeniumin IgM-testin ja Virion/Serionin IgM-testin valilla.
Vaaka-akselilla on Virion/Serionin testilla mitatut absorbanssit ja pystyakselilla Orgeniumin

testilla mitatut absorbanssit samoille naytteille.
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Kuva 27. Kilpailijavertailu Orgeniumin IgM-testin ja BioRadin IgM-testin valilla. Vaaka-
akselilla on BioRadin testilla mitatut absorbanssit ja pystyakselilla Orgeniumin testilla

mitatut absorbanssit samoille naytteille.
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Taulukossa 24 on kuvattuna positiivisten, negatiivisten ja raja-arvoisten naytteiden maaria
Virion/Serionin ja Orgeniumin IgM-testien valilld. Kuten taulukosta voidaan havaita, antaa
nelja naytetta toisistaan poikkeavat tulokset. Yksi naytteistd on kilpailija Virion/Serionin
testilla positiivinen, mutta Orgeniumin testilla negatiivinen. Toinen naytteista on
puolestaan Virion/Serionin testilla negatiivinen, mutta Orgeniumin testilld positiivinen.
Kaksi naytettd on Orgeniumin testilla raja-arvoisia ja Virion/Serionin testilla negatiivisia.
Myds kuvasta 26 voidaan nahda ettda naytteiden absorbanssitasot eivat muutu samassa
suhteessa eri testeilld. Virion/Serionin IgM-testin ja Orgeniumin IgM-testin vélinen

korrelaatio on ainoastaan 0,918.

Taulukko 24. Positiivisten, negatiivisten ja raja-arvotulosten maarat Virion/Serionin ja

Orgeniumin Rubella IgM -testien vertailussa.

Orgenium Rubella IgM
Positiivinen Raja-arvo Negatiivinen
Virion/Seri Positiivinen 14 0 1
irion/Serion -
Rubella IgM Raja-arvo 0 2 0
Negatiivinen 1 2 11

Positiivisten, negatiivisten ja raja-arvoisten tulosten maaria BioRadin ja Orgeniumin IgM-
testin valilla on kuvattu taulukossa 25. Jopa 10 ndytettd antaa toisistaan poikkeavan
tuloksen. BioRadin IgM-testin ja Orgeniumin IgM-testin valinen korrelaatio on ainoastaan
0,850. MyGs Virion/Serionin ja BioRadin testeilld oli eroja, koska kahdeksan tutkittua

ndytetta antoi toisistaan poikkeavat tulokset.

Taulukko 25. Positiivisten, negatiivisten ja raja-arvotulosten maarat BioRadin ja

Orgeniumin Rubella IgM -testien vertailussa.

Orgenium Rubella IgM
Positiivinen Raja-arvo Negatiivinen
. Positiivinen 13 1 3
BloRaIcgll\F:Iubella Raja-arvo 0 0 5
Negatiivinen 2 3 9
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11 Johtopaatokset

Tyon tarkoituksena oli muokata yrityksella jo olemissa olevista kvalitatiivisista Rubella 1gG
- ja Rubella 1gM -testeista kvantitatiiviset vaihtoehdot sekda samalla optimoida vanhoja
testeja. Molemmat testit onnistuttiin saattamaan kvantitatiiviseen muotoon. Myds testien
erottelukykyd saatiin parannettua optimoimalla vanhoja testeja annettujen rajojen

puitteissa.

Oikeanlainen  kuoppalevytyyppi on  tarkea osa  ELISA-testin  toimivuutta.
Kuoppalevytyyppeja vertailemalla loydettiin levytyyppi, jolla IgM-testin erottelukykya
saatiin parannettua huomattavasti. IgG-testin kohdalla vastaavaa erottelukyvyn
paranemista ei kuitenkaan havaittu. Tassa tyossa vertailtiin kuitenkin ainoastaan yhden
levyvalmistajan (Nunc) kahta eri levytyyppid, mikd on melko pieni maara ottaen
huomioon, ettd eri kuoppalevyvalmistajia ja adsorptiokyvyiltdadn erilaisia levyja on
olemassa lukuisia. Laajemmalla vertailulla olisi mahdollisesti 16ytynyt nykyisiakin

levytyyppeja parempia levyvaihtoehtoja.

IgM-testilla vertailtiin toimittaja A:n ja toimittaja B:n antigeeneja. Eri antigeeneja
paadyttiin testaamaan, koska IgM-testin erottelukyvyssa oli aikaisemmassa testiversiossa
ollut ongelmia. Talldin ei kuitenkaan vield tiedetty, ettd pelkkd kuoppalevytyypin
vaihtaminen auttaisi jo merkittavasti parantamaan erottelukykyd. Toimittaja B:n
antigeenilld erottelukyky osoittautuikin paremmaksi kuin aikaisemmin kaytossad olleella
toimittaja A:n antigeenilld, mika oli odotettavissa, koska toimittaja A:n antigeeni koostuu
kokonaisista viruspartikkeleista kun taas toimittaja B:n antigeeni koostuu ainoastaan
Rubella-viruksen kuoriproteiineista E1 ja E2. Tasta huolimatta pdaatettiin kuitenkin
kustannussyistd valita toimittaja A:n antigeeni, koska myos toimittaja A:n antigeenilla

kaikki testatut varmennetut ndytteet antoivat oikean testituloksen. Antigeenivertailu antoi
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kuitenkin jatkoa ajatellen tarkeda tietoa molempien antigeenien toimivuuksista ja
toimittaja B:n antigeenia voidaan pitaa varavaihtoehtona, mikali toimittaja A:n antigeenin

toimivuuden kanssa tulee tulevaisuudessa ongelmia.

Eri blokkausmenetelmien vertailussa tultiin siihen tulokseen, ettd pelkkda kuoppalevyn
pesu blokkausliuoksella riittaa peittdmaan epaspesifiset sitoutumiskohdat kuoppalevyn
pinnalta. Na&in ollen vanhassa kvalitatiivisessa testissa kaytetystda 30 minuutin
inkubaatiosta blokkausliuoksen kanssa voitiin luopua. Tassa tyOssa ei testattu
koostumuksiltaan erilaisia blokkausliuoksia, vaan kaytettiin samaa blokkausliuosta, joka oli
jo aikaisemmin kdytossda vanhoissa kvalitatiivisissa testeissd. Blokkausliuoksen
koostumusta voisikin jatkossa optimoida lisda. Xiao ja Isaacs (2012) totesivat
tutkimuksessaan, ettda eri BSA-valmisteet voivat toimia eri tavoin epdspesifisten
sitoutumiskohtien estamisessa. Valmistuskustannusten minimoimiseksi tulevaisuudessa
olisi jarkevaa testata myos erilaisia BSA-valmisteita sekda matalampia BSA-pitoisuuksia

blokkausliuoksessa.

Paallystysantigeenin pitoisuus seka konjugaatin konsentraatio vaikuttavat olennaisesti
ELISA-testin erottelukykyyn. Paallystysantigeenin laimennossuhteeksi valittiin tdssa tydssa
1/750-laimennospitoisuus molemmille testeille. Myds eri konjugaattipitoisuuksia testattiin
eri naytteilla. Testissa kaytettdva konjugaattipitoisuus voi kuitenkin vaihdella eri
konjugaattierilld, koska esimerkiksi sitoutuneen HRP-entsyymin maard voi hieman
vaihdella konjugaattierasta toiseen. Na&in ollen lopullinen konjugaattipitoisuus on

maaritettava jokaisen testin tuotantoeran kalibrointivaiheessa erikseen.

Testin protoerilld tehdyt testaukset antoivat alustavaa tietoa testien toistettavuuksista,

sdilyvyyksista seka korrelaatioista kilpailijoiden Rubella-testien valilla. Protoerien

testauksessa kaytettiin hyvaksi aikaisemmin koottuja referenssindytepaneeleita, jotka
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sisaltavat eritasoisia Rubella 1gG- ja Rubella 1gM -ndytteitd. Samoja naytteitd on tarkoitus

kayttaa jatkossa eri tuotantoerien laadunvarmistustestauksissa.

Toistettavuustestauksien tarkoituksena on saada tietoa mittaustulosten vaihtelusta yhden
testiajon sisalla sekd eri testiajojen valilla. Lisaksi toistettavuustestauksien perusteella
voidaan maarittaa hyvaksymisrajat, joiden sisapuolelle referenssinaytteiden tulisi jaada,
kun testin toimivuutta testataan tuotantovaiheessa. Toistettavuustestausten tuloksista
voidaan todeta, ettd molempien testien kohdalla testien valiset toistettavuudet olivat
hyvaksyttavat, 1gG-testilla raja-arvo nadytteen 535 variaatiokerroin oli 13 % IgM-testin

ndytteen RUMG6 variaatiokerroin 6 %.

Tassd tyossa madritettiin alustavat hyvaksymisrajat neljalle referenssindaytepaneelin
ndytteelle. Lopullinen hyvaksymisrajojen maaritys tulisi kuitenkin tehda useammalla eri
tuotantoeralld, joten lopulliset hyvaksymisrajat referenssindytepaneelien naytteille tullaan
madrittamaan vasta testin validointivaiheessa vahintaan kolmella eri validointivaiheen

eralla.

Sailyvyystestausten perusteella voidaan todeta, ettd molempien testien sailyvyys 3 viikkoa
+ 37 °C:ssa on varsin hyva, mika tarkoittaa, ettd todenndkdisesti testille voidaan antaa
vuoden sailyvyysaika + 4 °C:ssa. Lopullinen varmistus saadaan validointivaiheessa
tehtavillda uusilla sdilyvyystestauksilla. Tama oli odotettavissa, koska vanhojen
kvalitatiivisten testien reagenssit pidettiin samoina myo6s uusissa kvantitatiivisissa
testiversioissa. Kiihdytetyn sailyvyysseurannan lisdksi on syyta tehdd myos reaaliaikainen
sailyvyysseuranta, jonka perusteella testille voidaan tulevaisuudessa taata jopa yli vuoden

sailyvyys + 4°C:ssa.

73



Kun testeja lopuksi verrattiin Virion/Serionin ja BioRadin testien vilill3, voitiin havaita etta
IgG-testin korrelaatio molempien kilpailijoiden testien kanssa oli yli 0,96, mikd on varsin
hyva. Nadin ollen kehitetty Rubella 1gG -testi vaikuttaisi toimivan vahintaan yhta hyvin kuin

markkinoiden johtavilla Rubella 1gG -testivalmistajilla.

Rubella 1gM -testin kohdalla korrelaatio oli huonompi. Korrelaatio Virion/Serionin ja
Orgeniumin testin valilla oli ainoastaan 0,918 ja BioRadin ja Orgeniumin testin valilla 0,85.
BioRadin Rubella 1gM -testi ei ole Orgeniumin ja Virion/Serionin testien tavoin epdsuora
ELISA-testi, vaan IgM-kaappaus-ELISA-testi, mika voi osittain selittdaa testien huonoa
korrelaatiota. IgM-kaappaus-ELISA-testeissa spesifisyys on parempi kuin epdsuorassa

ELISA-testissa.

Taman diplomityon puitteissa ei ollut mahdollista selvittdad, mista merkittavat erot
Orgeniumin IgM-testin ja kilpailijoiden IgM-testien valilld johtuvat. Varmennetuilla
ndytteilla testattaessa kaikki ndytteet antoivat Orgeniumin IgM-testilla oikean
testituloksen. Toisaalta esimerkiksi erilaisia ristireaktiotesteja ei taman diplomityén
aikataulun puitteissa ehditty testaamaan. Ristireaktiotestauksen tarkoituksena on
varmistaa, ettei kehitetty ELISA-testi tunnista muita taudinaiheuttajia vastaan kehitettyja
vasta-aineita. Ristireaktioiden lisdksi vaaria tuloksia voi syntya, jos tutkittavassa ndytteessa
on mukana runsaasti reumatekijoita (Meurman ja Ziola 1978). Reumatekijat ovat vasta-
aineita, joita sitoutuvat elimistén omiin vasta-aineisiin. Runsas reumatekijoiden maara

ndytteessa voi aiheuttaa seka vaaria positiivisia etta vaaria negatiivisia tuloksia.
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12 Yhteenveto

Tassa diplomityossa muokattiin jo olemassa olevista kvalitatiivisista Rubella IgG- ja Rubella
IgM -ELISA-testeistd kvantitatiiviset testit. Lisdksi molempia testeja optimoitiin, jotta
testien spesifisyytta ja herkkyytta saataisiin parannettua. Lopuksi valmistettiin protoerat,
joiden avulla tehtiin alustavia testeja tuotteen sailyvyydestd, toistettavuudesta ja

lineaarisuudesta ennen varsinaista validointivaihetta.

IgG-testille yritys ei ollut asettanut suurta tarvetta optimoinnille, koska testin erottelukyky
oli jo valmiiksi melko hyva. Levytyyppeja vertailtaessa todettiin, ettd Polysorp- ja
Maxisorp-levytyypeilla ei ollut merkittavia eroja. Myo6skaan antigeenivalmistajia ei 1gG-

testin kohdalla nahty tarpeelliseksi ryhtya vertailemaan.

Merkittavin yksittdinen parannus testeja optimoitaessa oli Maxisorp-kuoppalevytyypin
vaihtaminen Polysorp-kuoppalevytyyppiin IgM-testissa. Testin erottelukyvyssa tapahtui
huomattava parannus, kun Maxisorp-levy korvattiin Polysorp-levylla ja kaikki varmennetut
IgM-luokan vasta-aineiden suhteen negatiiviset naytteet jdivat selkedsti cut off -tason
alapuolelle. IgM-testin erottelukyky olisi parantunut entisestaan, jos nykyisin kaytossa
oleva toimittaja A:n antigeeni olisi vaihdettu toimittaja B:n antigeeniin. Koska kaupallisia
testejd optimoitaessa on otettava huomioon myods testien valmistuskustannukset,
paatettiin antigeenin osalta kuitenkin pitaytya nykyisin kdytossd olevassa toimittaja A:n

antigeenissd, koska testin erottelukyky koettiin jo levytyypin vaihdon jalkeen riittavaksi.

Blokkausmenetelmia vertailtaessa pyrittiin [6ytamaan yksinkertaisempi
blokkausmenetelma, joka soveltuisi myos suurten levyerien valmistukseen. Kymmenen eri
blokkausmenetelman vertailun jalkeen todettiin, ettd pelkkd levyjen pesu

blokkausliuoksella oli riittava seka 1gG- etta IgM-testin levyille.
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Paallystysantigeenin pitoisuus todettiin sekda IgG- etta IgM-testilla olevan sopiva
laimennossuhteella 1/750. Aikaisemmissa testeissa antigeenin laimennossuhde seka IgG-
ettd IgM-testin levyilld oli 1/1000. Vahvempi antigeenikonsentraatio levylla paransi testin
erottelukykyad. Konjugaattikonsentraatioksi valittiin sekd 1gG- ettd IgM-testilld vahvin
testattu konjugaattikonsentraatio, koska vahvimmalla testatulla

konjugaattikonsentraatiolla testien erottelukyky oli ylivoimaisesti paras.

Kun testien optimointi saatiin valmiiksi, valmistettiin IgG-testille kalibraattorit ja IgM-
testille kontrollit sekad eritasoisten referenssindytteiden sarja, jota on tarkoitus kayttaa
uusien tuotantoerien kalibroinnissa, jotta eri tuotantoerat poikkeaisivat mahdollisimman
vahan toisistaan. Lisdksi referenssindytepaneeleilla voidaan testata validointi- ja

tuotantovaiheessa valmistettujen testikittien toimivuutta.

Lopuksi valmistettiin pienet niin  kutsutut protoerdt, joilla tehtiin viimeiset
tuotekehitysosastolla tehtavat testaukset ennen tuotteen siirtdmista validointivaiheeseen.
Protoerilld testattiin alustavasti testien valista toistettavuutta, lineaarisuutta ja sailyvyytta
seka verrattiin testeja kilpailijoiden vastaaviin Rubella 1gG- ja Rubella 1gM -testeihin.
Protoerien testauksissa havaittiin, ettd IgM-testi poikkeaa hieman kahden testatun
kilpailijan IgM-testistd. Taman diplomityon aikataulun puitteissa ei kuitenkaan ollut
mahdollista tehda tarkempaa selvitystd, mista mahdolliset poikkeavuudet yrityksen oman
IgM-testin ja kilpailijoiden IgM-testien valilla johtuivat. Muutoin protoerilld tehdyissa
testauksissa ei havaittu mitaan, mika estdisi tuotteen siirtamisen tuotekehitysvaiheesta

validointivaiheeseen.
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Blokkausmenetelmien vertailu IgG-testilla LITE 1 (1/3)
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Kuva 28. Naytteen 540 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilla. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).
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Kuva 29. Naytteen T121 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilld. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



Blokkausmenetelmien vertailu IgG-testilla
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LITE 1 (2/3)

Kuva 30. Naytteen 537 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilla. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).
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Kuva 31. Naytteen H95 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilld. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



Blokkausmenetelmien vertailu IgG-testilla LITE 1 (3/3)
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Kuva 32. Naytteen H91 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilld. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).

Taulukko 26. Viiden eritasoisen Rubella 1gG -ndytepaneelin nadytteiden

variaatiokertoimet eri blokkauskasittelyilla.

Kasittely 540 (-) T121 (-) 537 (+/-) HI5 (+) HI1 (++) Tausta
1 5% 5% 2% 1% 1% 2%
2 3% 0% 1% 2% 1% 2%
3 4% 3% 2% 2% 1% 2%
4 8 % 6 % 9% 10% 3% 6 %
5 6 % 4% 4% 5% 1% 3%
6 4% 6 % 1% 1% 2% 4%
7 3% 2% 2% 47 % 2% 27 %
8 4% 4% 2% 6 % 3% 11%
9 2% 5% 1% 3% 1% 5%
10 3% 2% 5% 4% 3% 6 %




Blokkausmenetelmien vertailu IgM-testilla LITE 2 (1/3)
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Kuva 33. Naytteen RUM16 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilld. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).
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Kuva 34. Naytteen RUM3 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilld. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



Blokkausmenetelmien vertailu IgM-testilla LITE 2 (2/3)
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Kuva 35. Naytteen RUM17 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilla. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).
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Kuva 36. Naytteen RUM9 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilla. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



Blokkausmenetelmien vertailu IgM-testilla LIITE 2 (3/3)

Ndyte RUM7 (+)
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Kuva 37. Naytteen RUM7 absorbanssiarvot eri blokkauskasittelyilla. Vaaka-akselilla on

kasittelynumero ja pystyakselilla absorbanssi (OD).

Taulukko  27. Viiden eritasoisen Rubella IgM -ndytepaneelin ndytteiden

variaatiokertoimet (CV %) eri blokkausmenetelmilla.

Kasittely | RUM16 (-) RUMS3 (+/-) RUM17 (+/-) RUMB9 (+/-) RUM7 (+) | Tausta
1 8% 2% 11% 5% 6 % 2%
2 5% 1% 9% 7% 6 % 8%
3 8% 10% 4% 10 % 17 % 19%
4 6% 2% 7% 2% 3% 3%
5 29 % 18% 4% 11% 5% 17 %
6 17 % 3% 3% 2% 1% 18%
7 10% 10 % 8% 5% 3% 20%
8 4% 5% 9% 5% 3% 13%
9 2% 5% 7% 1% 3% 31%
10 3% 5% 6 % 5% 10% 43 %




Konjugaattipitoisuuden ja antigeenipitoisuuden optimointi IgG-testilla  LIITE 3(1/2)

Rubella IgG - konjugaattikonsentraatio 0,016 pg/ml
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Kuva 38. Viiden eritasoisen ndytteen absorbanssit eri paallystysantigeenipitoisuuksilla
konjugaattikonsentraation ollessa 0,016 ug/mil. Vaaka-akselilla on

antigeenikonsentraatio ja pystyakselilla absorbanssi (OD).

Rubella IgG - konjugaattikonsentraatio 0,033 pg/ml
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Kuva 39. Viiden eritasoisen ndytteen absorbanssit eri paallystysantigeenipitoisuuksilla
konjugaattikonsentraation ollessa 0,033 ug/ml. Vaaka-akselilla on

antigeenikonsentraatio ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



Konjugaattipitoisuuden ja antigeenipitoisuuden optimointi IgG-testilla  LIITE 3(2/2)

Rubella IgG - konjugaattikonsentraatio 0,065 pg/ml
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Kuva 40. Viiden eritasoisen ndytteen absorbanssit eri paallystysantigeenipitoisuuksilla
konjugaattikonsentraation ollessa 0,065 ug/mil. Vaaka-akselilla on

antigeenikonsentraatio ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



Konjugaattipitoisuuden ja antigeenipitoisuuden optimointi IgM-testilla  LIITE 4(1/2)

Rubella IgM - konjugaattikonsentraatio 0,029 pg/ml
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Kuva 41. Viiden eritasoisen ndytteen absorbanssit eri paallystysantigeenipitoisuuksilla
konjugaattikonsentraation ollessa 0,029 ug/mil. Vaaka-akselilla on

antigeenikonsentraatio ja pystyakselilla absorbanssi (OD).

Rubella IgM - konjugaattikonsentraatio 0,043 pg/ml
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Kuva 42. Viiden eritasoisen ndytteen absorbanssit eri paallystysantigeenipitoisuuksilla
konjugaattikonsentraation ollessa 0,043 ug/ml. Vaaka-akselilla on

antigeenikonsentraatio ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



Konjugaattipitoisuuden ja antigeenipitoisuuden optimointi IgM-testilla  LIITE 4(2/2)

Rubella IgM - konjugaattikonsentraatio 0,071 pg/ml
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Kuva 43. Viiden eritasoisen ndytteen absorbanssit eri paallystysantigeenipitoisuuksilla
konjugaattikonsentraation ollessa 0,071 ug/mil. Vaaka-akselilla on

antigeenikonsentraatio ja pystyakselilla absorbanssi (OD).



