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Sinilevien eli syanobakteerien seurannalla on Suomessa vakiintunut asema, ja sinilevien
tuottamien toksiinien esiintyminen erityisesti jarvivesissd on ajankohtainen aihe keséi-
sin. Nykyinen seurantajarjestelméd perustuu sinilevahavaintojen kerdaamiseen viran-
omais- ja kansalaisvoimin ja niisté tiedottamiseen, mutta varsinaista kaytantoa fykotok-
siinien maadritykseen jarvivesista ei ole vield syntynyt. Immunologisiin menetelmiin
kuuluva ELISA perustuu antigeenin - tassé tapauksessa mikrokystiinin - ja vasta-aineen
reaktioon, jossa antigeeni Kilpailee sidoksesta vasta-aineeseen entsyymilla leimatun
antigeenin kanssa. Tuloksena on vérillinen lopputuote, jonka absorbanssi on ké&antéen
verrallinen naytteen mikrokystiinikonsentraatioon.

Opinnaytetyon aihe on immunologisen ELISA-menetelman validointi KVVY:lle, jolla
tdhdataan fykotoksiini mikrokystiini-LR:n kvantitatiiviseen maarittdmiseen raakavesi-
naytteistd. Menetelma on tyypiltdan pikakitti, joka sisaltaa tarvittavat reagenssit, mutta
vaatii tulosten kvantitatoimiseksi fotometrisen mittauslaitteen. Tavoitteena oli saada
menetelma validoitua kesakauden 2017 alkuun.

Validointia varten laadittiin validointisuunnitelma KVVY:n omien laatustandardien ja
VTT:n validointiohjeiden pohjalta yndenmukaistamalla ja tarkastamalla validointia var-
ten valittavat parametrit. Menetelman validointimenettelyn yhteydessa otettiin kéyttoon
spektrofotometri tulosten kvantitatoimiseksi ja tarkasteltiin analyysin suoritukseen liit-
tyvia tekijoita maarityksen optimoimiseksi. Validointimittaukset suoritettiin hyvaksytyn
validointisuunnitelman mukaan ja tulokset kasiteltiin tilastollisesti, mink& jalkeen teh-
tiin johtopaatokset menetelman kayttéonotosta ja lisakasittelyn tarpeesta.

Validoinnin tuloksista oli paateltdvissa, ettd menetelma ei toteudu tdysin valmistajan
antamissa raja-arvoissa. Useampi validoinnin parametri ei saavuttanut sille asetettua
tavoitearvoa, ja analyysiketjun loppuvaiheessa tarvittava spektrofotometri asetti haastei-
ta analyysin suoritukseen lisaédmalla epavarmuustekijoita ylimaaraisen tyévaiheen muo-
dossa seké varillisen lopputuotteen siirtdmisessa kyvetteihin maaratyn aikarajan sisalla.

Menetelménd ELISA soveltuu hyvin mikrokystiinin kaltaiselle antigeenille, mutta tyon
tulosten perusteella suositellaan lisdmittausten lisaksi joko valmistajan omaan fotomet-
riin siirtymistd tai vaihtoehtoisesti uudempiaikaisen, samalla periaatteella toimivan
kuoppalevymenetelmén kayttéonottoa.

Asiasanat: ymparistdanalytiikka, sinilevat, mikrokystiini, validointi



ABSTRACT
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RUUSUSAARI, RIINA:

Detection of Microcystin-LR by Using an ELISA Method

Validation of the method for the Water Protection Association of the River Kokemaen-
joki

Bachelor's thesis 48 pages, appendices 6 pages
May 2017

Cyanobacteria, also known as the blue green algae, have long been monitored in Finnish
water bodies as a potential health hazard especially during the summer season. In spite
of monitoring programme aimed at informing the general public of the extent of
blooms, there’s no regulation for quantitation of phycotoxins such as microcystins in the
lake water. The ELISA method is based on immunologic reactions between antibodies
and antigens — in this context, microcystin — the antigen competes for the binding loca-
tion of the antibody with an enzyme-linked antigen. The end product is a colorful solu-
tion that has absorbance which is invertedly proportional to the microcystin concentra-
tion in the solution.

Topic of this thesis is a validation of immunologic ELISA method aimed at quantitative
determination of microcystin-LR where the sample matrix is lake water. The method is
ready to use since it is a kit which contains all necessary reagents, but requires an exter-
nal photometric device to detect the signal given by the samples. The topic was provid-
ed by KVVY, who wished the method could be validated and ready for use in the sum-
mer of 2017.

A validation plan was formulated based on KVVY’s own quality standards and VTT’s
validation guidebook by streamlining relevant parameters to be tested. During the vali-
dation process, a spectrophotometer was deployed for the purpose of quantitation of the
results and variables related to the analysis process were observed and optimized where
suitable. Validation measurements were carried out according to the approved plan and
results were statistically processed, after which conclusions on validation of the method
and further processing were made.

From the results it was deduced that the method does not fully comply with the specifi-
cations given by the manufacturer. More than few of the parameters’ goal values were
not met, and usage of the spectrophotometer added an extra step and uncertainty in the
analysis chain as the end product had to be transferred from tubes to the cuvettes within
a given timeline.

The ELISA method is well suitable for an antigen such as microcystin, but based on the
results further validation steps are recommended along with possibly switching to man-
ufacturer’s own photometer. Alternatively newer 96-well assay plate method could be
considered.

Key words: environmental analytics, cyanobacteria, microcystin, validation
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LYHENTEET JA TERMIT

Fykotoksiini

Kongeneerit

ELISA
MC-LR
Kromogeeni
SSE

CRM

HPLC

Haitalliseksi méariteltyjen kasviplanktonlajien tuottama tok-
sinen yhdiste

Yhdisteitd, joilla on kesken&ddn samankaltainen rakenne ja
kemialliset ominaisuudet

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Mikrokystiinin LR-kongeneeri

Aine, joka kemiallisessa reaktiossa muuttaa varié

Squared Sum of Errors, pienimmén neliGsumman regressio
Certified Reference Material, varmennettu vertailumateriaali
High Pressure Liquid Chromatograhy, korkean erotuskyvyn

nestekromatografia



1 JOHDANTO

Vesistoissd esiintyvét sinilevat eli syanobakteerit ovat olleet tarkkailun alaisena Suo-
messa jo pitk&an haitallisten ominaisuuksiensa vuoksi. Erityisesti keséisin seurataan
esiintymien sijainteja ja esiintymistiheytta niin viranomais- kuin kansalaisvoimin (esim.
Jarviwiki havaintojen tietokantana). Toistaiseksi seuranta on keskittynyt nimenomaan
esiintymien havainnointiin, levien tunnistamiseen ja niisté tiedottamiseen, mutta varsi-
naisia fykotoksiiniseurantoja ei tehda kuin Itdmerelld. (Rapala, Kilponen, Jarvinen &
Lahti 2012, 54.) Yleinen suuntaus on kuitenkin mahdollisesti muuttumassa siten, ettéa
tulevaisuudessa myos sisavesilla mikrokystiinipitoisuuksia maaritettaisiin muun seuran-

nan ohessa, jotta saadaan kvantitatiivisia tuloksia vedenlaadun tarkkailuun.

Taman opinndytetyon tarkoitus on validoida ELISA-pikakitti Kokemé&enjoen Vesistén
Vesiensuojeluyhdistyksen (KVVY) toimeksiantona. Validoitavalla menetelmalld mita-
taan kvantitatiivisesti tiettyjen syanobakteerien tuottamaa hepatotoksista eli maksalle
myrkyllistd mikrokystiini-LR-yhdistettd, ja sitd sovelletaan tulevaisuudessa raaka-
vesimatriisindytteisiin. KVVY on suomalainen voittoa tavoittelematon organisaatio,
jolla on pitka historia toimialueellaan kokonaisvaltaisten ymparistopalvelujen tuottaja-
na. Tampereen laboratoriossa tehddan muun muassa jatevesi-, raakavesi-, metalli- ja
ekotoksikologisia maarityksia, joista jalkimmaisen osaksi tassé tydssa validoitava mene-
telma ryhmittyy. Tavoitteena on, ettd tatd maaritystd voidaan hyvaksyttavasti tehda la-
boratoriossa kesélla 2017.

Tyon laajuus rajautuu teoriapohjaltaan kasitteleméan sekd mikrokystiinien ilmenemista
luonnonvesissé ettd menetelmén toimintaperiaatetta (suorasti kilpaileva ELISA), mutta
my0s ajankohtaista lainsaddantoa ja velvoiteseurantaa; kaytdnnon osuus koostuu vali-
dointisuunnitelman laatimisesta, madrityskitin testaamisesta laboratorio-olosuhteissa
positiivisen kaupallisen kontrollin avulla seka tulosten késittelysta taulukkolaskentaoh-

jelmassa ja validointiraportin laatimisesta.

Fykotoksiiniesiintymien lukumé&éran arvellaan kasvavan ilmastonmuutoksen johdosta,
kun olosuhteet muuttuvat yhd suotuisammiksi tietyille syanobakteereille (Kankaanpdi

2011, 1355; Ferrdo-Filho 2013). Siksi opinnéytety0 tarjoaa tarpeellista tietoa ja testaus-
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dataa harkittaessa mikrokystiinien méaéarityksen ottamista osaksi ymparistoanalyyttisia

palveluja.



2 TAUSTA

2.1 Mikrokystiini-LR

Mikrokystiini-LR on erds hepatotoksinen mikrokystiinin kongeneeri eli rakenteellisesti
samankaltainen yhdiste, joita on identifioitu yhteensa arviolta 70. Mikrokystiinit ovat
syklisid heptapeptidejd, joiden nimedmisessa kdytetadn kaksikirjamista paatettd nimen
loppuosassa osoittamaan varianttiaminohappojen tyyppi (kuva 1). Rakenteeltaan mikro-
kystiinit koostuvat seitsemdstd aminohaposta, jotka ovat liittyneet toisiinsa pepti-
disidoksilla — néistd kaksi vaihtelee kongeneerista riippuen (kuvassa 1 variant-
tiaminohapot ovat arginiini ja leukiini). Ominaisuuksiltaan mikrokystiinien kongeneerit
vaihtelevat hieman, silld mikrokystiini-LR on toksisin variantti. Tutkimuksissa on ha-
vaittu, ettd toksiineja tuottava syanobakteerisuku tuottaa usein useampia kuin yhté kon-
geneeria kerrallaan. (Gago-Martinez 2007, 251-253; Puddick ym. 2014.)

D-Glu HO

e
N

)

H;ffﬁm

Leucine

Masp
HN

Arginine
KUVA 1. Mikrokystiini-LR (Wikimedia Commons, muokattu)
2.2 Mikrokystiineja tuottavat syanobakteerit vesiekosysteemeissa
Syanobakteerit, puhekielessa yha usein sinilevét, ovat yhteyttdmaan kykenevia eli auto-

trofisia organismeja, joita esiintyy luonnossa moninaisissa ymparistoissa. Sivosen ja

Jonesin mukaan (1999) jarvi- ja meriympéristdssa seka murtovesien ja kuumien lahtei-
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den ekosysteemeissa ne muodostavat usein osan paikallista kasviplanktonia tai fytoben-
tosta eli vesiston pohjassa elavéad levaa. Ristiriita kyseisen organismin taksonomisesta
asemasta ja siten nimedmisesté johtuu sen erityisista ominaisuuksista, jotka biologisessa
mielessé asettavat sen osin bakteerien ja osin levien kategoriaan (Chorus & Bertram
1999, 12; Sivonen 2009, 291). Syanobakteerit ovat prokariootteja eli esitumallisia, kun
taas levat ovat eukarioottisia eli aitotumallisia (Marler & Gault 2009, 105; Sapp 2009,
98).

Mikrokystiinin kongeneerit paatyvat vesistoihin eri syanobakteerien sekundaaristen
aineenvaihduntaprosessien johdosta; muun muuassa lajien ja sukujen Anabaena lem-
mermannii, Microcystis aeruginosa, Oscillatoria aghardii (nyk. Planktothrix aghardii)
ja Nostoc on havaittu tuottavan mikrokystiinia jarviymparistossad (Kankaanpaa 2011,
1336; Puddick ym. 2013). Tutkijoiden Park ym. (1998) mukaan syanobakteerien kukin-
takauden vaihe vaikuttaa vesistostd 16ytyvan mikrokystiinin esiintymiseen: tutkittaessa
eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa olevia syanobakteerilauttoja sisaltdneitd jarvivesi-
naytteitd valtaosa mikrokystiineisté oli yha solujen sisalla, kun taas elinkaarensa lopussa
olevista esiintymia sisaltaneistd naytteistd havaittiin korkeampia solunulkoisia mikro-
kystiinipitoisuuksia. Kokonaismikrokystiiniméarityksen ollessa tavoitteena on vesinéyt-
teet silti aina kasiteltdva mikrokystiinien vapauttamiseksi solujen sisaltd. Myos jarvien
rehevyystaso ja lampdtila vaikuttavat mikrokystiinien maaraan: syanobakteerit valtaavat
herkemmin rehevoityneitd ja rehevoityvia vesistdja ndiden tarjotessa enemman ravintei-
ta, erityisesti fosforia, optimildmpdtilan ollessa 20-25 °C, ja osa syanobakteereista ky-
kenee myos sitomaan typped ilmakehéstd mika antaa niille edun muihin leviin ndhden
(Sivonen & Jones 1999, 291, 303; Puddick ym. 2013; Elintarvikkeiden ja talousveden
kemialliset vaarat 2013, 118). Suomessa syanobakteerien kukinta alkaa kevaalla ja saa-

vuttaa huippunsa heina-elokuussa (Kettunen, Makeld & Heinonen 2008, 31).

2.3 Syanobakteerien toksiset ominaisuudet

Vaikka syanobakteerien aikojen saatossa kehittynyt kyky tuottaa happea fotosynteesin
tuotteena on kiistatta ollut hyddyllinen ilmakehan kehittymisen kannalta, niiden vaiku-
tus hydrosféariin on usein negatiivinen (Sivonen & Jones 1999, 291). Massaesiintymina
vesistoissa ilmenevat sinilevélautat eli kukinnat (kuva 2), saattavat tuottaa haitallisia
yhdisteita (Joosten 2006, 18; Gago-Martinez 2007, 251; Kankaanpaa 2011, 1335). Kir-

jallisuudessa (Béacsi, B-Beres & Vasas 2013, 2-3) on spekuloitu syanobakteerien tuotta-
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van mikrokystiinia osin siksi, etta niistd on hyotya eloonjaamisen kannalta: allelopatia
eli organismin positiivinen tai negatiivinen biokemiallinen vaikuttaminen ympéristoon-
s& yhdisteité tuottamalla saattaa olla osallisena syanobakteerien syddyksi tulemisen es-

tomekanismissa.

KUVA 2. Rannalle ajautunutta syanobakteerimassaa. (Kuva: Cousins 2007).

Naéista kasviplanktonin tuottamista haitallisista yhdisteistad kéaytetdan termia fykotoksii-
nit, jotka on jaettu vaikutusalueidensa mukaisiin kategorioihin kuten esimerkiksi hepa-
totoksiinit eli maksavaaralliset myrkyt, neurotoksiinit eli hermomyrkyt ja dyridisperaiset
myrkyt jotka aiheuttavat esimerkiksi ripulia (Kankaanpad 2011). Sinilevaesiintymat
eivat silti valttamatta sisalla juuri niita kantoja, jotka tuottavat fykotoksiineja, vaan niis-
sé esiintyy yhdistelmia fykotoksiineja tuottavista seké ei-tuottavista kannoista; Suomes-
sa ja globaalisti tehdyn tutkimuksen perusteella kuitenkin suhteellisen usea havainto
siséltaa toksisia yhdisteitd, kun maailmanlaajuisesti 56 % havainnoista arvioidaan sisél-
tévén toksiineja (Bacsi, B-Beres & Vasas 2013, 1; Rantala ym. 2016).

Syanobakteerien tuottamille toksiineille altistumisen on Suomessa raportoitu aiheutta-
van oireita vakavimmillaan koti- tai villieldinten kuolemantapauksiin asti, mutta ylei-
simmat oireet ovat altistumistavasta ja toksiinin tyypista riippuen allergiset reaktiot,
maksatoksisuus ja ruoansulatuskanavan toiminnalliset hairiét (Chorus 2012; Rapala ym.
2012, 59).
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2.4 Fykotoksiinien seuranta Suomessa

Valviran ohjeistuksen (2016, 5-6) mukaan jarvesta otetusta vedesta eli raakavedesta
seurataan vedenottolaitoksilla fykotoksiineja tuottavien sukujen Anabaena, Aphanizo-
menon, Microcystis, Planktothrix ja Woronichinia mahdollisesti tuottamia mikrokys-
tiinej& siten, ettd lasketaan ndytteiden sisaltdmat levésolut ja biomassa, kun laitokselle
tulleesta vedestd on havaittu kyseisten sukujen edustajia. Siind tapauksessa, ettd le-
vasolujen maara ylittdd arvon 5000 solua/ml ja biomassa arvon 1 mg/l, on vedesta méaéa-
ritettdva kokonaismikrokystiinipitoisuus. Ndiden arvojen ylitys johtaa myds viikoittai-
seen raakaveden tarkasteluun mikroskopoimalla ja levasukuja identifioimalla. (Valvira
2016, 5.)

Suomessa ei ole velvoitetta seurata fykotoksiinipitoisuuksia jarvivedestd (Kankaanpaa
2011, 1337; Jarvinen 2017), mutta Suomen merenhoidon kasikirjan mukaan (Y mparis-
toministerié n.d.) Itdmeresta seurantaa on tehty osana Suomen merenhoitosuunnitelmaa
vuodesta 2016 lahtien. Vedenottolaitoksilla kuitenkin seurataan Valviran ohjeistuksen
mukaan mikrokystiinien ja muiden levéatoksiinien pitoisuuksia raakavedest ja talousve-
desta niilt4 osin, kun toimenpiderajat ylittyvat. Talousveden eli puhdistetun raakaveden
sisdltdessa <1 pg/l mikrokystiineja maaritetadn toksiinipitoisuus seké raaka- etta talous-
vedestd ettd aloitetaan vedenkasittelyn tehostus- ja tiedotustoimenpiteet yhdessa tervey-
densuojeluviranomaisten kanssa. Mikali pitoisuus nousee ajoittain yli arvon >1 pg/l,
harkitaan edell& mainittujen toimenpiteiden lisaksi kieltoa veden kéayttamiseen ruoanlai-

ton tarpeisiin ja juomavedeksi. (Valvira 2016, 6-7.)

Globaalisti raja-arvo on madritetty vain mikrokystiini-LR-kongeneerille johtuen riitta-
mattomistd tutkimustuloksista muiden kongeneerien osalta (Cyanobacterial Toxins:
Microcystin in Drinking Water 2003, 10). WHO on antanut ohjeistuksen mikrokystiini-
LR:n osalta siten, ettd korkein hyvaksyttava pitoisuus on 1 pg/l juomavesille ja 0,4
ng/kg/rp (ruumiinpaino) péivéssa (Guidelines for Drinking Water Quality 2011; Elin-
tarvikkeiden ja talousveden kemialliset vaarat 2013). Esimerkiksi Saksassa mikrokys-
tiinej& seurataan uimavesista ensin visuaalisin keinoin Secchi-mittausten avulla, jonka
jalkeen méaritetddn vesindytteen klorofylli-a konsentraatio: mikali arvo on >40 pg/l,
maadritetdd&n mikrokystiinipitoisuus HPLC- tai ELISA-menetelmin. Varsinaista raja-

arvoa ei ole asetettu juomavedelle tehokkaan vedenkasittelysysteemin ansiosta, mutta
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virkistysalueiden uimavesistd maaritetyn mikrokystiinikonsentraation ylittdessda 100

pg/l suositetaan alueen hetkellistd rajaamista pois kaytosta. (Chorus 2012, 64-63.)
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3 MENETELMAT JA LAITTEET

3.1 Microcystins Tube Kit

Microcystins Tube Kit on tyypillinen pikakitti, joka sisaltdd analyysiin tarvittavat rea-
genssit ja standardit mutta vaatii erillisen laitteen signaalin fotometriseen detektoimi-
seen (kuva 3). Testi soveltuu valmistajan mukaan (Microcystins Tube Kit n. d.) mikro-

kystiinien ja nodulariinien kvantitatiiviseen seka kvalitatiiviseen méaaritykseen juoma- ja

luonnonvesista otetuista naytteista.

KUVA 3. Microcystins Tube Kit (Kuva: Riina Ruususaari 2017)

Kitin toimintaperiaate pohjautuu kilpailevan ELISANn toimintaperiaatteelle: vasta-aine
sitoutuu sille spesifiseen antigeeniin tilanteessa, jossa sek& ndytteen antigeenit ettd ent-
syymilla leimatut antigeenit reagoivat. Mikéli vasta-aine sitoo enemmaén leimattuja an-
tigeenejd, varinmuutos on voimakkaampi entsyymin muuttaessa substraattimolekyyleja
varilliseksi lopputuotteeksi: syntyvdn vérin intensiteetti on kaantden verrannollinen
mikrokystiinikonsentraatioon. (Microcystins Tube Kit n.d; Wild 2013, 267). Toiminta-
periaate késitelladn laajemmin kappaleessa 3.1.3. Analyysin tulokset suositetaan laske-
maan 4-PL-sovituksella (Microcystin Tube Kit n.d.), koska mittausvasteen ja konsent-
raation suhde ei ole lineaarinen ELISA-méaérityksissd, ja tulosten oikeellisuuden kannal-
ta on tarke&a valita todellista mittauskdyraa parhaiten jaljitteleva funktio (Wild 2013,
323).
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3.1.1 Kitin tekniset ominaisuudet

Valmistajan toimesta maarityskitistd on testattu toteamisraja, kdannepiste eli kalibroin-
tisuoran se piste, jonka jalkeen kaarevuussuunta vaihtuu, toistettavuus sekda mittaussar-
jan sisélla ettd mittaussarjojen vélilld, saanto ja spesifisyys (taulukko 1). Kyseisié arvoja
verrataan validoinnista saataviin vertailuarvoihin niiltd osin, kun testattavat parametrit

ovat samoja.

TAULUKKO 1. Madrityskitin ominaisuudet (Microcystins Tube Kit n.d., modifioitu)

Standardit & nolla 0(1),0,15(2),0,4 (3), 1,0 (4), 2,0 (5), 5,0 (6) ppb

Kontrollit HA 0,30 + 0,07 ppb C 0,75+ 0,19 ppb

LOD, toteamisraja yhdisteelle
) ) n. 0,09 ppb (ug/l) 90 % B/By
Microcystin-LR

Kaannepiste (I1Csp) n. 0,719 ppb (ug/l) 50 % B/B,

Testin toistettavuus

Toistotarkkuus

Kontrollit %CV Mittaussarjan sisélla %CV Mittaussarjojen valilla
(1) ka: 0,518 ppb 11,1 6,5

n = 15, mittauspdivia 3, rinnakkaisia 5

(2) ka: 1,590 ppb 8,0 5,4

n = 15, mittauspdivié 3, rinnakkaisia 5

(3) ka: 3,134 ppb 11,3 7,6

n = 15, mittauspdivié 3, rinnakkaisia 5

Saanto

Pitoisuudet* 0,25 0,50 15 3,0
ka 0,247 0,527 1,560 3,179
%CV 14,1 91 9,9 9,2
%saanto 98,8 105,4 104,0 106,0

*Tulkittu manuaalista, ei méaritelty

Spesifisyys
Ristiinreagoimisprosentti (Cross-reactivity, %)

MC-LR Nodularins | MC-RR MC-LA MC-LW | MC-YR MC-LF

100 % 104 % 75 % 64 % 64 % 58 % 42 %
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3.1.2 Analyysien suunnittelun rajoitukset

Yksi pakkaus sisaltdd 6 standardiliuosta kalibrointisuoran tekoon, 2 kontrollia, HRP-
entsyymikonjugaatin, primaarisen vasta-aineen mikrokystiinille, substraatin, pysaytys-
liuoksen ja 40 sekundaarisella vasta-aineella paéllystettyéd analyysiputkea, joissa reaktiot
tapahtuvat. Analyyseja suunniteltaessa on otettava huomioon, ettd kalibrointisuoran
teko rinnakkaisena kontrolleineen jokaiselle mitattavalle sarjalle vaatii 14 putkea, jol-
loin néytteita varten jaa 26 putkea (taulukko 2). Mikali samasta Kitistd tehddén pidem-
man aikavalin kuluessa kaksi maaritystd, kalibrointisuorien tekoon tarvittavien putkien
maaréd nousee 28 putkeen ja vastaavasti néytteille jaa 12 putkea. Kéytdnnossé tdma tar-
koittaa sit4, etta optimaalisin tapa on méaarittdd kerrallaan 1-5 nayterinnakkaista tai yh-

delld kerralla <13 néyterinnakkaista.

TAULUKKO 2. Kitin madritysputkien laskenta (optimoitu)

Tehtaessa koko kitti kerralla: 1 standardisuora

Putkia per Kitti 40
Putkia tarvitaan standardeihin + kontrolleihin 14
Jaa naytteille 26
Néayterinnakkaisia voidaan tehda 1 analyysikerralla 13

Tehtéessa kitti kahdella analyysikerralla: 2 standardisuoraa

Putkia per kitti 40
Putkia tarvitaan standardeihin + kontrolleihin 28
Jaa naytteille 12
Néayterinnakkaisia voidaan tehda 2 analyysikerralla 6

Esim. jos néytteité 6, tehddan ensin 1 rinnakkaisena ja sitten 5 rinnakkaisena

1. analyysikerta 2. analyysikerta

Putkia 40 | Putkia 24
Tarvitaan st + C 14 | Tarvitaanst+ C 14
Naytteita 1 Naytteitd 5
Néayteputkia tarvitaan 2 Nayteputkia tarvitaan 10
Putkia otetaan 16 | Putkia otetaan 24
Putkia jaa 24 | Putkia jaa 0
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3.2 ELISA

Immunologisiin menetelmiin kuuluva ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
on spesifinen, sensitiivinen ja helposti muokattava menetelméa hyvin pienien pitoisuuk-
sien tuottaman signaalin mittaamiseen sellaisista matriiseista, jotka siséltavét useita
komponentteja (Wild 2013, 7). Se voidaan jakaa toimintaperiaatteeltaan useisiin eri
tyyppeihin, joihin kuuluvat esimerkiksi epasuora ELISA (indirect ELISA), sandwich
ELISA seké suora (direct) ELISA. Crowtherin mukaan (2009, 11) kyseiset menetelmét
voidaan luokitella kilpaileviksi (Competitive) ELISA-menetelmiksi, joskin ELISA-
menetelmien nimedminen ja kategorisointi toimintaperiaatteen mukaan vaihtelee kirjal-

lisuudessa.

Padpiirteittdin edelld mainitut ELISANn alalajit hyddyntavat immunologisia reaktioita
kvantitatointiin, joka on sekd tarkkaa etta spesifista valitun analyytin suhteen. Yhteista
menetelmille on reagenssin (antigeeni tai vasta-aine) kiinnitys kiinteélle pinnalle, sitou-
tuneen ja sitoutumattoman reagenssin erottelu pesuvaiheen avulla, sitoutuneen reagens-
sin leimaus entsyymilla véarinmuutosreaktion katalysoimiseksi sekd kvantitatoiminen

mittaamalla optisen signaalin arvoja. (Crowther 2009, 11-17; Wild 2013, 3.)

3. Entsyymi reagoi 4. Entsyymin toiminta
1. Kiinte3ll3 alustalla oleva 2. Antigeenille spesifinen entsyymilla . x pr o i nlls
. . . . . . . substraatin kanssa pysdytetdan lisddmalla
vasta-aine sitoo sille leimattu vasta-aine sitoutuu myds R . R Ll R
aiheuttaen sinisen laimeaa rikkihappoliuosta,
spesifisen antigeenin antigeeniin Y . T
varinmuutoksen jolloin liuos muuttuu
keltaiseksi
ERNTSVYRMN ERTSYYRl ENTSYYR
1. 2. \ 3. 1 * a, Z\k
M A A
IN AN / \_\
- / \\_ L)
PESU @ PESU C@.
N S/ W\ N\l TN/
\"‘-. f/" — NN f/ — \'\.\ —) \ \

) Y Y X

KUVIO 1. Direct sandwich ELISA (Crowther 2009, 17 (muokattu))

Heterogeenisen menetelman tapauksessa reagenssit lisatdan vaiheittain ja sidottu ana-

lyytti erotetaan reagoimatta jaéneesté pesuvaiheen avulla, kun taas homogeenisen mene-
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telman tapauksessa reagenssit lisatddn samanaikaisesti (Crowther 2009). Siten validoi-
tava menetelma voidaan luokitella myds kirjallisuuden pohjalta heterogeeniseksi suo-
rasti kilpailevaksi ELISA-menetelmaéksi tietyin poikkeuksin: kuviossa 1 on esitelty tyy-
pillinen suorasti kilpaileva sandwich ELISA, joka l&heisimmin vastaa validoitavan me-
netelmén sovellusta. Yleisin alusta on 96-paikkainen kuoppalevy, joka on valmistettu
erilaisista muovityypeista tarvittavista ominaisuuksista riippuen. (Crowther 2009, 9,
44.)

3.2.1 Pikakitin ELISA-sovellus

Validoitava menetelma perustuu antigeenin, antigeenin entsyymikonjugaatin ja vasta-
aineiden reaktioon, joka tuottaa mitattavan signaalin: varillisen lopputuotteen (kuvio 2).
Sekundaarisella vasta-aineella pinnoitetussa putkessa tapahtuu reaktio, jossa antigeenin
entsyymikonjugaatti ja antigeeni Kilpailevat sidoksista primaariseen vasta-aineeseen
(Microcystins Tube kit, n.d., 1). Kyseinen primaarinen vasta-aine sitoutuu vuorostaan
sekundaariseen vasta-aineeseen, jolla putket on pinnoitettu. Kyseessa on niin sanotut
vastaparit — vuohen sekundaarinen vasta-aine janikselle sitoo janiksen primaarisen vas-
ta-aineen mikrokystiinille; usein kyseiset vastaparit kehitetddn altistamalla isantéeldin,
kuten vuohi, janiksen kehittamalle mikrokystiinivasta-aineelle (Wild 2013, 389). Tama
reaktio tapahtuu maaratyn pituisen inkuboinnin aikana, minké jalkeen putket tyhjenne-

taan ja pestaan huolellisesti reagenssijaamien poistamiseksi.

1. Mikrokystiini kilpailee 2. Primaarinen vasta-aine sitoo joko

T . . T, 3. Entsyymikonjugaatti 4, Entsyymin toiminta
entsyymikonjugaatin mikrokystiinin tai sen . . u wm  rsm mlln
. . L . . reagoi substraatin kanssa pysaytetddn lisdamalla
(Mikrokystiini-HRP) kanssa  entsyymikonjugaatin: sekundaarinen R L. . s .
aiheuttaen sinisen laimeaa rikkihappolivosta,
primaarisen vasta-aineen vasta-aine sitoo primaarisen vasta- .. . _
varinmuutoksen jolloin liuos muuttuu
sidoksesta aineen (ns. vastaparit) . .
keltaiseksi

KUVIO 2. Yksinkertaistettu kaavio immunoentsyymireaktiosta (Riina Ruususaari 2017)
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Putkiin lisatadn kromogeenista substraattiliuosta (Tetramethyl Benzidine, TMB), joka
reagoi primaariseen vasta-aineeseen Kkiinnittyneiden entsyymikonjugaattien entsyy-
miosan (Horse Radish Peroxidase, HRP) kanssa — yksi entsyymi voi hapettaa usean
substraattimolekyylin vetyperoksidin l&asna ollessa tuottaen diimineja jotka ovat havait-
tavissa sinisend varinmuodostuksena (Wild 2013, 381; Indiana University 2013, 4); tél-
I6in mitattava signaali vahvistuu lyhyessa ajassa. Reaktion tulee tapahtua valolta suojat-
tuna heti substraattilisdyksen jalkeen mittausvirheen minimoimiseksi sen takia, ettd na-
kyvan valon seké fluoresoivan valon on havaittu vaikuttavan varinmuodostukseen (Mar-
tin, Mufson & Mesulam 1984; Microcystins Tube Kit n.d.). Kun maératyn pituinen
inkubointiaika on ohi, putkiin lisatadn laimeaa rikkihappoa joka denaturoi entsyymit ja
siten pysayttad reaktion (Wild 2013, 390), jonka jélkeen putkissa oleva liuos mitataan
aallonpituudella 450 nm 15 minuutin sisélla stop-liuoksen lisdéamisestd. Mittauksen yh-

teydessé kéytetddn pesureagenssia blank-naytteend (Abraxis n.d).

3.2.2 4-PL kalibrointikuvaaja

Yleisin tilastollinen tydkalu ELISANn sigmoidaalisen vaste-konsentraatiokayran mallin-
tamiseen on kayttaa regressioanalyysia pienimmaén neliéjuuren summa (Sum of Squared
Errors eli SSE). Menetelmasséa lasketaan residuaali eli mitatun pisteen etdisyys suorasta
y-akselilla, josta otetaan nelidjuuri — syntyvat luvut lasketaan yhteen neliosummaksi.
Tavoitteena on sovitus, joka toteuttaa pienimméan mahdollisen SSE-arvon ja siten mu-
kailee parhaiten todellista vaste-konsentraatiokayrdd. (Wild 2013, 325.) 4-PL eli 4-
parameter logistic on funktio, jota kdytetdan yleisesti epalineaaristen kalibrointisuorien
mallintamiseen (Findlay & Dillard 2007, 261).

Kalibrointisuoran sovitusyhtald 4-PL on muotoa (1) (Findlay & Dillard 2007, 261).

(A-D)
Y=D + —x B (1)
a+(z))
Jossa
Y =vaste A =vaste konsentraation ollessa 0 B = kulmakerroin, slope

C = kaannepiste (ICsp) D = vaste konsentraation ollessa infiniitti

x = analyytin konsentraatio
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Kalibrointikuvaajassa konsentraatio esitetddn 10-pohjaisen logaritmin muodossa X-
akselilla ja vaste y-akselilla, jolloin edell& mainittu vaste-konsentraatiokayré ottaa sig-
moidaalisen muodon. 4-PL—mallin tapauksessa toteutuu iteratiivinen uudelleenlasku-
sykli funktion hakiessa pienintda SSE-arvoa: yhtalén x parametrit A, B, C ja D muuttuvat
laskuprosessin mukana, kunnes paras sovitus eli pienin arvo SSE:lle on saavutettu
(Wild 2013, 327). Laskenta voidaan toteuttaa tietokoneella esimerkiksi Excel-makron
avulla syottamalla yhtal6on soveltuvat aloitusarvot parametreille A, B, C, D ja ratkai-

semalla SSE-arvo Solver-tydkalun avulla (ks. kuvio 3).

4-PL parametrit ¥=D+{A-D}/(1+{X/C)*B) 0,90
A Max 0,87|X=C*{{A-D/Y-D)-1)*1/B o~ 0,50
B | Slope 1,31 \ 070
c | 1cso 1,56 \
D Min 0,01 \ 060
SSE 0,00056 050 E
rn2 0,999 \ 0.40 'E
Standardit & sovitus \ ' 5
Nimi |C (ppb) [Abs. (ka) |Sovitus (Y)|Residuaalia2 \ 030
St.1 0,0 0,374 0,866  6,240E-05] N 0,20 _
5t.2 0,15 0,818 0,828)  9,632E-05 0,10 T
St. 3 0,4 0,739 0,743|  1,696E-05] . . 000 — ot
st.a 1,0 0,575 0,560 2,226E-04 | . 10 100 4]
St.5 2,0 0,358 0,370 1,534E-04| Konsentraatio
St.6 5,0 0,168 0,164  1,2256-05)

KUVIO 3. Esimerkki 4-PL-sovituksesta ELISA-menetelmélle Excelin avulla (Riina
Ruususaari 2017)

Kun parametrit ovat saavuttaneet optimiarvot, voidaan néytteiden konsentraatio ratkais-
ta niiden absorbanssiarvojen perusteella soveltamalla yhtal6a (1) muodossa (2) (Wild
2013, 327):

x=C. ((%) _ 1)B @

Jossa

Y = néytteen antama vaste A = vaste konsentraation ollessa 0

B = kulmakerroin, slope  C = kaannepiste (ICsp) D = vaste konsentraation ollessa
infiniitti x = analyytin konsentraatio

Tehtéessa analyyseja, joissa sovelletaan 4-PL mallinnusta, suositellaan standardien

valmistusta rinnakkaisina tai jopa useampina rinnakkaisina kohinan huomioimiseksi ja
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mahdollisten rinnakkaisten epdonnistumisten varalta (outliers). Usein menetelmélle
maadritetddn myos korjauskerroin, joka korjaa mallin heteroskedastista eli epétasaisesti
vasteen mukaan muuttuvaa varianssia siten, ettd kalibrointisuora mukailee lahemmin
pienemman varianssin pisteita kuin niitd, joiden varianssi on suurempi. (Findlay & Dil-
lard 2007, 263.)

3.3 UV-VIS spektrofotometri

Spektrofotometrin toiminta absorbanssin mittaamisen osalta perustuu mitattavan aineen
absorboiman elektromagneettisen séteilyenergian ja valonléhteen tuottaman sateilyener-
gian suhteen mittaamiseen tietylla aallonpituudella. 1lmi6ta kuvaa Beer-Lambertin laki
(3), jossa absorbanssi esitetddn naytteeseen saapuvan ja naytteen lapéisseen valon suh-
teen logaritmina (Pavia, Lampman & Kriz 2001, 356). Naytteessé olevien molekyylien
kyky absorboida eli virittaytyd matalammalta energiatasolta korkeammalle energiatasol-
le vaikuttaa siten, etta ndytteessé olevien molekyylien maéran kasvaessa absorboitu sa-
teilyenergia kasvaa. Laki patee vain monokromaattisen eli yhdelld aallonpituudella ta-

pahtuvan séteilyn ollessa kyseessa. (Pavia et al. 2001, 353-356.)

A= log (’7) = gcl (3)

Jossa A = absorbanssi lo = ndytteeseen kohdistetun valon intensiteetti
| = ndytteen 1&pi kulkeneen valon intensiteetti € = molaarinen absorptiokerroin

¢ = naytteen konsentraatio | =valon kulkema matka ndytteessa

Yleisimmat hairiot spektrofotometrin toiminnassa johtuvat joko naytteen kemiallisten
ominaisuuksien tai laitteen asettamista rajoituksista. Kemiallisiin rajoituksiin kuuluu
esimerkiksi tutkittavan aineen konsentraatio, joka suurissa pitoisuuksissa aiheuttaa va-
lon heijastumista ja siten vééristdd absorbanssilukemaa. Kemiallisia rajoituksia ovat
myas suhteellisen virheen kasvu mitattaessa erittain pienia tai suuria pitoisuuksia absor-
banssin ja transmittanssin logaritmisesta suhteesta johtuen seka nédytteelle soveltumaton
tausta eli matriisi joka osaltaan véaristaa absorbanssiarvoja. Laitteen toimintaan liittyen
mitattujen absorbanssiarvojen tulisi olla vélilla 0,1-1,5 logaritmisten virheiden mini-
moimiseksi. (Heiskanen 2016, 21-22.)
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3.3.1 Laitteen kaytdn soveltaminen

Madrityskitin absorbanssitulokset pyritddn mittaamaan laboratoriossa olevalla UV-1650
PC-spektrofotometrilld, joka kalibroidaan ennen validointimittausten aloitusta. Mene-
telman alustavan testauksen ja ongelmakohtien, kuten riittdméttoman naytetilavuuden
identifioinnin jalkeen, mittauskyveteiksi valitaan muoviset, kertakayttoiset 1 cm valo-
tiell& varustetut kyvetit. Namé soveltuvat 1 ml:n naytteille valitulla 450 nm aallonpituu-
della.

3.3.2 Tulosten kasittelyn soveltaminen

Koska spektrofotometrin rooli analyysiketjussa on ainoastaan absorbanssiarvon tuotta-
minen standardeille ja naytteille, mikrokystiinin méaéritykselle ei luoda ohjelmaan UV-
Probe omaa menetelmé&é, vaan tulokset voidaan mitata fotometrisella menetelmall& aset-
tamalla mittausaallonpituudeksi 450 nm ja sijoittamalla saadut tulokset taulukkolasken-

tapohjaan konsentraatioiden maarittamiseksi.
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4 VALIDOINTI

4.1 Immunologisen menetelméan validointi

Validoinnin tarkoitus on osoittaa, ettd menetelma toimii hyvéaksyttavasti silla kayttdalu-
eella, jolle se on tarkoitettu; validointi on osa laadunvalvontaa. Riippuen validoinnin
laajuudesta ja menetelmén taustasta valitaan parametrit, joita mittaamalla saadaan tietoa
menetelman oikeellisuudesta (Hagg 2016, 7). Kuitenkin kaupallisten kittien kohdalla
puhutaan yleisemmin verifioinnista validoinnin sijaan, jolloin varmistetaan se, ettd me-
netelma on otettu k&yttdon oikein. Validoinnin ohjekirjan mukaan (Hagg 2016) immu-
nologisesta menetelmasta tulisi tarkistaa vahintaan toistettavuus, uusittavuus, herkkyys,
spesifisyys ja ndytematriisin vaikutus. KVVY:n omien laatustandardien mukaan (Labo-
ratoriomenetelmien ja laitteiden validointi 2016; Tulosten jaljitettavyys, laadunohjaus ja
mittausepédvarmuus 2016) validoitavasta menetelmasta tarkistetaan mittausalue, lineaa-
risuus, toteamis- ja maaritysraja, laboratorion sisdinen uusittavuus, systemaattinen virhe
sekd menetelman oikeellisuus ja luotettavuus. Validointiparametrit tarkastetaan, yh-

denmukaistetaan ja valitaan tarvittavan validointilaajuuden mukaan.

Kvalitatiivisten ja immunologisten kaupallisten testien osalta absoluuttista
validoinnin tavoitetta on vaikea asettaa. Testien valmistajien ilmoittamat
herkkyys- ja spesifisyysluvut ovat yleensa niin hyvia, etté niité ei ole kdy-
tanndssa mahdollisuus saavuttaa. (Hagg, 2016, 14.)

Johtuen rajoitetusta ajasta jolloin validointi voidaan suorittaa tekijan toimesta, valitaan
suppeampi validointityyppi joka koskee vain menetelman oikeellisuuden tarkastelua
varmennetun vertailumateriaalin avulla luonnonnéytteiden sijasta. Laboratoriossa voi-
daan tulevaisuudessa jatkaa validointimenettelyd laajemman kaavan mukaan. Tdmén
opinnéytetyon kattava validointi tehdadn tekijan toimesta siten, ettd tekija suunnittelee
ty6nantajan ohjauksessa validointisuunnitelman, laatii validointimittaukset jotka suori-
tetaan paaosin itsendisesti, osin yhdessa laboratorion vastuuhenkilon kanssa, ja kirjoittaa
validointiraportin tyonantajan ohjauksessa. Mittausepdvarmuuden laskemisen osalta

tekija saa ohjausta MUKit-ohjelman kéayttdon tekniseltd vastuuhenkildlta.



24

4.2 Validointisuunnitelma

Validointia varten laaditaan validointisuunnitelma, jossa mééritetddn mitattavat para-
metrit ja validoinnin laajuus. Koska kyseessa on kaupallinen, epélineaarisella 4-PL—
mallinnuksella tulkittava menetelmd, validointia varten testattaviksi parametreiksi vali-
taan seuraavat kokonaisuudet: saannon ja laimennoslineaarisuuden tarkastelu lisaysme-
netelmalla, toistettavuus ja uusittavuus, systemaattinen virhe, funktionaalinen herkkyys,
mittausepavarmuus seké toteamis- ja méaaritysrajan etta kitin omien kontrollien vertailu
kitin ilmoitettuihin arvoihin. My6s halytys- ja toimintarajat tarkistetaan. Analyysissa
tarvittava spektrofotometri UV/VIS 1650 tarkistetaan varmennettujen vertailumateriaa-
lien avulla. Menetelmé&é validoitaessa ei tarkastella spesifisyyttd, koska valmistaja on jo
maadritellyt sen useammalle mikrokystiinin kongeneerille. Johtuen menetelmén mallin-
nukseen kaytettavastd 4-PL-mallinnuksesta, lineaarisuuden maaritys kalibrointisuoran
sovituksesta (r’) ei ole suositeltavaa, vaan testataan lisaysmenetelmalla (Findlay & Dil-
lard 2007, 265) ja standardien residuaaliarvojen jakautumista graafisella esityksella.
Niiden tulisi sijoittua tasaisesti nollan molemmin puolin (Hagg 2016, 23). Jokaiselle

kitille tehddan oma mittaussuunnitelma, jossa maaritetdan mitattavat sarjat (liite 1).

4.2.1 Saannon ja laimennoslineaarisuuden tarkastelu

Laimennoslineaarisuus kertoo analyysin tarkkuudesta eri konsentraatiotasoilla; ELISAN
lineaarisuuden maaritys konventionaalisin tavoin ei ole mahdollista epélineaarisesta
kalibrointisuorasta johtuen ja tulokset tulee laskea absorbanssiarvojen sijaan konsent-
raatioarvoista (Thermo Fischer 2015, 2), jolloin verrataan laimennoksia kalibroin-
tisuoraa vasten. Saannon sek& laimennoslineaarisuuden maarittdmiseksi voidaan maarit-
t&& sarja tunnetun pitoisuuden naytteen eksponentiaalisista sarjalaimennoksista (esimer-

kiksi 1:2, 1:4, 1:8) valitulla ndytematriisilla ja halutulla mittausalueella.

Naytematriisiin lisdtddn tunnettu mé&ara mikrokystiini-LR-analyyttia (CRM, certified
reference material), josta tehddan yll& kuvatut laimennokset. Saatujen tulosten avulla
lasketaan sekd saanto ettd sarjalaimennosten mitattujen konsentraatioiden yhtépitavyys.
Mikali saanto tai laimennosten lineaarisuus ei pysy tavoitearvoissa tai muuttuu, nayte-
matriisi aiheuttaa todenndkoisesti detektioh&irioitd poikkeamalla standardien diluentista.
Havaitun analyytin pitoisuuden tulee olla vélilla 80 — 120 % lisatysta. (Thermo Fischer

2015). Myos oikeellisuutta voidaan tarkastella timan parametrin pohjalta (Hagg 2016,
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27). Naytematriisiksi valitaan paikallinen raakavesi. KVVY:n asiantuntijan mukaan
(Paakkinen 2017) suurin osa mikrokystiinimé&aritykseen tulevista vesinaytteista on tyy-
piltd&n juuri raakavesid, jotka ovat oletusarvoisesti kirkasvetisig, hyvalaatuisia vesia.

Laaditun validointisuunnitelman mukaan lisatdan haluttuun ndytematriisiin tunnettu
madra analyyttié, tehdaan sarjalaimennokset, jotka kattavat koko mittausalueen ja mita-
taan sarjan konsentraatioarvot. Tuloksista lasketaan saanto ja laimennosten lineaarisuus.
Sarjoja tehdaén alustavasti yhteensa 3, kahdesta eri kitistd, 6 konsentraatiorinnakkaisel-

la.

4.2.2 Toistettavuus ja uusittavuus

Analyysin muuttujien pysyessa samoina (tekija, laitteet, analyysipaivé etc) tulosten suh-
teellisen keskihajonnan laskemisesta (%CV) voidaan pééatelld toistettavuus mittaussar-
jan sisélla sek& mittaussarjojen vélilla, jolloin jokin analyysin muuttuja on eri. Jalkim-

maisestd kaytetddn myos termia uusittavuus (Hagg 2016, 32).

Toistettavuus ja uusittavuus maéritetddn mittaamalla 3 sarjaa tunnetun pitoisuuden rin-
nakkaisndytteitd (6 pitoisuutta), joiden suhteellinen keskihajonta lasketaan toistettavuu-
den maarittdmiseksi. Uusittavuus mittaussarjojen vélilla testataan muuttamalla analyy-
sin tekijaa; kolmas sarja 6 pitoisuuden rinnakkaisndytteista tehdaéan eri kitista. Tavoit-
teeksi voidaan maarittdd esimerkiksi <15 %CV mittausalueen sisalla ja <20 %CV méa-
ritysrajalla (Hagg 2016, 45). Mittauksiin kaytetddn samoja sarjalaimennoksia kuin koh-
dassa 4.2.1.

4.2.3 Systemaattinen virhe

Syystemaattinen virhe, bias, ilmaisee mitatun tuloksen ja teoreettisen arvon poikkeamaa
(H&gg 2016, 23). KVVY:n ohjeistuksen mukaan systemaattinen virhe lasketaan varmenne-
tun vertailumateriaalin tuloksista kaavojen (4) — (7) avulla (Tulosten jaljitettavyys...
2016, 10):

u(bias) = \/biasz + (sf/ifs)z + u(Cref)? 4)
n
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Jossa n = ndytteiden lukuméara

Cmi —C
bias = mitattu ref . 100 % (5)
Cref
Spias = tulosten keskihajonta (6)

luottamusvali (95% tasolla)

u(Cref) = 196

()

Jossa luottamusvali = varmennetun pitoisuuden luottamusvali, esim: 10,2 + 0,4 (CRM,
MC-LR) =04

Koska tiedossa on, ettd valmistajan mukaan menetelmén tarkkuus on riippuvainen tulos-
ten l&heisyydesta kalibraatiokdyran kaannepisteeseen (IC50), tarkastellaan mittauksissa
konsentraation vaikutusta systemaattiseen virheeseen mittaamalla varmennetun nédytteen
rinnakkaisia usealla eri konsentraatiotasolla. Tahan kaytetddn myos kohdan 4.2.1 rin-

nakkaisia 6 eri pitoisuustasolla.

4.2.4 Funktionaalinen herkkyys

Immunologiselle menetelmélle herkkyys voidaan madarittad funktionaalisena herkkyyte-
na eli sellaisena pitoisuutena, jossa %CV on <20 (Wild 2009, 11). Funktionaalinen
herkkyys on yhta kuin kvantitointiraja eli alin pitoisuus matriisissa mitattuna, jolle voi-
daan méaarittad mittausepavarmuus (Wild 2009, 400; Hagg 2016, 26). Méaritysrajalla
absoluuttisen mittausepavarmuuden tulisi olla korkeintaan 60 % maéritysrajan arvosta

(Tulosten jéljitettavyys... 2016).

Mittauksia tehdessa testataan funktionaalinen herkkyys kyseisen standardin (0,15 ppb)

lahelle sijoitetuilla tunnetun pitoisuuden rinnakkaisilla.
4.2.5 Mittausepavarmuus
Mittausepavarmuus ilmaisee mittaustulosten vaihtelua, ja se koostuu satunnaisesta vir-

heestd seka systemaattisesta virheestd. Jokainen analyyttinen menetelmé on altis mitta-

usepavarmuudelle, ja maarittaméalld mitattavan suureen antamien tulosten vaihtelu voi-



27

daan maarittdé rajat, joiden sisalla oikea arvo on tietylla todennékoéisyydelld. (Hagg
2016, 23-24.)

Mittausepavarmuus maéaéritetdadn alustavasti validointimittausten tuloksista (toistetta-
vuus, systemaattinen virhe) kayttden MUKit-mittausepdvarmuusohjelmaa. Ohjelma pe-

rustuu Nordtest raporttiin TR 537 (Tulosten jaljitettivyys... 2016), jossa méadritetddn

kriteerit mittausepdavarmuuden laskemiseksi.

4.2.6 Toteamis- ja maaritysraja

Nollandytteen rinnakkaismittauksista voidaan laskea toteamisraja ja méaaritysraja kaavoin

(8), (9) keskiarvojen (ka) ja keskihajonnan (s) avulla (Tulosten jdljitettdavyys... 2016):

TR = 3 * Spollaniyte (8)

DL=9- Snollaniyte 9)

Nollanaytteend voidaan kayttad myds matriisia, jonka tiedetddn sisaltavan hyvin vahén

analyyttia (tassa tapauksessa raakavesimatriisi) (Hagg 2016, 20).

Toteamis- ja madritysrajan méaarittdmiseksi mitataan useita (5) nollanéytteitd rinnak-
kaisineen, jotka valmistetaan Milli-Q-vedesta. Tuloksista lasketaan keskihajonta ja suh-
teellinen keskihajonta. Samoin toimitaan raakavesimatriisinollien suhteen, joskin tavoite
on lahinnd tarkastaa millainen poikkeama on raakaveden ja ultrapuhtaan veden arvoissa.
Tuloksia verrataan valmistajan ilmoittamiin rajoihin (TR = LOD = n. 0,09 ppb, maéri-

tysraja = alin standardi = 0,15 ppb).

4.2.7 Halytys- ja toimintaraja

Rajat voidaan laskea kontrollindytteiden tuloksista maaritysten keskiarvojen (ka) ja kes-

kihajonnan (s) mukaan seuraavasti (Tulosten jaljitettavyys... 2016):

YTR = Tavoitearvo + 3s ATR = Tavoitearvo -3s

YHR = Tavoitearvo + 2s YHR = Tavoitearvo - 2s
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Halytys- ja toimintarajan méaarittdmiseksi mitataan kitin omien kontrollien rinnakkais-
naytteitd, joista lasketaan keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta. Mittauksia tehdaan
yhteensd vah. 20 kertaa kyseisten kontrollien rinnakkaisnaytteille. Tuloksia myds verra-

taan valmistajan ilmoittamiin rajoihin (C = 0,75 £ 0,19 ppb, HA = 0,3 £ 0,07 ppb).
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5 VALIDOINNIN TULOKSET

5.1 Validointimittausten tulokset

Validointi suoritettiin alkuperaisen validointisuunnitelman mukaan, mutta lisdmittauksia
suunniteltiin ja toteutettiin tydnantajan pyynnosta alkuperdisten mittausten lisaksi (esi-
merkki yksittaisen kitin tuloksista liitteessé 2). Valmistajan ohje analyysin suorittami-
seksi kaannettiin suomeksi ja analyysi suoritettiin jokaisella mittauskerralla ohjeen mu-
kaisesti. Eri kittien kalibrointisuorat rinnakkaisine standardeineen ja residuaaliarvot on
koottu liitteeseen 3. Néisté tuloksista oli havaittavissa, ettd kalibrointisuorien valmistus
jokaiselle analyysikerralle on vélttaméatonté standardien absorbanssiarvojen vaihdellessa
kittien valilla, ja rinnakkaisena valmistaminen ohjeiden mukaisesti suotavaa kohinan
vahentdmiseksi. Residuaaleja vertailemalla ndhd&an eri kiteille tehdyn sovituksen hy-
vyys ja osin epasaannollinen residuaalien jakautuminen nollan molemmin puolin. Mité
tulee kitin spesifikaatioiden vertailuun mittaustulosten kanssa, liitteesséd 5 on verrattu
kalibrointisuoralle ilmoitettuja B/B, -arvoja mitattujen kanssa ja havaittu, ettd arvot jaa-

vat huomattavasti korkeammalle kuin valmistajan ilmoittamat arvot.

5.1.1 Saannon ja laimennoslineaarisuuden tarkastelu

Varmennetusta vertailumateriaalista valmistettujen kuuden konsentraation laimennos-
sarjoista kaksi (11.4 (1) ja 11.4 (2)) méaéritettiin samasta kitista lyhyen aikavélin (noin
2h) sisalla, kun taas kolmas (12.4) madritettiin seuraavana pdivana eri Kitistd. Saanto-
prosentti laskettiin jakamalla méaritetty pitoisuus lisatyll& pitoisuudella ja kertomalla
sadalla, ja laimennosten mitattu konsentraatio on kerrottu niiden laimennoskertoimella

laimennoslineaarisuuden vertailemiseksi. Yhteiset tulokset on koottu taulukkoon 3.



TAULUKKO 3. Saannon ja laimennoslineaarisuuden vertailu
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11.4. (1) 11.4. (2) 12.4.
Laimennoskerroin | Odotettu | C x Df Saanto C x Df Saanto C x Df Saanto

(Df) C (ppb) | (ppb) (%) (ppb) (%) (ppb) (%)

1 3,167 | 63,3 3,287 65,7 3,591 71,8

2 4,840 | 96,8 2,714 54,3 3,062 61,2

4 5,564 | 1113 2,645 52,9 2,630 52,6

8 > 4581 |91,6 2,937 58,7 1,935 38,7
16 4,983 |99,7 3,328 66,6 1,119 22,4
32 7,087 | 1417 2,967 59,3 1,098 22,0

Tuloksista (havainnollistettu kuviossa 4) on ndhtavissd, ettd erityisesti matalammilla

pitoisuuksilla tapahtui konsentraation pieneneminen ajan funktiona — ainoastaan 11.4.

(1) maaritetyn sarjan voidaan katsoa olevan hyvéksytysti rajoissa kaikkien muiden kon-

sentraatioiden osalta paitsi mittausalueen (0,15 — 5 ppb) laidalla sijaitsevien. Koska eri

sarjojen tulokset poikkeavat toisistaan suuresti, on mittausten perusteella vaikeaa péaatel-

I& onko virheldhteen syyna jokin tekija raakavesimatriisissa, muutos varmennetun ver-

tailumateriaalin pitoisuuksissa tai mahdollisesti kummankin tekijan vaikutus. Nain ollen

naiden tulosten vertailu kitin ilmoitettuihin saantotuloksiin ei ole mielekésta.

Muutos laimennossarjojen saantoprosentissa

160,0

114 (1) ka

140,0

®114(2) ka .

120,0

124 ka 4 r

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,1 1

Laimennosten pitoisuus (ppb)

0,0
10

Saanto%

KUVIO 4. Laimennossarjojen saantotulokset
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Laimennoslineaarisuuden tulokset viittaavat myos siihen, ettd konsentraatiot eivét ole
yhtépitavia kuin neljalla konsentraatiotasolla 11.4 (1) mitatussa sarjassa, vaan laskevat
odotusarvostaan seuraavaksi tehdyilla laimennossarjoilla (kuvio 5). Laimennossarjojen
lineaarisuuden tarkastelusta voidaan alustavasti todeta, ettd mittausjarjestely tulisi uusia
lisdaineiston saamiseksi ja virheldhteen identifioimiseksi, mutta sarjan 11.4 (1) perus-
teella naytteitd voidaan tarvittaessa laimentaa dynaamisella mittausalueella konsentraa-
tion muuttumatta. Parempi oikeellisuus voidaan mahdollisesti saavuttaa laimentamalla
naytteitd, jotka laimentamattomana sijoittuisivat kalibrointisuoran ylamaaritysrajalle (5
ppb).

Laimennosten lineaarisuus

§ /.
4 ® 114 () ka

3 ¢ 140k
e 124ka

e B Odotettu konsentraatio
e Lin. (11.4 (1) ka)

Lin. (11.4 2) ka)

Lin. (12.4 ka)

Mitattu pitoisuus (ppb)
N

Lin. (Odotettu konsentraatio)

Laimennosten pitoisuus (ppb)

KUVIO 5. Laimennossarjojen lineaarisuuden tulokset

5.1.2 Toistettavuus ja uusittavuus

Toistettavuus ja uusittavuus méaéritettiin edelld mainittujen laimennossarjojen tuloksia
vertailemalla siten, ettd toistettavuus on méaritetty samasta kitista tehtyjen kahden lai-
mennossarjan konsentraatiotulosten suhteellisen keskihajonnan avulla ja uusittavuus on
méaéritetty kahdesta eri Kitista tehtyjen laimennossarjojen konsentraatiotulosten suhteel-

lisen keskihajonnan avulla. Tulokset on koottu taulukkoon 4.



Taulukko 4. Toistettavuus ja uusittavuus kitin sisélld seké kittien valilla
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CV% kitin sisélla (toistettavuus)

CV% kittien valilla (uusittavuus)

C Keskiarvo | Keskihajonta | CV% | C Keskiarvo | Keskihajonta | CV%
(ppb) | (Ka) (SD) (ppb) | (Ka) (SD)

5 3,2271 0,085 2,6 5 3,4089 0,257 7,5
2,5 1,8885 0,752 398 |25 1,7098 0,253 14,8
1,25 1,0261 0,516 50,3 | 1,25 0,8418 0,261 31,0
0,625 | 0,4699 0,145 30,9 | 0,625 |0,3559 0,161 45,3
0,3125 | 0,2597 0,073 28,2 |0,3125|0,1648 0,134 81,4
0,1563 | 0,1571 0,091 57,9 |0,1563 | 0,0957 0,087 90,7

Tuloksista on havaittavissa, ettd toistettavuus kitin sisalld ei toteudu asetetussa <15

CV% tavoitteessa, vaan kasvaa konsentraation pienentyessa. Sama ilmi¢ toistuu uusit-

tavuuden suhteen, jossa suhteellisen keskihajonnan nousu mitatun konsentraation pie-

nentyessa on jyrkempi. Myos toistettavuuden ja uusittavuuden maarittdmiseksi tulisi

mittausjérjestely toisintaa, silla validoinnin tavoitearvoja ei saavutettu ja mahdollinen

varmennetun vertailumateriaalin pitoisuuden laskeminen raakavesimatriisissa olisi sel-

vitettava.

5.1.3 Systemaattinen virhe

Systemaattisen virheen alustavaksi arvioimiseksi kaytettiin laimennossarjan 11.4 (1)

rinnakkaisten mitatun konsentraation tuloksia, jotka sijoitettiin kappaleessa 4.2.3 esitet-

tyihin yhtaldihin. Tulokset on koottu kuvioon 6.
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Systemaattinen virhe eri pitoisnuksilla

45 00 - Kaavioalue

35,00
30,00
25,00
20,00
15,00

10,00
oo B =
0,00 . | | . ;
2,5 1,25 0,625 03125  0,15625
Konsentraatio (pph)

KUVIO 6. Systemaattisen virheen vaihtelu eri konsentraatioilla

Kuviosta on nahtévissa, etta systemaattinen virhe kasvaa madaritysalueen rajoilla odote-
tusti, joskin kalibrointisuoran ilmoitetun k&&nnepisteen (0,719 ppb) l&hell& virhe on suu-
rempi kuin sitd seuraavilla konsentraatiotasoilla. Maaritysalueen ylérajalla virheen kas-
vu on osin selitettavissa silld, etta kaanteisessd menetelmassa suurimmalla analyyttipi-
toisuudella on pienin absorbanssi. Myds systemaattisen virheen laskemisen suhteen li-

samittaukset olisivat suotavia, jotta nahtaisiin kuinka tulokset jakautuvat.

5.1.4 Funktionaalinen herkkyys

Funktionaalisen herkkyyden arvioimiseksi hyodynnettiin edelld mainittujen laimennos-
sarjojen alimpien konsentraatiorinnakkaisten tuloksia, joille laskettiin CV% ja absoluut-

tinen mittausvirhe. Tulokset on koottu taulukkoon 5.

Kahden ensimmadisen sarjan CV%-arvo on hyvéksyttavalla tasolla (<20 CV%), joille
laskettu 60% absoluuttinen mittausvirhe on myo6s pédosin rajoissa. Viimeisen sarjan,
12.4, tulokset ylittdvat molemmat ehdot — t&t4 selittdd mahdollisesti laimennossarjan
mittauksen virhetekijat eika tulos talta osin ole vertailukelpoinen. Tuloksia voidaan ver-

rata maaritysrajan maarittamisen yhteydessé saatuihin tuloksiin.
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TAULUKKO 5. Funktionaalisen herkkyyden méaritys

Teoreetti- . . .
Mitattu Sallittu absoluuttinen mitta-
nen kon- Abs. Mit- . s .
Sarja _ konsentraa- CV% usvirhe (60% maaritysrajan
sentraatio tausv.
tio (ppb) arvosta) = + 0,0938
(ppb)
0,2504 0,0942 | Ei toteudu
11.4 (1) |0,1563 18,47
0,1926 0,0363 | Toteutuu
0,1023 0,0539 | Toteutuu
11.4.(2) | 0,1563 14,65
0,0831 0,0731 | Toteutuu
0,0441 0,1122 | Ei toteudu
12.4. 0,1563 40,28 _
0,0245 0,1317 | Ei toteudu

5.1.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus maaritettiin MUKit-ohjelmalla kahden eri harhan méérittajan avulla
vertailun vuoksi (kuvio 7 ja 8). Kuviossa 7 esitetyn tuloksen osalta harhan maaritykseen
kaytettiin 11.4 (1) saantokokeiden tuloksia ja uusittavuuden maaritykseen kitin omien
kontrollin (0,75 ppb ja 0,30 ppb) rinnakkaistuloksia.

Pitoisuusalue | Uusittavuuden u Harhan u. YhdIStEtt.Y - La_a]ennetEu

(ua/1) maEritvs (Rw) masritvs (bias) | standardiepdavarmuus | mittausepdvarmuus

Ha i (%) v (%) | (%) (%)
Kontrollindytteista
ja rutiiningytteiden | 0,17 | Saantokokeet | 25,90 | 25,90 g2
rinnakkaistuloksista

KUVIO 7. Mittausepavarmuusestimaatti saantokokeiden perusteella, sarja 11.4 (1)

Kuviossa 8 esitetyn tuloksen osalta harhan mééaritykseen kaytettiin varmennetun vertai-
lumateriaalin kahta eri konsentraatiotason (1,0 ppb ja 0,5 ppb) rinnakkaistuloksia ja
uusittavuuden maééritykseen kitin oman kontrollin (0,75 ppb) rinnakkaistuloksia silla
oletuksella, ettd kyseinen kontrolli kattaa koko analyyttisen prosessin.

Pitoisuusalue | Uusittavuuden | Harhan u. YhdIStEtt.v = La_a]ennetEu
(Rw) (bias) | standardiepdvarmuus | mittausepdvarmuus

(pg/l) madaritys (%) madaritys (%) (%) (9%0)

Kontrollindyte Varmennetun

joka kattaa vertailumateriaalin
0,15-5 koko 0,11 | tai 37,96 | 37,96 76

analyyttisen kontrollindytteen

prosessin tuloksista

KUVIO 8. Mittausepavarmuusestimaatti varmennetun vertailumateriaalin perusteella
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Tulokset ovat luonteeltaan alustavia arvioita mahdollisesta laajennetusta mittausepa-
varmuudesta, ja menetelmé&a kehittdessa tulee paattdd mista harhan méarittajasta lasket-
tuna annetaan luotettavin kuva todellisesta mittausepdvarmuudesta. Huomioon tulee
ottaa myds mittausepavarmuuden laskeminen erikseen eri konsentraatiotasoille, jossa
tapauksessa ohjelmaan sy6tetdan ainoastaan niiden konsentraatiotasojen tulokset, joille
epavarmuus halutaan laskea (Mattsson 2017). Mikali laajennettu mittausepédvarmuus
asettuu prosenttiin 60 % esimerkiksi konsentraatioalueella 0,5 — 1, O ppb, mittaustulok-
selle 0,60 ppb ilmoitettaisiin tulokseksi 0,60 +0,36 ppb, jolloin voitaisiin vield luotetta-

vasti todeta konsentraation olevan alle 1,0 ppb.

5.1.6 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamis- ja méaaritysraja arvioitiin 10 nollandytteen tuloksista, joista yhdeksélle oli
mahdollista laskea pitoisuus seka 8 nollastandardin tuloksista, joista viidelle oli mahdol-
lista laskea pitoisuus. Nollandytteet valmistettiin Milli-Q-vedesté ja ajettiin omana sar-
janaan, nollastandardit on ajettu osana jokaisen kitin kalibrointisuoraa. Tulokset ja ver-
tailu Kitin valmistajan esittdmiin rajoihin seka Kittien omien nollastandardien tuloksiin

on esitetty taulukossa 6.

TAULUKKO 6. Toteamis- ja méaaritysrajan arviointi

Nollastandardi Nollanayte
n tuloksia 5 9
C (ka) 0,03 0,05
Keskihajonta 0,02 0,04 Kitin rajat
Toteamisraja (ppb) 0,06 0,12 0,09
Maaritysraja (ppb) 0,18 0,37 0,15

Molemmat nollanédytteiden tilastollisella késittelylla lasketut rajat ovat ratkaisevasti
korkeampia kuin valmistajan ilmoittamat, maaritysrajan ollessa noin 60 % korkeampi ja
toteamisrajan noin 27 % korkeampi ilmoitetusta, kun taas nollastandardien tulos on
méaritysrajan osalta vain noin 16 % korkeampi ja toteamisraja alle valmistajan rajan.
On mahdollista, ettd menetelman toteamis- ja maaritysrajoja madrittaessa ei voida kéyt-

taé nollandytemenetelmad, vaan rajat voidaan méaarittaa nollastandardin tuloksista.
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5.1.7 Halytys- ja toimintaraja

Alustava arvio halytys- ja toimintarajoista on koottu taulukkoon 7. Mittaustulosten k-
sittelyyn mennessé 20 vaaditusta mittauksesta 14 on suoritettu kummankin kontrollin
osalta, joten arvion muuttuminen on odotettavissa. Kontrollien tarkat arvot liitteessa x.
Kontrolleille laskettujen rajojen ero on huomattava valmistajan antamiin hyvéksyttyihin
rajoihin nahden kontrollin HA (0,23 — 0,37 ppb) kohdalla: laskettu alempi halytysraja
on 0,072 ppb ja ylempi 0,528 ppb, toimintarajan alarajan ollessa negatiivisen luvun puo-

lella. My6s suhteellinen keskihajonta CVV% on korkeampi kuin kontrollin C kohdalla.

TAULUKKO 7. Halytys- ja toimintarajan arviointi kontrollien tuloksista

Kontrolli Keskiar- | Keskiha- %CV AHR YHR ATR YTR
vo (ppb) | jonta

C (0,75 £0,19 ppb) 0,654 0,117 17,87 | 0,516 | 0,984 | 0,400 | 1,100

HA (0,30 £ 0,07 ppb) | 0,355 0,114 32,20 | 0,072 | 0,528 | -0,043 | 0,643

5.2 Analyysiprosessin optimointi

Uutta menetelméa kayttdon ottaessa pyritdan siihen, ettd menetelmalla kasitelldan tule-
vaisuudessa optimaalinen méara néytteita viikkotasolla sek& kehitetadn tyotapa, joka
vastaa parhaita kéytdntoja. Téassd prosessissa havaittiin, ettd késittelyaikojen kannalta
parhaita tapoja on kiinnittaa putket alustaan, jolloin ne voidaan ravistella samanaikaises-
ti pesun yhteydessd seké sekoittaessa ennen inkubointivaiheita. Pesuvaihe toteutetaan
nokallisella pullolla, jonka kayttd lyhentdd putkien tayttamiseen kuluvaa aikaa ja yh-
denmukaistaa yhden putken altistusaikaa pesureagenssille.

Néaytteiden lukeminen laboratorion omalla spektrofotometrill4 on yhéa vaihe, jonka yk-
sinkertaistamista tulisi harkita, jotta sarjojen kasittely olisi aina yhdenmukaista. Kasitel-
tavien putkien méarad on jokaisella analyysikerralla rajattu siten, etta tulosten tulee olla
luettuna viidentoista minuutin kuluttua viimeisen reagenssin lisdyksestd — k&ytannossa
tdma tarkoittaa sitd, ettd jokainen putki on kaadettava omaan kyvettiinsa mahdollisim-
man tarkasti, véltettava kuplien muodostumista ja kyvetin pintojen tahraamista seka
puhdistettava kyvetti ennen sen asettamista laitteeseen. Erityisesti putkimaéran ollessa
yli 20 putkea per analyysisarja, on viimeisten ndytteiden kohdalla hyvin todennakoista
etta aikaraja ylittyy. Validoinnin yhteydessa seurattiin pesunesteen absorbanssin muu-




37

toksia mitattaessa 1 ml samaa liuosta eri kyveteilla, jolloin havaittiin absorbanssiarvojen
pienoisia muutoksia — tdma indikoi mahdollisesti kyvetin materiaalin (muovin) sopimat-
tomuutta (Mattsson 2017; liite 3).

Validointiprosessin edetessd analyysiketjuun liittyvia tekijoita arvioitiin naytteiden ké-
sittelyn ndkokulmasta myos siten, ettd ndytteiden lukemiseen kulunut aika mitattiin ja
myO6hemmaéssa vaiheessa tarkasteltiin absorbanssin laskemista ajan funktiona (liite 4).
Tuloksista on havaittavissa, ettd jo vartin viive tulosten lukemisessa laskee absorbans-
siarvoja, jotka teoreettisesta konsentraatiopitoisuudesta riippuen nostavat laskettua kon-

sentraatiota merkittavalla prosenttiluvulla.
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6 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Validointimittausten edetessé ja tulosten kasittelyn yhteydessa havaittiin, ettd menetel-
ma on altis usealle mittausepavarmuutta lisadvalle tekijalle. Usean eri reagenssin pipe-
tointi k&sin, vaade kasitelld jokainen putki identtisesti analyysiketjun edetessé seké vali-
dointimenettelyn osana toteutettu spektrofotometrin sovitus analyysiketjuun tulosten
lukemiseen liittyvan aikarajoituksen yhteydessd nayttaytyvét péaasiallisina tekijoina.
Osansa tulosten epdvarmuuteen antaa se, ettei varmennettua vertailumateriaalia kéaytta-
malla saatu tarpeeksi vertailukelpoista aineistoa, vaan osa mittauksista on mahdollisesti
tehtdva uudelleen. Tdman opinndytetyon puitteissa ei aikakysymyksen vuoksi kuiten-
kaan enda késitelld mahdollisia tulevia mittauksia, vaan ehdotukset tehd&éan saatujen

tulosten ja kokemuksien pohjalta.

Menetelména kyseinen ELISA-sovellus sopii alustavasti raakavesimatriisissa olevan
mikrokystiini-LR kongeneerin méaarittamiseen, jos tarkastellaan vain laimennossarjaa
11.4 (1) ja kahdella eri pitoisuudella (0,5 ppb ja 1,0 ppb) tehtyjen mittausten tuloksia.
Lis&&d mittauksia voisi mahdollisesti tehdd oikeista luonnonnéytteistd, jotta padstaan
havainnoimaan valmistajan suosittamaa jaadytys-sulatussyklin vaikutusta konsentraati-
oon esimerkiksi eri kertoja pakastettuja naytteita spiikkaamalla ja laskemalla raakave-

den ja lisdysnaytteen erotus.

Kitin reagenssien pakkausratkaisuista on havaittavissa, ettd reagensseja voi pipetoida
injektoimalla injektiokorkkien johdosta — my6hemmin valmistajan sivuilta 16ytyi laite,
jonka avulla koko analyysin voi suorittaa automatisoituna. Tassa valossa koko ana-
lyysiketjun suoritus manuaalisena toimenpiteend heréttdd kysymyksen siitd, kuinka pal-
jon virtaviivaisempi ja ajallisesti yhtendinen menetelma olisi automatisoituna. Mahdol-
lisesti samalla kerralla ké&siteltavien ndytteiden maaraa voisi nostaa ja yhden tydvaiheen
mahdollisine virhel&hteineen (kyvetit) poistaa, jos spektrofotometri korvattaisiin val-

mistajan juuri tatd menetelmaa varten kehittdmalla fotometrilla.

Erés vaihtoehto ja suurempien néytemaéarien kerralla kasittelyn mahdollistava suunta on
vaihtaa kyseinen putkimenetelm& kuoppalevymenetelm&én, joka on yleisempi ndista
kahdesta. Opinndytetyon tiedonkeruuvaiheessa kavi ilmi, ettd ainakin yhdessa suoma-

laisessa laboratoriossa kaytetdan akkreditoitua kuoppalevymenetelméd mikrokystiini-
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LR:n maéarittdmiseen, mutta muilta osin tiedonkeruu Suomessa kaytdssé olevista mene-

telmistd ei ollut menestyksekésté.

Yhteenvetona tyostd voidaan sanoa, ettd kyseisen menetelman validointi osoittautui
haastavaksi kokonaisuudeksi: osin epékonventionaalisen kalibrointisuoran ja immuno-
logisen toimintamekanismin vuoksi ja osin siksi, ettd lahdemateriaalit viittaavat use-
ammin biologisten nédytteiden analysointiin kuin fykotoksiinien analysointiin, jolloin
menetelmaa validoitaessa ei vélttdmatta ole otettu huomioon kaikkia analyytille tyypilli-
sié tekijoitd. Menetelméssa voidaan kuitenkin ajatella olevan potentiaalia korkean spesi-

fisyytensd vuoksi, ja tulevaisuudessa validointimenettely voidaan saattaa loppuun.
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LITTEET

Liite 1. Esimerkki yksittaisen kitin mittaussuunnitelmasta

Pwvm

VALIDOINTIMITTAUKSET
Kitti 0 Kit lot 17A1927

Mitataan 1z arja kalibrointizuoraa, 1zarja vah. 10 nollaz (MilliQ)] seka 1=ana kalibrointiliuokzia 0, 0.4 ja 5 ja kantrollien
rinnakkaisia. Kalibrointiliuokset 0, 0.4 ja 5 mitataan ndutteing ja testataan varikompleksin hajoamista mittaamalla
liuokszet tietyin intervallein spektrafotometrill 3 (15 min). Livokset pidetisn péydsllE mittausten vililE normaalien

halutyz- ja toimintarajaa.

Mittausjarjestelyt & tarvittavat reagenssit

Mittauksille tarvitaan Putkia a0,
Standardirinnakkaiset (0-5 pph) 12
Pesuliuos 1100 ml Kontrollirinnakkaiset (0,75 ppb, 0,30 ppb) 4
C 3 ml Tarvitaan putkia kalibrointisuoraan 16
HA 3 ml 133 putkia 24
mMillic 5 mil Nollarinnakkaiset (Milli-Q) 10
Nayterinnakkaiset (0 pph, 0,4 pph, 5 pph) + C, HA G
SARJA L Putkia SARJA Z Putkia SARJA 3 Putkia
Standardit & kontrallit Mallazarja Mautest. & kontrollit
0,0 (a) 1. Molla[Millig) 1 0,0 (a)
0,0 (b) 2 1. Molla{Millia) 1 0,0 (b) 2
0,15 (&) 2. Molla[Millig) 1 0,4 (a)
0,15 (b) z 2. Molla[Millig) 1 0,4 (b) 2
0.4 (a) 3. Nella[Millia) 1 5,0 (a)
0,4 (b) 2 3. Molla[Millig) 1 5,0 (b) 2
1,0 (a) 4. Molla[Millig) 1 C (a)
1.0 (b) 2 4. Molla[Millia) 1 C (b} 2
2,0 (a) 5. Molla[Millig) 1 Ha (a)
2,0 (b) z C. Molla[Millig) 1 HA (b) 2
5,0 (&) ¥ht. 10 C {a) 2
5,0 (b) 2 Cib)2 2
C (a) HA (a) 2
C (b) 2 HA (b) 2 2
Ha (&)
HA (b) 2 Yht. 14
Yht. 16

1. Ajetaan sarja 1 (16 putkea), otetaan tulokset
talteen. 2. Ajetaan nollasarja (10 putkea), otetaan
tulokset talteen. 3. Ajetaan sarjad (14 putkea),
mitataan naytestandardit 0, 0,4 ja 5 uudelleen 10
min intervallein valein absorbanssin muutoksen
selvittdmiseksi. Kontrollirinnakkaisten tulokset
kergtdan halytys- ja toimintarajojen laskemiseen.
Sarjojen 1 ja 3 absorbanssieroista voidaan
paatelld, vaikuttaako aikaero mittauksissa

tuloksiin.
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Liite 2. Esimerkki yksittéisen Kitin tuloksista

VALIDOINTIMITTAUKSET

4-PL parametrit

~ .

Y=D+{A-D)/{1+{X/C)*B)

Pvm 27.4.2017 Kit lot 1781927 Kesto 7h A Max 0,80|X=C*({A-D/¥-D)-1}*1/B
Tekijs RR {kitti Q) Lampétila 20°C B Slope 1,04
SARJA 1. Standardit, kontrollit C 1€50 1,12
Nimi C[ppb) Abs. Ka sD %CV (%RSD] B/BO C{mitattu WS ABS D Min 0,01
St. 1(a) 0.0 0,771 ‘o.o,mmhmm 0,219 SSE 0,0001
5t.1(b) ! 0,832 0,802 0,0431 5,382 100 %[ #LUKU! rn2 1,000
St. 2 (a) 015 0,716 Standardit & sovitus
5t. 2 (b) 0,718] 0,717 000141 0,197 29% Nimi C(ppb) Abs. (ka), Sovitus [¥ 5q. Res.
St. 3 (a) 04 0,599 St. 1 0,0 0,802 0,802( 8,64E-07
5t 3 (b) ' 0,601 0,600 0,00141 0,24 75% St. 2 0,15 0,717 0,715( 3,06E-06)
st.4(a) 10 0,427 St. 3 0,4 0,6 0,599| 2,68E-07|
St. 4 (b) ’ 0,419 0,423 0,00566 1,337] 53% St. 4 1,0 0,423 0,428| 2,18E-05]
5t.5(a) 0 0,281] St.5 2,0 0,2925 0,288 2,41E-05|
5t. 5 (b) i 0,304 0,293 0,01626 5,560] 36% St.6 500 0,1435 0,145 2,47E-06|
St. 6(a) so0 0,148 Kontrollit
st. 6 (b) ) 0,139 0,144  0,00636 4,43 18 % C{mitattu Nimi Cppb) * Abs. (ka), C (mitattu)
C(a) 055 0,463 0,841756) c 0,75 0,19 0,471 0,809
C(b) 0,479 0,471 0,01131 2,402 59%)| 0,777536) RAJAT, C 0,94 0,56|Rajoissa  Kylla
HA (a) 030 0,581 0,448262) HA 0,30 0,07 0,578 0,458
HA (b} 0,574 0,578 0,00495 0,857 729%| 0,467299 RAJAT, HA 0,37 0,23|Rajoissa Ei
SARJA 2. Mollat (Milli-Q)
Nimi C (ppb) Abs. Ka sD HCV (%RSD) C{mitattu WS ABS Residuaalitesti
Nolla{mQ 0 0,782 0,0343 0,220 Nimi Abs. (ka), Sovitus (Y Residuaali
Nolla{MQ 0,797 0,7895 10,0106 1,343 10,0094 Huom! Vain mitattufst. 1 0,802 0,802 -0,0009
Nolla{MQ o 0,839 #LUKU! St. 2 0,717 0,715 0,0017|
Nolla{MQ| 0,792| 0,8155 00332 40753 0,0178] St. 3 0,600 0,599 0,0005
Nolla{MQ| o 0,801 0,0026 St.4 0,423 0,428| -0,0047]
Nolla{MQ 0,734 0,7675 0,0474 6,1728| 0,1160| St 5 0,293 0,288 0,0049
Nolla{MQl o 0,739 10,1072 St. 6 0,144 0,145 -0,0016)
Nolla{MQ| 0,778 10,7585 0,0276  3,6358] 0,0409
Nolla{MQ| o 0,757 0,0760)
Nolla{MQ 0,779 0,763 0,0156 2,0256| 10,0392

/r 0,500
0,400

4 Sarjal

—Sovitus (Y)

./ 0,300
0,200

0,100

01

| 0,000
1,0 100

Kalibrointikuvaajan residuaalit

10,0000

-0,0020

-0,0040

-0,0080
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data 1/2

isuorien

Liite 3. Kittien kalibroint

KIT LOT: 17A1927

6.4. 11.4 12.4 27.4
rl r2 ka rl r2 ka rl r2 ka rl r2 ka kaikkien ka
0 0,855 0,893 0,874 0,850 0,894 0,872 0,741 0,736] 0,7385 0,771 0,832| 0,8015 0,822
0,15 0,814 0,822 0,318 0,787 0,751 0,769 0,653 0,734 10,6935 0,716 0,718 0,717 0,749
0,4 0,750 0,727 0,7385 0,668 0,675 0,672 0,457 0,563 0,51 0,599 0,601 0,600 0,630
1,0 0,562 0,587 0,5745 0,497 0,478 0,488 0,428 0,385 0,4065 0,427 0,419 0,423 0,473
2,0 0,312 0,403| 10,3575 0,307 0,328 0,318 0,257 0,275 0,266 0,281 0,304| 0,2925 0,308
5,0 0,167 0,168 0,1675 0,164 0,182 0,173 0,157 0,112| 0,1345 0,148 0,139 0,1435 0,155
WS ABS 0,222 WS ABS 0,235 WS ABS 0,221 WS ABS 0,219
Kalibrointisuorien pisteet oL
09 Kootut kalibrointisuorat
0,9
“ 0,8 m 64 '
7 - 0,7 m 64 !....r/ 0,8
3
/ A 114 = 0,7
4 H o6 —=~
* ] —6.4.
/ = s 114 0,6
05 E . 11.4
JQ./ E 124 05 E 124
'Y o 04 = =
= e 124 04 S —3T.4
g
0,3 & 274 - keskiarvo
0,3
0,2 e 274
/m . 0,2
0.1 ——kaikkien
ka 0,1
_ i 0
01 1 10 _ _ 0
01 1 10

Konsentraatio 10log

Konsentraatio 10log
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Liite 3. Kittien kalibrointisuorien data 2/2

0,04
0,03
0,02

x

0,01

-0,01

-0,02

x

-0,03

-0,04

-0,05

Residuaaliarvojen jakautuminen eri kittien kalibrointisovituksessa

Kalibrointiliues (pph)

mG4
mi114.
miz4.

m274
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Liite 4. Ajan vaikutus kalibrointiliuosten absorbanssiin ja konsentraatioon

t=0
t=15
t=30

t=60

t=0

t=15
=30
=45

Muutos absorbanssissa

Oppb Muutos%| 0,4ppb Muutos®| 5Sppb Muutos%
0,839 0,679 0,1855]
0,821 21 0,859 3.0 0,170 8.4
0,808 3,7 0,647 4.8 0,1665 10,2
0,791 5,7 0,630 7.3 0,161 13,2
0,773 7,8 0,613 27 0,155 16,4
Muutos konsentraatiossa
0 ppb* Muutos%| 0,4ppb Muutos¥| Sppb  Muutos%
ei luet. 0,220 3,677
0,009 0,263 19,3 4,109 11,8
0,029 210,2 0,289 31,1 4,218 14,7
0,059 526,1 0,327 48,6 4,398 19,6
0,086 813,2 0,366 66,4 4,611 25,4

*Laskettu 1 rinnakkaisesta

Standardit 0, 0,4 ja 5 ppb mitattiin tunnin ajan vartin valein mainitussa
jarjestyksessa. Ajanlasku aloitettiin heti, kun ensimmaisell3 (t=0)
mittauskerralla kaikki oli mitattu (huom. Mittausaika 6 min}. Muutos%
vertaa muutosta arvoon hetkella t=0.

0,90
0,85
0,30
0,75
0,70
0,65
0,60
0,55
0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

¥

Absorbanssin muutos ajan kuluessa

B0 ppb
kalibrointiliuos

B 0,4 ppb
kalibrointiliuos

W5 ppb
kalibrointiliuos

t=0 t=15 t=30 t=45 t=60
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Liite 5. Kitin kalibrointisuorien vertailu valmistajan ilmoittamiin arvoihin

*Arnvioitu kuvaajalta

B/BO-arvot Tulokset* Vertailuarvot 90 % B/BO 50 % B/BD
Pym Kitti 0,0 0,15 0,40 1,0 2,0 5,0 90% 50% 90% 50%|Poikkeama Virhe% |Poikkeama Virhe%
6.4.2017|2 00%| 94%| 84%| 6% 41%] 19% 0,25 1,62 0,08 0719 0,16 177,78 0801 125,31
11.4.2017|x 100%| 88%| 77%| s56%| 36%| 20w 0,13 1,30 009 0719 004 4444 0581  B081
12.4.2017|Y 100%| 94%| 69%| 55%| 36%| 18% 0,19 1,26 008 0719 0,10 111,11 0541 75,24
27.4.2017|a 100%| 89%| 75%| s3w| 3ew|  18% 0,14 1,17 009 0719 0,05 5556 0451 62,73
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