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Tama opinnaytetyo tehtiin toimeksiantona Tampereen Keliakiatutkimuskeskuk-
selle (CeliRes). Opinnaytetyon tavoitteena oli vertailla eri kaupallisten testien toi-
mivuutta keliakian diagnostiikassa ja mahdollisesti tata kautta saada tieto, mika
testeista toimisi parhaiten ensisijaisena seulontatestina. Tarkoituksena oli ver-
tailla neljan eri valmistajan kaupallista ELISA-menetelmaan perustuvaa vasta-ai-
netestia diagnostisten tunnuslukujen avulla. Testikohtaisesti maaritetyt tunnuslu-
vut olivat sensitiivisyys, spesifisyys, PPV eli positiivinen odotusarvo ja NPV eli
negatiivinen odotusarvo. Taman lisaksi maaritettin myos kullekin testille You-
denin indeksi seka suoritettiin ROC-analyysi. Diagnostiset tunnusluvut maaritet-
tiin yhteensa noin 760 seeruminaytteen avulla.

AUC-arvot vaihtelivat valilla 0,954 — 0,992. Paras arvo (0,992) saavutettiin Pha-
dian EliIA™ Celikeylla ja pienin arvo (0,954) saatiin Eurospital Eu-tTG® -testilla.
Sensitiivisyyden osalta parhaiten parjasi Inova QUANTA Flash® h-tTg IgA (97,8
%) ja spesifisyyden osalta Celikey (99,2 %). Suurin PPV (97,5 %) saavutettiin
Celikeylla ja suurin NPV (99,0 %) Inovalla. Muilla paitsi Inovalla laskennallinen
viitearvo oli alempi kuin valmistajan ohjeistama viitearvo.

ROC-analyysien perusteella kaikki vertaillut testit soveltuvat erinomaisesti kay-
tettavaksi keliakian diagnostiikassa. Phadia Oy:n valmistama EIIA™ Celikey suo-
riutui hyvin testien valisessa vertailussa. SPSS-ohjelman avulla tehdyn ROC-
analyysin perusteella Celikey oli testeista suorituskykyisin. Kaikkien testien koh-
dalla olisi mahdollisesti syyta harkita viitearvojen muuttamista paremman sensi-
tilvisyyden ja spesifisyyden saavuttamiseksi.

Asiasanat: ELISA, keliakia, transglutaminaasi 2, ROC-kayra
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This thesis was commissioned by the Celiac Disease Research Center (CeliRes)
located in Tampere. The aim was to compare different commercial tests used in
diagnosis of Celiac Disease and by that way to possibly authenticate a test which
could be used as a primary test in the screening of Celiac Disease. The purpose
of this thesis was to compare four different IgA-specific transglutaminase ELISA-
tests from different manufacturers by calculating sensitivity, specificity, PPV and
NPV with results from approximately 760 serum samples. In addition to above-
mentioned, also Youden'’s Index was calculated for each test.

The AUC values varied from 0,955 to 0,992. The best value was obtained with
Phadia’s EIlIA™ Celikey and the least with Eurospital’s Eu-tTG®. The best sensi-
tivity was obtained with Inova QUANTA Flash® h-tTg IgA (97,8 %) and the best
specificity with Phadia EIlIA™ Celikey IgA. Celikey and Inova also obtained the
best PPV and NPV. All but Inova had the calculatory cut-off value below the one
given by the manufacturer.

According to the ROC-analysis all the tests did well and could be used in diagno-
sis of Celiac Disease. Phadia’s ElIA™ Celikey had the best overall performance.
The results calculated with Youden’s Index suggest that the cut-off value of all of
the participated tests should be modified. It is important to determine the labora-
tory’s own cut-off values for each test as laboratory methods and populations vary
all over the world.

Key words: ELISA, celiac disease, tissue transglutaminase, ROC curve
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LYHENTEET JA TERMIT

Autovasta-aine
ELISA

EMA
ESPGHAN

Haplotyyppi
HRP

Viitearvo

Elimiston omia proteiineja vastaan kohdistuva vasta-
aine

Entsyymivalitteinen immunologinen maaritysmenetelma
Endomysiumvasta-aine

European Society for Paediatric Gastroenterology, He-
patology and Nutrition

Yhden tai useamman alleelin ryhma
Piparjuuriperoksidaasi

Immunoglobuliini eli vasta-aine

Immunoglobuliini A

Immunoglobuliini G

Negative Predictive Value eli negatiivinen odotusarvo
Positive Predictive Value eli positiivinen odotusarvo
Transglutaminaasi 2-vasta-aine
3,3',5,5'-tetrametyyli-(1,1'-bifenyyli)-4,4'-diamini
Kudostransglutaminaasi

Upper Limit of Normal eli viitealueen ylaraja

Raja-arvo, jonka ylittavat arvot tulkitaan positiivisiksi tes-
tituloksiksi ja alittavat negatiivisiksi testituloksiksi.



1 JOHDANTO

Keliakia on autoimmuunisairaus, jossa viljan valkuaisaine, gluteeni, aiheuttaa
ohutsuolessa autoimmuunireaktion osalla henkildista, joilla on geneettinen alttius
siihen. Gluteenin aikaansaamien suolisto-oireiden lisaksi potilailla voi esiintya oi-
reita myods muualla elimistdéssa, kuten iholla. Aina oireita ei kuitenkaan ilmene,
mika tekee keliakian diagnostiikasta hankalaa. (Salmi, Lindfors, Kurppa & Kauki-
nen 2017.)

Muiden autoimmuunisairauksien tapaan myos keliakian esiintyvyys on lisaanty-
nyt viime vuosikymmenten aikana. Tahan ei ole syyna ainoastaan diagnostiikan
paraneminen vaan myos taudin todellinen lisaantyminen vaestdssa. Suomessa
keliakiaa sairastaa noin 2 prosenttia aikuisvaestosta. (Kaukinen, Collin & Maki
2010.)

Hoitamattomana keliaakikoille kehittyy useimmiten IgA-luokan vasta-aineita ke-
hon omaa proteiinia, transglutaminaasi 2:ta, vastaan. Keliakian ensisijaisena
seulontatestina kaytetaan juuri taman autovasta-aineen mittaamiseen kaytettavia

transglutaminaasi 2- seka endomysiumvasta-ainetesteja. (Salmi ym. 2017.)

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia kaupallisten transglutaminaasi 2-
vasta-ainetestien toimivuutta keliakian diagnostiikassa diagnostisia tunnuslukuja
hyvaksi kayttaen. Keliakian diagnostiikan painottuminen yha enemman veresta
mitattujen vasta-aineiden pitoisuuksien mittaamiseen on tehnyt aiheelliseksi ver-

tailla naita testeja.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla neljaa IgA-luokan kudostransglutami-
naasin mittaamiseen kaytettavaa testia potilasnaytteiden avulla. Tyéssa mukana
olleet testit olivat Phadia EIIA™ Celikey (tTG) -, Eurospitalin Eu-tTG® -, Inovan
QUANTA Flash® h-tTg IgA ELISA- ja ORGENTECIin Anti-Tissue-Transgluta-

minase IgA -testeja.



2 TAUSTA

2.1 Keliakia

Viljan gluteeni aiheuttaa keliakiaa sairastavilla limakalvolla tulehdusreaktion, vil-
lusatrofian eli suolinukkakadon, kryptahyperplasian eli kuopakkeiden syvenemi-
sen seka mahdollisesti kliinisia oireita (KUVA 1) (Salmi ym. 2017). Taman lisaksi

potilaille kehittyy autovasta-aineita kehon omaa transglutaminaasi 2-proteiinia

vastaan. Keliakiaan sairastuminen vaatii gluteenin lisaksi myos geneettisen alt-
tiuden, ja lahes kaikilla keliaakikoilta 10ytyy perimasta HLA-DQ2 tai HLA-DQS8
haplotyypit. (Lindfors ym. 2019.)

KUVA 1. Ylapuolella terveen ihmisen ohutsuolen limakalvo ja alapuolella ke-

liakiaa sairastavan ohutsuolen limakalvo (Celiac Disease Foundation 2015)

Gluteenin aiheuttaman limakalvovaurion seurauksena ravintoaineiden imeytymi-
nen suolesta vereen hairiintyy, jolloin syntyy keliaakikolle tyypillisia oireita, kuten
erilaisia vatsavaivoja. Keliaakikoilla on myds suurempi todennakaoisyys sairastua

muihin autoimmuunisairauksiin, kuten tyypin 1 diabetekseen. (Mustajoki 2017.)

Ihokeliakia (dermatitis herpetiformis) on yksi keliakian muodoista ja se aiheuttaa
rakkulaista ihottumaa taipeissa, pakaroissa seka hiusrajassa. lhokeliaakikoilla



suolisto-oireet ovat vahaisia tai niita ei valttamatta esiinny lainkaan. Myos ihoke-
liakiaa sairastavilta 10ytyy kuitenkin suolistosta limakalvovaurio. (Kaukinen ym.
2010.)

2.1.1 Esiintyvyys

Ennen 1990-lukua keliakiaa pidettiin harvinaisena vaivana, joka koski ainoastaan
lapsia ja lansieurooppalaisia. Nyt tiedetaan, etta keliakia on naisilla yleisempi kuin
miehilla ja etta se voi laueta missa iassa tahansa gluteenille altistumisen jalkeen

seka koskea minka tahansa etnisen ryhman edustajaa. (Lindfors ym. 2019.)

Diagnostiikan kehittyminen seka transglutaminaasi 2- seka endomysiumvasta-
ainetestien kayttoonotto on johtanut yha useamman keliakiapotilaan diagno-
soimiseen seka mahdollistanut sairauden realistisemman esiintyvyyden arvioimi-

sen vaestossa. (Lindfors ym. 2019.)

Coeliac disease
seroprevalence (%)
| 2.1-85

1.5-2.0

0.9-1.4

0.2-0.8

Mo data

KUVA 2. Keliaakikkojen prosentuaalinen osuus maiden vaestosta serologisten

vasta-ainetestien perusteella. (Lindfors ym. 2019)

Keliakiaa diagnosoidaan aikuisialla yha enemman. Suomessa keliakiaa sairasta-
via aikuisia epailldan olevan jopa 2-3 %. (Mustalahti ym. 2010; Catassi, Gatti &
Fasano 2014 & Mustajoki 2017.) Tama luku on huomattavasti suurempi kuin esi-
merkiksi Saksassa, jossa tautia esiintyy vain noin 0,2 - 0,3 %:lla vaestosta, vaikka



gluteenisaanti ja geneettiset tekijat keliakian kannalta eivat merkittavasti eroa
(Mustalahti ym. 2010; Catassi ym. 2014). Euroopassa keliakiaa esiintyy keski-
maarin noin prosentilla vaestosta. Lapsilla keliakiaa tavataan aikuisia harvemmin,
silla kouluikaisista suomalaislapsista noin prosentilla oletetaan olevan keliakia.
(Maki ym. 2003.)

2.1.2 Oireet ja hoito

Keliakian taudinkuva voi olla kaikkea oireettoman ja vaikeiden, arkipaivaa hait-
taavien oireiden valilta. Keliakian oireet ovat useimmiten suolistoperaisia ja naita
ovat muun muassa ripuli, ummetus ja erilaiset vatsavaivat. Myos erilaiset imey-
tymishairiot seka laihtuminen voivat kielia keliakiasta. Suoliston ulkopuolisiakin
oireita on kuitenkin monia ja yksi yleisimmista suoliston ulkopuolisista ilmenemis-

muodoista on ihokeliakia. (Keliakia: Kaypa hoito -suositus 2018.)

Keliakian ainoa hoitomuoto on gluteeniton ruokavalio, jota keliaakikon tulee nou-
dattaa elinikaisesti, jotta oireita ei ilmenisi (Mustajoki 2017). Gluteenittomalla ruo-
kavaliolla oireet paaosin haviavat ja ohutsuolen limakalvovaurio paranee. Joissa-
kin harvoissa keliakiatapauksissa edes tiukka gluteeniton ruokavalio ei helpota
potilaan oireita. Tallaista keliakiaa kutsutaan refraktaariseksi keliakiaksi. (Kauki-
nen, llus, Vornanen & Collin 2012.) Joissain tapauksissa diagnosoiduille keliaa-
kikoille voidaan tehda seurantabiopsia, jonka tarkoituksena on seurata ohut-
suolen limakalvon korjaantumista gluteenittomalla ruokavaliolla. Veren transglu-
taminaasi 2-vasta-ainepitoisuuksia mittaamalla voidaan varmistaa gluteenitto-
man ruokavalion tehokkuus, mutta nama vasta-ainepitoisuudet voivat normalisoi-
tua vasta parinkin vuoden paasta, mikali diagnosointivaiheessa mitatut transglu-

taminaasi 2-vasta-ainepitoisuudet ovat korkeat. (Salmi ym. 2017.)

2.1.3 Diagnostiikka

Keliakian diagnostiikassa ensisijaisena seulontana kaytetaan serologisia vasta-
ainetesteja, joista kaytetyimpia ovat transglutaminaasi 2- seka endomysium-



10

vasta-ainetestit. Uusien, 18.12.2018 voimaan astuneiden Kaypa hoito -suositus-
ten mukaan Suomessa keliakiadiagnoosiin riittda positiivinen tulos endomysium-
vasta-ainetestista seka korkea, yli 10 kertaa viitealueen ylarajan ylittava transglu-
taminaasivasta-aine-arvo. Jos edes toinen mainituista kriteereista ei tayty, niin
diagnoosia ei voida todeta ilman ohutsuolesta otetusta koepalassa todettavaa
suolinukkavauriota. HLA-maaritysta ei tarvita keliakiandiagnostiikassa peruster-
veydenhuollossa, vaan sita kaytetaan ongelmatilanteissa. (Kaypa hoito 2018.)

Kaypa hoito -suositukset elavat jatkuvasti uusien tutkimusten ansiosta. Ennen
uusimpia, vuonna 2012 laadittuja Kaypa hoito -suosituksia, ESPGHAN:In kritee-
rien mukaan yli 10-kertainen vasta-ainearvo seka positiivinen tulos endomysium-
vasta-ainetestista kelpasi ainoastaan lapsilla riittavaksi perusteeksi keliakiadiag-
noosin toteamiseksi. Kaupallisten transglutaminaasi 2-testien mittausalueet ja vii-
tearvot kuitenkin vaihtelevat testien valilla, mutta yli 10-kertainen vasta-ainearvo
viitealueen ylarajaan nahden nayttaa kuitenkin olevan luotettava kaikkien testien
osalta. (Husby ym. 2012.)

Keliakiaa sairastavilla on muuta vaestoa todennakoisemmin selektiivinen IgA-
luokan vasta-aineiden puutostila, jolloin tallaiset henkilot saavat negatiivisen tu-
loksen IgA-luokan vasta-ainetestista. Negatiivinen testitulos nailla henkiloilla ei
poissulje keliakiaa, jonka vuoksi tallaisissa tapauksissa on syyta mitata myos
lgG-luokan transglutaminaasi 2-vasta-ainearvot. Mikali potilas ei kuitenkaan karsi
IgA-luokan vasta-aineiden puutostilasta, niin ei ole syyta mitata IgG-luokan vasta-
ainearvoja. (Kaypa hoito 2018.)

Keliakian diagnostiikassa kaytetaan joskus myds peptidigliadiinivasta-ainetes-
teja, jotka ovat modifioituja versioita normaaleista gliadiinivasta-ainetesteista.
Peptidigliadiinivasta-ainetestit eivat kuitenkaan ylla sensitiivisyyden ja spesifisyy-
den osalta samalle tasolle transglutaminaasivasta-ainetestien kanssa, vaikka ero
naiden testien valilla ei ole huomattavan suuri. (Lewis & Scott 2010.) Nama testit

eivat kuitenkaan ole Kaypa hoito -suosituksessa mukana. (Kaypa Hoito 2018.)

Markkinoilla on saatavilla myos transglutaminaasi 2- ja peptidigliadiinivasta-ainei-
den mittaamiseen perustuvia pikatesteja, joiden avulla voidaan nopeuttaa ke-
liakiadiagnostiikkaa. Positiivinen tulos pikatestista ei kuitenkaan automaattisesti
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tarkoita keliakiaa, mutta sen avulla voidaan nopeuttaa potilaan varsinaisen diag-
noosin selvittamista lahettamalla tama varsinaisiin laboratoriotesteihin diagnoo-
sin varmistamiseksi. Lisaksi testia voidaan kayttaa keliakian poissulkemiseen
epaillylla potilaalla. Pikatestit eivat ylla sensitiivisyyden ja spesifisyyden kannalta
samalle tasolle laboratoriotestien kanssa. (Bienvenu ym. 2014.)

Tehokas tapa poissulkea keliakiadiagnoosi on selvittaa, kantaako potilas keliaki-
aan vahvasti yhdistettyja HLA-DQ2 tai HLA-DQS8 -geenialueita. Noin 95 % keli-
aakikoista kantaa HLA-DQ2- ja loput 5 % HLA-DQ8-heterodimeeria. Naiden pe-
rintotekijoiden puuttumisella voidaan kaytannossa pois sulkea keliakia. (Eisen-
berg 2016.) Mikali keliakiadiagnoosi kuitenkin saavutetaan serologisin keinoin,
niin geneettisella testilla ei ole lisdarvoa ja sita suositellaankin kayttamaan vain

erikoistapauksissa (Lindfors 2019.)

2.1.4 Transglutaminaasi 2-vasta-aineet

Transglutaminaasi 2-vasta-aineet ovat keliakialle tyypillisia. Yleisesti ottaen
vasta-aineet ovat veressa vaikuttavia proteiineja, jotka auttavat tekemaan elimis-
tolle vieraat tunkeutujat vaarattomiksi. Autoimmuunisairaudessa vasta-aineet ai-
neet puolestaan kohdistuvat elimiston omia kudoksia tai proteiineja kohtaan vas-
taan, mika usein liittyy kohde-elimen solujen vaurioon ja tata kautta haittaavat
kohde-elimen normaalitoimintaa. Tallaisia vasta-aineita kutsutaan autovasta-ai-
neiksi. Autovasta-aineet saavat elimen hairiintymaan, mika haittaa sen normaa-
litoimintaa. (Mustajoki 2018.)

Transglutaminaasi 2-proteiini on seerumin autovasta-aineiden kohdeantigeeni
keliakiaa sairastavilla. Keliakiassa kudostransglutaminaasin eli transglutaminaasi
2:n keskeinen toiminto on gluteenin sisaltamien gliadiinipeptidien glutamiinitah-
teiden deamidointi ja muuttaminen glutamiinihapoksi. Tama tekee gliadiinipepti-
dien varauksen negatiiviseksi, jolloin ne sitoutuvat tehokkaammin HLA-DQ2/DQ8
-molekyyleihin. Keliaakikoilla tama johtaa immuunireaktioon ja samanaikaiseen
autoimmuunivasteeseen seka vahittaiseen ohutsuolen limakalvovaurion kehitty-
miseen. (Lindfors 2019; Tonutti & Bizarro 2014.)
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3 ELISA-MENETELMA

3.1 Yleista

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) on immunologinen maaritysme-
netelma. Entsyymi-immunomaarityksissa entsyymi on kiinnitetty yhteen reagens-
seista, mika mahdollistaa kvantitatiivisen maarittdmisen varikehityksen avulla.
Tyypillisimpia ELISA-menetelmia ovat suora, epasuora seka sandwich-mene-
telma. Lisaksi kaikkiin edellda mainittuihin menetelmiin voidaan soveltaa inhi-
boivaa ja kompetitiivista ELISAa. (Crowther 2009, 9-11.)

ELISA-menetelmissa on kaytettavissa useita erilaisia sovelluksia ja menetelmilla
voidaankin maarittaa seka antigeeni- etta vasta-ainepitoisuuksia. ELISAssa voi-
daan kayttda esimerkiksi fotometrisesti mitattavia, fluoresoivia, tai kemilumi-
nesenssiominaisuuksia hyvaksi kayttavia leimoja. (Halonen, T. 2004, 94.) Yksi

sovellus on myos biotiini-avidiini valitteinen ELISA (Thermo Scientific 2010).

3.1.1 Suora ELISA

Suorassa ELISA-menetelmassa antigeeni sidotaan kiinteaan faasiin kasittele-
malla kiinteaa pintaa antigeenilla. Antigeenin ja kiintean pinnan valilla tapahtuu
inkubaation aikana passiivista sitoutumista, jonka jalkeen sitoutumattomat anti-
geenit pestaan pois. Sitoutuneita antigeeneja kasitellaan taman jalkeen entsyy-
mileimatuilla, antigeenille spesifisilla vasta-aineilla, jotka tarttuvat kiinni antigee-
niin. Inkubaation jalkeen sitoutumaton entsyymikonjugaatti pestaan pois, jonka
jalkeen lisataan substraattiliuos, jolloin entsyymi ja substraatin valinen reaktio ai-
heuttaa varimuutoksen. Varimuutos keskeytetaan lyhyen inkuboinnin jalkeen py-
saytysliuoksella (stop solution), jolloin substraatin ja entsyymin valinen reaktio
keskeytyy. Tulos voidaan lukea spektrofotometrilla taman jalkeen. (Crowther
2009, 12.) Suora ELISA-menetelma soveltuu parhaiten antigeenin kvalitatiiviseen
ja kvantitatiiviseen detektioon, vasta-aineseulontaan ja epitooppien kartoitukseen
(Lin 2015).
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Kuviosta 1 ndhdaan, etta kuoppaan sidottu antigeeni sitoutuu vasta-aine-entsyy-
mikompleksiin, jolloin havaitaan varimuutos. Varimuutoksen avulla voidaan mi-

tata maaritettavan yhdisteen konsentraatio.

Vasta-
aineeseen
linkattu
entsyymi

e e N
S R > R NG

antigeeni - \.
- “w &
- @ - @

Vasta-aine

KUVIO 1. Kuvasarjassa esiteltyna suoran ELISA-menetelman periaate. Ensim-
maisessa kuvassa vasemmalta kiinteaan faasiin on sidottu antigeenia passiivisen
diffuusion avulla. Toisessa kuvassa entsyymileimatun vasta-aineen lisayksen jal-
keen vasta-aine kiinnittyy kiinteaan faasiin sidottuun antigeeniin. Viimeisessa ku-
vassa joukkoon on lisatty sopivaa substraattia, jolloin muodostuu varireaktio

substraatin sitoutuessa entsyymiin.

Koska menetelmassa kaytetaan vain yhta vasta-ainetta, niin ristireaktiivisuutta ei
voi tapahtua sekundaarivasta-aineen kanssa. Suora menetelma on myos muita
ELISA-menetelmia sujuvampi, silla tydvaiheita on vain vahan. (Lin 2015, 62.) Va-
haisen reagenssimaaran ja menetelman yksinkertaisuuden vuoksi menetelma ei
myoskaan ole kovin altis virheille. Menetelmassa on kuitenkin huonotkin puo-
lensa, silla vasta-aineen kiinnittyminen antigeeniin ei ole taysin spesifista, silla
muutkin epapuhtauksina tulevat proteiinit voivat tarttua antigeeniin, jolloin syntyy
taustahairiota. (Bio-rad 2018.) Suora menetelma sellaisenaan ei ole kovin teho-
kas, mutta sita sovelletaan kompetitiivisessa ja inhiboivassa menetelmassa
(Crowther 2009, 14).

3.1.2 Epasuora ELISA

Samoin kuin suorassa ELISA-menetelmassa, myos epasuorassa menetelmassa

kiinteaa faasia kasitellaan antigeenilla, jolloin antigeeni passiivisesti sitoutuu ta-

han. Sitoutumisen jalkeen lisataan tyypillisesti naytetta, esimerkiksi seerumia,
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joka sisaltaa erilaisia vasta-aineita, joista antigeenille spesifiset vasta-aineet si-
toutuvat antigeeniin inkuboinnin jalkeen. Sitoutumattomat vasta-aineet pestaan
pois, jonka jalkeen lisataan entsyymikonjugaattia eli sekundaarista vasta-ainetta,
joka sitoutuu spesifisesti primaariseen vasta-aineeseen. Jalleen sitoutumattomat
sekundaariset vasta-aineet pestaan pois inkuboinnin jalkeen, jonka jalkeen lisa-
taan substraatti, jolloin tapahtuu samanlainen varireaktio kuin suorassa menetel-
massa. Reaktio lopetetaan samalla tavalla kuin suorassa menetelmassa eli py-
saytysliuoksella, jonka jalkeen vasta-ainepitoisuus voidaan lukea spektrofoto-
metrilla. (Crowther 2009, 16.) Epasuora ELISA-menetelma soveltuu parhaiten
vasta-aineiden maarittdmiseen, epitooppien kartoitukseen seka proteiinien kvan-
titoimiseen (Lin 2015, 52). Kuviossa 2 havainnollistetaan epasuoraa menetel-
maa.
aineeseen

linkattu

. Sekundaarivasta-aine
entsyymi

Ay Ty A\ Yy |
SR R SR> R N SR Y I N

antigeeni

Q/\&(\_/v

Vasta-aine

KUVIO 2. Epasuoran ELISA-menetelman periaate. Vasemmalta katsottuna en-
simmaisessa kuvassa antigeeni on sidottu kiinteaan faasiin. Toisessa kuvassa
primaarisen vasta-aineen lisaamisen jalkeen vasta-aine ja antigeeni sitoutuvat.
Kolmannessa kuvassa lisatty sekundaarinen entsyymileimattu vasta-aine sitou-
tuu primaariseen vasta-aineeseen. Viimeisessa kuvassa havaitaan varimuutos,

kun substraatti ja entsyymileima sitoutuvat.

Epasuora ELISA-menetelma on tydlaampi kuin suora menetelma, ja menetel-
massa kaytetty sekundaarinen vasta-aine ja sen sitoutuminen primaariseen
vasta-aineeseen voi aiheuttaa ristireaktiivisuutta, jolloin syntyy taustahairiota
(Thermo Scientific 2010). Sekundaarinen vasta-aine kuitenkin parantaa primaa-
risen vasta-aineen signaalia tehden menetelmasta sensitiivisemman verrattuna

suoraan ELISA-menetelmaan. (Lin 2015, 52)
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3.1.3 Sandwich-ELISA

Sandwich-ELISA-menetelma voidaan jakaa suoraan sandwich-menetelmaan
seka epasuoraan sandwich-menetelImaan. Nama menetelmat muistuttavat aikai-

semmin esiteltyja suoraa ja epasuoraa ELISA-menetelmaa. (Crowther 2009, 16.)

Kaksoisvasta-ainetekniikaksikin  kutsuttua suoraa sandwich-menetelmassa
vasta-aine on sidottu kiintedan faasiin pintaan, esimerkiksi kuoppalevyn kuopan
pintaan. Antigeenia sisaltavan naytteen kuoppaan lisdamiseen jalkeen antigeeni
sitoutuu kiintedssa faasissa olevaan vasta-aineeseen. Pesun jalkeen lisataan
entsyymileimattu sekundaarivasta-aine, joka kiinnittyy antigeeniin muodostaen
kaksoisvasta-ainekompleksin. Taman jalkeen sitoutumattomat sekundaarivasta-
aineet pestaan pois ja lisataan substraatti. Substraatin ja entsyymin valinen re-
aktio voidaan havaita taman jalkeen mitattavana yhdisteena. (Halonen 2004, 94-
95.)

Epasuora sandwich-menetelma on ensimmaisten vaiheiden osalta tasmalleen
identtinen kuin suora sandwich-menetelma. Epasuorassa sandwich-versiossa
kuitenkin entsyymileimatun vasta-aineen sijasta antigeeniin kiinnittyy normaali,
entsyymileimaamaton vasta-aine. Vasta pesun ja inkuboinnin jalkeen lisataan
entsyymileimattu vasta-aine, joka tarttuu sekundaariseen vasta-aineeseen.
Tasta eteenpain menetelma muistuttaa taysin epasuoraa ELISA-menetelmaa.
(Crowther 2009, 20.) Sandwich-ELISA soveltuu parhaiten antigeenien maaritta-
miseen (Lin 2015, 69). Kuviossa 3 antigeenin sijaan maaritetaan kuitenkin vasta-

ainetta suoralla sandwich-menetelmalla.

Antigeenin
entsyymileima

Sekundaérinen
antigeeni

Ay 0y e Yy Yy
S S B | S I

antigeeni
~

Vasta-aine
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KUVIO 3. Kuvasarjassa esitettyna sandwich ELISA-menetelma. Ensimmaisessa
kuvassa vasemmalta kiinted faasiin on sidottu primaarista antigeenia, johon
vasta-aine sitoutuu kuvasarjan toisessa kuvassa. Kolmannessa kuvassa anti-
geeni-vasta-ainekompleksiin sitoutuu sekundaarinen entsyymileimattu antigeeni.
Viimeisessa kuvassa sopivan substraattilisayksen jalkeen voidaan havaita vari-

muutos, kun entsyymi ja substraatti reagoivat.

Koska suorassa sandwich-menetelmassa kaytetaan yhta leimattua entsyymia, se
pystyy sitoutumaan vain yhteen antigeeniin, mika rajoittaa menetelman monipuo-
lisuutta. Tasta johtuen jokaista antigeenia varten tarvitsee optimoida spesifinen
entsyymileimattu vasta-aine. Menetelma myos vaatii antigeeniltéd kahta sitoutu-
misaluetta eli epitooppia, jotta seka kaappaajavasta-aine etta detektiovasta-aine
pystyvat sitoutumaan antigeeniin. Menetelma soveltuu kompleksisten naytteiden
analysointiin, silla ne sisaltavat useita epitooppeja. (Crowther 2009, 18-19.)

Epasuoran sandwich-menetelman etuihin lukeutuu se, etta antigeeniin sitoutuva
vasta-aine voi olla mista tahansa paitsi samasta elainlajista kuin kaappaajavasta-
aine. Talléin entsyymikonjugaatti ei reagoi kaappaajavasta-aineen kanssa eika
synny taustahairiota. On kuitenkin myos mahdollista kayttaa saman lajin vasta-
aineita, mutta niiden optimoinnin kanssa on oltava tarkkoja. (Crowther 2009, 20.)
Sandwich-menetelmaa helpottaa huomattavasti se, etta naytetta ei tarvitse puh-
distaa ennen analyysia (Lin 2015, 70). Vasta-aineiden optimointi menetelmaa
varten voi kuitenkin olla vaikeaa, jonka vuoksi voi tapahtua ristireaktiivisuutta,
jossa kaappaajavasta-aine seka detektiovasta-aine sitoutuvat toisiinsa (Bio-Rad
2018; Lin 2015, 70).

3.1.4 Kompetitiivinen ELISA

Kompetitiivinen ELISA, joka tunnetaan myos nimella inhiboiva ELISA, on mene-
telma, jossa naytteessa oleva vasta-aine kilpailee entsyymileimatun vasta-aineen
kanssa. Ensimmaisessa vaiheessa naytetta, joka sisaltaa vasta-ainetta, lisataan
kuoppaan yhdessa entsyymikonjugaatin kanssa. Tallaisessa tilanteessa seka
naytteen sisaltama vasta-aine, etta entsyymikonjugaatti kilpailevat samoista si-
toutumiskohdista kuoppalevyn pohjaan "coutatun” antigeenin kanssa. Inkubaa-
tion jalkeen sitoutumattomat partikkelit pestaan pois, minka jalkeen lisataan
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substraatti. Substraatti pystyy sitoutumaan ainoastaan entsyymikonjugaatteihin,
jotka ovat sitoutuneet kiinteassa faasissa olevaan antigeeniin. Nain ollen mita
voimakkaampi varimuutos havaitaan, sita pienempi on naytteen vasta-ainepitoi-
suus. Naytteen pitoisuus on siis kaantaen verrannollinen vastesignaaliin nahden.
(Crowther 2009, 25)

Menetelman paahyoty on se, etta naytetta ei tarvitse puhdistaa ja taman vuoksi
voidaankin kayttaa myos epapuhtaita naytteita. Lisaksi menetelmaa voidaan so-
veltaa suoraan, epasuoraan ja Sandwich-menetelmaan. Kompetitiivista ja inhi-
boivaa ELISAa voidaan kayttaa, kun kaytdssa on vain yksi vasta-aine tai silloin,
kun tutkitaan antigeenia, johon pystyy sitoutumaan vain yksi vasta-aine (Bio-Rad
2018.)
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4 OPINNAYTETYOSSA VERTAILLUT TESTIT

Opinnaytety0ssa vertailtin yhteensa neljan eri valmistajan IgA-luokan ku-
dostransglutaminaasivasta-ainetestia. Testit valittin Tampereen Keliakiatuki-
muskeskuksen toimesta. Vertaillut testit olivat Phadia Oy:n ElIA™ Celikey IgA-,
Eurospitalin Eu-tTG® IgA-, Inovan QUANTA Flash® h-tTg IgA ELISA- ja OR-
GENTECin Anti-Tissue-Transglutaminase IgA -vasta-ainetestit. Kaikki testit pe-
rustuvat epasuoraan ELISA-menetelmaan. Testien vertailussa on syyta muistaa,
ettd mitaan absoluuttista viitestandardiarvoa ei ole, jonka vuoksi onkin tarkeaa
tietaa, milla testilla vasta-aineet on mitattu ja mika kyseisen testin viitearvo on
(Kaypa Hoito 2018).

4.1 Phadia EliA™ Celikey IgA

ElIA™ Celikey™ IgA -vasta-ainetesti on Phadian valmistama testi. Testissa kay-
tetdan antigeenina ihmisen rekombinanttikudostransglutaminaasia, jota on tuo-

tettu bakulovirus- tai hyonteissolujarjestelmassa. (Pharmacia Diagnostics 2006.)

Testikitti sisaltda yhteensa kuusi standardia, joiden konsentraatiot ovat 0, 3, 7,
16, 40 ja 100 U/ml. Standardeissa ja kontrolleissa on molemmissa kaytetty ihmi-
sen seerumia. Vasta-aineessa on kaytetty HRP-entsyymileimaa ja substraattina
on TMB:ta. Pysaytysliuoksena kaytetaan 0,5 M rikkihappoa. (Pharmacia Diag-
nostics 2004.)

Testin maaritysraja on 0,1 U/ml ja maksimiarvo on 100 U/ml. Negatiivisiksi tulok-
siksi tulkitaan valmistajan ohjeiden mukaan kaikki alle 5 U/ml tulokset, epaselviksi
5 — 8 U/ml tulokset seka positiiviksi kaikki yli 8 U/ml tulokset. Valmistajan mukaan
kyseiset arvot ovat kuitenkin vain ohjearvoja, jonka vuoksi on tarkeaa, etta jokai-
nen laboratorio vahvistaa viitearvojen pitavyyden. Inkubaatiot ovat kestoltaan yh-
teensa 70 minuuttia ja substraatin lisdyksen jalkeinen, viimeinen inkubaatio on
suoritettava pimeassa. Varsinaiset maaritystulokset lasketaan standardikuvaajan

avulla. (Pharmacia Diagnostics 2004.)
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4.2 Inova QUANTA Flash® h-tTg IgA ELISA

Inova QUANTA Flash® h-tTg IgA ELISA -vasta-ainetesti on Inova Diagnosticsin
valmistama testi. Testia voidaan kayttaa semikvantitatiiviseen IgA-luokan trans-
glutaminaasivasta-aineiden detektioon. Entsyymikonjugaattina kaytetaan vuo-
hesta eristettyja IgA-luokan vasta-aineita ja kromogeenina TMB:ta. Pysaytys-

liuoksena kaytetaan 0,344 M rikkihappoa. (Inova Diagnostic 2005.)

Testi ei sisalla muista kiteista poiketen normaaleja standardeja, vaan testissa var-
sinaisia tuloksia verrataan heikkoon positiiviseen naytteeseen, jonka pitoisuus on
noin 25 U/ml. Alle 20 U/ml tulokset tulkitaan negatiivisiksi ja 20 U/ml ja taman yli
menevat vasta-ainearvot tulkitaan positiivisiksi testituloksiksi. Testin valmistaja
kehottaa jokaista laboratoriota maarittamaan omat katkaisuraja-arvonsa, silla po-
pulaatioiden ja tydoskentelytapojen valilla on vaihtelua. Inkubaatiot kestavat yh-
teensa 90 minuuttia ja viimeinen, substraatin lisayksen jalkeen suoritettava 30

minuuttia kestava inkubaatio on suoritettava pimeassa. (Inova Diagnostic 2005.)

4.3 ORGENTEC Anti-Tissue-Transglutaminase IgA

ORGENTEC Anti-Tissue-Transglutaminase IgA -vasta-ainetesti on ORGENTEC
Diagnosticaka CmbH:n valmistama testi. Kaivojen pintaan sidottuna antigeenina
kaytetaan ihmisen rekombinanttia kudostransglutaminaasia. Testikitti sisaltaa yh-
teensa kuutta standardia, jotka olivat pitoisuudeltaan 0, 5, 10, 25, 75 ja 100 U/ml.
Testissa kaytettava entsyymikonjugaatti on HRP -leimattu ja substraattina kayte-
taan TMB:ta. Pysaytysliuoksena kaytetaan happoa. (ORGENTEC Diagnostika
2018.)

Testin mittausalue on 0 — 200 U/ml ja valmistajan ohjeistama viitearvo on 10 U/ml.
10 U/ml ja tata suuremmat vasta-ainearvot tulkitaan positiivisiksi ja pienemmat
negatiivisiksi testituloksiksi. Testin yhteenlasketut inkubaatioajat ovat kestoltaan
65 minuuttia. Tulokset maaritetdan standardikuvaajan avulla. (ORGEN-
TEC Diagnostika 2018.)

4.4 Eurospital Eu-tTG® IgA
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Eurospital Eu-tTG® IgA -vasta-ainetesti on Eurospitalin Diagnostic Divisionin val-
mistama tuote. Testissa kiintean faasiin ollaan sidottu antigeeniksi ihmisen re-
kombinanttia transglutaminaasia, jota ollaan tuotettu prokaryoottisolussa (E.coli).
Talla pyritaan valttamaan ristireaktiivisuutta eukaryoottiantigeenien kanssa. (Eu-
rospital 2019.)

Standardeja testipakkaus sisaltaa yhteensa 5 kappaletta ja ne sisaltavat inmisen
transglutaminaasivasta-aineita. Positiivinen ja negatiivinen kontrolli on kontrol-
lista riippuen valmistettu kayttamalla joko positiivista tai negatiivista kontrollisee-
rumia. Testikitissa kaytettava entsyymikonjugaatti sen sijaan on valmistettu vuo-
hen vasta-aineista, jotka on leimattu HRP:lla. MyoOs tassa testissa kaytetaan
TMB:ta substraattina. Pysaytysliuoksena kaytetaan 0,5 M rikkihappoa. (Eurospi-
tal 2013.)

Valmistajan suosittelemat viitearvot ovat seuraavat: alle 9 U/ml tulkitaan negatii-
viseksi, 9-16 U/ml alueella olevien tulosten tulkitaan olevan epaselvia ja 16 U/ml
seka tata suuremmat tulkitaan positiivisiksi testituloksiksi. Valmistajan mukaan
on kuitenkin suositeltavaa, etta jokainen laboratorio maarittaa omat viitearvonsa
testille. Inkubaatioiden kesto on yhteensa 90 minuuttia. Tulokset lasketaan stan-
dardikuvaajan avulla. (Eurospital 2013.)
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5 DIAGNOSTISET TUNNUSLUVUT JA TUTKIMUS

5.1 Diagnostiset tunnusluvut

Diagnostisten testien kykya erotella terveet ja sairaat kuvataan usein termeilla
sensitiivisyys, spesifisyys, positiivinen odotusarvo seka negatiivinen odotusarvo.
Nama tunnusluvut voidaan laskea, kun tiedetaan testitulos seka lopullinen diag-
noosi. Tunnusluvut lasketaan tavallisesti edella esitettyyn taulukkoon (taulukko
1). (Akobeng 2007.)

TAULUKKO 1. Diagnostisten testien tulosten esittamisessa kaytetty taulukko

Sairaat Terveet
Testipositiivinen | a b Kaikki testipositiiviset
(a+b)
Testinegatiivi- C d Kaikki testinegatiiviset
nen (c+d)

Kaikki sairaaksi | Kaikki terveeksi

diagnosoidut diagnosoidut (b+d)

(a+c)

Testin sensitiivisyydella kuvataan kaikkia niita, jotka ovat seka sairaita etta testi-
positiivisia. Sensitiivisyys lasketaan siis sairaiden testipositiivisten osuudesta
kaikkiin sairaisiin nahden. Testin sensitiivisyys nain ollen kuvaa, kuinka hyva testi
on tunnistamaan sairaat, kun tutkitaan ainoastaan sairaita. Terveet, testipositiivi-
sen tuloksen saaneet eivat siis liity sensitiivisyyteen millaan tapaa. (Akobeng
2007.) Sensitiivisyys lasketaan taulukon 1 termeja kayttden seuraavasti.

a
a+c

Sensitiivisyys =

(1)

Spesifisyydelld kuvataan testin kykya tunnistaa terve terveeksi. Toisin sanoen
testin spesifisyys kuvaa kaikkia terveita testinegatiivisia. Spesifisyydessa ollaan
siis kiinnostuneista henkilOista, joilla ei ole sairautta. Henkilot, jotka ovat sairaita,
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mutta saavat testinegatiivisen tuloksen eivat liity spesifisyyteen. Spesifisyys las-
ketaan seuraavan kaavan mukaisesti. (Akobeng 2007.)

g d
Spesifisyys = hTd

(2)

Korkean sensitiivisyyden omaava testi poissulkee sairauden mahdollisuuden,
kun testi on negatiivinen. Tallainen testi siis tunnistaa tarkasti terveen terveiden
keskuudesta. Sensitiivisyys ja spesifisyys ovat usein kaantaen verrannollisia, el
sensitiivisyyden arvon noustessa spesifisyyden arvo laskee. (Akobeng 2007.)

Koska diagnostisten testituloksien on tarkoitus johtaa diagnoosin tekemiseen, on
syyta tietaa todennakaisyys, jolla testitulos tuottaa oikean diagnoosin. PPV eli
Positive Predictive Value ja NPV eli Negative Predictive Value ilmaisevat toden-
nakoisyytta, jolla voidaan ennustaa potilaan olevan tietylla todennakoisyydella
sairas. Ennustearvojen ennustamat todennakoisyydet kuitenkin vaihtelevat tau-

din esiintyvyyden mukaan. (Akobeng 2007.)

PPV kuvaa prosenttiosuutta potilaista, jotka ovat testipositiivisuuden lisaksi myos
oikeasti sairaita. Toisin sanoen positiivinen ennustearvo ilmaisee, kuinka hyvin
diagnostinen testi tunnistaa positiivisen testituloksen saaneen potilaan sairaaksi.
Se lasketaan seuraavan kaavan mukaisesti kayttaen taulukon 1 termeja hyvaksi.

PPV =

a+b )

NPV puolestaan voidaan laskea kaytannossa samalla kaavalla, mutta NPV:n
kohdalla positiiviset testitulokset on korvattu negatiivisilla testituloksilla. Toisin il-
maistuna negatiivinen odotusarvo kuvaa, miten hyvin testi tunnistaa negatiivisen

testituloksen saaneen potilaan terveeksi. Kaava esitetaan seuraavasti.

NPV = (4)

c+d
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Diagnostisten testien vertailussa kaytetaan apuna useasti myos ROC-kayria el
Receiver Operator Characteristic -kayria. ROC-kuvajassa y-akselilla on testin
sensitiivisyys ja x-akselilla 1-spesifisyys tai FPR eli False Positive Rate. ROC-
kayria kaytetaan, koska ne kuvaavat paremmin testin diagnostista suorituskykya
kuin sensitiivisyys ja spesifisyys. (Park, Goo & Jo 2004.)

Yksi tarkeimmista ROC-kuvaajista havaittavista tiedoista on AUC eli Area Under
Curve. AUC kuvaa testin kokonaissuorituskykya ja se tulkitaan sensitiivisyyden
keskiarvon ja jokaisen spesifisyysarvon valisena suureena. AUC voi saada arvoja
ainoastaan 0:n ja 1:n valilta, silla molemmilla, x- ja y-akselilla, suurin lukuarvo on
1. Mita lahempana yhta AUC:in lukuarvo on, sita parempi diagnostinen testi on
kyseessa. Jos jonkun testin AUC = 1, niin kyseessa olisi taydellisen tarkka testi.
(Park ym. 2004.)

Diagnostisten testien vertailussa kaytetaan joskus myods apuna Youdenin indek-
sia. Youdenin indeksi on ROC-kayran liittyva suure, jota voidaan kayttaa mate-
maattisesti optimaalisen viitearvon |0ytamiseksi sensitiivisyyden ja spesifisyyden
avulla. Youdenin indeksin arvo on kompromissiarvo sensitiivisyyden ja spe-
sifisyyden valilla, kun kumpaakaan niista ei painoteta toista enemman. (Shan
2015.) Toisin sanoen Youdenin indeksin avulla maaritettava optimaalinen vii-
tearvo on pisteessa, jossa spesifisyys ja sensitiivisyyden summa on suurimmil-

laan. Indeksi voidaan laskea seuraavalla kaavalla. (Hajian-Tilaki 2013.)

J = Sensitiivisyys + Spesifisyys — 1 (5)

5.2 Viitearvojen muuttaminen diagnostisten tunnuslukujen avulla

Tutkimusten mukaan testin sensitiivisyytta ja spesifisyyttd voidaan parantaa

ROC-analyysin ja Youdenin indeksin avulla maaritetyilla viitearvoilla.

Kuutta kaupallista IgA-luokan kudostransglutaminaasivasta-ainetestia vertail-
leessa tutkimuksessa ROC-analyysiin avulla maaritetyt uudet viitearvot paransi-
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vat kaikkien paitsi yhden testin sensitiivisyytta ja spesifisyytta. Tutkimuksessa vii-
tearvoja muutettiin jopa 50 %:lla ROC-analyysin perustuen. (Fernandez ym.
2005.)

Toisessa tutkimuksessa vertailtiin yhteensa neljaa kaupallista keliakian diagnos-
tikassa kaytettya transglutaminaasi 2-vasta-ainetestia. Tutkimuksessa selvitet-
tiin ROC-analyysin avulla viitearvo, jossa testin sensitiivisyys ja spesifisyys ovat
korkeimmillaan. Celikeylla tama viitearvo oli tutkimuksen mukaan 2,3 U/ml (sen-
sitiivisyys 97 % ja spesifisyys 98%) ja Eurospitalilla 9,9 U/ml (sensitiivisyys 94 ja
spesifisyys 98%). ROC-analyysin avulla maaritetyt kayran alle jaaneet alat (AUC)
olivat Celikeylla 0,969 ja Eurospitalilla 0,965. (Martini ym. 2001.)
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6 MATERIAALIT JA MENETELMAT

TyOssa kaytettiin seeruminaytteitéa kahdesta eri kohortista, jotka kasiteltiin tassa
tyossa yhtena kokonaisuutena. Kohortit koostuivat kliinisessa tutkimuksessa ol-
leista potilaista seka perhetutkimukseen osallistuneista henkildista. Yhteensa
analysoitavia naytteita oli 759 kappaletta.

Potilaista 195 kappaletta oli biopsiatodistettuja keliaakikkoja. Keliaakikoista 132
oli naisia ja 63 miehia. Kontrolleista naisia oli 314 ja miehia 250 kappaletta. En-
domysiumvasta-ainepositiivisia potilaita oli yhteensa 185 kappaletta ja naista 180
oli keliaakikkoja. Kaikkien maaritettavien keski-ika oli 47 vuotta. Yksikaan poti-
laista ei karsinyt IgA-luokan vasta-ainepuutoksesta, joten IlgG-luokan vasta-aine-

maarityksia ei tarvittu.

TyOssa kaytettiin tausta-aineistona Phadia EIIA™ Celikey (tTG)- sekd endomy-
siumvasta-ainetestilla aikaisemmin mitattuja tuloksia. Lisaksi myoOs Inova
QUANTA Flash® h-tTg IgA ELISA-testilla mitattuja tuloksia perhetutkimuskohor-
tin potilaista kaytettiin tausta-aineistona. Kaikkia naytteita ei voitu analysoida jo-
kaisella testilla, silla osaa seerumeista oli liian vahan, eika niita siten riittanyt
vasta-ainepitoisuuksien mittaamiseen kaikilla testeilla. Tasta johtuen testeilla
maaritetyt potilasnaytteiden maarat vaihtelevat testista riippuen.

Testeja vertailtiin keskenaan aikaisemmin esiteltyja diagnostisia tunnuslukuja
apuna kayttaen. Jokaiselle testille maaritettiin sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja
NPV valmistajien viitearvojen perusteella. Edellisten lisaksi jokaisen testin avulla
mitattujen tulosten perusteella piirrettin SPSS-ohjelmaa hyvaksikayttaen ROC-
kayrat kullekin testille Heini Huhtalan toimesta. ROC-analyysin avulla voitiin myos

maarittaa luottamusvalit, keskivirhe seka Youdenin indeksi.

Kaikki testit suoritettiin valmistajien ohjeiden mukaisesti eli niin kuin kappaleissa
4.1 — 4.4 on kuvattu. Naytteet sulatettiin ja sekoitettiin huolella ennen niiden ana-
lysointia. Naytteet, standardit ja kontrollit pipetoitiin duplikaatteina kuoppalevylle.
Testitulosten laskentaan kaytettiin Tampereen BioMediTechin laboratoriossa si-
jaitsevaa Thermo Scientificin Multiskan FC -lukijaa. Absorbanssit luettiin 450 nm
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aallonpituudella. Kaikkien standardikayrien piirtamiseen kaytettiin "cubic spline”-
sovituskayraa. Testikittien mukana tulleiden valmistajien kontrollien lisaksi kai-
kissa ajoissa oli mukana myos oma kontrolli, jonka avulla seurattiin tulosten luo-

tettavuutta.

Testien viitearvot listattiin selvyyden vuoksi taulukkoon 2. Phadia EIIA™ Celikey
h-tTG IgA -testin valmistajan ohjeistaa kayttamaan viitearvona 7 tai 10 U/ml.
Tassa tyossa kuitenkin viitearvona kaytettiin 5 U/ml, silla Keliakiatutkimuksessa
on koettu taman olevan parempi viitearvo. Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -testin
viitearvona kaytetaan valmistajan ilmoittamaa 20 U/ml, jota pienemmat luettiin
negatiiviseksi ja suuremmat positiivisiksi. ORGENTEC h-tTG IgA -vasta-ainetes-
tin viitearvona kaytettiin 10 U/ml, joka on myds samalla valmistajan ohjeistama
arvo. Eurospital Eu-tTG® -testin kohdalla luettiin harmaalla alueella olevat tulok-
set joko positiivisiksi tai negatiivisiksi. Nain ollen tuloksia siis tarkasteltiin kah-
desta eri nakokulmasta. Negatiivisiksi testituloksiksi tulkittiin kuitenkin kaikki alle

10 U/ml arvot ja positiivisiksi kaikki yli 16 U/ml vasta-ainearvot.

TAULUKKO 2. Opinnaytety0ssa vertailtujen testien valmistajien ilmoittamat vii-
tearvot. Eurospital Eu-tTG® -testin perassa (+) -merkilla tarkoitettaan sita, etta
harmaalle alueelle osuneet tulokset tulkittiin positiivisiksi ja (-) -merkilla sita, etta

ne tulkittiin negatiivisiksi.

Testi Positiivinen (U/ml) Negatiivinen (U/ml)
Phadia ElIA™ Celikey h- | 25 <5

tTG IgA

Inova QUANTA Flash h- | 220 <20

tTG IgA

Orgentec h-tTG IgA =10 <10

Eurospital Eu-tTG® (+) =10 <10

Eurospital Eu-tTG® (-) =16 <16




7 TULOKSET
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Testien avulla mitatut tulokset kirjattiin tyossa kaytettyjen viitearvojen mukaisesti

taulukkoon 3. Yksittaisten testien kohdalla mahdollisesti havaittavat eri nayte-

maarat johtuvat siita, etta naytteita ei riittanyt kaikille testeille tai sitten testeja ei

ollut tarpeeksi kaikkien naytteiden maarittamiseksi.

TAULUKKO 3. TyOssa kaytettyjen testien testikohtaiset tulokset.

Phadia Inova Orgentec | Eurospital | Eurospital
ElIA™ QUANTA | h-tTG IgA | Eu-tTG® Eu-tTG®
Celikey Flash (Epaselvat | (Epaselvat
h-tTG IgA | h-tTG IgA (+)) ()
Oikeat 157 186 174 181 170
positiiviset
Vaarat 4 148 15 44 18
positiiviset
Oikeat 560 416 549 518 544
negatiiviset
Vaarat 38 4 21 14 25
negatiiviset
Yhteensa 759 754 759 757 757

Taulukosta 3 poimittiin vield tulokset jokaisen testin osalta omaan taulukkoon,

johon laskettiin viitearvojen mukaan sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja NPV. Pha-

dia ElIA™ Celikey h-tTG IgA vasta-ainetestilla mitattujen tuloksien avulla lasket-

tiin tunnusluvut taulukkoon 4.




28

TAULUKKO 4. Phadia EIIA™ Celikey h-tTG IgA-vasta-ainetestin avulla mitattujen
tulosten perusteella laskettu sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja NPV.

Sairas Terve

Oikeat positiiviset Vaarat positiiviset | PPV

157 4 157/(157+4)
=0,975

Vaarat negatiiviset Oikeat negatiiviset NPV

38 560 560/(560+38)
=0,938

Sensitiivisyys Spesifisyys

157/(157+38) 560/(560+4)

=0,809 =0,992

Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -sarakkeesta kopioitiin tulokset taulukkoon 5,
johon laskettiin testin sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja NPV.
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TAULUKKO 5. Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -vasta-ainetestin avulla mitattu-

jen tulosten perusteella laskettu sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja NPV.

Sairas Terve

Oikeat positiiviset Vaarat positiiviset | PPV

186 148 186/(186+148)
=0,556

Vaarat negatiiviset Oikeat negatiiviset NPV

4 416 416/(4+416)
=0,990

Sensitiivisyys Spesifisyys

186/(186+4) 416/(148+416)

=0,978 =0,737

ORGENTEC h-tTG IgA -vasta-ainetestilla mitatut tulokset listattiin aikaisempien

testien tapaan taulukkoon 6, johon laskettiin sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja

NPV.
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TAULUKKO 6. ORGENTEC h-tTG IgA -vasta-ainetestin avulla mitattujen tulosten
perusteella laskettu sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja NPV.

Sairas Terve

Oikeat positiiviset Vaarat positiiviset | PPV

174 15 174/(174+15)
=0,920

Vaarat negatiiviset Oikeat negatiiviset NPV

21 549 549/(549+21)
=0,963

Sensitiivisyys Spesifisyys

174/(174+21) 549/(549+15)

=0,892 =0,973

Eurospital Eu-tTG® -vasta-ainetestilla mitatut tulokset kirjattiin kahteen erilliseen

taulukkoon. Taulukkoon 7 kirjattiin tulokset, jossa oletettiin epaselvien tulosten

olevan positiivisia testituloksia.
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TAULUKKO 7. Eurospital Eu-tTG® -vasta-ainetestin avulla mitattujen tulosten

perusteella laskettu sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja NPV. Tassa taulukossa

harmaalle alueelle osuneet tulokset on tulkittu positiivisiksi.

Sairas Terve

Oikeat positiiviset Vaarat positiiviset | PPV

181 44 181/(181+44)
=0,804

Vaarat negatiiviset Oikeat negatiiviset NPV

14 518 518/(518+14)
=0,973

Sensitiivisyys Spesifisyys

181/(181+14) 518/(518+44)

=0,928 =0,921

Taulukkoon 8 kirjattiin Eurospital Eu-tTG® -testin tulokset, kun epaselvien tulos-

ten tulkittiin olevan negatiivisia.
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TAULUKKO 8. Eurospital Eu-tTG® -vasta-ainetestin avulla mitattujen tulosten

perusteella laskettu sensitiivisyys, spesifisyys, PPV ja NPV. Tassa taulukossa

harmaan alueen tulokset on tulkittu negatiivisiksi.

Sairas Terve

Oikeat positiiviset Vaarat positiiviset | PPV

170 18 170/(170+18)
=0,904

Vaarat negatiiviset Oikeat negatiiviset NPV

25 544 544/(544+25)
=0,956

Sensitiivisyys Spesifisyys

170/(170+25) 544/(544+18)

=0,871 =0,967

Testikohtaisiin taulukoihin kirjatut tulokset viela koottiin taulukkoon 9, jossa mai-

nitaan testi, ja jokaisen maaritetyn tunnusluvun prosenttiarvo.
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TAULUKKO 9. Taulukossa testien nimet ja maaritetyt tunnusluvut. Eurospital Eu-
tTG® kohdalla (+) tarkoittaa, etta epaselvat tulkittiin positiivisiksi ja (-) sita, etta

epaselvat tulkittiin negatiivisiksi.

Testi Sensitiivi- Spesifisyys | PPV NPV
syys (%) (%) (%) (%)

PD EIlIA™ Celikey | 80,5 99,2 97,5 93,6

h-tTG IgA

Inova QUANTA | 97,8 73,7 55,6 99,0

Flash h-tTG IgA

ORGENTEC h-| 89,2 97,3 92,0 96,3
tTG IgA
Eurospital Eu-| 92,8 92,1 80,4 97,3
tTG® (+)
Eurospital Eu- | 87,1 96,7 90,4 95,6
tTG® (-)

SPSS-ohjelmalla piirrettin ROC-kayrat kustakin diagnostisesta testista. Ohjel-
malla piirretyt kayrat liitettiin suoraan tahan opinnaytetydhon. Kuvioiden y-akse-

lilla on sensitiivisyys ja x-akselilla 1-spesifisyys.
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KUVIO 4. Ohjelman piirtama ROC-kayra Phadia EIlIA™ Celikey h-tTG IgA-vasta-

ainetestille.

ROC-kayran piirtamisen jalkeen ohjelma laski automaattisesti kayran alle jaa-

neen pinta-alan ja keskivirheen kuvioon 5. Taman lisaksi taulukosta voidaan

myO0s nahda, etta 95 %:n luottamusvalilla AUC osuu 0,985 ja 0,999 valiin.

Test Result Variable(s): Celikey

Area Under the Curve

Area

Std. Error2

Asymptotic Sig.P

Asymptotic 95% Confidence Interval

Lower Bound

Upper Bound

.992

.004

.000

.985

.999

KUVIO 5. Phadia EIIA™ Celikey h-tTG IgA-vasta-ainetestin kayran alle jaava ala,
luottamusvalit seka keskivirhe.
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Excelissa laskettiin SPSS-ohjelman avulla saatujen tietojen jalkeen (1-spesifisyy-
den) avulla spesifisyys ja Youdenin indeksi kuvioon 6. Youdenin indeksin perus-

teella paras viitearvo on se arvo, jossa positiivisuusraja-arvo on maalattu keltai-

sella.
Positiivisuus- Youdenin
raja-arvo Sensitiivisyys |1 - Spesifisyys | Spesifisyys indeksi
2,05 974 041 0,959 0,933
2,15 969 037 0,963 0,931
2,30 ,969 ,034 0,966 0,935
2,45 ,958 ,034 0,966 0,924
2,55 ,953 ,027 0,973 0,926

KUVIO 6. Phadia EliIA™ Celikey h-tTG IgA-vasta-ainetestin tulosten perusteella
laskettu Youdenin indeksi.

Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -testin SPSS-ohjelmalla piirretty ROC-kayra lii-
tettiin alapuolelle.

ROC Curve
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KUVIO 7. Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -testilla mitattujen tulosten perusteella
piirretty ROC-kayra.

Ohjelmalla laskettiin kayraa koskevat tiedot kuvioon 8.

Area Under the Curve

Test Result Variable(s): Inova

Asymptotic 95% Confidence Interval

Area Std. Errora Asymptotic Sig.P Lower Bound Upper Bound

977 .005 .000 .967 .088

KUVIO 8. Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -vasta-ainetestin kayran alle jaanyt
ala, luottamusvalit seka keskivirhe.

Youdenin indeksi voitiin laskea Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -vasta-ainetes-
tille SPSS-ohjelmalla saatujen tietojen perusteella kuvioon 9. Youdenin indeksin
perusteella optimaalisin lukema maalattu keltaisella.

Positiivisuus- Youdenin
raja-arvo Sensitiivisyys |1 - Spesifisyys | Spesifisyys indeksi
29,50 ,932 ,075 0,925 0,857
30,50 ,932 ,068 0,932 0,864
31,50 ,932 ,057 0,943 0,875
32,50 911 ,053 0,947 0,858
33,50 ,906 ,050 0,950 0,856

KUVIO 9. Inova QUANTA Flash h-tTG IgA -vasta-ainetestilla saatujen tulosten
perusteella laskettu Youdenin indeksi.

Orgentec h-tTG IgA -vasta-ainetestilla saaduilla tuloksilla piirretty ROC-kayra lii-

tettiin alapuolelle.
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KUVIO 10. ORGENTEC h-tTG IgA -vasta-ainetestin ROC-kayra

Test Result Variable(s): Orgentec

Area Under the Curve
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Area

Std. Errord

Asymptotic Sig.P

Asymptotic 95% Confidence Interval

Lower Bound

Upper Bound

.968

.009

.000

.949

.986

KUVIO 11. ORGENTEC h-tTG IgA -vasta-ainetestin kayran alle jaanyt pinta-ala,
luottamusvalit seka keskivirhe.

Excelissa maaritettiin viela Youdenin indeksi ORGENTEC h-tTG IgA -vasta-ai-

netestille kuvioon 12. Keltaisella maalattu solu positiivisuusraja-arvo -sarak-

keessa kuvaa Youdenin indeksin avulla laskettua viitearvoa.
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Positiivisuus- Youdenin
raja-arvo Sensitiivisyys |1 - Spesifisyys | Spesifisyys indeksi
4,00 1,000 1,000 0,000 0,000
5,50 ,953 ,085 0,915 0,867
6,50 942 ,060 0,940 0,882
7,50 ,921 ,044 0,956 0,877
8,50 ,901 ,034 0’966 0,867

KUVIO 12. ORGENTEC h-tTG IgA -vasta-ainetestilla mitattujen tulosten avulla
maaritetty Youdenin indeksi.

Viimeisena piirrettiin viela Eurospital Eu-tTG® -testilla saatujen tulosten perus-
teella ROC-kayra.
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KUVIO 13. Eurospital Eu-tTG® -vasta-ainetestin ROC-kayra.

Ja niin kuin aiempienkin kayrien kohdalla, niin myds taman testin osalta ohjelma

taulukoi kayran alle jaaneen alan, luottamusvalit seka keskivirheen kuvioon 14.



Test Result Variable(s): Eurospital

Area Under the Curve
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Area

Std. Error2

Asymptotic 95% Confidence Interval

Asymptotic Sig.b Lower Bound

Upper Bound

.954 .011

.000

932

976

KUVIO 14. Eurospital Eu-tTG® -vasta-ainetestin AUC, luottamusvalit seka kes-

kivirhe.

Eurospital Eu-tTG® -vasta-ainetestin tulosten avulla laskettiin viela Youdenin in-

deksi Excelissa ja tulokset nahdaan kuviosta 15.

Positiivisuus- Youdenin
raja-arvo Sensitiivisyys |1 - Spesifisyys | Spesifisyys indeksi
11,50 ,895 ,052 0,948 0'844
12,50 ,890 ,043 0,957 0,847
13,50 ,890 ,039 0,961 0'851
14,50 874 ,034 0,966 0,841
15,50 ,869 ,032 0,968 0,837

KUVIO 15. Eurospital Eu-tTG® -vasta-ainetestin Youdenin indeksi.

Kaikkien vertailtujen testien ROC-kayran alle jaaneiden pinta-alojen arvot koottiin

taulukkoon 10.



TAULUKKO 10. Opinnaytetydssa vertailtujen testien AUCit.

Testi

AUC

PD EIIA™ Celikey
h-tTG IgA

QUANTA
Flash h-tTG IgA

Inova

ORGENTEC  h-
{TG IgA

Eurospital Eu-
tTG®

0,992

0,977

0,968

0,954
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Testipakkauksien sisaltamien kontrollien seka testeissa kaytetyn oman kontrollin

tulokset kirjattiin taulukkoon 11.

TAULUKKO 11. Kontrollien vaihteluvalit kaikilla testeilla

tTG®

Testi Pos. kontrolli Neg. kontrolli Oma kontrolli
(U/ml) (U/ml) (U/ml)

Inova QUANTA | - - 60 - 100

Flash h-tTG IgA

ORGENTEC h-|{33-50 0 25 -39

tTG IgA

Eurospital Eu- | 36 - 46 0 19-28
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8 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli vertailla eri kaupallisten testien toimivuutta ke-
liakian diagnostiikassa ja tata kautta saada tieto, mika testeista palvelisi parhaiten
ensisijaisena seulontatestina. Tarkoituksena oli vertailla yhteensa neljaa eri val-
mistajan kehittamaa kaupallista transglutaminaasi 2-vasta-ainetestia yhteensa

noin 760 seeruminaytteen avulla.

Kaikki opinnaytetyossa vertaillut testit suoriutuivat kiitettavasti. Lisaksi tuloksia
voidaan pitaa uskottavina, silla testien sisaiset kontrolliarvot sijoittuvat niille en-
nalta maariteltyihin rajoihin. Testien sensitiivisyys vaihteli valilla 80,5 - 97,8 %.
Inovan sensitiivisyydeksi saatiin 97,8 % eli kaytannossa testilla voidaan tunnistaa
97,8 prosenttisesti sairaat sairaiden joukosta. Spesifisyys vaihteli valilla 73,7 -
99,2 %. Celikeylla saavutettiin paras spesifisyys, eli kyseinen testi tunnistaa par-
haiten terveet terveiden joukosta. Yksittain joko sensitiivisyytta tai spesifisyytta ei
voida kuitenkaan pitaa riittavan hyvana vertailuparametrina testien vertailussa.
Esimerkiksi Inovan korkea sensitiivisyys tarkoittaa sita, etta testi tunnistaa 97,8
%:sesti sairaat sairaiden joukosta. Toisaalta opinnaytetyossa maaritetty spesifi-
syys Inovalla on vain 73,7 %, joka tarkoittaa sita, etta testi kykenee erottamaan

vain noin kolme neljasta terveesta terveeksi.

PPV vaihteli valilla 55,6 — 97,5 %. Kaytanndssa Celikeylla saatu 97,5 % PPV
tarkoittaa sita, etta testi tunnistaa 97,5 %:sesti positiivisen testituloksen saaneen
sairaaksi. Myos Orgentecilla ja Eurospitalilla saatiin yli 90 %:n PPVt, kun epasel-
vat tulkittiin negatiivisiksi Eurospital -testilla. Inovan PPV sen sijaan oli vain 55,6
%, eli vain hieman yli puolet positiivisen testituloksen saaneista on oikeasti keli-
aakikkoja. NPV-arvot olivat jokaisella testilla yli 90 %, joten kaikki vertailussa mu-
kana olleet testit tunnistavat hyvin negatiiviset testitulokset myos oikeasti ter-

veiksi.

Kaikkien testien ROC-analyysissa maaritetyt kayran alle jadneet pinta-alat olivat
vahintaan 0,954, luottamusvalit huomioon ottaen pienin ala oli 0,932 Eurospital
Eu-tTG® -vasta-ainetestilla. Celikeyn AUC oli jopa 0,992, eli testilla pystytaan
erottelemaan tehokkaasti terveet ja sairaat toisistaan.
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Tassa opinnaytety0ssa paastiin samanlaisiin tuloksiin kuin Fernandez ym. (2005)
tutkimuksessa, jossa vertailtin kuutta eri transglutaminaasi 2-vasta-ainetestia.
Viitearvojen muuttaminen vahintaan 50 %:lla parantaisi tassakin opinnaytetydssa
Celikeyn ja Inovan diagnostista tarkkuutta sensitiivisyyden ja spesifisyyden osalta
Youdenin indeksin avulla laskettujen viitearvojen perusteella. Opinnaytetyo puol-
taa Fernandez ym. (2005) tutkimuksen tavoin myos sita, etta on tarkeaa maarit-
taa valmistajien ohjeiden mukaisesti laboratoriokohtaisesti sopivat viiterajat, silla

laboratoriomenetelmat ja populaatiot eroavat keskenaan.

Martinin ym. (2001) tutkimuksessa Celikeyn ja Eurospitalin viitearvot maaritettiin
ROC-analyysin avulla. Tutkimuksessa saadut tulokset olivat hyvin samanlaisia
kuin tassakin opinnaytetyossa maaritetyt viitearvot kyseisille testeille. Tassa opin-
naytetyossa Celikey-testille saavutettiin tdsmalleen sama viitearvo (2,30 U/ml)
kuin Martinin ym. (2001) tutkimuksessa. Opinnaytetyossa maaritetty viitearvo Eu-
rospitalille sen sijaan poikkeaa hieman tutkimuksessa maaritetysta viitearvosta.
Tassa tyossa Eurospitalin viitearvoksi saatiin 13,5 U/ml, kun tutkimuksessa ar-
voksi saatiin 9,9 U/ml. Tutkimuksessa maaritetyt kayran alle jaaneet alat olivat
Celikeylla 0,969 ja Eurospitalilla 0,965, jotka ovat hyvin samanlaisia kuin tassa
tyossa maaritetyt AUCit kyseisilla testeilla.

Viitearvojen muuttaminen ROC-analyysin avulla mahdollisesti vahentaisi diag-
noosin tekemisen yhteydessa tehtavien ohutsuolibiopsioiden maaraa. Fuchsin
ym. (2018) mukaan aikuiset, jotka tayttavat "triplakiteerit” eli saavat suuremmat
kuin 10 x ULN transglutaminaasi 2-vasta-ainearvot, ovat endomysiumvasta-ai-
nepositiivisia sekd omaavat keliakialle tyypilliset perintotekijat, vahentaisi aikui-
silla keliakian diagnosoimisen yhteydessa tehtavien biopsioiden maaraa jopa kol-
manneksella. Talldin seulonnassa kaytetyn transglutaminaasi 2-vasta-ainetestin
viitearvolla on valia, jotta triplakriteeri tayttyisi. Esimerkiksi Celikey-testin viitear-
von muuttaminen taman opinnaytetyon avulla laskettuun arvoon saattaisi vahen-
taisi ohutsuolibiopsioiden maaraa, silla 10 x ULN olisi talldin huomattavasti pie-
nempi, joka saattaisi mahdollisesti helpottaa triplakriteerin tayttymisen. On kui-
tenkin syyta muistaa, etta diagnoosin tekemiseen liittyy my6s endomysiumvasta-
ainepositiivisuus, joten vaikka viitearvoa muutettaisiinkin, niin se ei pelkastaan

vaikuta biopsioiden maaraan.
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Matemaattisten tyokalujen avulla maaritetyt viitearvot voivat siis olla parempia
kuin valmistajien ohjeistamat viitearvot, mikali tavoitellaan maksimaalista spe-
sifisyytta ja sensitiivisyytta. Diagnostisen testin kannalta on myds tarkeaa miettia,
onko kannattavampaa priorisoida sensitiivisyytta tai spesifisyytta epaillyn taudin
luonteen kannalta. Korkean sensitiivisyyden testi on parempi vaihtoehto niissa
tilanteissa, kun on tarkeaa tunnistaa sairas tutkittavien joukosta esimerkiksi jat-
kohoidon kannalta. Korkean spesifisyyden omaava testi puolestaan tunnistaa ter-
veet tutkittavien joukosta, joka on tarkeaa esimerkiksi niissa tilanteissa, kun jat-
kohoito on kustantavaa. Keliakian kannalta olisikin suotavaa kayttaa korkean
sensitiivisyyden testeja, silla ohutsuolibiopsia on toimenpiteena hankala ja kus-

tantava.

Vastaavia tutkimuksia olisi syyta tehda lisaa. Vasta-ainetesteilla on todella mer-
kittava osuus keliakian diagnostiikassa, silla keliakian diagnostiikka perustuu pit-
kalti keliakiassa esiintyvien vasta-aineiden mittaamiseen. Keliakiaan diagnostiik-
kaan tarkoitettuja kaupallisia ELISA-testeja on kymmenittain, joten jatkossakin on
tarpeellista vertailla naita testeja keskenaan.

Lisaksi on syyta muistaa, etta populaatioiden valilla on eroja. Jossakin populaa-
tiossa maaritetyt viitearvot eivat taman vuoksi ole toisessa populaatiossa opti-
maaliset. Tulevaisuudessa myos samankaltaiset tutkimukset olisi hyva tehda yh-
den henkilon toimesta, jotta erilaisten tyoskentelytapojen aiheuttama virhe olisi

mahdollisimman pieni.
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