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Pikamallinnustekniikat ovat kehittyneet viime vuosina nopeasti. Tama antaa jo lahes rajat-
tomat mahdollisuudet tuottaa 3D-tulostamalla erilaisia tuotteita. 3D-tulostuksen hyddynta-
minen on yleistynyt erityisesti teollisuuden ja teknologian aloilla. Tassa tydssa tutkittiin mi-
ten 3D-tulostamista voidaan hyddyntaa diagnostisten pikatestien tuotekehityksessa.

Immunologinen lateral flow-testi on vasta-aineisiin perustuva, nopea ja helppokayttdinen
mittausmenetelma pienten ainemaarien havaitsemiseen. Tassa tyossa kehitettiin lateral flow-
testikotelo, jonka suunnitteluun ja rakenteen mallintamiseen kéytettiin 3D-
tulostustekniikkaa. Testikotelon toimivuus lateral flow- testissa varmistettiin kehittamalla
testikoteloon sopiva pikatesti, jonka suorituskykyé analysoitiin seka visuaalisesti ettd Actim
Ingeni-lukulaitteella. Tyo aloitettiin tutkimalla eri pikavalmistustekniikoita, joista testikote-
lon tulostamiseen valittiin SLA-tekniikka sen tulostustarkkuuden ja tuotteen pinnan laadun
perusteella. Testikotelon suunnittelu aloitettiin maarittdmalla millaisia ominaisuuksia testi-
kotelolta haluttiin. Naitd ominaisuuksia olivat lateral flow-testin suojaaminen seka testisséa
kulkevan naytteen virtauksen varmistamien. Lateral flow- testin kehityksessa hyddynnettiin
osin aiemmin kehitetysta pikatestista saatuja tietoja. Lateral flow- kasettitestin valmistuspro-
sessi koostui seitsemasté eri prosessivaiheesta jotka olivat: Vasta-aineen/kontrollireagenssin
konjugointi, naytetyynyn kasittely, konjugointityynyn késittely, konjugointityynylle annos-
telu, membraanille annostelu, tikkujen laminointi ja leikkaus seké kasettitestin kokoonpano.
Kehitetyn lateral flow- kasettitestin toimivuus varmistettiin tutkimalla testin reaktiokinetiik-
kaa ja analyyttisté herkkyyttd sek& visuaalisesti ettd lukulaitteen avulla. Tutkimustulosten
perusteella 3D-tulostuson erittdin hyddyllinen menetelma pikatestien tuotekehityksessé
suunniteltaessa testikotelorakenteita, naytteen annosteluvélineitd ja ndiden yhdistelmia.
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Rapid prototyping techniques have been extensively developed in the recent years. This
gives almost unlimited possibilities to generate different types of products by using 3D-
printing technology. 3D-printing is widely used in various industrial and technology sectors.
The aim of this study was to investigate how 3D-printing can be used during product devel-
opment of diagnostic rapid tests. Lateral flow-immunoassay is an antibody-based, fast and
easy method for the detection of low substance quantities.

The aim of this study was to develop a lateral flow-test cassette. For this purpose, the 3D-
printing technology was used for designing and modelling of this cassette. The test cassette
functionality was confirmed by developing a lateral flow- test. The performance of the lat-
eral flow- test was tested visually and by using Actim 1ngeni reader. The study began by
examining different types of rapid prototyping techniques. Based on this preliminary phase a
stereolithography (SLA) method was selected for the manufacturing of the test cassette pro-
totype. The design was initiated by determining the features that are the most essential for
the test cassette structure. These features are protection of the lateral-flow test structure and
assurance of the liquid flowing through the test strip. Then the lateral flow -test was devel-
oped by using partially existing knowledge from earlier lateral flow test projects. The lateral
flow -test strip manufacturing consisted of seven different process steps which were: Conju-
gation of antibody /control reagents, preparation of the sample pad, preparation of the con-
jugate pad, dispensing of the conjugate pad, dispensing of the membrane, laminating and
cutting of the test strip and finally the cassette assembly. The lateral flow-test cassette per-
formance was verified by studying the reaction kinetics and sensitivity of the test visually
and by reader. Based on this study the 3D-printing is very useful method for the rapid test
product development and especially for designing of the housing structures, sampling tools,
and their combinations.
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1. JOHDANTO

Lateral flow immonoassay (LFIA) on nopea ja helppokéyttdinen, immunokromatografi-
nen maaritysmenetelma pienten ainemaarien havaitsemiseen. Menetelméssa tutkittava ai-
ne tunnistetaan siihen Kiinnittyvan leimatun vasta-aineen avulla, joka voidaan havainnoi-
da joko visuaalisesti tai erillisella mittauslaitteella. Lateral flow-menetelmaén perustuvia

pikatestejd kaytetdan laajasti teollisuudessa ja terveydenhuollossa.

Viime vuosina nopeiden ja edullisten pikatestien kehittdminen on ollut kasvavan mielen-
kiinnon kohteena. Pikatestien valmistajat pyrkivét erottautumaan toisistaan suunnittele-
malla muiden tuotteista ulkon&oltaén poikkeavia tuotteita, jotka ovat visuaalisesti naytta-
vid ja vaikeasti kopioitavia. Esimerkkind voidaan mainita visuaalisesti nayttavét testikote-

lorakenteet.

Muoviosien mallintamiseen tarkoitettujen pikavalmistustekniikoiden kehitys ja eritoten
3D-tulostus on nopeuttanut tuotekehitysprojektin aikana tapahtuvaa prototyyppien suun-
nittelua sekd valmistusta ja ndin lyhentdnyt tuotekehitysprojektien lapimenoaikaa. 3D-
tulostustuksessa tietokoneohjelmalla suunniteltu kolmiulotteinen malli voidaan tulostaa
fyysiseksi esineeksi 3D-tulostimella. Tulostusmateriaalina voidaan mm. k&yttaa metallia,
muovia ja lasia. Kappaleen valmistus tapahtuu siten, ettd 3D -tulostimessa oleva tulostus-
paa sulattaa tai liuottaa tulostusmateriaalin ja suihkuttaa sen tulostusalueelle haluttuun
kohtaan kerros kerrokselta. Nykyisin kéytdssa on useita pikavalmistustekniikoita kuten
SLA (Stereolithogafia), SLS (Selective Laser Sintering), FDM (Fused Deposit Model-
ling), LOM (Laminated Object Manufacturing), PP (PolyJet printing) ja 3DP (Three di-

mensional printing).

Taman tyon tavoitteena oli tutkia miten 3D-tekniikkaan voidaan hyddynta4 diagnostisten
pikatestien tuotekehityksessa. Tyossa kehitettiin lateral flow- testikotelo, jonka suunnitte-
lussa ja rakenteen mallintamisessa hyddynnettiin 3D-tulostustekniikkaa. Liséksi tyossa
varmistettiin suunnitellun testikotelorakenteen toimivuus pikatestissa luomalla aito pika-

testi ja analysoimalla sen suorituskykya visuaalisesti ja erillisen mittauslaitteen avulla.
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2. LATERAL FLOW IMMUNOASSAY

2.1 Testin rakenne ja toimintaperiaate

Lateral flow -testi koostuu neljasta padkomponentista, jotka ovat: ndytetyyny (Sample
Pad), konjugointityyny (Conjugate Pad), membraani (Mebrane) ja imutyyny (Absorbent
Pad). Néaytetyynyn tarkoituksena on puskuroida ja kuljettaa ndyte konjugointityynylle.
Mikali ndyte siséltdéd testattavaa antigeenia kiinnittyy se konjugointityynyssa olevaan
leimattuun vasta-aineeseen ja muodostaa antigeeni-vasta-aine-leima kompleksin. Muo-
dostunut kompleksi kulkee kapillaarivoimalla membraanille, johon on annosteltu yleensa
kaksi viivaa eli testi- etta kontrolliviiva. Testiviiva sisaltdd naytteessa olevan antigeenin
tunnistavaa vasta-ainetta, jonka sitoutumiskohta antigeeniin on yleensa eri kuin leimatus-
sa vasta-aineessa. Antigeeni-vasta-aine-leima kompleksi Kiinnittyy antigeeni- osastaan
testiviivassa olevaan vasta-aineeseen muodostaen vasta-aine-antigeeni-vasta-aine-leima
kompleksin, joka voidaan leiman ominaisuuksien mukaisesti havaita joko visuaalisesti tai
erillisen laitteen avulla. Mikéli ndytteessa on testattavaa antigeenia, kompleksi muodos-
tuu ja testitulos on positiivinen. Antigeenin puuttuessa testiviivaa ei muodostu ja tulos on
negatiivinen. Testin oikeanlainen toiminta varmistetaan kontrolliviivan avulla. Kontrolli-
viivassa oleva biotinyloitu vasta-aine sitoutuu leimattuun streptavidiniin muodostaen bio-
tinyloitu vasta-aine-streptavidin -kompleksin, joka voidaan leiman ominaisuuksien mu-
kaisesti havaita joko visuaalisesti tai erillisen laitteen avulla. Lateral flow -testin raken-

nekuva on esitetty kuvassa 1.[1]

a Detection Control line  Housing
window

Test line

Sample inlet

Incubation and

Conjugate  4otaction pad

Sample pad pad

Sample Analyte Nanoparticle Antibody

Kuva 1. Lateral flow-testin rakennekuva.
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2.2 Naytetyyny (Sample Pad)

Néaytetyynyn tarkoitus on absorboida potilasndyte, sitoa itseensa naytteessd mahdollisesti
olevat kiintoaineet, muuttaa naytteen koostumus lateral flow -testille sopivaksi ja vapauttaa
néayte konjugointityynylle tehokkaasti. Naytetyynyn ominaisuuksiin voidaan vaikuttaa erilai-
silla kemiallisilla k&sittelyilla. Kasittelyssa naytetyynyyn lisatéan erilaisia reagensseja, jotka
lisddvat tai vahentavat ndytteen viskositeettia, helpottavat ndytteessa olevien proteiinien si-
toutumista, parantavat ndytteessa olevien reagenssien liukoisuutta ja ehkaisevét konjugaatin
ja muiden proteiinien vélista epéspesifista sitoutumista. Yleisimpiéd naytetyynymateriaaleja
ovat selluloosa-, lasi- ja viskoosikuitu. Naytetyynymateriaalien ominaisuuksia on esitetty
taulukossa 1.[2]

Taulukko 1. Naytetyynymateriaalien ominaisuuksia.

Materiaali Paksuus vetolujuus absorbointikyky
selluloosa kuitu 300 — 1000 pum heikko > 25 ul/cm?
lasikuitu 100 — 500 pm hyvé 1-2 pl/cm?

viskoosikuitu 100 — 300 pm hyvé » 15 pl/cm?

2.3 Konjugointityyny (Conjugate Pad)

Konjugointityynyn tarkoitus on absorboida leimattu vasta-aine eli konjugaatti, pitaa se sta-
biilina koko séilyvyysajan ja vapauttaa se tehokkaasti seuraavalle testikomponentille (mem-
braanille). Konjugointityynyn materiaali valintaan vaikuttavat miten nopeasti konjugaatin
halutaan vapautuvan ja siirtyvan seuraavalle testikomponentille. Yleisempid konjugointi-
tyynymateriaaleja ovat lasikuitu, polyesterikuitu ja viskoosikuitu. Lasi- ja selluloosakuidusta
valmistetut konjugointityynyt ovat luonteeltaan hydrofobisia. Viskoosikuidusta valmistetut
konjugointityynyt ovat luonteeltaan hydrofiilisia. [1]. Konjugointityynymateriaalin ominai-

suuksia on esitetty taulukossa 2.[2]
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Taulukko 2. Konjugointityynymateriaalien ominaisuuksia.

Materiaali Paksuus vetolujuus absorbointikyky
selluloosa kuitu 300 — 1000 pm heikko » 50 pl/cm?
lasikuitu 100 — 500 pm hyva 1 -2 pl/cm?

viskoosikuitu 100 — 300 pm hyva > 15 pllcm?

2.4 Leima (Label)

Leiman tarkoituksena on tehda lateral flow- testin tulos havaittavaksi joko visuaalisesti tai
erilliselld lukulaitteella. Leiman valintaan vaikuttaa halutaanko tulos havaita visuaalisesti
vai lukulaitteella, halutaanko leiman sitoutuvan vasta-aineeseen kovalenttisesti ja millaista
herkkyytta testistd halutaan. Yleisempid kaytettyja leimoja ovat latex-, kulta-, fluorisoivat-
ja magneettiset partikkelit. Kulta- ja latex partikkelit voidaan havaita visuaalisesti. Latex
partikkeleita on saatavilla eri vareissd, joista sininen on yleisimmin kaytetty. Kulta-
partikkelit ovat variltddn punaisia, eika niitd ole mahdollista saada muun vérisina. Fluorisoi-
vat- ja magneettiset partikkelit voidaan havaita ainoastaan niiden lukemiseen tarkoitetulla
lukulaitteella.[1]

2.5 Membraani (Membrane)

Membraanin tarkoituksena on toimia lateral flow -testin analyyttisend alueena, josta testin
tulos voidaan visuaalisesti tai lukulaitteen avulla havaita. Membraani on testin toimivuuden
kannalta tarkein lateral flow -testin osa. Sen tulee tayttda useita eri vaatimuksia, joita ovat
mm. sitoa vasta-aineet itseensd, kestaa lyhyt- ja pitk&aikaista varastointia sek& sallia liuos-
faasin kulkeutuminen membraanin ldpi vaikuttamatta sen pintaan sitoutuneiden vasta-
aineiden ominaisuuksiin. Yleisimpia membraanimateriaaleja ovat nitroselluloosa, polyvi-
nyylifluoridi (PVDF), nylon ja polyeetterisulfoni (PES). [2]

Nitroselluloosa-, polyvinyylifluoridi-, nylon- ja polyesterisulfoni- membraanit ovat luonteel-
taan hydrofobisia, mutta niistd saadaan erilaisilla kasittelyill& helposti kastuvia. Taulukossa

3 on esitetty eri membraani materiaalien proteiinien sitoutumismekanismeja [2].
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Taulukko 3: Yleisimpien membraanimateriaalien sitoutumismekanismit

Membraani materiaali  Ensisijainen sitoutumismekanismi
Nitroselluloosa séhkdostaattinen

Polivinyylifluoridi hydrofobinen

Nylon (ioni) séhkostaattinen
Polyeesterisulfoni hydrofobinen

Membraani on hyvin huokoinen materiaali. Lateral flow- testeihin soveltuvien membraanien
huokoskoko on tyypillisesti valilla 3- 20 um. Membraanin huokoskoko (pore size) kuvaa
sité partikkelin kokoa, joka mahtuu vield kulkemaan membraanin rakenteen lapi. Membraa-
nin kyky sitoa proteiinia riippuu membraanin huokoskoosta. Huokoskoon pienentyessa

membraanin pinta-ala kasvaa, jolloin membraanille voi sitoutua enemman proteiinia.[22]

Lateral flow- testissd huokoskokoa tarkeampi ominaisuus on membraanin kapillaarivir-
tausominaisuudet. Membraanin kapillaarivirtausominaisuudet vaikuttavat lateral flow- testin
herkkyyteen, spesifisyyteen sek& testi- ja kontrolliviivan muodostumiseen. Tarkein naista
ominaisuuksista on kapillaarivirtausnopeus (capillary flow rate) ja se ilmoitetaan tyypillises-
ti aikana, joka kuluu kun nesterintama kulkee membraanilla 4 senttimetrin pituisen matkan.
Membraanin kapillaarivirtausnopeus vaikuttaa lateral flow testin herkkyyteen, siten ettd mita
hitaammin nesterintama membraanilla liikkuu tuon 4 cm pituisen matkan, sitd hitaampi ja
herkempi membraani on. Taulukossa 4 on esitetty Milliporen Hi-Flow Plus membraanien

kapillaarivirtausaikoja ja niiden vaikutuksia lateral flow-testin herkkyyteen.[2,22]

Taulukko 4: Milliporen Hi-Flow Plus nitroselluloosa membraanien kapillaarivirtausaikoja.

Membraani | Kapillaarivirtausaika Virtausnopeus Herkkyys
(sek/4 cm)
HF180 180 £ 45 Hidas Herkka
HF135 135 + 34
HF120 120 + 30
HF090 90 + 23
HFO075 75 + 19 Nopea Vahemman herkka

Lateral flow-testin kannalta muita merkittdvia membraanin ominaisuuksia ovat paksuus,
huokoisuus. Membraanin paksuus on tarkeé neljésta eri syysté eli se vaikuttaa membraanin
1) tyhjatilavuuteen, 2) membraanille annosteltujen testiviivan ja kontrolliviivan leveyteen, 3)
membraanin vetolujuuteen sekd 4) testiviivan ja kontrolliviivan intensiteettiin. Membraanin

paksuus vaikuttaa membraanin tyhjatilavuuteen, siten ettd paksuuden kasvaessa myds sen
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tyhjatilavuus kasvaa, jolloin membraani vaatii enemman nestettd kastuakseen kokonaan.
Membraanin paksuus vaikuttaa myds annosteltujen viivojen leveyteen. Viivojen leveys pie-
nenee membraanin paksuuden kasvaessa. Tdma johtuu siitd, ettd ensin neste imeytyy mem-
braanille syvyys-suunnassa ja vasta sen jalkeen leveyssuunnassa. Membraanin paksuus vai-
kuttaa my6s membraanin vetolujuuteen, talldin paksuuden kasvaessa myods membraanin
vetolujuus kasvaa. Membraanin paksuus vaikuttaa myos testiviivan ja kontrolliviivan naky-
vyyteen, jolloin membraanin paksuuden kasvaessa testi- ja kontrolliviivan intensiteetti pie-
nenee. Testiviiva on ndkyva ainoastaan lahella membraanin pintaa, ndyte ja leima imeytyvat
kuitenkin my6s membraanilla ensin syvyyssuunnassa. Taman johdosta osa testiviivan sitou-
tunut leimasta on membraanirakenteen sisélla ja eiké& nay paallepéain. [2,16,22]. Membraanin
huokoisuus (porosity) kuvaa sitd kuinka paljon ilmaa membraanin kolmiulotteisen rakenteen

sisalla on ja se ilmoitetaan yleensa prosentteina membraanin koko tilavuudesta. [2,22]

2.6 Imutyyny (Absorbent Pad)

Imutyynyn tarkoitus on toimia lateral flow- testin moottorina ja yllapitaa testissa tapahtuvaa
nestevirtausta. Imutyyny suunnitellaan tyypillisesti siten, ettd se pystyy absorboimaan it-
seensa koko testiin lisatyn ndyteliuoksen méaran ja pitdamaan sen sisallaan koko testin suori-
tusajan. Imutyyny ei saa paastad ndytettd virtaamaan takaisin membraanille, koska takaisin-
virtaus voi aiheuttaa virheellisen testituloksen. [1]. Imutyynyn materiaalin valintaan vaikut-
tavat tarvittava paksuus, puristettavuus seké tasainen nesteen absorbointikyky. Yleisin kéy-

tetty imutyyny materiaali on selluloosakuitu. [1,2,4]

2.7 Vasta-aineet

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit, ovat immuunijérjestelméaéan kuuluvia liukoisia proteiine-
ja. Niita esiintyy niin veressa kuin muissakin ihmiskehon nesteissa ja niiden méaara lisdan-
tyy tai ne aktivoituvat kun ihminen altistuu vieraille aineille tai organismeille. VVasta-aineet
jaetaan viiteen eri luokkaan. Ndistd ryhmistd tunnetuin on immunoglobuliini G (IgG), joka
koostuu kahdesta identtisesta raskaasta ketjusta ja kahdesta identtisesta kevyesta ketjusta.
Nama ketjut ovat kiinnittyneet toisiinsa rikkisilloilla. Immunoglobuliini on Y-muotoinen
molekyyli, jonka péissa on kaksi paikkaa joihin antigeeni voi sitoutua. Immunoglobuliinin

rakennekuva on esitetty kuvassa 2.
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Antigeenin sitoutumisalueet

& X

kevyt ketju Fab

rikkisilta

raskas ketju

Kuva 2. Vasta-aineen rakennekuva.

Vasta-aineiden avulla voidaan tunnistaa haluttu vieras aine luotettavasti sen paéssa olevien
spesifisten antigeenin sitoutumiskohtien avulla. Tasta syysta vasta-aineita kaytetaan erilai-

sissa immunologisissa analyyseissa kuten lateral flow -testeissé. [23]

2.8 Muut lateral flow testissa tarvittavat materiaalit

Muita lateral flow -testin valmistuksessa tarvittavia materiaaleja on pohjalaminaatti, jonka
paalle kaikki lateral flow testissé tarvittavat materiaalit laminoidaan ja sen tarkoituksena on
pitéd testin muut materiaalit paikoillaan. Pohjalaminaatti on tyypillisesti valmistettu polysty-
reenistd, kalanteroidusta vinyylista tai polyesteristd. Pohjalaminaatin pinnalla on paine-
herkka liima, jonka tarkoitus on pitaa kaikki testin materiaalit paikoillaan. Liima tulisi valita
siten, ettd se ei liukene muihin testissé oleviin komponentteihin ja etta se ei vaikuta testin
toimivuuteen. Lateral flow -testin toimivuuden kannalta on erittdin tarke&é, etté testin kaikki
komponentit (ndytetyyny, konjugointityyny, membraani ja imutyyny) on laminoitu pohjala-
minaatin paalle siten, ettd ne ovat véahintddn 2 mm péaallekkain, jolloin ndyteliuos paasee

virtaamaan tasaisesti komponentilta toiselle. [1,3 ]

2.9 Tulosten tulkinta

Lateral flow- testin tulosten tulkinta tapahtuu joko visuaalisesti tai erilliselld lukulaitteella.
Visuaalisessa tulosten tulkinnassa testin tulosta eli testiviivan varin intensiteettia arvioidaan

paljain silmin. T&ll6in on huomioitava, ettd valaistusolosuhteet ovat hyvét. Visuaalisessa
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tulkinnassa voidaan kayttédd apuna myos erilaisia varikarttoja, joissa on kuvattu eri intensi-

teetin omaavia vérin sévyja merkittynd eri numeroin tai merkein. [1]

Lukulaitteella tehtdva tulosten tulkinta tapahtuu yleenséd kameran ja erillisen tunnistusohjel-
man avulla. Jarjestelmén toiminta voi perustua CCD-kuvantamiseen tai skannaukseen.
Skannauksessa valo johdetaan erilaisten linssien lapi lateral flow- testi lukualueelle ja vii-
vasta heijastuva valo johdetaan erilliselle tunnistimelle. Tunnistin mittaa heijastuvan valon

taitekertoimen, jonka jarjestelma muuttaa joko numeeriseksi tai sanalliseksi tulokseksi.[15]
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3. PIKAVALMISTUS (Rapid prototyping)

3.1 Yleista

Kappaleiden valmistukseen tarkoitettuja pikavalmistustekniikoita on nykyaan useita. Ylei-
sesti pikavalmistustekniikat jaetaan kahteen eri luokkaan reduktiiviseen ja additiiviseen
valmistustekniikkaan. Reduktiivinen valmistustekniikka tarkoittaa kaytdnnossé CNC:té
(computerized numerical control) eli tietokone avusteista numeerista ohjausta, jossa tehdyn
ohjelman avulla kappaletta porataan, jyrsitaan ja leikataan tydstokoneella halutun kaltaisek-
si. Additiivisessa valmistustekniikassa 3D-malli viipaloidaan ohuisiin millistd millin kym-
menesosan korkuisiin kerroksiin. Viipalointiin kdytetdan ohjelmia, joita kutsutaan slicereik-
si. Slicerin tekema ohuisiin kerroksiin perustuva malli syotetdan tulostimelle ja tulostin tu-

lostaa mallin kerros kerrokselta valmiiksi kappaleeksi.[5]

Additiivisia pikavalmistekniikoita (rapid prototyping) on useita erilaisia, joista erds on 3D-
tulostus. 3D-tulostuksessa on kysymys kolmiulotteisten esineiden, osien ja mallien valmis-
tamisesta 3D-tulostimen avulla. 3D-tulostin saa ohjeensa digitaalisesta mallista, joka on en-
sin luotu 3D-suunnitteluohjelmalla. Digitaalinen 3D-malli on yleensa STL-tiedostomuodos-
sa, jolloin sen geometria on kolmiomuodossa, joka pyrkii jaljittelemaan alkuperdista 3D-
mallia méariteltavissé olevan toleranssin rajoissa. 3D-tulostin voi kdyttaa tulostusmateriaa-

leina erilaisia muoveja, metalleja ja keraamisia aineita.[5,6].

3.2 Pikavalmistusmenetelmat
3.2.1 Vat Polymerization: Stereolitografia (SLA)
Stereolitografia menetelmé perustuu valoherkkdin monomerihartsiin, joka UV-valon vaiku-

tuksesta muuttuu polymeeriksi ja jahmettyy. Stereolitografia -laitteet koostuvat altaasta ja

pystysuunnassa olevasta liikkuvasta tasosta, UV-laserista ja pyyhkijasta (kuva 3).[5,6]
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Kuva 3. Stereolitografia -laitteen toimintaperiaate[9]

Laitteessa oleva liikkuva taso upotetaan valoherkkdd monomerihartsia siséltavaan altaaseen.
Seuraavaksi tasoa nostetaan hiukan pinnan ylapuolelle, jolloin tasolle ja& ohut hartsikerros.
Taman jalkeen laitteessa oleva pyyhkija tasoittaa pinnan, jolloin siihen jaa oikean kerros-
vahvuuden verran materiaalia joka sitten kovetetaan UV-laserilla. Kun kappale on saatu

valmiiksi, se poistetaan altaasta, pestaan ja jalki kovetetaan UV-valolla. [5,6,7]

Stereolitografia -tekniikan etuja:

o nopea
o paljon erilaisia materiaaleja

o hyvé pinnanlaatu

o hyva mittatarkkuus

o kaytetyin tekniikka - luotettava

o voidaan valmistaa useita kappaleita yhtéaikaisesti

o Vvoidaan valmistaa monimutkaisia rakenteita

Stereolitografia -tekniikan huonoja puolia:

o tulostusmateriaalit kalliita

o materiaalit myrkyllisi&

o materiaalit suojattava valolta ettei esipolymerisoitumista tapahdu
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o materiaalit usein hauraita ja lapikuultavia

3.2.2 Powder Bed Jetting: SLS (Selective Laser Sintering)

19

Selective laser sintering- menetelma perustuu jauhemaiseen materiaaliin joka sintrataan tai

sulatetaan CO,-laserilla. Metalli- tai muovijauhe sy6tetaan tyotasolle joka levitetaan telan tai

rullan avulla tasaiseksi kerrokseksi. Seuraavaksi jauhemainen materiaali [ammitetéén l&helle

sen sulamispistettéd ja CO,-laseri sulattaa materiaalin ja sitoo sen kerros kerrokselta valmiiksi

kappaleeksi. Kappale muodostuu jauhepedin siséan, eiké erillisid tukirakenteita talloin tarvi-

ta. SLS- laitteen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 4.[5,6]
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Laser beam
/ Sintered part
Leveling roller

Powder bed

X-Y scanning mirror

Powder feed
supply

Powder feed piston
Build chamber

Build piston

Powder feed piston
Powder feed supply
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Kuva 4. Selective laser sintering -laitteen toimintaperiaate[10]

Selective laser sintering -tekniikan etuja:

o tukirakenteita ei tarvita
o paljon erilaisia materiaaleja
o materiaalit myrkyttdmia

o melko nopea tulostusmenetelma
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Selective laser sintering -tekniikan huonoja puolia:

o pitkat jadhtymisajat
o joissakin tapauksissa pinta voi jaadda huokoiseksi
o huono mittatarkkuus

o valmistetut kappaleet eivat ole kovin kestavia

3.2.3 Material Extrusion: FDM (Fused Deposition Modelling)

Fused deposition modelling -menetelmd perustuu sulaan termoplastiseen materiaalin, joka
pursotetaan liikkuvan suuttimen avulla kerroksittain liikkuvalle tasolle (kuva 5.). Kelalla
nauhana oleva materiaali lammitetdédn suuttimessa lampétilaan, joka 0,5 °C materiaalin su-
lamispistettd korkeampi. Sulamateriaali pursotetaan tdméan jalkeen vaahtomuovimaiselle
alustalle, jossa se jahmettyy n. 0,1 sekunnissa. Seuraava kerros voidaan pursottaa vasta sit-
ten kun edellinen kerros on ehtinyt jaahtya. Kerroksen paksuuteen vaikuttavat materiaalin

pursotusnopeus ja suuttimen liikkumisnopeus. [5,6]

Support material ﬁlamemﬁ

Build material filament =g
Extrusion head \
Drive wheels
Liquifiers
Extrusion nozzles \'

Part

Foam base
Part supports
Build platform N

Support material spool

H\

Build material spool \o

Kuva 5. Fused deposition modelling -laitteen toimitaperiaate.[11]

Nykyisin kéytdssa olevissa laitteissa on kaksi suutinta, joista toinen tulostettavan kappaleen

materiaalille ja toinen tukimateriaalille.
Fused deposition modelling -tekniikan etuja:

o materiaalit halpoja
o materiaalit myrkyttémia ja ympéristoystavallisia

o paljon erilaisia materiaaleja, myos varillisia
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Fused deposition modelling -tekniikan huonoja puolia:

o heikko pinnanlaatu
o kerrosten vililla voi tapahtua delaminoitumista
o huono mittatarkkuus

o tarvitsee tukirakenteita

3.2.4 Sheet Lamination: LOM (Laminated Object Manufacturing)

Laminated object manufacturing -menetelmé& perustuu rullalla olevaan termoplastiseen ma-
teriaaliin, joka kelataan erillisen tyttason paalle. Seuraavaksi kuumennettu rulla kulkee ta-
son ylitse laminoiden materiaalin edellisen kerroksen péalle. Lopuksi CO,-laseri leikkaa
laminoidun kerroksen oikeaan muotoonsa ja ylijaanyt materiaali kelataan pois. Menetelma ei
ole kovin yleisesti kdytossa ja soveltuu parhaiten vdhemman yksityiskohtia ja tarkkuutta
vaativille kappaleille. LOM -laitteen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 6.[5,6]
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X-¥ moving optic head
Laser/ i/

Heated roller Current layer
Part layer outline and crosshatch

Previous
layer

M aterial —

sheet T

Material e
supply roll N
and support material
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Kuva 6. Laminated object manufacturing -laitteen toimintaperiaate. [12]
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Laminated object manufacturing -tekniikan etuja:

o materiaalit halpoja
o materiaalina voidaan kaytt&a esimerkiksi paperia

o voidaan valmistaa isoja kappaleita
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o erittdin nopea menetelma

Laminated object manufacturing -tekniikan huonoja puolia:

o huono pinnanlaatu

o menetelmalld syntyy paljon hukkaa

o laitteet vaativat perusteellisen puhdistuksen joka kappaleen valmistuksen jal-
keen.

o sula materiaali voi sytty4 palamaan kun sitd leikataan laserilla.

o menetelmalld ei voi valmistaa huokoisia kappaleita

3.2.5 Material jetting: PP (PolyJet Printing)

PolylJet printing -menetelma perustuu Vat Polymerization tekniikkaan. Tassé menetelmé&ssa
valo-herkkd monomerihartsi ruiskutetaan suoraan tyotason péélle ohueksi kalvoksi, joka
tdma jalkeen kovetetaan UV-laserilla méaaratyista paikoista. Kappaleen valmistukseen kéyte-
taan yleensa kahta erilaista materiaalia, joista toinen on valoherkk&a monometrihartsia itse
kappaleen tekemiseen ja toinen geeliméinen aine, jota kéytetd&n kappaleen tukirakenteen
tekemiseen. Lopuksi geeliméinen tukirakenne poistetaan valmiista kappaleesta, joko ké&sin

tai vesisuihkun avulla. PolyJet printing -laitteen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 7.[8]

Jetting Head ‘ / X axis

' 't ‘\\_ Y axis

UV Light

Fullcure M
(Model Material)

Fullcure S
(Support Material)

Build Tray ——— . Z axis

Kuva 7. PolyJet printing -laitteen toimintaperiaate.[13]

Menetelmd on nopea ja kappaleet ovat heti kdyttovalmiita. Menetelmalld on myds mahdol-

lista luoda ulokkeita ja geometrisesti monimutkaisia rakenteita.
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PolyJet printing -menetelmén etuja:

o nopea
o hyvé pinnanlaatu

o menetelmalld voi valmistaa geometrisesti monimutkaisia kappaleita

o hyva mittatarkkuus

o Vvoidaan kayttda useita muovimateriaaleja lapinékyvasta varillisiin muoveihin

samanaikaisesti

PolyJet printing -menetelmén huonoja puolia:

o valmiit kappaleet eivét ole kovin kestavia
o tulostusmateriaalit usein myrkyllisia

o tulostusmateriaalit kalliita

3.2.6 3DP (Three Dimensional Printing)

Three dimensional printing -menetelma perustuu Powder Bed Jetting -tekniikkaan. Tassa
menetelmassa kaytetddn mustesuihkutyylista tulostuspdatd, josta kappaleen valmistukseen
kaytettdvaa materiaalia lisataan jauhemaisen tukirakenteen paélle. Kappaleen valmistumisen
jalkeen jauhemainen tukirakenne poistetaan paineilmalla. Three dimensional printing -

laitteen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 8.[6]
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Kuva 8. Three dimensional printing -laitteen toimintaperiaate.[14]



Three dimensional printing -menetelmén etuja:

o nhopea

o tukirakenteita ei tarvita

o paljon eri materiaaleja: keraamisia, muovisia, metallisia

o halpa menetelma

Three dimensional printing -tekniikan huonoja puolia:

o huono pinnanlaatu

o huono mittatarkkuus

o valmistetut kappaleet eivat ole kovin kestévié

3.2.7 3D-Tulostusmenetelmien vertailu
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3D-tulostusmenetelmia voidaan vertailla monin eri tavoin riippuen siitd mitk& ovat valmis-

tettavan kappaleen spesifikaatiot. Taulukossa 5 on esitetty edella kuvattujen menetelmien
eri ominaisuuksia.[6,9,10,11,13,14].

Taulukko 5. 3D-valmistusmenetelmien vertailu

Menetelma SLA SLS FDM LOM PP 3DP

Jalkikovetus Kylla Ei Ei Ei Ei Kylla

Tukirakenteen Kylla Ei Kylla Ei Kylla Ei

tarve

Laserin tarve Kylla Kylla Ei Ei Kylla Ei

Kerrospaksuus 50 76 50-762 76-203 16 177

(Hm)

Mittatarkkuus +100 + 381 + 127 +127 + 100 + 137

(Hm)

Tulostusmateri- epoksi, ABS, Nylon, paperi, epoksi,  muovi,

aali erilaiset erilaiset metallit, muovi, erilaiset  metalli,

hartsit vahat, polykarbo- keraami- hartsit keraami-

elastomee-  naatti nen mate- nen mate-
rit riaali riaali
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4. TESTIKOTELON SUUNNITTELU JA 3D-MALLINNUS

Testikotelon suunnittelu tulisi aloittaa paattaméalld millaisia ominaisuuksia testikotelolle ha-
lutaan. Halutaanko silla suojata testiformaatin rakennetta, pitdé testin eri komponentteja
paikoillaan, varmistaa hyva kontakti komponenttien vélill4, estdd kilpailijoita nakemasta
mit4 komponentteja testin valmistamiseen on kdytetty tai parantaa testin ulkonakoa. Testiko-
telo koostuu yleensé pohja- ja kansiosasta. Yleisesti kaytetty testikotelon rakennemalli on

esitetty kuvassa 9.

Kuva 9. Testikotelon rakennekuva.

4.1 Testikotelon suunnittelun paaperiaatteet

Testikotelon suunnittelu tulisi aloittaa maéaritteleméall& ne testin siséiset ominaisuudet, jotka
vaikuttavat testissé kulkevan naytteen virtaukseen. Lisaksi tulisi maéaritella testikotelon muo-

to, leveys ja pituus.

4.1.1 Testikotelon pohjan rakenteen suunnittelu

Testikotelon pohjan suunnittelu aloitetaan maarittdmalla kuinka paljon naytetta testi vaatii
toimiakseen. Jos nayte halutaan pipetoida altaaseen, on altaan suunnittelun kannalta tarkeaa,
ettd se on riittdvan syva pitdmaan koko naytemaaran sisallaan ja etteivét altaan reunat purista
altaassa olevaa naytetyynyd. Ndain voidaan varmistua siitd, ettd haluttu ndytemaara pysyy

altaassa ja paésee siitd imeytymaan esteettd naytetyynylle. [3]

Seuraavaksi madritellddn ndytteen virtaustie eli miten ndytteen halutaan virtaavan ndyte-
tyynyltad konjugointityynylle ja siitd edelleen membraanille ja membraanilta imutyynylle.

Néyte padsee virtaamaan esteettdmaésti komponentista toiseen jos komponentit ovat 1-4 mil-
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limetria padllekkain. Komponentit kiinnitetaan, joko erilliselle muovilaminaatille tai kootaan

suoraan testikasetin pohjaosaan. [3]

Erityisen tarkedd on varmistaa kontakti konjugointityynyn ja membraanin vélilla. Jos konju-
gointityyny ja membraani ovat liian véhéan paallekkéin, voi néyte kulkeutua konjugointi-
tyynyn reunoja pitkin membraanille ja sieltd taas takaisin konjugointityynylle. Jos edelléa
kuvattu ilmi6 tapahtuu ennen kuin kaikki konjugoidusta materiaalista on kulkeutunut mem-
braanille, seurauksena on koko lateral flow- testin epaherkistyminen.[3]. Komponenttien
tulisi pysyd myods sivusuunnassa paikoillaan koko testin suorituksen ajan. Tdméa voidaan
toteuttaa suunnittelemalla kasetin pohjaosaan sivureunat, jotka pitavat erilliset komponentit
paikoillaan sivusuunnassa. Tyypillinen testikotelon pohjaosan rakenne on esitetty kuvassa
10.

Kuva 10. Testikotelon pohjaosan rakennekuva.

4.1.2 Testikotelon kannen rakenteen suunnittelu

Testin kannalta on ensiarvoisen tarkeédd, ettd kontakti testin eri komponenttien vélilla on
mahdollisin hyva. Tahdn voidaan vaikuttaa myos testikotelon kansiosan suunnittelulla.
Suunnittelemalla testikotelon kansiosaan nastat tai palkit, jotka painavat eri komponentteja
toisiinsa vasten, voidaan eri komponenttien valistd kontaktia parantaa huomattavasti. Suun-
nittelussa on kuitenkin huomioitava etteivat nastat tai palkit liian korkeita, jolloin ne voivat
puristavaa komponentteja liikaa niin, ettd ne hidastavat tai estavat naytteen kulkeutumisen
komponentilta toiselle. [3]

Seuraavana suunnittelussa tulisi keskittya testin lukuikkunan muotoiluun. Lukuikkunan reu-

nojen korkeus suunnitellaan sellaiseksi, etteivét reunat kosketa pohjaosassa olevaa mem-
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braania. Jos lukuikkunan reunat koskettavat membraania on vaarana, ettd ndytteen virtaus-
suunta muuttuu ja ndyte kulkeutuu membraanin sivuja pitkin imutyynylle.[3]. Tyypillinen

testikotelon kansiosan rakenne on esitetty kuvassa 11.

Kuva 11. Testikotelon kansiosan rakennekuva
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5. LATERAL FLOW- TESTIKOTELON VALMISTUS

5.1 Lateral flow -testikotelon 3D-mallinnus

Lateral flow- testikotelon 3D-mallinnuksessa kéytettiin laht6tietona lukulaitteen toimittajan
suunnittelemaa testikotelomallia. Testikotelomallin piirustukset on esitetty kuvissa 12 ja 13.
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Kuva 12. Testikotelomallin kansiosan piirustus.
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Kuva 13. Testikotelonmallin pohjaosan piirustus.

Mallin toimivuutta testattiin kasettiin kehitetyn lateral flow -testin avulla. Saatujen testaustu-
losten perusteella testikotelon mallia muutettiin siten, ettd testikotelon kansiosassa olevien
palkkien paikkoja siirrettiin hiukan ja niiden leveytta kasvatettiin 2,5 mm sekd testikotelon
pohjaosaan lisattiin allas. Muutokset piirustuksiin tehtiin k&yttden Solidworks 2014 ohjel-

maa. Testikotelon piirustuksiin tehdyt muutokset on esitetty kuvissa 6 ja 7.
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Kuva 14. Lopullinen testikotelon pohjaosan piirustus.
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Kuva 15. Lopullinen testikotelon kansiosan piirustus.

5.2 Pikavalmistustekniikka

Tassa tyossé testattiin kahta eri pikavalmistustekniikkaa eli FDM- ja SLA -tekniikkaa. FDM
— tekniikalla valmistettujen kappaleiden pinnanlaatu ja kestdvyysominaisuudet olivat huo-
nompia kuin SLA -tekniikkaan verrattuna, joten lopullisen testikotelon valmistustekniikaksi
valittiin SLA-tekniikka. Valintaa tukivat myds Turun Yliopistolla tehdyt kokeilut sek& Kir-
jallisuudesta saatu tieto, ettd SLA -tekniikalla valmistetuissa kappaleissa on parempi mitta-

tarkkuus ja pinnanlaatu. [5,6,7]

5.3 Lateral flow- testikotelon 3D-tulostus

Lateral flow- testikotelot valmistettiin Alphaform RPI Oy:ssa (Alphaform, RPI Oy, Rusko,
Suomi) olevalla SLA 350 3D-tulostimella (3D Systems Inc, South Carolina, USA). Tulos-
tusmateriaalina kaytettiin Somos Next fotopolymeerid (DSM Desotech bv, 3150 AB Hoeck
van Holland, the Netherlands). Somos Next on fotopolymeeri, josta voidaan valmistaa kes-
tavia, kovia, vetta hylkivia, ABS- tyyppisia osia. Se on materiaalina optimaalinen kun halu-
taan tutkia erilaisten mallien toiminnallisuuksia, missé lujuus ja kulutuskestavyys on ehdo-

ton vaatimus. Materiaalista valmistetut kappaleet olivat vériltd&dn valkoisia ja ne vaativat
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jalkikovettumisen. Somos Next fotopolymeerin mekaanisia ja termisid ominaisuuksia on

esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6. Somos Next fotopolymeerin tekniset ominaisuudet

Mekaaniset ominaisuudet

ASTM menetelmé Ominaisuus Arvo

D638M vetolujuus 41,1 -43,3 MPa
D638M vetomurtolujuus 31,0 — 34,6 MPa
D790M taivutusvetolujuus 67,8 — 70,8 MPa
D2240 taivutuskerroin 2,415 — 2,525 MPa
D256A iskulujuus (lzod) 0,47 — 0,52 J/cm
D2240 kovuus (Shore D) 82

D570-98 veden imeytyminen 0,39 -0,41 %
Termiset ominaisuudet

ASTM menetelmé Ominaisuus Arvo

E831-05 C.T.E-40...0°C 71,5 -74,3 um
E831-05 C.T.EO0...+50°C 106,5-114,5 um
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6 LATERAL FLOW-KASETTITESTIN VALMISTUS

6.1 Yleista

Kasettitesteissa voitiin hyddyntaa suurelta osin tikkutesteissa kaytossa olevia materiaaleja ja
valmistusprosesseja. Uusia tarvittavia materiaaleja olivat: testikasettikotelo, néaytetyyny
(sample pad), konjugointityyny (conjugate pad), imutyyny (absorbent pad) ja pohjalami-
naatti.

Lateral flow- testin valmistusprosessi koostui seitsemésté eri prosessivaiheesta, joita ovat
vasta-aineen ja kontrollireagenssin konjugointi, ndytetyynyn kasittely, konjugointityynyn
késittely, konjugaatin annostelu konjugointityynylle, vasta-aineiden annostelu membraanille,
testitikkujen laminointi- ja leikkaus, kasettitestin kokoonpano (kuva 16).

Vasta-aineen ja kontrollireagensiin konjugointi

Néaytetyynyn kasittely
konjugointityynyn kasittely

konjugaatin nnostelu konjugointityynylle
Vasta-aineiden annostelu membraanille
Testitikkujen laminointi ja leikkaus

Kasettitestin kokoonpano

Kuva 16. Lateral flow-testin valmistusprosessi

6.2 Latex vasta-aineen ja kontrollireagenssin konjugointi

6.2.1 Latex vasta-aineen konjugointi (kouttaus)

Latex vasta-aineen konjugoinnissa kaytettiin leimana sinista 2,5 % latexsuspensiota. Ennen

konjugointia latexsuspensio pestiin, jotta siitd saatiin poistettua konjugointiprosessia hairit-
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sevat lisdaineet ja muut jddmat. Pesu suoritettiin selluloosa esterista valmistetussa MiniKros

suodatus- moduulissa (Spectrum Laboratories Inc, Rancho Dominques, USA).

MiniKros suodatusmoduuli sisaltdamé glyseriini poistettiin pesemalld moduuli ensin reagens-
sivedelld. Taman jalkeen moduuli huudeltiin vield pesupuskurilla. Seuraavaksi suodatus-
moduuliin lisattiin latexsuspensio, joka pestiin viela pesupuskurilla ja pesun jalkeen latex-

suspension pitoisuus séadettiin 2,0 %:ksi.

Seuraavana prosessivaiheena oli latex vasta-aineen konsentrointi ja puskurinvaihto, joka
suoritettiin polysulfonista valmistetussa MicroKros suodatus- moduulissa. Moduli pestiin
ensin iso-propanolilla, vedelld ja sen jalkeen vield pesupuskurilla. Pesun tarkoituksena oli

poistaa suodatus —modulissa oleva glyseriini.

Seuraavaksi suodatus -moduliin lisattiin latex vasta-aineliuos, joka konsentroitiin pitoisuu-
teen 2,5 mg/ml. Taman jalkeen konsentroidun latex vasta-aineliuoksen pitoisuus séédettiin

pitoisuuteen 2,2 mg/ml, kdyttden laimentamiseen suodatettua pesupuskuria.

Latex vasta-aineen konjugointi tapahtui sekoittamalla ensin BSA-liuosta, latex-vasta-
aineliuosta ja latexsuspensiota keskendén hitaassa sekoituksessa n. 60 minuutin ajan. Tana
aikana vasta-aine- ja BSA molekyylit kiinnittyvét lateksin pintaan. Vasta-aineen kiinnitty-
mista latex partikkelin pintaan parannettiin lisadmalla seokseen lopuksi EDC-liuosta. Tamén
jalkeen konjugoitu spesifinen vasta-aine liuos pestiin vield MiniKros — suodatusmoduulissa
pesupuskurilla. Tdmén jalkeen suspension pitoisuus séadettiin 1 %:ksi kayttden laimentami-
seen pesupuskuria. Lopuksi suspensioon liséttiin sdilontaainetta.

6.2.2 Kontrollireagenssin (Streptavidin) konjugointi

Streptavidinin konjugoinnissa kaytettiin leimana sinista 2,5% latexsuspensiota. Ennen kon-
jugointia latexsuspensio pestiin reagenssivedelld, jotta siitd saatiin poistettua konjugointipro-
sessia hairitsevat lisdaineet ja muut jadmat. Pesu suoritettiin selluloosa esterista valmistetus-

sa MiniKros suodatus- moduulissa.

Taman jalkeen moduuli huudeltiin viel&d pesupuskurilla. Seuraavaksi suodatus-moduuliin
lisattiin 2,5% latexsuspensio, joka pestiin pesupuskurilla ja pesun jalkeen latexsuspension
pitoisuus séadettin 2,0 %:ksi. Seuraavaksi streptavidinin liuotettiin reagenssiveteen, siten
ettd streptavidinin pitoisuudeksi tuli 5 mg/ml. Lopuksi pitoisuus séédettiin viel& pitoisuuteen

2,4 mg/ml pesupuskurilla.
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Streptavidinin konjugointi tapahtui sekoittamalla streptavidin - , BSA- ja pestyé 2 %:sta la-
texsuspensiota keskendan hitaassa sekoituksessa tasosekoittajalla n. 60 minuuttia. Tana ai-
kana streptavidin ja BSA Kiinnittyvat lateksin pintaan. Streptavidinin kiinnittymista latex
partikkelin pintaan parannettiin lisadmalla seokseen lopuksi EDC-liuosta. Lopuksi koutattu
streptavidin-latexsuspensio viel& pestiin pesupuskurilla ja liuoksen pitoisuudeksi séadettiin 1
%:ksi kéayttéden laimentamiseen pesupuskuria 1. Lopuksi liuokseen liséttiin séilontaainetta.

6.3 Nayteyynyn kasittely

Néaytetyynyn kasittely aloitettiin valmistamalla ensin tarvittava kyllastysliuos. Kyllastys-
liuosta annosteltiin Biodot-annostelulinjalla (BioDot Inc.,Irvine CA, USA) AirJet ruiskun
avulla rullalla olevalle ndytetyynylle n. 25 mm leveéné viivana. Annostelun jalkeen nayte-
tyyny esikuivattiin kahdessa kuivaustornissa lampétilassa 30 °C — 45 °C. Biodot-annostelu-
linjan nopeus oli annostelun ja esikuivauksen aikana 20 mm/s. Lopuksi kyllastysliuoksella

késitelty naytetyynyrulla kuivattiin 35 °C:een l&mpdkaapissa noin 30 minuutin ajan.

6.4 Konjugointityynyn kasittely

Konjugointityynyn késittelyssd valmistettiin ensin késittelyssd kaytettava kyllastysliuos.
Taman jalkeen kyllastysliuosta annosteltiin Biodot-annostelulinjalla AirJet ruiskun avulla
rullalla olevalle konjugointityynylle n. 15 mm levedna viivana. Annostelun jalkeen konju-
gointityyny esikuivattiin kahdella kuivaustornilla, joiden kuivauslampdtilat ovat 30°C —
45°C. BioDot-annostelulinjan nopeus oli annostelun ja esikuivauksen aikana 20 mm/s. Lo-

puksi kasitelty konjugointityyny kuivattiin vielda lampdkaapissa (35°C) n. 30 minuutin ajan.
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6.5 Konjugaatin annostelu konjugointityynylle

Annostelu aloitettiin valmistamalla ensin konjugaattiliuos. Tdman jélkeen valmistettua kon-
jugaattiliuosta annosteltiin Biodot-annostelulinjalla AirJet ruiskun avulla rullalla olevalle
kyllastetylle konjugointityynylle n. 2-3 mm leveéna, siten etta viiva on keskella konjugointi-
tyynya. Annosteltu konjugointityynyrulla esikuivattiin kahdella kuivaustornilla, joiden kui-
vauslampatilat ovat 30 °C- 45 °C. Biodot- annostelulinjan nopeus annostelun ja esikuivauk-
sen aikana oli 20 mm/s. Lopuksi annosteltu konjugointityyny kuivattiin vield lampdkaapissa
(35 °C) 30 minuutin ajan.

6.6 Vasta-aineiden annostelu membraanille

Membraanille annosteltiin Biodot-annostelulinjalla kolme erillisista viivaa kontrolliviiva,
spesifinen viiva ja merkkiviiva. Jokaista viivaa varten valmistettiin oma ajoliuos. Kontrolli-
viivan ajoliuosta varten biotinyloitu kontrollivasta-aine laimennettiin laimennosliuoksella
pitoisuuteen 2,0 mg/ml. Spesifisen viivan ajoliuosta varten spesifinen vasta-aineliuos lai-
mennettiin laimennosliuoksella pitoisuuteen 0,2 mg/ml. Merkkiviivan ajoliuosta varten
Rhodamine B kantaliuos laimennettiin reagenssin vedellda 1:200. Valmistetut ajoliuokset
suodatettiin lopuksi 0,2 um suodattimella.

Ajoliuosten annostelu membraanille tapahtui Biodot-annostelulinjalla. Annostelulinjassa oli
jokaiselle ajoliuokselle oma annostelupaansé. Biodot- annostelulinjan nopeus oli 50 mm/s ja
ajo-liuoksen annostelutilavuus on 0,88 pl/cm. Kontrolliviiva, Spesifinen viiva ja merkkivii-
vaa annosteltiin viivoiksi membraanin laminoimattomalle puolelle Frontline- annostelupai-
den avulla. Kontrolliviivan paikka oli 12 mm membraanin alareunasta, Spesifisen viivan
paikka 15 mm membraanin alareunasta ja merkkiviivan paikka n. 23 mm membraanin ala-
reunasta. Annostelun jalkeen membraani esikuivattiin kahdella kuivaustornilla, joiden kui-
vauslampatilat olivat 25 °C — 45 °C. Tamaén jalkeen membraanirulla kuivattiin viela lampo-
kaapissa (45 °C) kolme vuorokautta (72 h).
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6.7 Lateral flow-testitikkujen laminointi ja leikkaus

Testitikkujen laminointi tapahtui 80 mm leveélle pohjalaminaatille, johon oli liimattu 70
mm leved kaksipuoleinen teippi. Ensimmaiseksi pohjalaminaatista poistettiin siind olevat

suojateipit.
Taman jalkeen eri komponentit asetettiin paikoilleen kuvan 17 mukaisesti, siten etta:

- Membraani oli n. 35 mm laminaatin alareunasta
- Konjugointityyny oli n. 2 mm pééallekk&in membraanin kanssa
- Naytetyyny oli n. 2 mm pééllekkain konjugointityynyn kanssa

- Imutyyny oli n. 2 mm membraanin kanssa

membraani

naytetyyny /, imutyyny

/

‘

pohjalaminaatti  konjugointityyny spesifinen viiva kontrolliviiva

Kuva 17. Testitikun laminointi

Valmistetut tikkulaminaatit leikattiin BioDot -leikkurilla 5 mm levyisiksi testitikuiksi.

6.8 Lateral flow-kasettitestin kokoonpano

Lateral flow- kasettitestin kokoonpano tapahtui asettamalla edell& valmistettu testitikku tes-
tikotelon pohjaosaan sille kuuluvalle paikalle kuvan 18 osoittamalla tavalla. Lopuksi testiko-

telon kansiosa asetettiin kdsin pohjaosan péalle ja testikotelo puristettiin Kiinni.

Kuva 18. Kasettitestin kokoonpano.
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7  TESTIKOTELON LAADUNVARMISTAMINEN

7.1 Testikotelon laadunvarmistus

Testikotelon laatu varmistettiin tarkastamalla, ettd 3D-tulostetun testikotelon pohjaosan ja
kansiosan todelliset mitat vastaavat piirustuksissa olevia mittoja. Mittojen tarkistus tehtiin
Kolmeks Qy:n tiloissa (Kolmeks Oy, Turenki, Suomi) olevalla CNC-koordinaattimittaus-
koneella Mitutoyo Crysta-Apex C9116 (Mitutoyo Group, Kawasaki, Japan). Mittauskoneen
pituuden mittauksen tarkkuus oli 0,002 mm. Mittausolosuhteet pyrittiin pitdimaan vakiona
koko mittauksen ajan. Mittauskone oli kalibroitu 25.1.2013.

7.2 Testikotelon pohjan ja kannen 3D-mittaus

Ennen mittausten aloittamista mittauskoneelle tehtiin mittausohjelma ja valittiin kullekin
mittauspisteelle parhaiten soveltuvat mittauspéét. Testikotelon pohjaosan mittaukset tehtiin
viidestd ja kansiosan seitsemaésté eri kohdasta. Testikotelon pohjaosan mittauspisteet on esi-

tetty kuvassa 19 -20. Mittaukset toistettiin viidelle eri testikotelon pohja- ja kansiosalle.
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8 LATERAL FLOW-KASETTITESTIN TOIMINNAN VARMISTA-
MINEN

8.1 Yleista

Kehitetyn lateral flow-kasettitestin laatu varmistettiin kahdella eri tavalla, tutkimalla testin
reaktiokinetiikkaa ja analyyttistd herkkyyttd. Testin reaktiokinetiikkaa tutkittiin Actim
Ingeni lukulaitteen ja Kinetic-mittausohjelman avulla. Testin analyyttista herkkyytté tutkit-

tiin visuaalisen toimivuustestauksen avulla.

8.2 Lateral flow-kasettitestin kinetiikka

Aluksi tutkittiin lateral flow-kasettitestin reaktiokinetiikkaa, eli sitd kuinka nopeasti tutkitta-
va antigeeni-vasta-aine-leima kompleksi kiinnittyi kehitetyn kasettitestin spesifisen viivan
kohdalla olevaan spesifiseen vasta-aineeseen muodostaen vérillisen sinisen viivan. Kehite-
tyn lateral flow-kasettitestin reaktiokinetiikan tutkiminen aloitettiin laatimalla kasettitestia
varten oma mittausohjelma. Taman jalkeen valmistettiin nelja eri mittausliuosta, joista jo-
kaisessa oli eri maaré tutkittavaa antigeenia ( 0 pg/l, 12.5 pg/l, 25 pg/l ja 50 pg/l). Jokaista
mittausliuosta pipetoitiin lateral flow-kasettitestin naytekoloon 70 pl:a, jonka jalkeen kaset-
titesti laitettiin lukulaitteeseen, mittaus kdaynnistettiin ja mittaustulokset luettiin 10 sekunnin
valein aina 10 minuuttiin asti. Mittaukset toistettiin kymmenen kertaa kdyttden joka kerta

samaan testikoteloa, mutta eri testitikkua. Mittaustulokset on esitetty kohdassa 10 tulokset.

8.3 Analyyttinen herkkyys

Lateral flow- kasettitestin analyyttinen herkkyys mééritettiin selvittdmalla alin tutkittavan
antigeenin pitoisuus, joka antaa testilla positiivisen mittaustuloksen (detection limit). Lateral
flow-kasettitestin analyyttista herkkyytta tutkittiin visuaalisen toimivuustestauksen ja Actim
1ngeni lukulaitteen avulla. Testauksia varten valmistettiin nelj eri mittausliuosta, joista
jokaisessa oli eri maaré tutkittavaa antigeenia. Jokaista mittausliuosta pipetoitiin 70 pl:a

lateral flow- kasettitestin ndytekoloon ja mittaus kaynnistettiin. Mittausaika oli viisi minuut-
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tia ja mittaukset toistettiin kymmenen kertaa kummallakin tavalla. Visuaalisessa toimivuus-
testauksessa tulokset luettiin siten, ettd lateral flow-kasettitestin spesifisen viivan ja kontrol-
liviivan sinisen varin intensiteettia verrattiin erilliseen pikatestiviivojen vérikarttaan. Vari-

kartassa esitettyjen viivojen tulosmerkinnét on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Pikatestiviivojen tulosmerkinnat

Sanallinen tulos Numeerinen tulos Tulosten tulkinta

Ei nay ollenkaan negatiivinen (-)
Tuskin nakyva negatiivinen (-)
Heikosti nakyva positiivinen (+)
Melko hyvin nakyva positiivinen (+)
Nakyva positiivinen (+)

A~ o O
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9 TULOKSET

9.1 Testikotelon pohjan ja kannen 3D-mittaustulokset

Testikotelon pohjaosan mittaukset tehtiin viidesta eri kohdasta. Mittaukset toistettiin viidella
eri testikotelon pohjaosalla. Mittauksen aikana lampdtila pyrittiin pitaméan vakioina (20,0
°C), jotta lampétila ei vaikuta mittaustuloksiin. Testikotelon pohjaosan mittaustulokset on
esitetty taulukoissa 8-9.

Taulukko 8. Testikotelon pohjaosien 3D-mittauksen tulokset.

Mittaus- | Spesifi- Eri pohjaosien mittaustulos (mm) Lasketut tulokset

piste | kaatio | 4 2 3 4 5 ka sD V%
1 12,500 | 12,611 12,677 12,653 12,647 12,651 12,648 0,024 0,187
2 7,870 7,929 7,930 7,937 7,939 7,943 7,936 0,006 0,075
3 3,000 3,034 3,032 2,946 2,954 2,899 2,973 0,059 1,973
4 102,20 | 102,428 102,397 102,452 102,447 102,444 | 102,434 0,022 0,021
5 15,800 | 15,858 15,947 15,912 15,897 15,863 15,895 0,037 0,231

Testikotelon pohjaosan mittaustuloksista voidaan todeta, ettd eri mittauspisteiden variaa-
tiokertoimet (CV%) vaihtelevat 0,021 — 1,973%. Kun mittaustuloksiin otetaan mukaan mit-
tauslaitteesta johtuva kokonaisepdvarmuus = 0,002 mm, niin eri mittauspisteiden variaa-
tiokertoimet (CV%) eri pohjaosilla vaihtelevat vélilla 0,021 — 1,998 %. Mittaustuloksista
néhdaan, etta eniten vaihtelua oli mittauspisteessa 3 (testikotelon pohjaosan paksuus) ja va-
hiten vaihtelua oli mittauspisteessa 2 (testikotelon pohjaosan nédytealtaan pituus). Mittaustu-
loksista ndhdaan myds, ettei eri pohjaosien mitoissa ole kuitenkaan suuria eroja ja pohjaosat

ovat mitoiltaan hyvin samanlaisia.

Testikotelon pohjaosan mittaustuloksista laskettiin myos kuinka paljon ne poikkesivat pii-
rustuksessa olevista mitoista (taulukko 9). Tuloksista ndhdaan, ettd pohjaosien mittauspoik-
keamat piirustuksen mitasta ovat suurimpia mittauspisteessa 3 pohjaosan paksuus. Laskettu-
jen tulosten perusteella 3D-tulostusmenetelmén tarkkuudeksi saatiin = 0,258 mm, joka eroaa
jonkin verran kirjallisuudessa esitetystd £ 0,100 mm. Johtopaattksend voidaan kuitenkin

todeta, ettd 3D-tulostus soveltuu hyvin testikotelon pohjaosan valmistukseen.
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Taulukko 9. Pohjaosien mittauspisteiden poikkeamat piirustuksessa olevista mitoista.

kappale | Mittaus- | Mittaus- | Mittaus- | Mittaus- | Mittaus-
no. piste 1 piste 2 piste 3 piste 4 piste 5

Pohja 1 0,034 -0,042 -0,228 -0,059 -0,111
Pohja 2 0,032 0,047 -0,197 -0,060 -0,177
Pohja 3 0,054 0,012 0,252 -0,067 -0,153
Pohja 4 0,046 0,003 -0,247 -0,069 -0,147
Pohja 5 0,111 0,037 -0,244 -0,073 -0,151

Testikotelon kansiosan mittaukset tehtiin seitsemasta eri kohdasta. Mittaukset toistettiin vii-
dell& eri testikotelon kansiosalla ja myo6s tdsséa mittauksen aikana lampétila pyrittiin pité-
méaan vakiona (20,0 °C). Testikotelon pohjaosan mittaustulokset on esitetty taulukoissa 10-
11.

Taulukko 10. Testikotelon kansiosien 3D-mittauksen tulokset

Mittauspiste Mittaustulos Lasketut tulokset

(mm)

1 2 3 4 5 ka SD CV%
1 4,095 3,876 3,945 4,049 4,080 4,009 0,095 2,361
2 102,387 102,461 102,420 102,419 102,377 | 102,413 0,033 0,032
3 2,665 2,479 2,526 2,518 2,508 2,539 0,073 2,857
4 2,526 2,521 2,536 2,509 2,525 2,523 0,010 0,387
5 2,565 2,521 2,562 2,567 2,560 2,555 0,019 0,751
6 2,450 2,349 2,412 2,404 2,397 2,402 0,036 1,507
7 10,110 10,008 10,038 10,043 10,105 | 10,061 0,045 0,444

Testikotelon kansiosan mittaustuloksista voidaan todeta, ettd eri mittauspisteiden variaa-
tiokertoimet (CV%) vaihtelevat valilla 0,032 — 2,361 %. Kun mittaustuloksiin otetaan mu-
kaan mittauslaitteen kokonaisepdvarmuus = 0,002 mm, niin eri mittauspisteiden variaa-
tiokertoimet (CV%) vaihtelevat valilla 0,032 — 2,859 %. Mittaustuloksista ndhdaidn myos,
ettei eri kansiosien mitoissa ole suuria eroja ja eri kansiosat ovat mitoiltaan hyvin samanlai-
sia. Mittaustuloksista ndhdaan, etta suurin poikkeama havaittiin mittauspisteessa 2 (testiko-
telo kansiosan paksuus) ja pienin poikkeama oli mittauspisteessd 3 (testikotelon kansiosan

pituus).

Testikotelon pohjaosan mittaustuloksista laskettiin myos kuinka paljon ne poikkesivat pii-
rustuksessa olevista mitoista (taulukko 11). Tuloksista nahdaan, ettd kansiosien mittauspoik-
keamat piirustuksen mitasta ovat suurimpia mittauspisteessé 2 kansiosan paksuus. Tuloksis-

ta ndhdadén myos, ettd kansiosien mittauspoikkeamat piirustuksen mitoista ovat pienempia
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kuin testikotelon pohjaosan. Tdma4 johtui todennakdisesti siitd, ettd pohjaosan rakenteessa oli
paljon ohuita ja kapeita kohtia, joihin mittauspaan asettaminen oli hankalaa.

Taulukko 11. Kansiosien mittauspisteiden poikkeamat piirustuksessa olevista mitoista.

Kappale | Mittaus- Mittaus- Mittaus- Mittaus- Mittaus- Mittaus- Mittaus-
no piste 1 piste 2 piste 3 piste 4 piste 5 piste 6 piste 7
kansi 1 -0,095 -0,087 -0,026 0,050 -0,065 -0,026 -0,130
kansi 2 0,124 -0,161 -0,021 0,151 -0,061 -0,021 -0,028
kansi 3 0,055 -0,120 -0,036 0,088 -0,062 -0,036 -0,058
kansi 4 -0,049 -0,119 -0,009 0,096 -0,067 -0,009 -0,063
kansi 5 -0,080 -0,077 -0,025 0,103 -0,060 -0,025 -0,125

9.2 Lateral flow- kasettitestin reaktiokinetiikka

Kehitetyn kasettitestin reaktiokinetiikkaa eli vasta-aine — antigeeni — vasta-aine reaktion
nopeutta tutkittiin kéyttden Actim 1ngeni-lukulaitetta. Mittaukset tehtiin viidella eri mittaus-
liuoksella, joissa jokaisessa oli eri maaré tutkittavaa antigeenia. Jokaista mittausliuosta pipe-
toitiin 70 pl lateral flow -kasettitestin ndytekoloon, jonka jalkeen kasettitesti laitettiin luku-
laitteeseen ja mittausohjelma kaynnistettiin. Mittausohjelma mittasi tuloksen 10 sekunnin
valein aina kymmeneen minuuttiin saakka. Mittaukset toistettiin kymmenen kertaa kdyttaen
joka kerta samaa testikoteloa, mutta eri testitikkua. Seuraavassa kappaleessa on esitetty eri
eri antigeenipitoisuuksilla mitattujen kasettitestien reaktiokineettiset tulokset.

9.2.1 Lateral flow -kasettitestin reaktiokinetiikka antigeeni-pitoisuuksilla 0- 50
Hg/l

Lateral flow- kasettitestin reaktiokinetiikan tutkimista varten néytteet pipetoitiin kasettitestin
naytekoloon ja kasettitesti laitettiin Actim 1ngeni lukulaitteeseen ja kaynnistettiin Kinetic-

mittausohjelma. Mittaustulokset on esitetty kaaviossa 1-5.
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Testin reaktiokinetiikka, antigeenipitoisuus 0 ug/I

250 —— Tikku 1
——Tikku 2
——Tikku 3
——Tikku 4
—— Tikku 5
——Tikku 6
——Tikku 7
— Tikku 8
Tikku 9
——Tikku 10

L1, peak height

Time (min:ss)

Kaavio 1. Kasettitestin reaktiokinetiikka, mittausliuoksen antigeeni-pitoisuus 0 pg/I.

Kaavion 1:n esittdmista tuloksista nahdaan, ettd kun mittausliuos ei sisalla yhtaan tutkittavaa
antigeenia eik& varillistd testiviivaan muodostu, niin testiviivan intensiteetti ei kasva ajan
funktiona. Testiviivan (L1) intensiteetti pysyi kutakuinkin vakiona koko mittauksen ajan.
Tuloksista nahdaan, myos ettéd varittoman marén testiviivan (L1) antaman signaalin vahvuus

vaihtelee valilla 53 — 163.

Testin reaktiokinetiikka, antigeeni-pitoisuus 12,5 pg/I
800
——Tikku 1
——Tikku 2
600
b ———Tikku 3
>
T ——Tikku 4
= 400 ——Tikku 5
o
o ———Tikku 6
-
200 —Tikku 7
e Tikku 8
0 Tikku 9
——Tikku 10
Time (min:ss)

Kaavio 2. Kasettitestin reaktiokinetiikka, mittausliuoksen antigeeni-pitoisuus 12,5 pg/I
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Kaavio 2:n tuloksista ndhdaan, ettd kun tutkittavaa antigeenia alkaa sitoutua testiviivan koh-
dalle ja testiviivan (L1) intensiteetti kasvaa lineaarisesti ajan funktiona. Testiviiva on tuskin
nékyvé kun mittausaikaa on kulunut viisi minuuttia. Tuloksista nahddéan my®os, ettd tuskin
nakyvan testiviivan antaman signaalin vahvuus viiden minuutin kohdalla vaihtelee valilla
193,3 — 337,15.

Testin reaktiokineettiikka, antigeeni-pitoisuus 25 pg/I
1600
1400 e TikkU 1
——Tikku 2
1200 ——Tikku 3
g 1000 ——Tikku 4
2 800 ——Tikku 5
4 .
o Tikku 6
=3 400
Tikku 8
200 Tikku 9
0 Tikku 10
E88R383382833833338388
Time (min:ss)

Kaavio 3. Kasettitestin reaktiokinetiikka, mittausliuoksen antigeeni-pitoisuus 25 ug/l

Testaustuloksista nahdaan, ettad tutkittavaa antigeenia alkaa sitoutua enemmaén testiviivaan
(L1) ja viivan intensiteetti kasvaa nopeammin ajan funktiona (Kaavio 3). Testiviivan anta-

man signaalin vahvuus viiden minuutin kohdalla vaihtelee vélill& 513,46 — 785,97.
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Testin reaktiokinetiikka, antigeeni-pitoisuus 50 pg/I

3000 e Tikku 1

Tikku 2
=== Tikku 3
=Tikku 4
e Tikku 5
—Tikku 6
Tikku 7
Tikku 8
Tikku 9
Tikku 10

L1, Peak height

Time (min:ss)

Kaavio 4. Kasettitestin reaktiokinetiikka, mittausliuoksen antigeeni-pitoisuus 50 pg/I

Kaavio 4 esittaa testaustulokset melko korkealla antigeeni-pitoisuudella, jolloin testiviivaan
(L1) sitoutuvan antigeenin maara kasvaa ja testiviivan intensiteetti kasvaa yhd nopeammin
ajan funktiona. Tuloksista ndhdaan myads, etté testiviivan antama signaalin vahvuus viiden
minuutin kohdalla vaihtelee valilla 956,37 — 1577,3. Testiviivan on jo visuaalisesti ndkyva
kun mittausaikaa on kulunut viisi minuuttia joten testin tulos tulkitaan vahvasti positiivisek-

Si.

9.3 Analyyttinen herkkyys

Kehitetyn kasettitestin analyyttinen herkkyys testattiin kdyttden mittausliuoksia, joiden anti-
geeni-pitoisuudet olivat vélilld 0 pg/l — 50 pg/l. Testin tulokset luettiin viiden minuutin ku-
luttua siitd kun néyte oli kulkeutunut lukuikkunan alareunaan. Tulosten lukeminen tapahtui
kahdella eri tavalla seké visuaalisesti ettd Actim 1ngeni lukulaitteella. Mittauksissa kaytetty-
jen rinnakkaisten testikasettien maara oli kymmenen. Testaustulokset on esitetty taulukoissa
13 ja 14.

9.3.1 Analyyttisen herkkyyden toteaminen visuaalisesti ja lukulaitteella

Testin analyyttistd herkkyyden testausta varten valmistettiin ensin mittausliuokset kohdan

9.3 mukaisesti. Kutakin mittausliuosta pipetoitiin 70 pl:aa testikasettiin ja mittaus aloitettiin
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kun nayte oli kulkeutunut membraanin alareunaan. Visuaalisessa tulosten tulkinnassa testi-
viivan ja kontrolliviivan sinisen varin intensiteettia verrattiin pikatestiviivojen varikartassa
oleviin eri savyisiin sinisiin viivoihin. Testiviivojen tulosmerkinnédt on kuvattu taulukossa
12.

Taulukko 12. Pikatestiviivojen tulosmerkinnat

Sanallinen tulos Numeerinen tulos Tulosten tulkinta

Ei nay ollenkaan negatiivinen (-)
Tuskin nakyva negatiivinen (-)
Heikosti nakyva positiivinen (+)
Melko hyvin nakyva positiivinen (+)
Nakyva positiivinen (+)

A~ o O

Testiviivan tulokseksi kirjattiin 1&hinn& varikartassa olevan sinisen viivan savya vastaava
numero. Testiviivan intensiteetin ollessa vérikartassa esitettyjen eri sévyisten sinisien viivo-
jen vélissa numeerisen tuloksen peraén lisattiin joka + tai - merkki. Lukulaitteella tehtévéssa
tulosten tulkinnassa lukulaite mittasi testiviivasta ja kontrolliviivasta heijastuvan valon taite-
kertoimen ja muutti tuloksen numeeriseen muotoon. Testin analyyttisen herkkyyden tulokset

visuaalisesti ja lukulaitteella tulkittuna on esitetty taulukoissa 13 ja 14.

Taulukko 13. Kasettitestin analyyttinen herkkyys visuaalisesti luettuna.

Test | Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus
no 0 pg/l 12,5 g/l 25 pgll 50 pg/l
Testline  Control line | Testline Control Test line Control Test Control line
(0) (3-4) (0-1) line (2-4) line line (3-4)
(3-4) (3-4) (2-4)
1 0 4 0+ 4 2 4 3 4
2 0 4 0 4 2+ 4 3 4
3 0 4 0+ 4 4 3+ 4
4 0 4 0 4 4 3 4
5 0 4 0+ 4 4 3 4
6 0 4 ORF 4 2aF 4 3 4
7 0 4 1- 4 2 4 3 4
8 0 4 0+ 4 2 4 3 4
9 0 4 0 4 2- 4 3+ 4
10 0 4 0+ 4 2 4 3+ 4

* viivojen tulkinnassa kaytetty asteikkoa O(ei viivaa) - 4 (vahva viiva).

Testin analyyttinen herkkyys mééritettiin selvittaméall& alin antigeeni-pitoisuus, joka antoi
testilla positiivisen mittaustuloksen (detection limit, tulos 2- tai 2). Testaustulosten perus-

teella tdma pitoisuus oli 25 pg/l mitattavaa antigeenia.



Taulukko 14. Kasettitestin analyyttinen herkkyys Actim 1ngeni lukulaitteella.

Test no Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus
0 pg/l 12,5 pg/l 25 pg/l 50 pg/l
Test line Control Test line Control Test line Control Test line Control
line line line line
1 75 7841 247 6287 646 6545 1533 7422
2 75 6595 426 7590 431 6533 1854 8482
3 67 6246 236 5889 580 5230 977 4161
4 64 5211 272 6672 709 6152 958 6990
5 72 7241 361 6296 483 6260 1292 6938
6 69 5942 312 5902 702 6615 1279 8464
7 61 5932 311 6494 610 6256 1167 7737
8 62 6087 349 7088 543 6783 1492 6829
9 76 5391 358 6214 786 6391 956 6225
10 65 5895 337 7784 492 5421 1299 6829
Lasketut
tulokset
ka 68,60 6238,10 320,90 6621,60 598,20 6218,60 1280,70 7007,70
SD 5,64 802,56 58,04 663,66 113,84 509,01 289,09 1237,53
CV % 8,22 12,87 18,09 10,02 19,03 8,19 22,57 17,66

48

Testaustuloksista n&hdaan, etté rinnakkaisissa testituloksissa on aika paljon vaihtelua. Testi-

tulosten hajonta vaihtelee 8,20 — 22,57 % valilla, joka on lateral flow- testeille hyvin tyypil-

lista.

9.3.2 Toistettavuus ja testin sailyvyys

Kehitetyn kasettitestin analyyttisen herkkyyden testaukset toistettiin kuuden viikon kuluttua

ensimmaisista testauksista. Tahan kaytettiin uusia testikontrolleja joiden antigeeni-

pitoisuudet olivat valilla 0 pg/l — 50 pg/l. Testin tulokset luettiin viiden minuutin kuluttua

siitd kun ndyte oli kulkeutunut lukuikkunan alareunaan. Tulosten lukeminen tapahtui kahdel-

la eri tavalla visuaalisesti ja Actim 1ngeni lukulaitteella. Mittauksissa kaytettyjen rinnak-

kaisten testikasettien maara oli kymmenen. Testaustulokset on esitetty taulukoissa 15 ja 16.
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Taulukko 15. Kasettitestin analyyttinen herkkyys visuaalisesti luettuna., sailyvyysaika 6 vko.

Test
no

© 00 N o O B W N PP

=
o

Antigeeni-pitoi
0 po/l

Test line Control line

(0) (3-4)
0 4
0 4
0 4
0 4
0 4
0 4
0 4
0 4
0 4
0 4

suus

Antigeeni-pitoisuus

12,5 g/l
Test line
(0-1)

Control
line
(3-4)

4

B I - T R~ SN

Iy

Antigeeni-pitoisuus

25 pgll
Test line
(2-4)

2+
2+

2+

Control
line
(3-4)

4

B N I S TR S

50 pg/l
Test
line
(2-4)

4

B I S T S T - S

Antigeeni-pitoisuus

Control line
(3-4)

I N R L SR T S R

* viivojen tulkinnassa kaytetty asteikkoa O(ei viivaa) - 4 (vahva viiva).

Taulukko 16. Kasettitestin analyyttinen herkkyys Actim 1ngeni lukulaitteella, sailyvyysaika 6

vko.
Testno | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus
0 pg/l 12,5 pg/l 25 pg/l 50 pg/l
Test line Control Test line Control Test line Control Test line Control
line line line line
1 65 5536 441 6420 682 6442 1895 6891
2 66 5511 410 5593 735 5530 1954 5987
& 65 5850 512 6984 925 6590 1879 6614
4 54 5202 474 5539 802 5435 1818 6325
5 67 6352 392 5590 691 6217 1968 6953
6 62 5598 404 6608 631 5364 2003 7443
7 66 5608 415 4983 658 7820 1643 6855
8 66 6087 395 6217 655 5816 1888 7642
9 78 6989 513 7583 852 6532 1652 6113
10 62 5752 452 7784 954 6025 1993 5780
Lasketut
tulokset
ka 65,10 5848 440,80 6330,10 758,50 6177 1869,80 6660,30
SD 5,92 513,22 45,90 927,41 117,67 734,20 130,07 613
CV % 9,09 8,78 10,41 14,65 15,51 11,89 6,96 9,22

Tulosten perusteella voidaan todeta, etta testi on herkistynyt hieman ja tdmé on havaittavissa

etenkin lukulaitteen tuloksista. Testin analyyttinen herkkyys (detection limit) on kuitenkin

pysynyt samana eli alin antigeeni- pitoisuus, jolla testi antaa positiivisen tuloksen oli edel-

leen 25 pg/l.
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10 POHDINTA

10.1 Lateral flow-testikotelon kehitys

10.1.1Testikotelon suunnittelu ja 3D-tulostus

Tassa tydssé testikotelon suunnittelu aloitettiin tutkimalla markkinoilla olevien testikasettien
rakennetta. Taman jalkeen etsittiin lisatietoja testikotelon suunnittelusta eri kirjallisuusléh-
teistd. Pian testikotelon suunnittelun aloittamisen jalkeen havaittiin, ettd ensimmadinen vaihe
testikotelon suunnittelussa olisikin itse lateral flow-testin kehittdminen. Ilman tietoa testin
vaatimasta ndytemaarastg, testin dimensioista ja testiin kuuluvista komponenteista ei testiko-
telon suunnittelua ollut jarkevaa jatkaa. Lateral flow-testin kehittdmisen jélkeen jatkettiin
testikotelon suunnittelua maarittdmalla testikotelon rakenne ja ne ominaisuudet, joita siihen
haluttiin. Jo alusta asti oli selvaa, etté testikotelo koostuu kahdesta eri osasta, pohjaosasta ja
kansiosasta. Testikotelon suunnittelun kannalta oli tarke&a miettié testin virtaustie, eli kuin-
ka testin vaatima ndytemaard 70 pl virtaisi komponentilta toiselle ja miten testikotelon si-
séan tuleva lateral flow- testitikku saataisiin pysymaan testikotelossa paikoillaan. Suunnitte-
lun pohjana toimi lukulaitteen toimittajan suunnittelema testikotelo, jonka rakennetta muu-

tettiin kehitetylle lateral flow-testitikulle sopivaksi.

Testikotelon pohjaosaa muutettiin lisddmalla siihen ndyteallas, johon ndyte virtasi ensin ja
imeytyi siité sitten lateral flow-testissa olevalle naytetyynylle. Nayteallas mahdollisti lisaksi
ylimadraisen nédytteen valumisen ndytealtaaseen vaarantamatta testin toimivuutta. Néyteal-
taan ansiosta testikoteloon pipetoitavan naytteen maaréd voi vaihdella vélilla 70- 100 pl il-

man, etté silld on vaikutusta testin toimivuuteen tai analyyttiseen herkkyyteen.

Testikotelon kansiosaa muutettiin siirtdmalla siina olevien palkkien sijaintia ja kasvattamalla
palkkien paksuutta. Muutosten jalkeen palkit painavat kohdista, joissa lateral flow- testin
komponentit olivat paallekkain. Tama mahdollisti ndaytteen virtaamisen tehokkaasti kom-
ponentilta toiselle. Muuttamalla palkkien paksuutta voitiin vahentaa lateral flow-testin la-
minoinnissa tapahtuvan vaihtelun vaikutusta néytteen virtaamiseen komponentilta toiselle.
Testikotelon kansiosassa oleva lukuikkunan korkeus suunniteltiin sellaiseksi, ettd samaa
testikoteloa voitaisiin kayttaa kaksiviivatestin sijasta myos neliviivatestille. Testikotelon
kansiosan ja pohjaosan kiinnittyminen toisiinsa tapahtui testikotelon pohjaosassa olevien

nastojen ja kansiosassa olevien kolojen avulla.
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Lopullisen viimeistellyn testikotelo rakenteen aikaansaamiseksi tarvittiin kolme eri suunnit-
telukierrosta. Suunnittelukierrosten valilla valmistettiin sen hetkisten piirustusten mukaiset
mallit testikotelon kansi- ja pohjaosasta. Mallikappaleiden valmistus tapahtui 3D-tulos-

tamalla.

Ensimmaiset testikotelomallit valmistettiin 3D-tulostimella joka kaytti kappaleiden valmis-
tamiseen FDM- tulostustekniikkaa. Talla tekniikalla valmistetut testikotelomallit olivat hau-
raita, pehmeitd ja niiden pinnanlaatu oli huono (karhea). Tamén jalkeen pééatettiin kokeilla
SLA-tekniikaa, jonka kdytosta oli myos onnistuneita tuloksia vastaavissa projekteissa. SLA-
tekniikka kaytdnnossa osoittautui toimivaksi ratkaisuksi, jonka avulla valmistetut testikotelot
olivat kestavié ja niiden pinnanlaatu oli parempi kuin FDM-tekniikalla valmistettujen kappa-

leiden.

Kaiken kaikkiaan 3D-tulostustekniikan hyddyntdminen testikotelomallien valmistuksessa
nopeutti lopullisen testikotelon suunnittelua arviolta ainakin 12 viikkoa. Jos testikotelo mal-
lit olisi valmistettu vanhalla tavalla, eli ruiskuvalamalla olisi muotin valmistaminen kestanyt

noin 12 viikkoa. 3D-tulostamalla testikotelomallin tuottamiseen kului aikaa 1-3 péivaa.

10.1.2 Keskeiset tulokset

Tamaén tyon yhtend tarkoituksena oli kehittaa lateral flow- testikotelo, jonka suunnittelussa
hyodynnettaisiin 3D-tulostustekniikaa. Tulosten valossa tdma tavoite saavutettiin, kehitetyn

testikotelon pohjaosan seké kansiosan piirustukset on esitetty kuvissa 19 ja 20.

3D-tulostettujen testikotelon valmistukseen kaytetty SLA- tekniikka soveltui hyvin testiko-
telon mallikappaleiden valmistukseen. Valmistettujen kappaleiden pinnan laatu oli hyva,
kappaleet olivat kestdvia ja niiden mittatarkkuus oli + 0,258 mm, joka erosi jonkin verran
kirjallisuudessa esitetysta = 0,100 mm. Johtop&atoksend voidaan todeta, ettd 3D-tulostus-
tarkkuus SLA-menetelmélla on riittdva kun suunnitellaan testikotelorakenteita, ndytteen an-

nosteluvélineitd tai ndiden yhdistelmié.
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Kuva 20. Testikotelon kansiosan piirustus.

10.1.3 3D-tulostamisen tuotantotekniset hyddyt

Tutkimustulosten valossa 3D-tulostusta voidaan hyddyntdd monin erin tavoin diagnostisten
pikatestituotteiden tuotekehityksessa. 3D tulostusta voidaan kayttdd suunniteltaessa testiko-

telorakenteita, naytteen annosteluvalineita tai ndiden yhdistelmia.

3D-tulostettujen prototyyppien avulla voidaan tutkia suunnitellun kappaleen rakenteiden
toiminnallisuutta ja ergonomiaa. Valmistettuja prototyyppeja voidaan hyddyntdd kun halu-
taan esitelld tuotteen erilaisia tuotteen toteutusvaihtoehtoja tuotekehitysprojektin yhteydessa
muille yrityksen siséisille sidosryhmille. 3D-tulostettujen prototyyppien avulla voidaan
my0s tuotteen markkinointi- ja myyntitoimenpiteet aloittaa aikaisessa vaiheessa, jo ennen
varsinaisen tuotannon kaynnistymista.[5]. 3D-tulostustekniikan hyddyntdminen nopeuttaa

tuotekehitysprojektien l&pivientia ja pienentdd niista aiheutuvia kustannuksia.

3D-tulostustekniikan avulla voidaan valmistaa rakenteeltaan monimutkaisia kappaleita, joita
ei ruiskuvalamalla voida toteuttaa. Tulostusmateriaaleina voivat olla erilaiset muovit, metal-
lit, lasit ja keraamiset aineet. 3D-tulostamalla voidaan samaan kappaleeseen liittda erilaisia
ja erivérisid materiaaleja. Esimerkiksi kovaan kappaleeseen voidaan lisatda pehmead kumi-
maista materiaalia. Lisdksi 3D-tulostetun muovikappaleen kestavyysominaisuuksia voidaan
parantaa metalloimalla kappale, jolloin kappaleella on lahes samanlaiset kestavyysominai-
suudet kuin metallista valmistetulla. [5]. 3D-tulostustekniikan kehittymisen myota tuotteiden
valmistustekniikka ei enda rajoita tuotteen suunnittelua, vaan suunnittelija voi suunnitella

tuotteeseen hyvin monimutkaisiakin rakenteita. [17].

3D-tulostustekniikkaa voidaan myds hyédyntéé varaosien valmistuksessa, joissa toimitusajat
ovat normaalisti pitkid. 3D-tulostettu varaosa saadaan toimitettua yleensa 1-3 pdivéssa, jol-
loin rikkoutuneen osan takia pyséhdyksissa oleva laite saadaan nopeammin takaisin kéyt-
toon. Laitteen aiheuttamat tuotantokatkokset ovat nédin lyhyempié ja katkoksista aiheutuvat

kustannukset jadvat myos tavanomaista pienemmaksi.
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10.1.4 3D-tulostuksen tuotantotekniset haasteet

3D-tulostustekniikan kehittyminen on myos tuonut haasteita tuotteiden suunnitteluun kaytet-
taville ohjelmille, jotka eivat ole kehittyneet samaa vauhtia kuin 3D-tulostusmenetelmét. Jo
talla hetkelld suunnitteluohjelmat aiheuttavat ongelmia hyvin monimutkaisten tuoterakentei-

den valmistamisessa. [17].

Tuotantoteknisid haasteita aiheuttavat myds tuotteiden valmistukseen kéytetyt materiaalit,
jotka ovat usein hyvin myrkyllisia ihmisille itselleen, sekd ympaéristolle. Monet tulostusma-
teriaalit ovat myos tulostettavuudeltaan, kestavyysominaisuuksiltaan ja pinnanlaadultaan
erilaisia, joten oikein materiaalin ja tulostustekniikan valinta valmistettavalle kappaleelle voi
olla joskus vaikeaa.

10.1.5 3D-tulostamisen tulevaisuuden nakymat

3D-tulostuksen kehittyminen tulee mullistamaan tuotteiden teollisen valmistamisen. Tule-
vaisuudessa tuotteet suunnitellaan yhdessa paikassa ja niitd voidaan valmistaa eri paikoissa
ympéri maailmaa.[17]. 3D-tulostamisen hyddyntdminen lisaéntyy etenkin lentokoneteolli-
suudessa, autoteollisuudessa, elektroniikkateollisuudessa ja terveydenhuollossa. Lentokone-
teollisuus vaatii osia jotka ovat kevyitd, kestavia ja geometrisesti monimutkaisia. N&iden
osien valmistus tulee tapahtumaan ja on jo osittain tapahtunut 3D-tulostamalla.[18]. Autote-
ollisuudessa raskaat osat on jo korvattu ja tullaan korvamaan kevyemmill& rakenteilla, joi-
den suunnittelussa on huomioitu asiakkaiden toiveet henkilokohtaisella tasolla. Elektroniik-
kateollisuudessa 3D-tulostaminen nopeuttaa uusien tuotteiden tuomista markkinoille. 3D-
tulostuksen avulla voidaan pienentad elektronisten komponenttien kokoa ja tuoda laitteisiin

uudenlaisia toiminnallisuuksia. [18].

3D-tulostamisen hyddyntdminen terveydenhuollossa tulee my6s lisdédntymaan. Diagnostiik-
ka teollisuudessa 3D-tulostamisen avulla voidaan jopa koko diagnostinen testi tuottaa samal-
la kertaa. Tulevaisuudessa 3D-tulostamalla voidaan valmistaa myos biologisia materiaaleja
kuten ihoa. 3D-tulostamisen hyddyntdminen ihmisen henkilokohtaisten varaosien valmis-

tuksessa tulee edelleen kasvamaan.[18]. 3D-tulostuksen kehittymisen myo6ta myds 3D-
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tulostimet halpenevat, jolloin niiden kayttd myo6s kotitalouksissa tulee tulevaisuudessa li-

saantymaan.

10.2 Lateral flow- kasettitestin kehitys

Lateral flow- kasettitestin kehittamisessé hyddynnettiin osittain aiemmin kehitetyn tikkutes-
tin valmistusprosesseja ja materiaaleja. Kasettitestin kehityksen alkuvaiheessa kartoitettiin
useita kasettitestiin soveltuvat uusia materiaaleja, joista testausten perusteella valittiin ne

materiaalit, joita lopullisessa lateral flow- kasettitestissa kaytettiin.

Lateral flow- kasettitestin valmistusprosessi kasitti seitseman eri prosessivaihetta. Vasta-
aineen ja kontrollireagenssin konjugointi, naytetyyny kasittely, konjugointityynyn kasittely,
konjugaatin annostelu konjugointityynylle, vasta-aineiden annostelu membraanille, testitik-
kujen laminointi ja leikkaus, kasettitestin kokoonpano. Seuraavissa kappaleissa on kuvattu

eri prosessivaiheissa tehtyja havaintoja.

10.2.1 Latex vasta-aineen ja kontrollireagenssin konjugointi

Konjugoinnin tarkoitus oli kiinnittd4d leimana toimivaan latex- partikkeliin vasta-
aine/kontrollireagenssi. Konjugoinnissa tapahtuva latex- partikkelin aggregoituminen oli

haitallinen ilmid ja sitd voitiin vahentaa lisadmalla konjugointiliuokseen BSA:ta.

Konjugoinnin tulisi tapahtua pH:ssa, joka on l&hellda vasta-aineen/kontrollireagenssin
isoelektristd pistettd. Silloin vasta-ainetta/kontrollireagenssia kiinnittyy eniten latex- partik-
kelin pintaan. Konjugointiin vaikuttavia tekijoita ovat lamp6étila, kosteus ja konjugointiin
kaytetty aika.

Konjugointi voidaan suorittaa joko yksivaiheisesti tai kaksivaiheisesti. Yksivaiheisessa kon-
jugoinnissa vasta-aineen/kontrollireagenssin kiinnittyminen latex- partikkelin pintaa tapah-
tuu pelkastaan adsorption avulla, eli vasta-aine/kontrollireagenssia ja latex- partikkeliliuos
sekoitettaan kesken&dn hitaassa sekoituksessa noin 24 tuntia. Kaksivaiheisessa konjugoin-
nissa vasta-aine/kontrollireagenssin kiinnittyminen tapahtuu kaksivaiheisella adsorptiolla,
jossa ensin vasta-aine/kontrolli-reagenssia sekoitetaan keskendén noin 15- 60 minuuttia ja

sen jalkeen liuokseen lisdtdédn EDC ja sekoitusta jatketaan noin tunnin ajan. Kaksivaiheisen
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konjugoinnin etuna on se, ettd talldin vasta-aine/kontrollireagenssi Kiinnittyy latex- partikke-
lin pintaan kovalenttisesti ja sidos on pysyvampi kuin yksivaiheisessa konjugoinnissa.[24]

Tasséa tyossd konjugointi tapahtui kaksivaiheisesti, jolloin vasta-aine/kontrollireagenssi kiin-
nittyi kovalenttisesti latex-partikkelin pintaan. Lateral flow-testin toimivuuden kannalta olisi
tarkeda tietdd myos se kuinka paljon vasta-ainetta/kontrollireagenssia on Kkiinnittynyt latex-
partikkelin pintaan. Tulevaisuudessa konjugointiin olisi hyvéa kehittdd mittausmenetelma,

jolla sen onnistumista voitaisiin seurata.

10.2.2 Naytetyynyn kasittely

Néaytetyynyn késittelyn tarkoituksena on vaikuttaa potilasndytteen koostumukseen tekemélla
se lateral-flow testille sopivammaksi. Potilasnaytteen pH voi olla testille sopimaton tai poti-
lasndyte voi sisdltdé aineita jotka haittaavat lateral flow testin toimintaa. Lisaéamalla néyte-
tyynylle kyll&stysliuosta, voidaan ndytteen viskositeettia véhent&d, helpottaa naytteessa ole-
vien proteiinien sitoutumista, parantaa naytteessa olevien reagenssien liukoisuutta ja ehkéis-
td konjugaatin ja muiden proteiinien valistd epéspesifista sitoutumista. Kyllastysliuoksen
lisddmisen jalkeen néytetyyny kuivattiin. Kuivauksen kannalta oli tarkead, ettd kuivattavan
materiaalin lampdtila ei saavuttanut kuivauslampdétilaa ennen kuin kaikki kosteus kuivatta-
vasta materiaalista oli saatu poistettua. Tassa tyossa kehitetty annostelu- ja kuivausmenetel-

maé osoittautui testaustulosten perusteella toimivaksi.

Néaytetyynyn késittelya voitaisiin kuitenkin tehostaa, jos tiedettdisiin kuinka paljon kyllas-
tysliuosta naytetyyny siséltdd. Nykyisin kaytossa olevalla Biodot- annostelulinjalla tdmé ei
ole vielda mahdollista, mutta on olemassa laitteita jotka pystyvat annostelemaan kyllastysliu-
osta myos kvantitatiivisesti. Naytetyynyn Kkuivausta voitaisiin myods tehostaa kuivaamalla
naytetyynyrulla heti késittelyn jalkeen annostelulinjan peraan liitettavasséa kuivaustunnelissa,
joka todennakaisesti lyhentéisi kuivausaikaa ja erillisestd 1ampokaappikésittelysté voitaisiin

luopua.

10.2.3 Konjugointityynyn kasittely

Konjugointityynyn kasittelyn tarkoituksena oli absorboida leimattu vasta-aine/kontrollirea-

genssi eli konjugaatti ja pitédé se stabiilina koko séilyvyysajan. Lisddmaélla konjugointityy-
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nyyn erilaisia reagensseja ja detergenttejd voitiin konjugointityynyn ominaisuuksia muuttaa
siten, ettd se absorboi leimatun vasta-aineen/kontrollireagenssin itseensé ja vapautti sen kun
testikontrolliliuos oli kulkeutunut konjugointityynylle. Konjugointityyny taytyy kuivata heti
kyllastyksen jalkeen. Tyypillisesti kuivaus tapahtuu samalla tavalla kuin naytetyynyn kuiva-
us ja siind patevat samat lainalaisuudet. T&ssé tyossa kehitetty annostelu- ja kuivausmene-

telma osoittautui testaustulosten perusteella toimivaksi.

Konjugointityynyn kasittelyd voitaisiin kuitenkin viel& parantaa jos tiedettaisiin tarkkaan
kuinka paljon kyllastysliuosta nédytetyyny sisdltdd. Nykyisin kaytossa olevalla Biodot -
annostelulinjalla tdma ei ole viela mahdollista, mutta on olemassa laitteita jotka pystyvat
annostelemaan kyll&astysliuosta myds kvantitatiivisesti. Konjugointityynyn kuivausta voitai-
siin tehostaa kuivaamalla konjugointirulla k&sittelyn jalkeen annostelulinjan perdén liitetta-
valla kuivaustunnelilla, jolloin erillista Iampokaappikésittelya ei tarvittaisi.

10.2.4 Konjugaatin annostelu konjugointityynylle

Konjugointityynyn annostelun tarkoituksena oli absorboida leimana toimiva konjugaatti
konjugointityynylle. Testin toimivuuden kannalta oli tarkead, ettd konjugaattia on riittava
ma&ard ja se vapautuu konjugointityynylta tehokkaasti. Konjugaatin annostelun Kriittisin vai-
he oli annostellun konjugointityynyn kuivaus. Konjugointityynyn kuivauslamp@tilan tuli olla
alle 50 °C, jotta lampdtila ei hajota konjugointityynylle annosteltuja proteiineja. Kuivauksen
kannalta oli tarkead, etta kuivattavan materiaalin lampdtila ei saavuttanut kuivauslampdtilaa
ennen kuin kaikki kosteus kuivattavasta materiaalista oli saatu poistettua. Tassa tyssé kehi-

tetty annostelu- ja kuivausmenetelma osoittautui testaustulosten perusteella toimivaksi.

Konjugointityynyn annostelua voitaisiin mahdollisesti parantaa, jos tiedettdisiin tarkkaan
kuinka paljon konjugaattiliuosta naytetyyny siséaltdd. Nykyisin kaytossé olevalla Biodot —
annostelulinjalla tdma ei ole viela mahdollista, mutta on olemassa laitteita jotka pystyvat
annostelemaan konjugaattiliuosta my6s kvantitatiivisesti. Konjugointityynyn kuivausta voi-
taisiin tehostaa kuivaamalla konjugointirulla kasittelyn jélkeen annostelulinjan peraan liitet-

tavalla kuivaustunnelilla, jolloin erillistd lampokaappikésittelyé ei tarvittaisi.
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10.2.5 Vasta-aineiden annostelu membraanille

Membraanin tarkoituksena on toimia lateral flow- testin analyyttisend alueena, josta testin
tulos voitiin visuaalisesti tai lukulaitteen avulla havaita. Membraanin tulee sitoa vasta-aineet
itseensd, kestdd lyhyt- ja pitkdaikaista varastointia, sallia liuosfaasin kulkeutuminen mem-

braanin 1&pi vaikuttamatta sen pintaan sitoutuneiden vasta-aineiden ominaisuuksiin.

Tassa tydssa membraanille annosteltiin kolme viivaa, kontrolliviiva, spesifinen viiva ja
merkkiviiva. Kontrolliviivan tarkoituksena oli varmistaa testin oikeanlainen toiminta. Spesi-
fisien viivan tarkoituksena oli osoittaa siséltdako ndyte tutkittavaa antigeenia. Merkkiviivan
tarkoituksena oli osoittaa laminoijalle miten pdin membraani tulee pohjalaminaattiin Kiinnit-
tdd. Annostelun jalkeen membraani kuivattiin. Vasta-aineiden annostelun Kriittisin vaihe oli
annostellun membraanin kuivaus. Kuivauksen kannalta oli tarke&d, ettd kuivattavan materi-
aalin lampdatila ei saavuttanut kuivauslampotilaa ennen kuin kaikki kosteus kuivattavasta
materiaalista oli saatu poistettua ja ettei kuivauslampdtila ylita 50 °C:tta. Kuivausta voitai-
siin tehostaa kuivaamalla annosteltu membraani annostelulinjan peraan liitettavalla kuivaus-
tunnelilla, jolloin erillistd lampokaappikasittelyd ei ehké tarvittaisi tai lampokasittelyaika

voisi olla lyhyempi.

10.2.6 Lateral flow- testitikkujen laminointi ja leikkaus

Testitikkujen laminoinnin tarkoituksen oli kiinnittdd valmistetut naytetyyny, konjugointityy-
ny, membraani ja imutyyny toisiinsa, siten etti nayte paasisi virtaamaan tehokkaasti kom-
ponentilta toiselle. Komponentit voidaan joka kiinnittda suoraan testikotelon pohjaosaan tai

erilliselle pohjalaminaatille, johon liimattu kaksipuoleinen teippi.

Tassa tydssa komponentit Kiinnitettiin valmiiseen pohjalaminaattiin. Lateral flow- testin
kehityksen aikana havaittiin, ettd nayte paasi virtaamaan tehokkaimmin komponentilta toi-
selle, jos komponentit olivat vahintadn 2 mm pé&allekkain.

Tikkujen leikkauksessa oli tarke&é etté leikkuri ei vahingoita membraanin reunoja. Mikali
membraanin reunat leikkauksen jélkeen ovat rosoiset, voi ndyte virrata membraanin 1api

epéatasaisesti, jolloin testiviivasta ja kontrolliviivat ovat keskeltd vaaleampia kuin reunoilta.
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Tama johtuu siitg, ettd membraanin reunoissa huokoset ovat tuolloin puristuneet kasaan ja
naytteen mukana kulkevat latex- partikkelit jumittuvat membraanin reunoihin eivatka péaase

virtaamaan eteenpain.

10.2.7 Keskeiset tulokset

Keskeiset tulokset I0ytyvat taméan dokumentin sivuilta 43- 49. Taman tyon yhtena tarkoi-
tuksena oli luoda kehitettyyn testikoteloon sopiva lateral flow-pikatesti ja varmistaa testin

oikeanlainen toiminta. Tulosten valossa tdma tavoite saavutettiin.

10.2.8 Lateral flow- teknologian tuotantotekniset hyddyt ja heikkoudet

Lateral flow-teknologian hy6tynd on sen yksikertaisuus ja diagnostinen nopeus, jota voidaan
hyddyntaa ladkarin vastaanotolla olevan potilaan diagnosoinnissa. Lateral flow-testit antavat
tulokset muutamassa minuutissa ja niiden tarvitsema ndytteen maaré on pieni. Ne ovat edul-
lisia ja niiden oikeanlainen kaytto vahentaé potilaan sairaanhoidosta aiheutuvia kustannuk-

sia.

Lateral flow-teknologia on kehitetty jo 1960-luvun loppupuolella, joten tuotantoteknisesti
teknologia on hyvin tunnettu ja siitd on olemassa paljon tutkimustietoja. Lateral flow-testien
valmistuksessa tarvittavia laitteita, materiaaleja ja reagensseja on runsaasti saatavilla. Late-
ral flow-testit ovat luotettavia, eika niiden kayttdmiseen tarvita kalliita monimutkaisia laittei-
ta. Teknologiaa soveltuu hyvin kéytettavaksi niin terveyden huollossa, eldinladkinndssa kuin

teollisuudessakin pienten ainemé&érien havaitsemiseen.

Lateral flow-testien heikkoutena voidaan pitéé sité, ettd menetelma soveltuu kaytettavaksi
vain liuosmuodossa olevien néytteiden tutkimiseen. T&ll6in tutkittavat naytteet on saatava
muutettua ensin liuosmuotoon, joka taas voi vahentaa testin herkkyytta ja asettaa rajoituksia
naytemateriaalille. Lateral flow-menetelmdan perustuvat testejd ei voida myoskaan kayttaa

erittain pienten ainemaarien tutkimiseen.
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10.2.9 Lateral flow- teknologian tulevaisuuden nakymat

Lateral flow-testien markkinat kasvavat keskimé&arin n. 5 % vuodessa, vuonna 2012 lateral
flow-testien myynti oli n. 3,650 miljoonaa dollaria. Lateral flow-testien kaytto etenkin koti-
talouksissa tulee lisddntymaan kun markkinoille tulee enemmaén kotikayttdon soveltuvia
testejé. Lateral flow-testien kéaytto infektio- ja elintapasairauksien tunnistamiseen ja oman

terveydentilan monitorointiin tulevat tulevaisuudessa merkittavasti lisaédntymaan.[21]

Tulevaisuudessa lateral flow- teknologian kehittyminen tulee padosin tapahtumaan seuraa-

villa osa-alueilla:

- naytteen kerddminen ja kasittely
- merkkiaineet (leimat)
- tulosten tulkinta (readerit, kdnnykat, tabletit)

- testirakenteiden suunnittelu

Naytteen kerddminen ja kasittely

Tulevaisuudessa lateral flow- testeiltd vaaditaan suurempaa herkkyytta ja kvantitaatiota.
Tama asettaa vaatimuksia naytteen keraamiseen ja kasittelyyn. Néytteiden keradminen ja
késittelyn pitéisi olla yksikertaista ja helposti toistettavaa. Tulevaisuudessa naytteen keraa-
minen tapahtuu kvantitatiivisesti ja naytteiden kerdys- ja késittely on integroitu suoraan tes-

tikoteloformaattiin. [21]

Merkkiaineet

Lateral flow-testien kasvavat herkkyys- ja kvantitaatiovaatimukset asettavat myods vaatimuk-
sia merkkiaineiden kehittymiselle. Nykyisin k&ytdssa olevat merkkiaineet kuten latex- ja
kultapartikkelit tulevat korvautumaan uusilla merkkiaineilla, jotka ovat analyyttisesti her-
kempid, kooltaan pienempid. Nama merkkiaineet pystyvat havaitsemaan entista pienempia
antigeeni-pitoisuuksia lukulaitteen avulla. Lupaavia seuraavan sukupolven merkkiaineita
ovat esimerkiksi fluorisoivat partikkelit kuten quantum dot, kolloidinen hiili, nanoselluloosa

seké erilaiset entsyymileimat. [21]
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Tulosten tulkinta

Lateral flow testien herkkyysvaatimuksien kasvaminen asettaa myos vaatimuksia tulosten
tulkinnassa kaytettaville laitteille. Lukulaitteiden kayttdmat kuvantamismenetelmat tulevat
muuttumaan ja nykylaitteissa olevat CCD-teknologiaan perustuvat kuvantamismenetelmét
tulevat korvautumaan uudemmilla CMOS-teknologiaan perustuvilla kuvantamismenetelmil-
14. [21]. Tuloksia voidaan tulevaisuudessa lukea kannykailla, tablet- tietokoneilla ja jopa

rannekelloilla.

Testirakenteiden suunnittelu

Tulevaisuudessa testirakenteet tulevat monimutkaistumaan kun testirakenteeseen yhdiste-
taan naytteen kerdys ja kasittely. Eri pikatestivalmistajat haluavat myos erottua toisistaan

suunnittelemalla erilaisia ja muista tuotteista poikkeavia testirakenteita.

Uskon myos, etté tulevaisuudessa testirakenteisiin yhdistetadn myos elektroniikkaa, joka voi
jopa antaa potilaalle toimintaohjeet erilaisissa sairastapauksissa.

11. Yhteenveto

Tutkimustulosten valossa 3D-tulostusta voidaan hyddyntdd monin erin tavoin diagnostisten
pikatestituotteiden tuotekehityksessa. Erityisen kayttokelpoinen pikavalmistekniikka on
suunniteltaessa testikotelorakenteita, ndytteen annosteluvalineitd tai edellisten yhdistelmié.
3D-tulostettujen prototyyppien avulla voidaan tutkia suunniteltujen kappaleen rakenteiden
toiminnallisuutta ja ergonomiaa. Lisaksi sitd voidaan hyddyntaa kun halutaan esitelld tuot-
teen erilaisia tuotteen toteutusvaihtoehtoja tuotekehitysprojektin yhteydessa muille yrityksen
sisdisille sidosryhmille. 3D-tulostettujen prototyyppien avulla voidaan myds tuotteen mark-
kinointi- ja myyntitoimenpiteet aloittaa aikaisessa vaiheessa, joissain tapauksissa jopa ennen
varsinaisen tuotannon kéaynnistymistd. 3D-tuolustuksen kéyttd voi nopeuttaa tuotekehitys-

projektien lapivientia ja vahentaa projektista aiheutuvia kustannuksia.
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