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Pikavalmistustekniikat ovat kehittyneet viime vuosina nopeasti. Tdma antaa jo lahes rajatto-
mat mahdollisuudet tuottaa 3D-tulostamalla erilaisia tuotteita. 3D-tulostuksen hyddyntdmi-
nen on yleistynyt erityisesti teollisuuden ja teknologian aloilla. Téssa tydssé tutkittiin, miten
3D-tulostamista voidaan hyddyntéa lateraalivirtaustekniikkaan perustuvien immunologisten
pikatestituotteiden tuotekehityksessa.

Lateraalivirtaustekniikkaan perustuva immunologinen pikatesti (Lateral Flow Immuno As-
say) on vasta-aineisiin perustuva, nopea ja helppokiyttdinen mittausmenetelmé pienten ai-
nemadirien havaitsemiseen. Tyon kirjallisuusosassa tarkasteltiin testin suunnitteluun ja val-
mistukseen vaikuttavia tekijoitd ja kehitettiin immunologiselle pikatestille oma testikotelo,
jonka suunnitteluun ja rakenteen mallintamiseen kéytettiin 3D- tulostustekniikkaa. Testiko-
telon toimivuus varmistettiin kehittdmélld testikoteloon sopiva immunologinen pikatesti,
jonka suorituskykyéd analysoitiin sekd visuaalisesti ettd Actimlngeni lukulaitteella. Tydssd
selvitettiin erilaisia pikavalmistustekniikoita, joista testikotelon tulostamiseen valittiin SLA-
tekniikka, jossa kappaleita valmistetaan nestemadisestd valoherkéstd hartsista. Tdma mene-
telmé wvalittiin sen tulostustarkkuuden ja tulostuspinnan laadun perusteella. Testikotelon
suunnittelu aloitettiin, maarittamalla, millaisia ominaisuuksia testikotelolta haluttiin. Naita
ominaisuuksia olivat immunologisen pikatestin suojaaminen sekd néytteen kulkeutumisen
varmistaminen. Immunologisen pikatestin kehityksessd hyddynnettiin osin aiemmin kehite-
tystd immunologisesta pikatestistd saatuja tietoja. Immunologisen pikatestin valmistuspro-
sessi koostui seitsemdstd eri prosessivaiheesta, jotka olivat: Monoklonaalisen vasta-ai-
neen/kontrollireagenssin konjugointi, niytetyynyn kasittely, konjugointityynyn késittely,
konjugointityynylle annostelu, membraanille annostelu, laminointi ja leikkaus seké kasetti-
testin kokoonpano. Testikoteloon kehitetyn immunologisen pikatestin toimivuus varmistet-



tiin tutkimalla testin reaktiokinetiikkaa ja analyyttistd herkkyyttd seké visuaalisesti, ettd lu-
kulaitteen avulla. Tutkimustulosten perusteella 3D-tulostus on erittdin hyddyllinen mene-
telmé pikatestien tuotekehityksessd suunniteltaessa testikotelorakenteita, niytteen annoste-
luvélineitd ja ndiden yhdistelmié.
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Rapid prototyping techniques have been extensively has 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 de-
velop 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 Lateral flow test was tested visually and
by using Actim 1ngeni reader. The study began by examining different types of rapid proto-
typing techniques. Based on this preliminary phase a stereolithography (SLA) method was
selected for the manufacturing of the test cassette prototype. The design was initiated by
determining the features that are the most essential for the test cassette structure. These fea-
tures are protection of the lateral-flow test structure and assurance of the liquid flowing

through the test strip. Then the Lateral flow test was developed 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: Conjugation of antibody /control re-
agents, preparation of the sample pad, preparation of the conjugate pad, dispensing of the
conjugate pad, dispensing of the membrane, laminating and cutting of the test strip and fi-
nally the cassette assembly. Lateral flow test cassette performance was verified by studying
the reaction kinetics and sensitivity of the test visually and by reader. Based on this study
the 3D-printing is a very useful method for rapid test product development and especially

for designing of the housing structures and sampling tools.
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1 Johdanto

Lateraalivirtaukseen perustuvat immunologiset pikatestit tarjoavat nopean analyysin poti-
laan tilasta. Menetelmadssé tutkittava aine usein tunnistetaan siihen kiinnittyvén merkkiai-
neella konjugoidun vasta-aineen avulla, joka voidaan havainnoida joko visuaalisesti tai eril-
liselld mittauslaitteella. Lateraalivirtaus-menetelméédn perustuvia pikatestejd kuten esimer-
kiksi raskaustestejd ja koronavirustestejd kiytetddn laajasti teollisuudessa ja terveydenhuol-

lossa.

Viime vuosina nopeiden ja edullisten pikatestien kehittdminen on ollut kasvavan mielenkiin-
non kohteena. Pikatestien valmistajat pyrkivét erottautumaan toisistaan suunnittelemalla
muiden tuotteista ulkonddltddn poikkeavia tuotteita, jotka ovat visuaalisesti ndyttévii ja vai-

keasti kopioitavia. Esimerkkind voidaan mainita visuaalisesti ndyttévit testikotelorakenteet.

Erilaisten muoviosien valmistukseen tarkoitettujen pikavalmistustekniikoiden kehitys ja eri-
toten 3D-tulostus on nopeuttanut tuotekehitysprojektin aikana tapahtuvaa prototyyppien
suunnittelua sekd valmistusta ja ndin lyhentinyt tuotekehitysprojektien lipimenoaikaa. 3D-
tulostustuksessa tietokoneohjelmalla suunniteltu kolmiulotteinen malli voidaan tulostaa fyy-
siseksi esineeksi 3D-tulostimella. Tulostusmateriaalina voidaan kdyttda mm. metallia, muo-
via ja lasia. Kappaleen valmistus tapahtuu siten, ettd 3D -tulostimessa oleva tulostuspai su-
lattaa tai liuottaa tulostusmateriaalin ja suihkuttaa sen tulostusalueelle haluttuun kohtaan ker-
ros kerrokselta. Nykyisin kdytdssd on useita pikavalmistustekniikoita kuten SLA (Stereolit-
hogafia), SLS (Selective Laser Sintering), FDM (Fused Deposit Modelling), LOM (Lami-
nated Object Manufacturing), PP (PolyJet printing) ja 3DP (Three dimensional printing).

Tadmén tyon tavoitteena on tutkia, voidaanko 3D-tulostustekniikkaan hyddyntdd diagnostis-
ten pikatestien tuotekehityksessi lateraalivirtaustestikoteloiden valmistuksessa. Kirjallisuu-
desta ei l0ytynyt viitteité, siitd ettd 3-D tulostustekniikan soveltuvuutta diagnostisten late-
raalivirtaustestikoteloiden valmistuksessa olisi aiemmin tutkittu. Tadssd tyossd on tarkoitus
selvittdd, ovatko 3-D tulostustekniikalla kehitetyt/valmistetut lateraalivirtaustestikotelot laa-

dultaan ja ominaisuuksiltaan tdysin vastaavia kuin muottitekniikalla valmistetut testikotelot.



2 Immunologinen pikatesti

Immunologinen pikatesti on nopea diagnostinen menetelmé, joka perustuu vasta-aineen ja
antigeenin sitoutumiseen. Menetelmédn avulla voidaan tunnistaa kohdemolekyylejd néyt-

teistd nopeasti ilman aikaa vievia tutkimuksia.
2.1 Testin rakenne ja toimintaperiaate

Immunologisten pikatestien kehityksen alkuaskeleet otettiin 1900- luvun loppupuolella, kun
immunokemia ja diagnostiikka kehittyivét laajasti. Vasta-aineiden kehitys ja kéyttoonotto
immunologissa méadrityksissa loivat perustan nykyiselle lateraalivirtaustekniikalle (LFIA),
jossa ndyte siirtyy kapillaarivoiman vaikutuksessa huokoisessa alustassa muodostaen mitat-

tavan signaalin.

Immunologinen lateraalivirtaukseen perustuva pikatesti koostuu neljésti padkomponentista,
jotka ovat: ndytetyyny (Sample Pad), konjugointityyny (Conjugate Pad), membraani (Me-
brane) ja imutyyny (Absorbent Pad). Néytetyynyn tarkoituksena on puskuroida ja kuljettaa
ndyte konjugaattityynylle. Mikili ndyte sisdltdd testattavaa antigeenia kiinnittyy se konju-
gointityynyssd olevaan merkkiaineella konjugoituun vasta-aineeseen ja muodostaa anti-
geeni-vasta-aine-konjugaatti-kompleksin. Muodostunut kompleksi kulkee kapillaarivoi-
malla membraanille, johon on annosteltu yleensé kaksi viivaa eli, testi-, ettd kontrolliviiva.
Testiviiva sisdltdd ndytteessd olevan antigeenin tunnistavaa vasta-ainetta, jonka sitoutumis-
kohta antigeeniin on yleensé eri kuin leimatussa 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 mu-
kaisesti havaita joko visuaalisesti tai erillisen laitteen avulla. Mikéli ndytteessé on testattavaa
antigeenia, kompleksi muodostuu ja testitulos on positiivinen. Antigeenin puuttuessa testi-
viivaa ei muodostu ja tulos on negatiivinen. Testin oikeanlainen toiminta varmistetaan kont-
rolliviivan avulla. Kontrolliviivassa oleva biotinyloitu vasta-aine sitoutuu leimattuun strep-

tavidiniin muodostaen biotinyloitu vasta-aine- streptavidin -kompleksin, joka voidaan lei-



man ominaisuuksien mukaisesti havaita joko visuaalisesti tai erillisen laitteen avulla. Late-

raalivirtaus -testin rakennekuva on esitetty kuvassa 1.[1]

Detoction Control oo Housng
window

Tont line

Sample pad  ped

Kuva 1. Lateraalivirtaustestikasetin rakennekuva. [1]

2.2 Naytetyyny

Néytetyynyn (sample Pad) tarkoitus on absorboida potilasndyte, sitoa itseensd ndytteessi
mahdollisesti olevat kiintoaineet, muuttaa ndytteen koostumus Lateraalivirtaus -testille so-
pivaksi ja vapauttaa niyte konjugointityynylle tehokkaasti. Ndytetyynyn ominaisuuksiin
voidaan vaikuttaa erilaisilla kemiallisilla késittelyilld. Késittelyssd ndytetyynyyn lisétdan
erilaisia reagensseja, jotka lisddvét tai vihentivéat niytteen viskositeettia, helpottavat néyt-
teessd olevien proteiinien sitoutumista, parantavat niytteessd olevien reagenssien liukoi-
suutta ja ehkidisevat konjugaatin ja muiden proteiinien vilistd epdspesifistd sitoutumista.
Yleisimpid ndytetyynymateriaaleja ovat selluloosa-, lasi- ja viskoosikuitu. Niytetyynyma-

teriaalien ominaisuuksia on esitetty taulukossa 1.[2].

Taulukko 1. Nédytetyynymateriaalien ominaisuuksia [2].

Materiaali Paksuus vetolujuus absorbointikyky
selluloosa kuitu 300 - 1000 pm heikko » 25 }Ll;’cm2
lasikuitu 100 — 500 pm hyvi 1 -2 pl/em’

viskoosikuitu 100 — 300 pm hyvi > 15 pl/em?

2.3 Konjugointityyny

Konjugointityynyn (conjugate pad) tarkoitus on absorboida merkkiaineella konjugoitu

vasta-aine eli konjugaatti, pitdé se stabiilina koko sdilyvyysajan ja vapauttaa se tehokkaasti



seuraavalle testikomponentille (membraanille). Konjugointityynyn materiaali valintaan vai-
kuttavat miten nopeasti konjugaatin halutaan vapautuvan ja siirtyvan seuraavalle testikom-
ponentille. Yleisempid konjugointityynymateriaaleja ovat lasikuitu, polyesterikuitu ja vis-
koosikuitu. Lasi- ja selluloosakuidusta valmistetut konjugointityynyt ovat luonteeltaan hyd-
rofobisia. Viskoosikuidusta valmistetut konjugointityynyt ovat luonteeltaan hydrofiilisia.

[1]. Konjugointityynymateriaalin ominaisuuksia on esitetty taulukossa 2.[2]

Taulukko 2. Konjugointityynyn materiaalin ominaisuuksia [2.]

Materiaali Paksuus vetolujuus absorbointikyky
selluloosa kuitu 300 - 1000 pm heikko » 25 pl/em”
lasikuitu 100 — 500 pm hyvi 1 -2 pl/em?

viskoosikuitu 100 — 300 pm hyvi > 15 pl/em’

2.3.2 Merkkiaine

Merkkiaineen (Label) tarkoituksena on tehdd lateraalivirtaustestin tulos havaittavaksi joko
visuaalisesti tai erilliselld lukulaitteella. Merkkiaineen valintaan vaikuttavat, halutaanko tu-
los havaita visuaalisesti vai lukulaitteella, halutaanko merkkianeen sitoutuvan vasta-ainee-
seen spesifisesti vai ei ja millaista herkkyytté testistd halutaan. Yleisempid kaytettyjd merk-
kiaineita ovat lateksi-, kulta-, fluorisoivat ja magneettiset partikkelit. Kulta- ja lateksipartik-
kelit voidaan havaita visuaalisesti. Lateksipartikkeleita on saatavilla eri véreissd, joista sini-
nen on yleisimmin kéytetty. Kultapartikkelit ovat vériltddn punaisia, eikd niitd ole mahdol-
lista saada muun virisind. Fluorisoivat- ja magneettiset partikkelit voidaan havaita ainoas-

taan niiden lukemiseen tarkoitetulla lukulaitteella.[1]

2.3.3 Membraani

Membraani on huokoinen materiaali tyypillisesti nitroselluloosa kalvo, jossa ndyte ja rea-
genssit kulkevat kapillaarivoiman avulla. Membraanin tarkoituksena on toimia lateraalivir-

taustestin analyyttisend alueena, josta testin tulos voidaan visuaalisesti tai lukulaitteen avulla



havaita. Membraani on testin toimivuuden kannalta tarkein lateraalivirtaustestin osa. Sen
tulee tdyttdd useita eri vaatimuksia, joita ovat mm. sitoa vasta-aineet itseensé, kestid lyhyt-
ja pitkdaikaista varastointia sekd sallia liuosfaasin kulkeutuminen membraanin lépi vaikut-
tamatta sen pintaan sitoutuneiden vasta-aineiden ominaisuuksiin. Yleisimpid membraanima-
teriaaleja ovat nitroselluloosa, polyvinyylifluoridi (PVDF), nylon ja polyeetterisulfoni

(PES). [2]

Nitroselluloosa-, polyvinyylifluoridi-, nylon- ja polyesterisulfoni- membraanit ovat luon-
teeltaan hydrofobisia, mutta niistd saadaan erilaisilla kisittelyilld hydrofiilisia eli helposti
kastuvia. Taulukossa 3 on esitetty eri membraani materiaalien proteiinien sitoutumismeka-

nismeja [2].

Taulukko 3. Yleisempid membraanimateriaaleja ja niiden sitoutumismekanismit.[2]

Membraani materiaali  Ensisijainen sitoutumismekanismi
Nitroselluloosa sidhkostaattinen

Polivinyylifluoridi hydrofobinen

Nylon (1oni) sdhkostaattinen
Polyeesterisulfoni hydrofobinen

Membraani on hyvin huokoinen materiaali. Lateraalivirtaustesteihin soveltuvien membraa-
nien huokoskoko on tyypillisesti vilillda 320 um. Membraanin huokoskoko kuvaa sité par-
tikkelin kokoa, joka mahtuu vield kulkemaan membraanin rakenteen ldapi. Membraanin kyky
sitoa proteiinia riippuu membraanin huokoskoosta. Huokoskoon pienentyessd membraanin

pinta-ala kasvaa, jolloin membraanille voi sitoutua enemmaén proteiinia. [3]

Lateraalivirtaus testissd huokoskokoa tirkedmpdd on membraanin kapillaarivirtausominai-
suudet. Membraanin kapillaarivirtausominaisuudet vaikuttavat Lateraalivirtaus- testin herk-
kyyteen, spesifisyyteen seké testi- ja kontrolliviivan muodostumiseen. Térkein néistd omi-
naisuuksista on kapillaarivirtausnopeus ja se ilmoitetaan tyypillisesti aikana, joka kuluu, kun
nesterintama kulkee membraanilla 4 senttimetrin pituisen matkan. Membraanin kapillaari-
virtausnopeus vaikuttaa lateraalivirtaustestin herkkyyteen, siten ettd mitd hitaammin neste-
rintama membraanilla litkkuu tuon 4 cm pituisen matkan, sitd hitaampi ja herkempi mem-
braani on. Taulukossa 4 on esitetty Milliporen Hi-Flow Plus membraanien kapillaarivirtaus-

aikoja ja niiden vaikutuksia Lateraalivirtaus-testin herkkyyteen. [2,3]



Taulukko 4. Milliporen Hi-Flow Plus nitroselluloosa membraanien kapillaarivirtausai-

koja.[22]

Membraani | Kapillaarivirtausaika Virtausnopeus Herkkyys
(sek/4 cm)
HF180 180 + 45 Hidas Herkka
HF135 135+ 34
HF120 120 + 30
HF(090 90 +23
HF075 75+ 19 Nopea Vihemmin herkki

Lateraalivirtaustestin kannalta muita merkittdvid membraanin ominaisuuksia ovat sen pak-
suus ja huokoisuus. Membraanin paksuus on tirked neljistd eri syystd koska se vaikuttaa
membraanin 1) tyhjatilavuuteen, 2) membraanille annosteltujen testiviivan ja kontrolliviivan
leveyteen, 3) membraanin vetolujuuteen seki 4) testiviivan ja kontrolliviivan intensiteettiin.
Membraanin paksuus vaikuttaa membraanin tyhjétilavuuteen, siten ettd paksuuden kasva-
essa myds sen tyhjdn osan tilavuus kasvaa, jolloin membraani vaatii enemman nestetté kas-
tuakseen kokonaan. Membraanin paksuus vaikuttaa myds annosteltujen viivojen leveyteen.
Viivojen leveys pienenee membraanin paksuuden kasvaessa. Tamé johtuu siité, ettd ensin
neste imeytyy membraanille syvyyssuunnassa ja vasta sen jdlkeen leveyssuunnassa. Mem-
braanin paksuus vaikuttaa myds membraanin vetolujuuteen, tilloin paksuuden kasvaessa
myOs membraanin vetolujuus kasvaa. Membraanin paksuus vaikuttaa myos testiviivan ja
kontrolliviivan ndkyvyyteen, jolloin membraanin paksuuden kasvaessa testi- ja kontrollivii-
van intensiteetti pienenee. Testiviiva on nidkyvi ainoastaan 1dhelld membraanin pintaa, vaik-
kakin néyte ja leima imeytyvit kuitenkin myds membraanilla ensin syvyyssuunnassa. Tdman
johdosta osa testiviivan sitoutunut leimasta on membraanirakenteen sisélld ja eikd ndy paal-
lepéin. [2,3,16]. Membraanin huokoisuus (porocity) kuvaa kuinka paljon ilmaa membraanin
kolmiulotteisen rakenteen sisélld on ja se ilmoitetaan yleensd prosentteina membraanin koko

tilavuudesta. [2,3]



2.1.6 Imutyyny

Imutyynyn tarkoitus on yllépiti4 lateraalivirtaustestissé tapahtuvaa nestevirtausta. Imutyyny
suunnitellaan tyypillisesti siten, ettd se pystyy absorboimaan itseensd koko testiin lisdtyn
ndyteliuoksen mairin ja pitdmdédn sen sisdllddn koko testin suoritusajan. Imutyyny ei saa
paidstdd ndytettd virtaamaan takaisin membraanille, koska takaisinvirtaus voi aiheuttaa vir-
heellisen testituloksen. [1]. Imutyynyn materiaalin valintaan vaikuttavat tarvittava paksuus,
puristettavuus sekd tasainen nesteen absorbointikyky. Yleisin kdytetty imutyyny materiaali

on selluloosakuitu. [1,2,4]

2.1.7 Vasta-aineet

Vasta-aineet, eli immunoglobuliinit, ovat immuunijdrjestelmiin kuuluvia liukoisia prote-
iineja. Niitéd esiintyy niin veressd kuin muissakin ihmiskehon nesteissé ja niiden maéra li-
sddntyy tai ne aktivoituvat, kun ihminen altistuu vieraille aineille tai organismeille. Vasta-
aineet jaetaan viiteen eri luokkaan. Niistd ryhmistd tunnetuin on immunoglobuliini G (IgG),
joka koostuu kahdesta identtisestd raskaasta ketjusta ja kahdesta identtisestd kevyestd ket-
justa. Nama ketjut ovat kiinnittyneet toisiinsa rikkisilloilla. Immunoglobuliini on Y-muotoi-
nen molekyyli, jonka péissd on kaksi paikkaa, joihin antigeeni voi sitoutua. Immunoglobu-

liinin rakennekuva on esitetty kuvassa 2.

Y 3

kevyt ketju Fab

rikkisilta

raskas ketju

Kuva 2. Vasta-aine molekyylin (immunoglobuliini) rakennekuva.



Vasta-aineiden avulla voidaan tunnistaa haluttu vieras aine luotettavasti sen pddssé olevien
spesifisten antigeenin sitoutumiskohtien avulla. Tastd syystd vasta-aineita kdytetdédn erilai-

sissa immunologisissa analyyseissa kuten lateraalivirtaustesteissd. [23]

2.1.8 Muut lateraalivirtaustestissa tarvittavat materiaalit

Muita Lateraalivirtaus -testin valmistuksessa tarvittavia materiaaleja on pohjalaminaatti,
jonka paille kaikki Lateraalivirtaus testissé tarvittavat materiaalit laminoidaan ja sen tarkoi-
tuksena on pitdd testin muut materiaalit paikoillaan. Pohjalaminaatti on tyypillisesti valmis-
tettu polystyreenistd, kalanteroidusta vinyylisté tai polyesteristd. Pohjalaminaatin pinnalla
on paineherkké liima, jonka tarkoitus on pitdd kaikki testin materiaalit paikoillaan. Liima
tulisi valita siten, ettd se ei liukene muihin testissd oleviin komponentteihin ja etté se ei vai-
kuta testin toimivuuteen. Lateraalivirtaus -testin toimivuuden kannalta on erittiin tirkeaa,
ettd testin kaikki komponentit (ndytetyyny, konjugointityyny, membraani ja imutyyny) on
laminoitu pohjalaminaatin paille siten, ettd ne ovat vahintddn 2 mm pédllekkiin, jolloin néy-

teliuos padsee virtaamaan tasaisesti komponentilta toiselle. [1,3]

2.1.9 Tulosten tulkinta

Lateraalivirtaustestin tulosten tulkinta tapahtuu joko visuaalisesti tai erilliselld lukulaitteella.
Visuaalisessa tulosten tulkinnassa testin tulosta eli testiviivan vérin intensiteettid arvioidaan
paljain silmin. Télldin on huomioitava, ettd valaistusolosuhteet ovat hyvit. Visuaalisessa tu-
kinnassa voidaan kéyttd4 apuna myos erilaisia vérikarttoja, joissa on kuvattu eri intensiteetin
omaavia vérin sdvyjd merkittyni eri numeroin tai merkein. [ 1] Lukulaitteella tehtéva tulosten
tulkinta tapahtuu yleensd kameran ja erillisen tunnistusohjelman avulla. Jirjestelmén toi-
minta voi perustua CCD-kuvantamiseen tai skannaukseen. Skannauksessa valo johdetaan
erilaisten linssien ldpi lateraalivirtaustestin lukualueelle ja viivasta heijastuva valo johdetaan
erilliselle tunnistimelle. Tunnistin mittaa heijastuvan valon taitekertoimen, jonka jérjestelma

muuttaa joko numeeriseksi tai sanalliseksi tulokseksi.[15]



3 Kappaleiden pikavalmistus

Kappaleiden valmistukseen tarkoitettuja pikavalmistustekniikoita on nykyéain useita. Ylei-
sesti pikavalmistustekniikat jaetaan kahteen eri luokkaan reduktiiviseen ja additiiviseen val-
mistustekniikkaan. Reduktiivinen valmistustekniikka tarkoittaa kdytdnndssd CNC:td (com-
puterized numerical control) eli tietokoneavusteista numeerista ohjausta, jossa tehdyn ohjel-
man avulla kappaletta porataan, jyrsitddn ja leikataan tydstokoneella halutun kaltaiseksi. Ad-
ditiivisessa valmistustekniikassa 3D-malli viipaloidaan ohuisiin millistd millin kymmenes-
osan korkuisiin kerroksiin. Viipalointiin kéytetdén ohjelmia, joita kutsutaan slicereiksi. Sli-
cerin tekemi ohuisiin kerroksiin perustuva malli syotetddn tulostimelle ja tulostin tulostaa
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 valmistamisesta 3D-tulostimen avulla. 3D-tu-
lostin saa ohjeensa digitaalisesta mallista, joka on ensin luotu 3D-suunnitteluohjelmalla. Di-
gitaalinen 3D-malli on yleensd STL-tiedostomuodossa, jolloin sen geometria on kol-
miomuodossa, joka pyrkii jéljittelemédn alkuperdistd 3D-mallia méaériteltdvissa olevan tole-
ranssin rajoissa. 3D-tulostin voi kdyttia tulostusmateriaaleina erilaisia muoveja, metalleja ja

keraamisia aineita. [5,6]
3.1 Pikavalmistusmenetelmaét

Pikavalmistusmenetelmét ovat tietokoneavusteisia valmistustekniikoita, joilla valmistetaan
kolmiulotteisia kappaleita valmiin digitaalisen mallin pohjalta. Menetelmit sopivat erityi-
sesti prototyyppien ja hyvin monimutkaisten rakenteiden valmistamiseen. Pikavalmistusme-
netelmid ovat mm. stereolitografia (SLA), selektiivinen lasersintraus (SLS), sulakerrosval-
mistus (FDM), kerroslaminointimenetelmé (LOM), PolyJet-valmistus (PP) ja sideainessuih-

kutus-menetelma (3DP).



3.1.1 Stereolitografiatulostus (SLA)

Stereolitografia eli SLA-menetelmé perustuu valoherkkédn monomerihartsiin, joka UV-va-
lon vaikutuksesta muuttuu polymeeriksi ja jahmettyy. Stereolitografia -laitteet koostuvat al-

taasta ja pystysuunnassa olevasta liikkuvasta tasosta, UV-laserista ja pyyhkijastd (kuva

3).[5,6]
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Kuva 3. Stereolitografia laitteen toimintaperiaate.[7]

Laitteessa oleva liikkuva taso upotetaan valoherkkéi monomerihartsia sisdltdviin altaaseen.
Seuraavaksi tasoa nostetaan hiukan pinnan yldpuolelle, jolloin tasolle jd4 ohut hartsikerros.
Tamin jdlkeen laitteessa oleva pyyhkija tasoittaa pinnan, jolloin siithen j&a oikean kerros-
vahvuuden verran materiaalia, joka sitten kovetetaan UV-laserilla. Kun kappale on saatu

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

Stereolitografia -tekniikan etuja [7]:
O nopea
o paljon erilaisia materiaaleja
o hyvi pinnanlaatu

o hyvé mittatarkkuus



kaytetyin tekniikka
luotettava
voidaan valmistaa useita kappaleita yhtdaikaisesti

voidaan valmistaa monimutkaisia rakenteita

Stereolitografia -tekniikan huonoja puolia [7]:

o

Selektiivinen lasersintraus eli SLS-menetelmd perustuu jauhemaiseen materiaaliin, joka
sintrataan eli liitetddn yhteen lammon avulla tai sulatetaan CO»-laserilla. Metalli- tai muovi-
jauhe syotetdén tyotasolle ja levitetddn telan tai rullan avulla tasaiseksi kerrokseksi. Seuraa-
vaksi jauhemainen materiaali limmitetdén ldhelle sen sulamispistettd ja CO»-laseri sulattaa
materiaalin ja sitoo sen kerros kerrokselta valmiiksi kappaleeksi. Kappale muodostuu jauhe-

maisen pedin sisddn, eika erillisid tukirakenteita tdlloin tarvita. SLS- laitteen toimintaperi-

tulostusmateriaalit kalliita
materiaalit myrkyllisid
materiaalit suojattava valolta, ettei esipolymerisoitumista tapahdu

materiaalit usein hauraita ja lapikuultavia

3.1.2 Selektiivinen lasersintraus (SLS)

aate on esitetty kuvassa 4.[5,6]
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Kuva 4. Selektiivisen lasersintraus -laitteen toimintaperiaate. [10]

Selektiivisen lasersintraus -tekniikan etuja [10]:
o tukirakenteita ei tarvita
o paljon erilaisia materiaaleja
o materiaalit myrkyttomia

o melko nopea tulostusmenetelmé

Selektiivisen lasersintraus -tekniikan huonoja puolia [10]:
o pitkit jadhtymisajat
o joissakin tapauksissa pinta voi jadda huokoiseksi
o huono mittatarkkuus

o valmistetut kappaleet eivit ole kovin kestdvid



3.1.3 Sulakerrosvalmistus (FDM)

Sulakerrosvalmistusmenetelmé (fused deposit modeling) perustuu sulaan termoplastiseen
materiaalin, joka pursotetaan liitkkuvan suuttimen avulla kerroksittain liikkuvalle tasolle
(kuva 5.). Kelalla nauhana oleva materiaali [dmmitetdadn suuttimessa lampdétilaan, joka 0,5
°C materiaalin sulamispistettd korkeampi. Sulamateriaali pursotetaan timén jilkeen vaahto-
muovimaiselle alustalle, jossa se jahmettyy n. 0,1 sekunnissa. Seuraava kerros voidaan pur-
sottaa vasta sitten kun edellinen kerros on ehtinyt jadhtyd. Kerroksen paksuuteen vaikuttavat

materiaalin pursotusnopeus ja suuttimen liikkumisnopeus. [5,6]
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Kuva 5. Sulakerrosvalmistus laitteen toimintaperiaate.[11]

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

materiaalille ja toinen tukimateriaalille.

Sulakerrosvalmistus tekniikan etuja [11]:
o materiaalit halpoja

o materiaalit myrkyttomia ja ympéristoystavéllisid



o paljon erilaisia materiaaleja, myos virillisid

Sulakerrosvalmistus-tekniikan huonoja puolia [11]:
o heikko pinnanlaatu
o kerrosten vililld voi tapahtua de-laminoitumista
o huono mittatarkkuus

o tarvitsee tukirakenteita

3.1.4 Laminaattikerrosvalmistus (LOM)

Laminaattikerrosvalmistusmenetelmé (Laminated Object Manufacturing) perustuu rullalla
olevaan termoplastiseen materiaaliin, joka kelataan erillisen tyGtason pdille. Seuraavaksi
kuumennettu rulla kulkee tason ylitse laminoiden materiaalin edellisen kerroksen paille. Lo-
puksi CO»-laseri leikkaa laminoidun kerroksen oikeaan muotoonsa ja ylijddnyt materiaali
kelataan pois. Menetelma ei ole kovin yleisesti kidytdssd ja soveltuu parhaiten vihemmain
yksityiskohtia ja tarkkuutta vaativille kappaleille. LOM-laitteen toimintaperiaate on esitetty
kuvassa 6.[5,6]
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Kuva 6. Laminaattikerrosvalmistus-laitteen toimintaperiaate. [12]

Laminaattikerrosvalmistus -tekniikan etuja [12]:
o materiaalit halpoja
o materiaalina voidaan kayttdd esimerkiksi paperia
o voidaan valmistaa isoja kappaleita

o erittdin nopea menetelma

Laminaattikerrosvalmistus -tekniikan huonoja puolia:
o huono pinnanlaatu
o menetelmaélld syntyy paljon hukkaa
o laitteet vaativat perusteellisen puhdistuksen joka kappaleen valmistuksen jélkeen
o sula materiaali voi syttyd palamaan, kun sitéd leikataan laserilla

o menetelmilld ei voi valmistaa huokoisia kappaleita



3.1.5 PolylJet-valmistus (PP)

PolyJet tulostusmenetelma perustuu vat-polymerosointiin (Vat polymerization). Téssd me-
netelmédssd valoherkkd monomeerihartsi ruiskutetaan suoraan tydtason péélle ohueksi kal-
voksi, joka tdm4 jilkeen kovetetaan UV-laserilla miérétyistd paikoista. Kappaleen valmis-
tukseen kaytetddn yleensd kahta erilaista materiaalia, joista toinen on valoherkkdi monomet-
rihartsia itse kappaleen tekemiseen ja toinen geelimdinen aine, jota kdytetdin kappaleen tu-
kirakenteen tekemiseen. Lopuksi geelimidinen tukirakenne poistetaan valmiista kappaleesta,
joko kasin tai vesisuihkun avulla. PolyJet printing -laitteen toimintaperiaate on esitetty ku-

vassa 7.[8]
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Kuva 7. PolyJet tulostus -laitteen toimintaperiaate.[13]

Menetelmé on nopea ja kappaleet ovat heti kiyttovalmiita. Menetelmédlld on myds mahdol-

lista luoda ulokkeita ja geometrisesti monimutkaisia rakenteita.

PolylJet tulostus -menetelméin etuja [13]:
O nopea
o hyvi pinnanlaatu

o menetelmilld voi valmistaa geometrisesti monimutkaisia kappaleita



o hyvé mittatarkkuus

o voidaan kdyttdd useita muovimateriaaleja ldpindkyvastd virillisiin muoveihin sa-

manaikaisesti

PolylJet tulostus -menetelmén huonoja puolia:
o valmiit kappaleet eivit ole kovin kestdvia
o tulostusmateriaalit usein myrkyllisia

o tulostusmateriaalit kalliita

3.1.6 Sideainesuihkutus-menetelmé (3DP)

Sideainesuihkutusmenetelmd (Three dimensional printing) perustuu Powder Bed Jetting -
tekniikkaan. Tédssd menetelmissé kiytetddn mustesuihkutyylistd tulostuspditi, josta kappa-
leen valmistukseen kdytettdvad materiaalia lisidtdén jauhemaisen tukirakenteen péélle. Kap-
paleen valmistumisen jdlkeen jauhemainen tukirakenne poistetaan paineilmalla. Three di-

mensional printing - laitteen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 8.[6]
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Kuva 8. Kolmiulotteisen tulostuslaitteen toimintaperiaate.[14]

Kolmiulotteisen tulostusmenetelmén etuja [14]:
o nopea
o tukirakenteita ei tarvita
o paljon eri materiaaleja: keraamisia, muovisia, metallisia

o halpa menetelmi

Kolmiulotteisen tulostusmenetelmén huonoja puolia [14]:
o huono pinnanlaatu
o huono mittatarkkuus

o valmistetut kappaleet eivit ole kovin kestivia



3.1.7 3D-Tulostusmenetelmien vertailu

3D-tulostusmenetelmié voidaan vertailla monin eri tavoin riippuen siitd mitkd ovat valmis-
tettavan kappaleen spesifikaatiot. Taulukossa 5 on esitetty edelld kuvattujen menetelmien eri

ominaisuuksia. [6,9,10,11,13,14].

Taulukko 5. 3D-valmistusmenetelmien vertailu [6,9,10,11,13,14]

Menetelma SLA SLS FDM LOM PP 3DP

Jilkikovetus 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

(pm)

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

(pm)

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

aali erilaiset erilaiset metallit, muovi, erilaiset  metalll,

hartsit vahat, polykarbo- keraami- hartsit keraami-

elastomee- naatti nen mate- nen mate-
rit riaali riaali

4 Testikotelon suunnittelu ja 3D-mallinnus

Tadmaén diplomityon tarkoituksena oli suunnitella Actim Oy:n kehittima immunologinen la-
teraalivirtaukseen perustuva testiliuska kasettiformaattiin. Tyo aloitettiin suunnittelemalla
ensin testikotelo ja sen jdlkeen tehtdisiin tarvittavat muutokset immunologisen pikatestilius-

kan rakenteeseen.

Testikotelon suunnittelu tulee aloittaa padttdmalla millaisia, ominaisuuksia testikotelolle ha-
lutaan. Silld voidaan suojata testiformaatin rakennetta, pitdé testin eri komponentteja pai-
koillaan, varmistaa hyvé kontakti komponenttien vélilla ja estdd kilpailijoita ndkemastd mita
komponentteja testin valmistamiseen on kéytetty ja parantaa testin ulkondkoa. Testikotelo
koostuu yleensd pohjaosasta, jonka péélle testiliuska asetetaan sekd kansiosasta joka sulkee

testiliuskan kotelon sisddn. Kotelon kansiosassa on lukuikkuna testituloksen tulkitsemista



varten ja ndytekaivo johon ndyte pipetoidaan. Tyypillinen testikotelon rakennemalli on esi-

tetty kuvassa 9.

Kuva 9. Testikotelon rakennekuva. [27]

4.1 Testtikotelon pohjaosan suunnittelu

Testikotelon pohjan suunnittelu aloitetaan méadrittimalld, kuinka paljon néytettd testi vaatii
toimiakseen. Jos niyte halutaan pipetoida altaaseen, on altaan suunnittelun kannalta tarkeds,
ettd se on riittdvin syvé pitdimain koko ndyteméérin sisdlldén ja etteivit altaan reunat purista
altaassa olevaa ndytetyynyd. Néin voidaan varmistua siitd, ettd haluttu ndytemiird pysyy
altaassa ja pidsee siitd imeytymdidn esteetti ndytetyynylle. [3] Seuraavaksi médritelldan
ndytteen virtaustie eli miten niytteen halutaan virtaavan ndytetyynyltd konjugointityynylle
ja siitd edelleen membraanille ja membraanilta imutyynylle. Ndyte pddsee virtaamaan es-
teettomasti komponentista toiseen, jos komponentit ovat 1-4 millimetrid paillekkdin. Kom-
ponentit voidaan kiinnitti4, joko erilliselle muovilaminaatille tai kasata suoraan testikasetin
pohjaosaan. [3] Erityisen tarkedd on varmistaa kontakti konjugaattityynyn ja membraanin
vililld. Jos konjugaattittyyny ja membraani ovat liian vihan paillekkéin, voi ndyte kulkeutua
konjugaattityynyn reunoja pitkin membraanille ja sieltd taas takaisin konjugointityynylle.
Jos edelld kuvattu ilmi6 tapahtuu ennen kuin kaikki konjugaattimateriaalista on kulkeutunut
membraanille, seurauksena on koko lateraalivirtaustestin virtauksen heikentyminen.[3]. Li-
saksi komponenttien tulisi pysyd myds sivusuunnassa paikoillaan koko testin suorituksen
ajan. Tdma voidaan toteuttaa suunnittelemalla kasetin pohjaosaan sivureunat, jotka pitévit
erilliset komponentit paikoillaan sivusuunnassa. Testin kannalta on my0s ensiarvoisen tar-
kedd, ettd kontakti testin eri komponenttien vélilld on mahdollisimman hyva. Tdhdn voidaan
vaikuttaa lisddmailld pohjaosaan noin 1-2 mm korkuiset nastat tai palkit, jotka painavat eri

komponentteja toisiinsa vasten, kun kansiosa painetaan pohjaosan paille kasetin kokoamis-



vaiheessa. Suunnittelussa on kuitenkin huomioitava, etteivit nastat tai palkit ole liian kor-
keita, jolloin ne voivat puristaa komponentteja liikaa niin, ettd ne hidastavat tai estdvit niyt-
teen kulkeutumisen komponentilta toiselle. [3] Tyypillinen testikotelon pohjaosan rakenne

on esitetty kuvassa 10.

Kuva 10. Testikotelon pohjaosan rakennekuva. [27]

4.2 Testikotelon kansiosan suunnittelu

Testikotelon kansiosan suunnittelu aloitetaan madrittdiméalld mihin kohtaan kansiosaan lu-
kuikkuna ja ndytekaivo tulisi suunnitella. Lukuikkuna tulisi suunnitella sithen kohtaan missa
testiliuskan kohdassa membraani sijaitsee. Lukuikkunan suunnittelussa tulee keskittya lu-
kuikkunan kokoon ja muotoiluun. Lukuikkuna on tyypillisesti suorakulmion muotoinen,
kooltaan sellainen, ettd testi- ja kontrolliviivat nikyvét ikkuna-alueella ja testin tulos voidaan
lukea. Lukuikkunan reunojen korkeus suunnitellaan sellaiseksi, etteivit reunat kosketa tes-
tiliuskassa olevaa membraania. Jos lukuikkunan reunat koskettavat membraania on vaarana,
ettd ndytteen virtaussuunta muuttuu ja ndyte kulkeutuu membraanin sivuja pitkin imutyy-

nylle.[3]

Naytekaivon suunnittelussa tulee keskittyd ndytekaivon muotoon ja kokoon. Néytekaivo on
tyypillisesti ympyridn muotoinen kuppi, jonka pohjassa on pieni reiki, josta ndyte pddsee
imeytymaién ndytetyynylle. Nédytekaivon koko tulee olla sellainen, ettd sithen mahtuu testin
tarvitsema ndytemddrd n. 80 pl. Tyypillinen testikotelon kansiosan rakenne on esitetty ku-

vassa 11.



Kuva 11. Testikotelon kansiosan rakennekuva. [27]

4.3 Testikotelon 3D-mallinnus

Lateraalivirtaus- testikotelon 3D-mallinnuksessa kéytettiin 1dhtotietona Actim 1ngeni luku-

laitteen toimittajan Axxin Itd:n suunnittelemaa testikotelomallia (kuva 12 ja 13.).
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Kuva 12. Testikotelon kansiosan piirustus. [27]
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Kuva 13. Testikotelon pohjaosan rakennekuva. [27]

Mallin toimivuutta testattiin kasettiin Actim Oy:ssa kehitetyn Imunologisen lateraalivirtaus-
testin avulla. Saatujen testaustulosten perusteella testikotelon mallia muutettiin siten, etti
testikotelon kansiosassa olevien palkkien paikkoja siirrettiin hiukan ja niiden leveyttd kas-
vatettiin 2,5 mm seké testikotelon pohjaosaan liséttiin allas. Muutokset piirustuksiin tehtiin
kayttden Solidworks 2014 ohjelmaa (Dassault Systémes). Testikotelon piirustuksiin tehdyt

muutokset on esitetty kuvissa 14 ja 15.

L
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Kuva 14. Téssa tyossd suunnitellun testikotelon kansiosan piirustus.
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15. Suunnitellun testikotelon pohjaosan piirustus.

5 3D-testikotelon valmistus

Testikotelon valmistus toteutettiin 3D-tulostustekniikalla. Kirjallisuuden perusteella péatet-
tiin testata kahta eri pikavalmistustekniikkaa eli FDM- ja SLA-tekniikkaa. FDM — teknii-
kalla valmistettujen kappaleiden pinnanlaatu ja kestivyysominaisuudet olivat huonompia
kuin SLA-tekniikkaan verrattuna, joten lopullisen testikotelon valmistustekniikaksi valittiin
SLA-tekniikka. Valintaa tukivat kirjallisuudesta saatu tieto, ettd SLA-tekniikalla valmiste-

tuissa kappaleissa on parempi mittatarkkuus ja pinnanlaatu. [5,6,7]

Testikotelot valmistettiin Alphaform RPI Oy:ssa (Alphaform, RPI Oy, Rusko, Suomi) ole-
valla SLA 350 3D-tulostimella (3D Systems Inc, South Carolina, USA). Tulostusmateriaa-
lina kdytettiin Somos Next fotopolymeerid (DSM Desotech bv, 3150 AB Hoeck van Holland,

the Netherlands). Somos Next on fotopolymeeri, josta voidaan valmistaa kestivid, kovia,



vettd hylkivid, ABS- tyyppisid osia. Se on materiaalina optimaalinen, kun halutaan tutkia
erilaisten mallien toiminnallisuuksia, missd lujuus ja kulutuskestidvyys on ehdoton vaatimus.
Materiaalista valmistetut kappaleet olivat viriltddn valkoisia ja ne vaativat jalkikovettumi-

sen. Somos Next fotopolymeerin mekaanisia ja termisid ominaisuuksia on esitetty taulu-

kossa 6.

Tauluko 6. Somos Next fotopolymeerin tekniset ominaisuudet. [25]

Mekaaniset ominaisuudet

ASTM menetelmi 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 (Izod) 0,47 - 0,52 J/cm
D2240 kovuus (Shore D) 82

D570-98 veden imeytyminen 0,39-041 %
Termiset ominaisuudet

ASTM menetelma Ominaisuus Arvo

E831-05 CTE-40...0°C 71,5-74,3 um
E831-05 C.T.EOQ..+50°C 106,5 -114,5 pum

6 Immunologisen lateraalivirtaustestin jatkokehitys

ja valmistus

Immunologisen lateraalivirtaustestin jatkokehityksessé voitiin hyddyntdd suurelta osin Ac-
tim Oy:n kehittimaén lateraalivirtaustestiliuskan valmistuksessa kéytossd olevia materiaaleja
ja valmistusprosesseja. Uusia tarvittavia materiaaleja olivat: testikasettikotelo, niytetyyny
(sample pad), konjugointityyny (conjugate pad), imutyyny (absorbent pad) ja pohjalami-
naatti. Lateraalivirtaustestin valmistusprosessi koostui seitseméstd eri prosessivaiheesta,
joita ovat vasta-aineen ja kontrollireagenssin konjugointi, nidytetyynyn késittely, konjugoin-
tityynyn késittely, konjugaatin annostelu konjugointityynylle, vasta-aineiden annostelu

membraanille, testitikkujen laminointi- ja leikkaus, kasettitestin kokoonpano (kuva 16).



Vasta-aineen ja kontrollireagensiin konjugointi

dytetyynyn kiisittely

konjugointityynyn kiisittely

konjugaatin nnostelu konjugointityynylle

Vasta-aineiden annostelu membraanille

Testitikkujen laminointi ja leikkaus

Kasettitestin kokoonpano

Kuva 16. Lateraalivirtaustestin valmistusprosessi.

6.1 Vasta-aineen ja kontrollireagenssin konjugointi

Vasta-aineen ja kontrollireagenssiin konjugoinnissa kéytettiin merkkiaineena sinisista latek-
sisuspensiota. Konjugoinnissa vasta-aine ja kontrollireagenssi kiinnitettiin lateksipartikelin

pintaan kovalenttisesti.

6.1.1 Vasta-aineen konjugointi

Vasta-aineen konjugoinnissa kdytettiin merkkiaineena sinistd 2,5 % lateksisuspensiota. En-
nen konjugointia lateksisuspensio pestiin, jotta siitd saatiin poistettua konjugointiprosessia
hiiritsevét lisdaineet ja muut jaddméit. Pesu suoritettiin selluloosaesteristd valmistetussa Mi-
niKros suodatus- moduulissa (Spectrum Laboratories Inc, Rancho Dominques, USA). Mi-
niKros suodatusmoduuli siséltima glyseriini poistettiin pesemalld moduuli ensin UHP-ve-
delld. Taman jialkeen moduuli huudeltiin vield pesupuskurilla. Seuraavaksi suodatusmoduu-
liin liséttiin lateksisuspensio, joka pestiin vield pesupuskurilla ja pesun jélkeen lateksisus-
pension pitoisuus sdddettiin 2,0 %:ksi. Seuraavana prosessivaiheena oli vasta-aineen kon-
sentrointi ja puskurinvaihto, joka suoritettiin polysulfonista valmistetussa MicroKros suoda-

tusmoduulissa. Moduuli pestiin ensin isopropanolilla, vedella ja sen jilkeen vield pesupus-



kurilla. Pesun tarkoituksena oli poistaa suodatusmoduulissa oleva glyseriini. Seuraavaksi
moduuliin liséttiin vasta-aineliuos, joka konsentroitiin pitoisuuteen 2,5 mg/ml poistamalla
moduulista pesuliuosta. Tdmén jdlkeen konsentroidun lateksi-vasta-aineliuoksen pitoisuus
sdddettiin pitoisuuteen 2,2 mg/ml, kdyttden laimentamiseen suodatettua pesupuskuria. Vasta-
aineen konjugointi tapahtui sekoittamalla ensin BSA-liuosta (Bovine serum albumin) ,
vasta-aineliuosta ja lateksisuspensiota keskendin hitaassa sekoituksessa n. 60 minuutin ajan.
Téana aikana vasta-aine- ja BSA molekyylit kiinnittyvit merkkiaineena olevan lateksi partik-
kelin pintaan. Vasta-aineen kiinnittymisté lateksipartikkelin pintaan parannettiin lisidmalla
seokseen lopuksi EDC-liuosta (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydroclo-
ride). Tdmin jdlkeen lateksilla konjugoitu spesifinen vasta-aine liuos pestiin vield MiniKros
—suodatusmoduulissa pesupuskurilla. Tdmén jdlkeen suspension pitoisuus sdddettiin 1 %:ksi
kiyttden laimentamiseen pesupuskuria. Lopuksi suspensioon lisdttiin sdilontiainetta

(Methyl/propyl paraben).

6.1.2 Kontrollireagenssin (Streptavidin) konjugointi

Streptavidinin konjugoinnissa kéytettiin merkkiaineena sinistd 2,5 % lateksisuspensiota. En-
nen konjugointia lateksisuspensio pestiin reagenssivedelld, jotta siitd saatiin poistettua kon-
jugointiprosessia héiritsevit lisdaineet ja muut jddmat. Pesu suoritettiin selluloosaesteristé
valmistetussa MiniKros suodatusmoduulissa. Témén jalkeen moduuli huudeltiin vield pesu-
puskurilla. Seuraavaksi suodatusmoduuliin liséttiin 2,5 % lateksisuspensio, joka pestiin pe-
supuskurilla ja pesun jédlkeen lateksisuspension pitoisuus sdéddettiin 2,0 %:ksi. Seuraavaksi
jauhemainen streptavidinin liuotettiin reagenssiveteen, siten etté streptavidinin pitoisuudeksi
saatiin 5 mg/ml. Lopuksi pitoisuus sdddettiin vield pitoisuuteen 2,4 mg/ml pesupuskurilla.
34 Streptavidinin konjugointi tapahtui sekoittamalla streptavidin -, BSA-liuosta (Bovine se-
rum albumin) ja pestyd 2 %:sta lateksisuspensiota keskenédén hitaassa sekoituksessa ta-
sosekoittajalla n. 60 minuuttia. Tdnd aikana streptavidin ja BSA kiinnittyivit lateksipartik-
kelin pintaan. Streptavidinin kiinnittymisté lateksi partikkelin pintaan parannettiin lisda-
maélld seokseen lopuksi EDC-liuosta (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hyd-
rocloride). Lopuksi konjugoitu streptavidin-lateksisuspensio vield pestiin pesupuskurilla ja
liuoksen pitoisuudeksi sdddettiin 1 %:ksi kdyttden laimentamiseen pesupuskuria 1. Lopuksi

liuokseen lisittiin sdilontdainetta (Methyl/propyl paraben).



6.2 Naytetyynyn késittely

Kokeissa kaytettiin Ahlstrom Finlandin valmistamia ndytetyynyjd (Sample Pad). Kaisittely
aloitettiin valmistamalla ensin tarvittava kyllastysliuos. Kylldstysliuosta annosteltiin Biodot-
annostelulinjalla (BioDot Inc.,Irvine CA, USA) AirJet ruiskun avulla rullalla olevalle néyte-
tyynylle n. 25 mm leveénd viivana. Annostelun jélkeen nédytetyyny esikuivattiin kahdessa
kuivaustornissa lampétilassa 30 °C — 45 °C. Biodot-annostelulinjan nopeus oli annostelun
ja esikuivauksen aikana 20 mm/s. Lopuksi kylléstysliuoksella kisitelty ndytetyynyrulla kui-

vattiin 35 °C:een ldmpdkaapissa noin 30 minuutin ajan.

6.3 Konjugointityynyn késittely

Kokeissa kéytettiin Ahlstrom Finlandin valmistamia konjugointityynyji (Conjugate Pad) kéa-
sittelyssd valmistettiin ensin késittelyssé kédytettdava kylldstysliuos. Témén jilkeen kylldstys-
liuosta annosteltiin Biodot—annostelulinjalla AirJet ruiskun avulla rullalla olevalle konju-
gointityynylle n. 15 mm levednd nauhana. Annostelun jélkeen konjugointityyny kuivattiin
ensin annostelulinjassa olevalla kahdella kuivaustornilla, joiden kuivausldmpétilat ovat 30
°C — 45 °C. BioDot-annostelulinjan nopeus oli annostelun ja kuivauksen aikana 20 mm/s.
Lopuksi késitelty konjugointityyny inkubointiin vield ldimpdokaapissa (35 °C) n. 30 minuutin

ajan.

6.4 Vasta-aineiden annostelu membraanille

Kokeissa kaytettiin Millipore Inc membraaneja (Membrane) joille annosteltiin Biodot-an-
nostelulinjalla kolme erillisistd viivaa kontrolliviiva, spesifinen viiva ja merkkiviiva. Jo-
kaista viivaa varten valmistettiin oma ajoliuos. Kontrolliviivan ajoliuosta varten biotinyloitu
kontrollivasta-aine laimennettiin laimennosliuoksella pitoisuuteen 2,0 mg/ml. Spesifisen vii-
van ajoliuosta varten spesifinen vasta-aineliuos laimennettiin laimennosliuoksella pitoisuu-

teen 0,2 mg/ml. Merkkiviivan ajoliuosta varten Rhodamine B kantaliuos laimennettiin rea-



genssin vedelld konsentraatioon 1:200. Valmistetut ajoliuokset suodatettiin lopuksi 0,2 um
suodattimella. Ajoliuosten annostelu membraanille tapahtui Biodot-annostelulinjalla. An-
nostelulinjassa oli jokaiselle liuokselle oma annostelupédénsd. Biodot- annostelulinjan no-
peus oli 50 mm/s ja annostelutilavuus on 0,88 pl/cm. Kontrolliviiva, spesifinen viiva ja
merkkiviivaa annosteltiin viivoiksi membraanin laminoimattomalle puolelle Frontline-an-
nostelupédiden avulla. Kontrolliviivan paikka oli 12 mm membraanin alareunasta, Spesifisen
viivan paikka 15 mm membraanin alareunasta ja merkkiviivan paikka n. 23 mm membraanin
alareunasta. Annostelun jidlkeen membraani esikuivattiin kahdella kuivaustornilla, joiden
kuivauslampétilat olivat 25 °C — 45 °C. Tdmin jilkeen membraanirulla kuivattiin vield [dm-

pokaapissa (45 °C) kolme vuorokautta (72 h).

6.5 Lateraalivirtaustestitikkujen laminointi ja leikkaus

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

teipit. Tdmin jdlkeen eri komponentit asetettiin paikoilleen kuvan 17 mukaisesti, siten etta:
- Membraani oli n. 35 mm laminaatin alareunasta
- Konjugointityyny oli n. 2 mm pééllekkdin membraanin kanssa
- Néytetyyny oli n. 2 mm péillekkéin konjugointityynyn kanssa

- Imutyyny oli n. 2 mm membraanin kanssa

membraani

naytetyyny

imutyyny

pohjalaminaatti  konjugointityyny spesifinen viiva kontrolliviiva

Kuva 17. Testitikun laminointi



6.6 Lateraalivirtaustestitikun kasetointi

Lateraalivirtaustestitikun kasetointi tapahtui asettamalla edelld valmistettu testitikku testiko-
telon pohjaosaan sille kuuluvalle paikalle kuvan 18 osoittamalla tavalla. Lopuksi testikote-

lon kansiosa asetettiin késin pohjaosan péille ja testikotelo puristettiin kiinni.

Kuva 18. Testitikun kasetointi kotelon pohjaosaa.

7 Kehitetyn testikotelon laadunvarmistaminen

Kehitetyn testikotelon mittojen tarkastus tehtiin, jotta voitiin varmistua, ettd kehitetyn testi-
kotelon kansiosa ja pohjaosa mitat ovat piirustusten mukaisia. Néilld toimenpiteilld varmis-

tettiin, ettd kehitetty testikotelo soveltuu massatuotantoon.

7.1 Testikotelon laadunvarmistus

Testikotelon laatu varmistettiin tarkastamalla, ettd 3D-tulostetun testikotelon pohjaosan ja
kansiosan todelliset mitat vastaavat piirustuksissa olevia mittoja. Mittojen tarkistus tehtiin
Turengissa Kolmeks Oy:n tiloissa olevalla CNC-koordinaattimittauskoneella Mitutoyo
Crysta-Apex C9116 (Mitutoyo Group, Kawasaki, Japan). Mittauskoneen pituuden mittauk-
sen tarkkuus oli 0,002 mm. Mittausolosuhteet pyrittiin pitdiméén vakiona koko mittauksen

ajan. Mittauskone oli kalibroitu 25.1.2013.



7.2  Testikotelon laadunvarmistus

Ennen mittausten aloittamista mittauskoneelle tehtiin mittausohjelma ja valittiin kullekin
mittauspisteelle parhaiten soveltuvat mittauspéét. Testikotelon pohjaosan mittaukset tehtiin
viidestd ja kansiosan seitsemaisté eri kohdasta, jotta saatiin kattavasti selvitettya testikotelon
mitat tdrkeimmistd kohdista. Testikotelon pohjaosan ja kansiosan mittauspisteet on esitetty
kuvassa 19-20. Mittaukset toistettiin viidelle suunnitellun mallin mukaan valmistetulle tes-

tikotelon pohja- ja kansiosalle.
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Kuva 19. Testikotelon pohjaosan mittauspisteet.
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Kuva 20. Testikotelon kansiosan mittauspisteet.

8 Lateraalivirtaustestikasetin toimivuuden varmistus

Lateraalivirtaustestikasetin toimivuuden testauksella haluttiin varmistaa, ettd testikotelo

tayttdd rakenteellisten vaatimusten lisdksi myds toiminnalliset vaatimukset.

Kehitetyn lateraalivirtaustestikasetin toimivuus varmistettiin kahdella eri tavalla, tutkimalla
testin reaktiokinetiikkaa ja analyyttista herkkyyttd. Testin reaktiokinetiikkaa tutkittiin Actim
Ingeni lukulaitteen ja Kinetic mittausohjelman avulla [27]. Testin analyyttistd herkkyyttéd

tutkittiin visuaalisen toimivuustestauksen avulla.



8.1 Lateraalivirtaustestikasetin reaktiokinetiikka

Aluksi tutkittiin kehitetyn lateraalivirtaustestikasetin reaktiokinetiikkaa, eli sitd kuinka no-
peasti tutkittava antigeeni-vasta-aine-konjugaatti kompleksi kiinnittyi kehitetyn kasettitestin
spesifisen viivan kohdalla olevaan spesifiseen vasta-aineeseen muodostaen vérillisen sinisen
viivan. lateraalivirtaustestikasetin reaktiokinetiikan tutkiminen aloitettiin suunnittelemalla
sitd varten mittausohjelma. Tadmain jélkeen valmistettiin nelja eri mittausliuosta, joista jokai-
sessa oli eri maara tutkittavaa antigeenia (0 pg/l, 12.5 pug/l, 25 ng/l ja 50 pg/l). Jokaista
mittausliuosta pipetoitiin lateraalivirtaustestikasetin ndytekoloon 70 pl:a, jonka jilkeen ka-
settitesti laitettiin lukulaitteeseen, mittaus kdynnistettiin ja mittaustulokset luettiin 10 sekun-
nin vélein aina 10 minuuttiin asti. Mittaukset toistettiin kymmenen kertaa kdyttden joka kerta

samaan testikoteloa, mutta eri testiliuskaa. Mittaustulokset on esitetty kohdassa 9.2.1.

8.2 Lateraalivirtaustestikasetin analyyttinen herkkyys

Lateraalivirtaustestikasetin analyyttinen herkkyys mééritettiin selvittimalla alin tutkittavan
antigeenin pitoisuus, joka antaa testilld positiivisen mittaustuloksen (detection limit). Late-
raalivirtaus-kasettitestin analyyttistd herkkyytté tutkittiin visuaalisen toimivuustestauksen ja
Actim Ingeni lukulaitteen avulla. Testauksia varten valmistettiin neljd eri mittausliuosta,
joista jokaisessa oli eri madra tutkittavaa antigeenia. Jokaista mittausliuosta pipetoitiin 70
mikrolitraa lateraalivirtaustestikasetin ndytekaivoon ja mittaus kdynnistettiin. Mittausaika
oli viisi minuuttia ja mittaukset toistettiin kymmenen kertaa kummallakin tavalla. Visuaali-
sessa toimivuustestauksessa tulokset luettiin siten, ettd lateraalivirtaustestikasetin spesifisen
viivan ja kontrolliviivan sinisen vérin intensiteettid verrattiin erilliseen pikatestiviivojen va-

rikarttaan. Vérikartassa esitettyjen viivojen tulosmerkinnit on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Pikatestiviivojen tulosmerkinnat.

Sanallinen tulos Numeerinen tulos Tulosten tulkinta
Ei niy ollenkaan 0 negatiivinen (-)
Tuskin nikyvi negatiivinen (-)
Heikosti nikyvi positiivinen (+)
Melko hyvin nikyvi positiivinen (+)
Nikyvi positiivinen (+)

B =




9 Tulokset

9.1 Testikotelon pohjan ja kannen 3D-mittaustulokset

Testikotelon pohjaosan mittaukset tehtiin Turengissa Kolmeks Oy:n tiloissa olevalla CNC-
koordinaattimittauskoneella Mitutoyo Crysta-Apex C9116 (Mitutoyo Group, Kawasaki, Ja-
pan). Mittauskoneen pituuden mittauksen tarkkuus oli 0,002 mm. Mittausolosuhteet pyrittiin
pitdiméén vakiona koko mittauksen ajan viidestd eri kohdasta. Mittaukset toistettiin viidelld
eri testikotelon pohjaosalla. Mittauksen aikana lampdétila pyrittiin pitdimain vakioina (20,0
°C), jotta lampdtila ei vaikuta mittaustuloksiin. Testikotelon pohjaosan mittaustulokset on

esitetty taulukoissa 8-9.

Taulukko 8. Testikotelon pohjaosan 3D-mittauksen tulokset sekd niiden perusteella lasketut

keskiarvot ja hajonnat.

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

piste | kaatio |, 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 variaatio-
kertoimet (CV%) vaihtelevat 0,021-1,973 %. Kun mittaustuloksiin otetaan mukaan mittaus-
laitteesta johtuva kokonaisepdvarmuus + 0,002 mm, niin eri mittauspisteiden variaatioker-
toimet (CV%) eri pohjaosilla vaihtelevat vélilld 0,021-1,998 %. Mittaustuloksista ndhdéén,
ettd eniten vaihtelua oli mittauspisteessa 3 (testikotelon pohjaosan paksuus) ja vihiten vaih-
telua oli mittauspisteessd 2 (testikotelon pohjaosan nidytealtaan pituus). Mittaustuloksista
ndhdidin myos, 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 ndhddin, ettd pohjaosien mittaus-
poikkeamat piirustuksen mitasta ovat suurimpia mittauspisteessé 3 pohjaosan paksuus. Las-

kettujen tulosten perusteella 3D-tulostusmenetelmén tarkkuudeksi saatiin £ 0,258 mm, joka



eroaa jonkin verran kirjallisuudessa esitetystd + 0,100 mm. 3D-tulostettujen testikoteloiden
pohjaosan mittatarkkuudet ovat kuitenkin sen verran hyva, ettd 3D-tulostuksen voidaan to-

deta soveltuvan hyvin testikotelon pohjaosan valmistukseen.

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 Turengissa samalla laitteella kuin pohjaosan mit-
taukset. Mittaukset tehtiin kansiosan seitsemisté eri kohdasta, jotta saatiin kattava kuva kan-
sioan mittauksista. Mittaukset toistettiin viidelld eri testikotelon kansiosalla ja my06s tdssd
mittauksen aikana lampotila pyrittiin pitdmdan vakiona (20,0 °C). Testikotelon kansiosan

mittaustulokset on esitetty taulukoissa 10—11.

Taulukko 10. Testikotelon kansiosien 3D-mittauksen tulokset sekd niiden perusteella laske-

tut keskiarvot ja hajonnat.

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 variaatio-
kertoimet (CV%) vaihtelevat vililld 0,032-2,361 %. Kun mittaustuloksiin otetaan mukaan
mittauslaitteen kokonaisepdvarmuus + 0,002 mm, niin eri mittauspisteiden variaatiokertoi-
met (CV%) vaihtelevat vililld 0,032-2,859 %. Mittaustuloksista ndhdddn myd0s, ettei eri
kansiosien mitoissa ole suuria eroja ja eri kansiosat ovat mitoiltaan hyvin samanlaisia. Mit-

taustuloksista ndhdain, ettd suurin poikkeama havaittiin mittauspisteessé 2 (testikotelo kan-



siosan paksuus) ja pienin poikkeama oli mittauspisteessd 3 (testikotelon kansiosan pituus).
Testikotelon pohjaosan mittaustuloksista laskettiin myds, kuinka paljon ne poikkesivat pii-
rustuksessa olevista mitoista (taulukko 11). Tuloksista nidhddin, ettd kansiosien mittaus-
poikkeamat piirustuksen mitasta ovat suurimpia mittauspisteessd 2 kansiosan paksuus. Tu-
loksista ndhdddn myos, ettd kansiosien mittauspoikkeamat piirustuksen mitoista ovat pie-
nempid kuin testikotelon pohjaosan. Tdmaé johtui todennédkdoisesti siité, ettd pohjaosan raken-

teessa oli paljon ohuita ja kapeita kohtia, joihin mittauspdin 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 Lateraalivirtaustestikasetin reaktiokineettiset mittaustulokset

Kehitetyn lateraalivirtaustestikasetin reaktiokinetiikkaa eli vasta-aine — antigeeni — vasta-
aine reaktion nopeutta tutkittiin kdyttden Actim 1ngeni lukulaitetta. Mittaukset tehtiin vii-
della eri mittausliuoksella, joissa jokaisessa oli eri madra tutkittavaa antigeenia. Jokaista mit-
tausliuosta pipetoitiin 70 pl lateraalivirtaustestikasetin nidytekaivoon, jonka jdlkeen kasetti-
testi laitettiin lukulaitteeseen ja mittausohjelma kaynnistettiin. Mittausohjelma mittasi tulok-
sen 10 sekunnin vélein aina kymmeneen minuuttiin saakka. Mittaukset toistettiin kymmenen
kertaa kéyttden joka kerta samaa testikoteloa, mutta eri testitikkua. Seuraavassa kappaleessa

on esitetty eri antigeenipitoisuuksilla mitattujen kasettitestien reaktiokineettiset tulokset.

9.2.1 Lateraalivirtaustestikasetin reaktiokineettiset mittaustulokset néytteilla

Lateraalivirtaustestikasetin reaktiokinetiikan tutkimista varten valmistettiin viisi ndytetta,

joissa oli eri méérét tutkittavaa antigeenia 0 pg/l, 12.5 pg/l, 25 pg/l, 50 pg/l.



Néytteet pipetoitiin lateraalivirtaustestikasetin ndytekaivoon ja kasettitesti laitettiin Actim
Ingeni lukulaitteeseen ja kdynnistettiin Kinetic mittausohjelma [27], jokainen mittauspiste
testiin 10 rinnakkaisella lateraalivirtaustestikasetilla (tikku 1-10). Mittaustulokset on esi-

tetty kaaviossa 1-5.

Testin reaktiokinetiikka, antigeenipitoisuus 0 pg/l
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Kuva 21. Lateraalivirtaustestikasetin mittaustulokset, antigeeniliuoksen pitoisuus 0 pg/l.

Kaavion 1:n esittdmistd tuloksista ndhdédn, ettd kun mittausliuos ei sisilla yhtdan tutkitta-
vaa antigeenid eikd varillistd testiviivaan muodostu, niin testiviivan intensiteetti eli signaa-
lin vahvuus ei kasva ajan funktiona. Testiviivan (L1) intensiteetti (peak height) pysyi kuta-
kuinkin vakiona koko mittauksen ajan. Tuloksista ndhdddn, myds ettd varittdmén marin

testiviivan (L1) antaman signaalin vahvuus vaihtelee vélilld 50-163, joka on erittdin alhai-
nen ja osoittaa ettd niytteessd ei ole tutkittavaa antigeenia ollenkaan. Testiviiva ei ndy, kun

mittausaikaa on kulunut viisi minuuttia, joten testin tulos tulkitaan negatiiviseksi.



Testin reaktiokinetiikka, antigeeni-pitoisuus 12,5 pg/l
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Kuva 22. Lateraalivirtaustestikasetin mittaustulokset, antigeeniliuoksen pitoisuus 12,5 pg/l.

Kaavio 2:n tuloksista ndhddédn, ettd kun tutkittavaa antigeenia alkaa sitoutua testiviivan
kohdalle ja testiviivan (L1) intensiteetti eli signaali vahvistuu lineaarisesti ajan funktiona.
Testiviiva on tuskin ndkyvéd, kun mittausaikaa on kulunut viisi minuuttia. Tuloksista ndh-
ddin myos, ettd tuskin ndkyvin testiviivan antaman signaalin vahvuus viiden minuutin
kohdalla vaihtelee vélilla 193,3-337,15, joka on hieman korkeampi kuin néytteelld 0 pg/l
ja osoittaa ettd ndyte sisdltdd hieman tutkittavaa antigeenia. Testiviiva on jo visuaalisesti
ndkyvi, kun mittausaikaa on kulunut viisi minuuttia, joten testin tulos tulkitaan heikosti

positiiviseksi.



Testin reaktiokineettiikka, antigeeni-pitoisuus 25 pg/l
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Kuva 23. Lateraalivirtaustestikasetin mittaustulokset, antigeeniliuoksen pitoisuus 25 pg/I.

Kaavio 3:n testaustuloksista ndhdaan, ettd tutkittavaa antigeenia alkaa sitoutua enemmén
testiviivaan (L1) ja viivan intensiteetti eli signaalin vahvuus kasvaa nopeammin ajan funk-
tiona (Kaavio 3). Testiviivan antaman signaalin vahvuus viiden minuutin kohdalla vaihte-
lee vililld 513,46—785,97, joka on hieman korkeampi kuin néytteelld 12,5 pg/l ja osoittaa
ettd ndyte sisdltdd puolet enemman tutkittavaa antigeeenia kuin ndyte 12,5 pg/l. Testiviiva
on jo visuaalisesti ndkyva, kun mittausaikaa on kulunut viisi minuuttia, joten testin tulos

tulkitaan positiiviseksi.



Testin reaktiokinetiikka, antigeeni-pitoisuus 50 pg/1
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Kuva 24. Lateraalivirtaustestikasetin mittaustulokset, antigeeniliuoksen pitoisuus 50 pg/I.

Kaavio 4 esittdd testaustulokset melko korkealla antigeenipitoisuudella, jolloin testiviivaan
(LT) sitoutuvan antigeenin maard kasvaa ja testiviivan intensiteetti eli signaalin vahvuus
kasvaa yhd nopeammin ajan funktiona. Tuloksista ndhddin my®os, ettd testiviivan antama
signaalin vahvuus viiden minuutin kohdalla vaihtelee valilla 956,37 — 1577,3, joka on kor-
keampi kuin naytteelld 25 pg/l ja osoittaa, ettd ndyte sisdltdd puolet enemman tutkittavaa
antigeeenia kuin ndyte 25 pg/l. Testiviivan on jo visuaalisesti ndkyvé, kun mittausaikaa on

kulunut viisi minuuttia, joten testin tulos tulkitaan vahvasti positiiviseksi.

9.3 Lateraalivirtaustestikasetin analyyttinen herkkyys

Kehitetyn lateraalivirtaustestikasetin analyyttinen herkkyys testattiin kiyttden mittausliuok-
sia, joiden antigeenipitoisuudet olivat vélilld 0 ng/l — 50 pg/l. Testin tulokset luettiin testin
kehityksen aikana mééritellyn lukuajan eli viiden minuutin kuluttua siitd, kun niyte oli kul-
keutunut lukuikkunan alareunaan. Tulosten lukeminen tapahtui kahdella eri tavalla sekd vi-
suaalisesti ettd Actim Ingeni lukulaitteella. Mittauksissa kdytettyjen rinnakkaisten testika-

settien madrd oli kymmenen. Testaustulokset on esitetty taulukoissa 13 ja 14.



Testin analyyttistd herkkyyden testausta varten valmistettiin ensin mittausliuokset kohdan
9.3 mukaisesti. Kutakin mittausliuosta pipetoitiin 70 mikrolitraa lateraalivirtaustestikasettiin
ja mittaus aloitettiin, kun ndyte oli kulkeutunut membraanin alareunaan. Visuaalisessa tulos-
ten tulkinnassa testiviivan ja kontrolliviivan sinisen vérin intensiteettid verrattiin pikatesti-
viivojen virikartassa oleviin eri sivyisiin sinisiin viivoihin. Testiviivojen tulosmerkinnit on

kuvattu taulukossa 7.

Testiviivan tulokseksi kirjattiin 18hinné vérikartassa olevan sinisen viivan sévyd vastaava
numero. Testiviivan intensiteetin ollessa virikartassa esitettyjen eri sdvyisten sinisien viivo-
jen vilissd numeerisen tuloksen perdén lisdttiin joka + tai - merkki. Lukulaitteella tehtdvéssa
tulosten tulkinnassa lukulaite mittasi testiviivasta ja kontrolliviivasta heijastuvan valon tai-
tekertoimen ja muutti tuloksen numeeriseen muotoon. Testin analyyttisen herkkyyden tulok-

set visuaalisesti ja lukulaitteella tulkittuna on esitetty taulukoissa 13 ja 14.

Taulukko 13. Lateraalivirtaustestikasetin analyyttinen herkkyys visuaalisesti luettuna.

Test | Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus
no 0 pg/l 12,5 pgl/l 25 pugll 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 B 4
5 0 4 0+ 4 4 3 4
6 0 4 0+ 4 2+ 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 kiytetty asteikkoa O(ei viivaa) - 4 (vahva viiva).

Testin analyyttinen herkkyys mééritettiin selvittdmaélld alin antigeenipitoisuus, joka antoi
testilld positiivisen mittaustuloksen (detection limit, tulos 2- tai 2). Testaustulosten perus-
teella tima pitoisuus oli 25 pg/l mitattavaa antigeenid. Testitulos on yleensé luotettava mutta

ei niin korkea kuin sairaaloissa kéytetty laboratoriomenetelma.



Taulukko 14. Lateraalivirtaustestikasetin analyyttinen herkkyys Actim 1ngeni lukulaitteella.

Test no | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus | Antigeeni-pitoisuus
0 pg/l 12,5 pgll 25 ugll 50 pgll
Test line Control Test line Control Test line Control Test line Control

line line line line

1 1] 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 3 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

Testaustuloksista ndhddén, ettd rinnakkaisissa testituloksissa on aika paljon vaihtelua. Tes-
taustuloksista ndhddan myos, ettd testiviivan signaali vahvistuu, kun néytteen antigeenipi-
toisuus kasvaa. Testaustulosten hajonta vaihtelee 8,20-22,57 % vilill4, joka on lateraalivir-

taustesteille hyvin tyypillista.

9.4 Lateraalivirtaustestikasetin sdilyvyys

Kehitetyn lateraalivirtaustestikasetin analyyttisen herkkyyden testaukset toistettiin kuuden
viikon kuluttua ensimmadisistd testauksista. Tdhdn kédytettiin samoja uudelleen laimennet-
tuja testikontrolleja, joiden antigeenipitoisuudet olivat valilla 0 pg/l — 50 pg/l. Testin tulok-
set luettiin viiden minuutin kuluttua siitd, kun nayte oli kulkeutunut lukuikkunan alareu-
naan. Tulosten lukeminen tapahtui kahdella eri tavalla visuaalisesti ja Actim Ingeni luku-
laitteella. Mittauksissa kaytettyjen rinnakkaisten testikasettien méérd oli kymmenen. Tes-

taustulokset on esitetty taulukoissa 15 ja 16.



Taulukko 15. Kasettitestin analyyttinen herkkyys visuaalisesti luettuna kun sdilyvyysaika 6

vko.
Test | Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus Antigeeni-pitoisuus
no 0 pgll 12,5 pg/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 1 4 3 4 4 4
2 0 4 1+ 4 3 4 4 4
3 0 4 1 4 3 4 4 4
4 0 4 1 4 2+ 4 4 4
5 0 4 1 4 2+ 4 4 4
6 0 4 1 4 3 4 4 4
7 0 4 1 4 3- 4 4 4
8 0 4 1+ 4 3 4 4 4
9 0 4 1 4 3 4 4 4
10 0 4 1+ 4 2+ 4 4 4

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

10 Tulosten tarkastelua

Téssd tyossd suunniteltiin 3D-tulostukseen soveltuva lateraalivirtauspikatestikotelo. Testi-
kotelon suunnittelu aloitettiin tutkimalla markkinoilla olevien testikasettien rakennetta. Ta-
min jdlkeen etsittiin lisdtietoja testikotelon suunnittelusta eri kirjallisuusldhteistd. Pian tes-
tikotelon suunnittelun aloittamisen jélkeen havaittiin, ettd ensimméinen vaihe testikotelon
suunnittelussa olisikin itse lateraalivirtaustestiliuskan kehittiminen koteloon soveltuvaksi.
Ilman tietoa testin vaatimasta ndytemdérastd, testin dimensioista ja testiin kuuluvista kom-
ponenteista ei testikotelon suunnittelua ollut jarkevéa jatkaa. Lateraalivirtaustestiliuskan ke-
hittdmisen jilkeen jatkettiin testikotelon suunnittelua méérittdmailla testikotelon rakenne ja
ne ominaisuudet, joita sithen haluttiin. Jo alusta asti oli selvii, ettd testikotelo koostuu kah-
desta eri osasta, pohjaosasta ja kansiosasta. Testikotelon suunnittelun kannalta oli tarkeda
miettid testin virtaustie, eli kuinka testin vaatima ndytemaira virtaisi komponentilta toiselle
ja miten testikotelon sisddn tuleva lateraalivirtaustestiliuska saataisiin pysymaéén testikote-
lossa paikoillaan. Suunnittelun pohjana toimi lukulaitteen toimittajan suunnittelema testiko-
telo, jonka rakennetta muutettiin kehitetylle lateraalivirtaustestille sopivaksi. Testikotelon

pohjaosaa muutettiin lisddmaélld sithen néyteallas, johon néyte virtasi ensin ja imeytyi siitd



sitten lateraalivirtaustestiliuskassa olevalle niytetyynylle. Ndyteallas mahdollisti lisdksi yli-
madrdisen ndytteen valumisen nédytealtaaseen vaarantamatta testin toimivuutta. Niytealtaan
ansiosta testikoteloon pipetoitavan ndytteen maard voi vaihdella vélilld 70—-100 pl ilman, etti
silld on vaikutusta testin toimivuuteen tai analyyttiseen herkkyyteen. Testikotelon kansiosaa
muutettiin siirtdméalla siind olevien palkkien sijaintia ja kasvattamalla palkkien paksuutta.
Muutosten jélkeen palkit painavat kohdista, joissa lateraalivirtaustestiliuskan komponentit
olivat paillekkédin. Tima mahdollisti ndytteen virtaamisen tehokkaasti komponentilta toi-
selle. Muuttamalla palkkien paksuutta voitiin vihentdd lateraalivirtaustestiliuskan laminoin-
nissa tapahtuvan vaihtelun vaikutusta ndytteen virtaamiseen komponentilta toiselle. Testiko-
telon kansiosassa oleva lukuikkunan korkeus suunniteltiin sellaiseksi, ettd samaa testikoteloa
voitaisiin kéyttdd kaksiviivatestin sijasta my0s neliviivatestille. Testikotelon kansiosan ja
pohjaosan kiinnittyminen toisiinsa tapahtui testikotelon pohjaosassa olevien nastojen ja kan-
siosassa olevien kolojen avulla. Lopullisen viimeistellyn testikotelorakenteen aikaansaa-
miseksi tarvittiin kolme eri suunnittelukierrosta. Suunnittelukierrosten vélilld valmistettiin
sen hetkisten piirustusten mukaiset mallit testikotelon kansi- ja pohjaosasta. Mallikappalei-
den valmistus tapahtui 3D-tulostamalla. Ensimmaiset testikotelomallit valmistettiin 3D-tu-
lostimella, joka kéytti kappaleiden valmistamiseen FDM- tulostustekniikkaa. Talld teknii-
kalla valmistetut testikotelomallit olivat hauraita, pehmeiti ja niiden pinnanlaatu oli huono
(karhea). Tamin jédlkeen péétettiin kokeilla SLA-tekniikka, jonka kdytdstd oli myOs onnis-
tuneita tuloksia vastaavissa projekteissa. SLA-tekniikka kdytdnnGssd osoittautui toimivaksi
ratkaisuksi, jonka avulla valmistetut testikotelot olivat kestévid ja niiden pinnanlaatu oli pa-
rempi kuin FDM-tekniikalla valmistettujen kappaleiden. Kaiken kaikkiaan 3D-tulostustek-
niikan hyddyntdminen testikotelomallien valmistuksessa nopeutti lopullisen testikotelon
suunnittelua arviolta ainakin 12 viikkoa. Jos testikotelo mallit olisi valmistettu vanhalla ta-
valla, eli ruiskuvalamalla olisi muotin valmistaminen kestdnyt noin 12 viikkoa. 3D-tulosta-

malla testikotelomallin tuottamiseen kului aikaa 1-3 péivaa.



10.1 Keskeiset tulokset

Tamain tyon yhtend tarkoituksena oli kehittdd lateraalivirtaustestin testikotelo, jonka suun-
nittelussa hyodynnettéisiin 3D-tulostustekniikaa ja kehittdd suunniteltuun testikoteloon so-
piva Actim Oy:n kehittdma lateraalivirtaustestiliuska. Tulosten valossa tdmé tavoite saavu-
tettiin, kehitetyn testikotelon pohjaosan seki kansiosan piirustukset on esitetty kuvissa 19 ja
20. 3D-tulostettujen testikotelon valmistukseen kaytetty SLA- tekniikka soveltui hyvin tes-
tikotelon mallikappaleiden valmistukseen. Valmistettujen kappaleiden pinnan laatu oli hyva,
kappaleet olivat kestivid ja niiden mittatarkkuus oli + 0,258 mm, joka erosi jonkin verran
kirjallisuudessa suositellusta = 0,100 mm. Kappaleiden mittatulokset on esitetty tarkemmin
kohdassa 9.1. Johtopditoksend voidaan todeta, ettd 3D-tulostustarkkuus SLA-menetelmalla
on riittdvd, kun suunnitellaan testikotelorakenteita, ndytteen annosteluvilineitd tai ndiden
yhdistelmid. Myos lateraalivirtaustestiliuskan kehityksesséd saavutettiin asetetut tavoitteet ja

kehitetty lateraalivirtaustesti toimi kehitetyssa testikotelossa hyvin.

3D-tulostustekniikan kehittyminen on myds tuonut haasteita tuotteiden suunnitteluun kay-
tettdville ohjelmille, jotka eivét ole kehittyneet samaa vauhtia kuin 3D-tulostusmenetelmat.
Jo télld hetkelld suunnitteluohjelmat aiheuttavat ongelmia hyvin monimutkaisten tuotera-
kenteiden valmistamisessa. [ 17]. Tuotantoteknisiéd haasteita aiheuttavat myds tuotteiden val-
mistukseen kdytetyt materiaalit, jotka ovat usein hyvin myrkyllisid ihmisille itselleen, seké
ympéristolle. Monet tulostusmateriaalit ovat myds tulostettavuudeltaan, kestdvyysominai-
suuksiltaan ja pinnanlaadultaan erilaisia, joten oikein materiaalin ja tulostustekniikan valinta

valmistettavalle kappaleelle voi olla joskus vaikeaa.

10.2 Lateraalivirtaustestiliuskan kehittiminen

Lateraalivirtaustestiliuskan kehittdmisessd hyddynnettiin osittain aiemmin kehitetyn tikku-
testin valmistusprosesseja ja materiaaleja. Lateraalivirtaustestiliuskan kehityksen alkuvai-
heessa kartoitettiin useita testin valmistukseen soveltuvia materiaaleja, joista testausten pe-
rusteella valittiin ne materiaalit, joita lopullisessa lateraalivirtaustestikasetissa kaytettiin.

Seuraavissa kappaleissa on kuvattu eri prosessivaiheissa tehtyji havaintoja.



10.3 Vasta-aineiden ja kontrollireagenssin konjugointi

Konjugoinnin tarkoituksena oli kiinnittdd merkkiaineena toimivaan lateksipartikkeliin vasta-
aine/kontrollireagenssi. Konjugoinnissa tapahtuva lateksipartikkelin aggregoituminen oli
haitallinen ilmid ja sitd voitiin vdhentdd lisddmalla konjugointiliuokseen BSA:ta. Konjugoin-
nin tulisi tapahtua pH:ssa, joka on ldhelld vasta-aineen/kontrollireagenssin isoelektristé pis-
tettd. Silloin vasta-ainetta/kontrollireagenssia kiinnittyy eniten lateksipartikkelin pintaan.
Konjugointiin vaikuttavia tekijoitd ovat lampotila, kosteus ja konjugointiin kdytetty aika.
Konjugointi voidaan suorittaa joko yksivaiheisesti tai kaksivaiheisesti. Yksivaiheisessa kon-
jugoinnissa vasta-aineen/kontrollireagenssin kiinnittyminen lateksipartikkelin pintaa tapah-
tuu pelkdstdan adsorption avulla, eli vasta-aine/kontrollireagenssia ja lateksipartikkeliliuos
sekoitettaan keskenddn hitaassa sekoituksessa noin 24 tuntia. Kaksivaiheisessa konjugoin-
nissa vasta-aine/kontrollireagenssin kiinnittyminen tapahtuu kaksivaiheisella adsorptiolla,
jossa ensin vasta-aine/kontrollireagenssia sekoitetaan keskeniin noin 15—-60 minuuttia ja sen
jélkeen liuokseen lisitddn EDC ja sekoitusta jatketaan noin tunnin ajan. Kaksivaiheisen 56
konjugoinnin etuna on se, ettd tilldin vasta-aine/kontrollireagenssi kiinnittyy lateksipartik-
kelin pintaan kovalenttisesti ja sidos on pysyvdmpi kuin yksivaiheisessa konjugoinnissa.[24]
Tassd tydssd konjugointi tapahtui kaksivaiheisesti, jolloin vasta-aine/kontrollireagenssi kiin-
nittyi kovalenttisesti lateksipartikkelin pintaan. Lateraalivirtaustestikasetin toimivuuden
kannalta olisi tdrkedd tietdd my0s se kuinka paljon vasta-ainetta/kontrollireagenssia on kiin-
nittynyt lateksipartikkelin pintaan. Tulevaisuudessa konjugointiin olisi hyvi kehittdd mit-

tausmenetelmad, jolla sen onnistumista voitaisiin seurata.

10.4 Naytetyynyn késittely

Naytetyynyn kisittelyn tarkoituksena on vaikuttaa potilasniytteen koostumukseen tekemélla
se lateraalivirtaustestiliuskalle sopivammaksi. Potilasnédytteen pH voi olla testille sopimaton
tai potilasndyte voi siséltdd aineita, jotka haittaavat lateraalivirtaustestiliuskan toimintaa. Li-
sadmalla ndytetyynylle kyllastysliuosta, voidaan nédytteen viskositeettia vihentéd, helpottaa
ndytteessd olevien proteiinien sitoutumista, parantaa niytteessd olevien reagenssien liukoi-

suutta ja ehkiistd konjugaatin ja muiden proteiinien vélistd epdspesifistd sitoutumista. Kyl-



lastysliuoksen lisddmisen jdlkeen nidytetyyny kuivattiin. Kuivauksen kannalta oli tarkedd,
ettd kuivattavan materiaalin ldmpdtila ei saavuttanut kuivauslampétilaa ennen kuin kaikki
kosteus kuivattavasta materiaalista oli saatu poistettua. Téssé tydssd kehitetty annostelu- ja
kuivausmenetelma osoittautui testaustulosten perusteella toimivaksi. Naytetyynyn kisittelya
voitaisiin kuitenkin tehostaa, jos tiedettéisiin kuinka paljon kylldstysliuosta ndytetyyny si-
séltdd. Actimin O:yssa kdytdssd olevalla Biodot- annostelulinjalla timaé ei ole vield mahdol-
lista, mutta on olemassa laitteita, jotka pystyvit annostelemaan kylldstysliuosta myos kvan-
titatitvisesti. Ndytetyynyn kuivausta voitaisiin myos tehostaa kuivaamalla nédytetyynyrulla
heti késittelyn jilkeen annostelulinjan perdén liitettdvassi kuivaustunnelissa, joka todenna-

koisesti lyhentiisi kuivausaikaa ja erillisestd lampokaappikasittelystd voitaisiin luopua.

10.5 Konjugointitynyn késittely

Konjugointityynyn kasittelyn tarkoituksena oli absorboida merkkiaineella konjugoitu vasta-
aine/kontrollireagenssi eli konjugaatti ja pitdé se stabiilina koko sdilyvyysajan. Lisdamalla
konjugointityynyyn erilaisia reagensseja ja detergenttejéd voitiin konjugointityynyn ominai-
suuksia muuttaa niin, ettd se absorboi merkkiaineella konjugoidun vasta-aineen/kontrolli-
reagenssin itseensd ja vapauttaa sen siind vaiheessa, kun testikontrolliliuos oli kulkeutunut
konjugointityynylle. Konjugointityyny tdytyy kuivata heti kyllastyksen jélkeen. Tyypillisesti
kuivaus tapahtuu samalla tavalla kuin niytetyynyn kuivaus ja siind pétevit samat lainalai-
suudet. Téssd tydssd kehitetty annostelu- ja kuivausmenetelmi osoittautui testaustulosten

perusteella toimivaksi.

10.6 Konjugointiliuoksen annostelu konjugointityynylle ja kuivaus

Konjugointityynyn annostelun tarkoituksena oli absorboida merkkiaineena toimiva konju-
gaatti konjugointityynylle. Testin toimivuuden kannalta oli tirkedd, ettd konjugointiliuosta
on riittdvd mairé ja se vapautuu konjugointityynyltd tehokkaasti. Konjugointiliuoksen an-
nostelun kriittisin vaihe oli annostellun konjugointityynyn kuivaus. Konjugointityynyn kui-

vausldmpétilan tuli olla alle 50 °C, jotta lampdtila ei hajota konjugointityynylle annosteltuja



proteiineja. Kuivauksen kannalta oli tarkedi, ettd kuivattavan materiaalin lampétila ei saa-
vuttanut kuivausldmpotilaa ennen kuin kaikki kosteus kuivattavasta materiaalista oli saatu
poistettua. Téssa tydssd kehitetty annostelu- ja kuivausmenetelma osoittautui testaustulosten
perusteella toimivaksi. Konjugointityynyn annostelua voitaisiin mahdollisesti parantaa, jos
tiedettdisiin tarkkaan kuinka paljon konjugointiliuosta konjugointityyny sisiltdd. Nykyisin
kaytossa olevalla Biodot — annostelulinjalla tdma ei ole vield mahdollista, mutta on olemassa
laitteita, jotka pystyvit annostelemaan konjugointiliuosta myds kvantitatiivisesti. Konju-
gointityynyn kuivausta voitaisiin tehostaa kuivaamalla konjugointirulla késittelyn jilkeen
annostelulinjan perdin liitettavalla kuivaustunnelilla, jolloin erillistd 1dmpokaappikésittelya

el tarvittaisi.

10.7 Vasta-aineiden annostelu membraanille

Membraanin tarkoituksena on toimia lateraalivirtaustestiliuskan analyyttisend alueena, josta
testin tulos voidaan visuaalisesti tai lukulaitteen avulla havaita. Membraanin tulee sitoa
vasta-aineet itseensd, kestdd lyhyt- ja pitkdaikaista varastointia, sallia liuosfaasin kulkeutu-
minen membraanin ldpi vaikuttamatta sen pintaan sitoutuneiden vasta-aineiden ominaisuuk-
siin. Téssd tydssd membraanille annosteltiin kolme viivaa, kontrolliviiva, spesifinen viiva ja
merkkiviiva. Kontrolliviivan tarkoituksena oli varmistaa testin oikeanlainen toiminta. Spe-
sifisien viivan tarkoituksena oli osoittaa sisdltddko ndyte tutkittavaa antigeenia. Merkkivii-
van tarkoituksena oli osoittaa laminoijalle, miten pdin membraani tulee pohjalaminaattiin
kiinnittdd. Annostelun jidlkeen membraani kuivattiin. Vasta-aineiden annostelun kriittisin
vaihe oli annostellun membraanin kuivaus. Kuivauksen kannalta oli tarkeas, ettd kuivattavan
materiaalin lampdtila el saavuttanut kuivausldmpotilaa ennen kuin kaikki kosteus kuivatta-
vasta materiaalista oli saatu poistettua ja ettei kuivausldmpdétila ylitd 50 °C:tta. Kuivausta
voitaisiin tehostaa kuivaamalla annosteltu membraani annostelulinjan perdén liitettavélla
kuivaustunnelilla, jolloin erillistd lampokaappikésittelya ei ehka tarvittaisi tai lampdokasitte-

lyaika voisi olla lyhyempi.



10.8 Lateraalivirtaustestiliuskan laminointi ja leikkaus

Laminoinnin tarkoituksen oli kiinnittdd valmistetut ndytetyyny, konjugointityyny, mem-
braani ja imutyyny toisiinsa, siten ettd ndyte padsisi virtaamaan tehokkaasti komponentilta
toiselle. Komponentit voidaan, joka kiinnittdd suoraan testikotelon pohjaosaan tai erilliselle
pohjalaminaatille, johon liimattu kaksipuoleinen teippi. Tdssa tydssda komponentit kiinnitet-
tiin valmiiseen pohjalaminaattiin. Lateraalivirtaustestiliuskan kehityksen aikana havaittiin,
ettd ndyte pddsi virtaamaan tehokkaimmin komponentilta toiselle, jos komponentit olivat
vihintddn 2 mm paillekkdin. Tikkujen leikkauksessa oli tirkeda, ettéd leikkuri ei vahingoita
membraanin reunoja. Mikili membraanin reunat leikkauksen jélkeen ovat rosoiset, voi niyte
virrata membraanin lépi epdtasaisesti, jolloin testiviivasta ja kontrolliviivat ovat keskelté

vaaleampia kuin reunoilta.

10.9 Lateraalivirtaustestiliuskan testaus

Lateraalivirtaustestiliuskan testauksessa todettiin, ettd testin reaktiokinetiikkaan tutkimalla
voitiin tarkasti selvittdd lateraalivirtaustestin oikea lukuaika, eli aika jolloin positiivisella

ndytteelld saadun testituloksen tulee olla positiivinen.

11 Yhteenveto ja johtopaatokset

Téssd tyossd kehitettiin kaksi eri asiaa, diagnostiseen pikatestaukseen kiytettdva lateraali-
virtaustestiliuska ja sille soveltuva testikotelo, jonka valmistus tapahtui 3D-tulostustekniik-
kaa hyodyntden. Molemmat tavoitteet saavutettiin hyvin ja ty0ssé opittiin paljon uutta late-
raalivirtaustestin kehittdmisesti ja 3D-tulostamisesta. Tdssd ty0ssd opittuja asioita voidaan

jatkossa hyddyntdd uusien lateraalivirtauskasettitestien kehityksessd ja valmistuksessa.

Tutkimustulosten valossa 3D-tulostusta voidaan hyddyntda monin erin tavoin diagnostisten

pikatestituotteiden tuotekehityksessd. Erityisen kéyttokelpoinen pikavalmistekniikka on



suunniteltaessa testikotelorakenteita, nidytteen annosteluvilineitd tai edellisten yhdistelmié.
3D-tulostettujen prototyyppien avulla voidaan tutkia suunniteltujen kappaleen rakenteiden
toiminnallisuutta ja ergonomiaa. Lisdksi sitd voidaan hyodyntdd, kun halutaan esitella tuot-
teen erilaisia tuotteen toteutusvaihtoehtoja tuotekehitysprojektin yhteydessd muille yrityk-
sen sisdisille sidosryhmille. 3D-tulostettujen prototyyppien avulla voidaan myds tuotteen
markkinointi- ja myyntitoimenpiteet aloittaa aikaisessa vaiheessa, joissain tapauksissa jopa
ennen varsinaisen tuotannon kiaynnistymisti. 3D-tuolustuksen kéyttd voi nopeuttaa tuoteke-

hitysprojektien ldpivientid ja vdhentdd projektista aiheutuvia kustannuksia.
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