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LS
Pesukoostumus ja testilaite ja -menetelmd&8 hammassairauk-
siin liittyvien mikro-organismien midrittémiseksi

Esill8 oleva keksintd koskee vesipohjaista pesuko-
koonpanoa, diagnostista testikdyttOpakkausta ja menetelmdd
pesukokoonpanon kéyttédmiseksi periodontaalitauteihin l1iit-
tyvien mikro-organismien m8&ritté@miseksi. Menetelmd on
erikoisen kaytttkelpoinen méséritettéessd mitd tahansa mik-
ro-organismia Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevo-
tella intermedia (aiemmin tunnettu nimell# Bacteroides
intermedius) tai Porphyromonas gingivalis (aiemmin tunnet-

tu nimellsd Bacteroides gingivalis).
Terveydenhuollossa, tutkimuksessa ja diagnostisissa

menetelmissd on olemassa jatkuva tarve nopeista, tarkoista
ja kvalitatiivisista tai kvantitatiivisista biologisten
aineiden mddrityksistd, jotka biologiset aineet ovat l1&snéd
biologisissa nesteiss8 matalina konsentraatioina. Esimer-

kiksi l&dkkeiden, huumausaineiden, hormonien, steroidien,
polypeptidien, prostaglandiinien tai infektoivien organis-
mien l&sndolo veressd, virtsassa, syljessd, emdttimen
eritteissd, hammasplakissa, ientaskun nesteessd ja muissa
biologisissa néytteiss&8 on madritett&vd tarkasti ja no-
peasti sopivaa diagnoosia tai hoitoa varten.

Sellaisten mésiritysten suorittamiseksi on kehitetty
monia erilaisia menetelmid, joissa biologisten-aineiden
eristimisessd ja tunnistamisessa kdytet#sn hyvdksi tunnis-
tettavan aineen (jota joskus kutsutaan nimelld "ligandi")
ja sen kanssa spesifisesti reagoivan yhdisteen (jota jos-
kus kutsutaan nimell# "reseptori") viHlisii spesifisié si-
toutumisreaktioita.

Sen jalkeen, kun spesifinen sitoutumiskompleksi
ligandin ja reseptorin v&lille on muodostettu; on taval-
lisesti tarpeellista erottaa kompleksi kompleksoitumatto-
mista materiaaleista. Yleisin spesifinen sitoutumisreak-
tio sisdltdd antigeenin (tai antigeenin kaltaisen materi-
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aalin) ja sen vastaavan vasta-aineen, jotka muodostavat
keskendan immunologisen kompleksin. Kompleksoitumaton an-
tigeeni ja vasta-aineet erotetaan yleensd kompleksista
kéyttden erilaisia menetelmid. Erotus voidaan suorittaa
esimerkiksi suodattamalla, sentrifugoimalla tai affini-
teettikromatografialla. Kuitenkin useimmissa testeissd
kompleksi liuotetaan ja kompleksoitumattomat materiaalit
pestddn siitd pois. Yleiset pesuliuokset sis8ltdvét tis-
lattua vettd, erilaisia puskureita ja useita erilaisia
liuoksia, jotka sisdltdvéat ionittomia, anionisia tai ka-
tionisia pinta-aktiivisia aineita.

On kuitenkin havaittu, ettd8 kaikki pesuliuokset
eivat poista tehokkaasti kompleksoitumattomia materiaaleja
kaikissa spesifisen ligandin testityypeiss&. Tehokkuudella
tarkoitetaan, ettd kompleksoitumattomat materiaalit pois-
tetaan siind mddrin, ettd testitulos osoittaa ainoastaan
kompleksoituneiden materiaalien l&sndolon niin, ettd8 on
olemassa pienin mahdollinen tausta tai ristireaktio ligan=-
din ja epéspesifisesti sitoutuvien proteiinien v&lilla.
N&in ollen se, mikd8 voi olla kayttdkelpoinen pesukokoon-
panona yhdesséd testissd, ei vdlttédmidtta ole kdyttodkelpoi-
nen toisessa. Jos pesukokoonpano on tehoton, voi esiin
tulla ei-toivottu tausta, joka hémértds todellisen testi-
tuloksen. Yksi ei-toivottu tulos voi olla "v8drd positii-~
vinen", joka johtuu liian korkeasta taustasta tai risti-
reaktiosta. Toinen ei-toivottu tulos voi olla todellinen
positiivinen, mutta tausta voi hémidrt#&8 positiivisen tu-
loksen suuruuden.

Spesifisten mikro-organismien on osoitettu olevan
indikaattoreita useille ihmisten ja el#&inten periodontaa-
litaudeille, kuten ientulehdukselle ja hammasta ympAr®iv&n
kudoksen -tulehdukselle. Sellaisten tautien merkitys on
kasvamassa ihmispopulaatiossa erikoisesti siksi, ett8 ih-
miset eldvdt kauemmin, ja sellaisten tautien ehkédiseminen

on tulossa melkoisen tédrkelksi hammaslé&idkireille, wvakuu-
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tuksen kantajille ja terveydenhuoltoteollisuudessa ylipaa-
t&ns4d. Lis#ksi kulttuurissamme on eldinten oikea hammas-
hoito kasvavan huolen aiheena.

Alalla tapahtunut kehitys, joka koskee periodontaa-~
litauteihin liittyvien mikro-organismien tunnistamista, on
kuvattu ja vaadittu patentissa EP-A-0 439 210. T&m& tapaus
kuvaa n#iden mikro-organismien, ja erikoisesti Actinoba-
cillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis ja
Prevotella intermedia -~mikro-organismien, samanaikaisen
tunnistuksen ja erottamisen immunometrisess&d (tunnetaan
myts nimelld kerrostesti) testissi kiyttéen veteen liuke-
nemattomia reagensseja, jotka on sijoitettu mddritellyille
alueille mikrohuokoiselle suodatinkalvolle. Testin aikana
kompleksoitumattomat materiaalit pestiin kalvon lapi kayt-
tden tavallista pesuliuosta, jossa oli natriumdekyylisul-

faattia vedessd (pH 7).
Samalla, kun mainittu yht#aikaisesti suoritettava

testi edustaa térke&td edistystd alalla mainittujen mikro-
organismien tunnistamiseksi, joissain tapauksissa havait-
tiin vddri& positiivisia silloin, kun ndyte, joka sisdlsi
korkeita m&&rid yhtd tai useampaa kolmesta organismista,
saatettiin kosketukseen vasta-ainereagenssit sis#lt#vin
kalvosubstraatin eri alueiden Kkanssa. Ratkaisu t&h&n on-
gelmaan on kriittinen, koska testin kayttéjélle on erit-
tdin térke&dtd erottaa mikro-organismit toisistaan taudin
tehokasta diagnoosia ja hoitoa varten ilman, ettd syntyy
merkittdvid ilmeistd ristireaktiota antigeenin ja epéspe-

sifisten vasta-aineiden v&l1illi4.

Y1llad mainittu ongelma ratkaistiin kdyttden testissé
hyvin spesifistd pesukokoonpanoa. T&dlle vesipohjaiselle
pesukokoonpanolle on ominaista, ettd se on puskuroitu
pH:hon, joka on vdhemmdn tai yht#suuri kuin 6 tai suurempi
tai yhtdsuuri kuin 9, ettd se sis#ltdd ainakin 0,1 paino-
prosenttia anionista pinta-aktiivista ainetta, joka on

kaavan:
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mukainen, jossa A on hiilivety, jonka molekyylipaino on
ainakin 180, X™ on vety tai monovalentti tai divalentti
kationi, mon 1 tai 2, yon O tai 1 jan on 1 tai 2 edel-
lyttden, ettd m ja n eividt molemmat ole 2.

TAmd keksint® esitti#d myds diagnostisen testikdyt-
t8pakkauksen spesifisesti sitoutuvan ligandin mdgrittéami-
seksi, joka sis#ltdd erillisissd pakkauksissa: '
(1) vesipohjaisen pesukokoonpanon, ja
(2) reseptorin spesifisesti sitoutuvalle kohdeligandille,

kéyttopakkaukselle ollessa ominaista, ettd pesuko-
koonpano on ylla kuvatun mukainen.

Lis8ksi menetelmd periodontaalitauteihin liittyvan
mikro-organismin mdidrittémiseksi siséltdd vaiheet, joissa:
A. muodostetaan veteen liukenematon kompleksi periodontaa-
litautiin liittyvdstd mikro-organismista uutetun antigee-
nin ja sille spesifisen vasta-aineen vidlille,

B. erotetaan kompleksoitumattomat materiaalit veteen liu-
kenemattomasta kompleksista pesem&lld yll& kuvatulla vesi-
pohjaisella pesukokoonpanolla, ja

C. tunnistetaan veteen liukenematon kompleksi osoituksena
mikro-organismin md&rityksesti.

Egilld oleva keksintd koskee tietyn pesukokoonpanon
kdyttdsd, jonka pesukokoonpanon on osoitettu alentavan tai
poistavan vdérien positiivisten mi&rdd testeissd, erikoi-
sestl testeisssd, joita ké&ytetd&n periodontaalitauteihin
liittyvien mikro-organismien md&ritt8miseksi. Kuitenkin on
ymmdrrettévé, ettd pesukokoonpanon tehokkuus ei ole rajoi-
tettu tdssad kuvattuihin spesifisiin suoritustapoihin vaan
sit8 voidaan k#ytt#i miss#d tahansa spesifisissd sitoutu-
mistestifyypeissé, joissa kompleksoitumattomat materiaalit
poistetaan liukenemattomasta kompleksista.

Tamén keksinndn mukaisella pesukokoonpanolla on
mainitut edut johtuen m8&ritellyn anionisen pinta-aktii-
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visen aineen l&#sndolosta ja spesifisestd pH:sta, joka on
joko yht# suuri tai suurempi kuin 9 tai yhtd suuri tai
pienempi kuin 6. Kuten alla on osoitettu, tavanomaiset
pesukokoonpanot, joilla on neutaali pH (se on 7), eividt
ratkaise mainittua ongelmaa. Lissdksi testattiin suuri mia-
rd erilaisia pinta-aktiivisia aineita ja ainoastaan tdhan
liitetyn kaavan mukaiset aineet ratkaisivat ongelman.

Kuvio 1 on pylvisdiagrammi varisignaalituloksista,
jotka saatiin alla olevassa esimerkissd 1 kuvatuissa tes-
teissH verrattuna kontrolleihin A ja B.

Kuvio 2 on pylvidsdiagrammi vdrisignaalituloksista,
jotka saatiin alla olevassa esimerkissd 2 kuvatuissa tes-
teiss8 verrattuna kontrolleihin A, C ja D.

Kuvio 3 on pylvédsdiagrammi v8risignaalituloksista,
jotka saatiin alla olevassa esimerkissd 3 kuvatuissa tes-
teissd verrattuna kontrolleihin A, B ja E - H.

Kuvio 4 on pylvédsdiagrammi v#risignaalituloksista,
jotka saatiin alla olevissa esimerkeissd 4 ja 5 kuvatuis-
sa testeissd verrattuna kontrolleihin A ja I - Q.

Kuvio 5 on pylvasdiagrammi vdrisignaalituloksista,
jotka saatiin alla olevigsa esimerkeissd 6 - 8 kuvatuissa
testeissd verrattuna kontrolleihin A ja R - U.

Kuvio 6 on pylvdsdiagrammi varisignaalituloksista,
jotka saatiin alla olevissa esimerkeisséd 10 - 16 kuvatuis-
sa testeissd kdyttden t&m&n keksinndn mukaisia eri pesu-
kokoonpanoja.

Esill8 oleva keksntd esittidd pesukokoonpanon ja
diagnostisen testikéyttOpakkauksen, jota voidaan kd&yttdd
miss8 tahansa spesifisessd sitoutumistestissa, josSa tut-
kittava ligandi Kkompleksoituu sen vastaavan reseptorin
kanssa ja jossa kompleksoitumattomat materiaalit pois-
tetaan pesem&@lld ennen kompleksin tunnistusfa. Ligandit,
jotka voidaan kompleksoida t&118 tavoin, ovat alalla hyvin
tunnettuja ja sis8ltédvat antigeeniset proteiinit ja hiili-
hydraatit, toksiinit, lektiinit, li#dkkeet, entsyymit, ste-
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roidit, vitamiinit, polysakkaridit, glykolipidit, alkaloi-
dit, mikro-organismit, wvirukset, alkuel&imet, hapteenit,
vasta-aineet, avidiinin ja sen johdannaiset, biotiinin ja
sen johdannaiset, nukleiinihapot, aminohapot, peptidit,
polypeptidit, glykopeptidit ja kaikki edelld mainittujen
materiaalien osat. Tdtd keksintd# kdytetddn suositeltavas-
ti immunologisten materiaalien tunnistamiseksi.

Menetelm#d tutkittavan 1ligandin tunnistamiseksi
voidaan kdytt4d8 testattaessa ihmisen tai el&imen biologis-
ta nestettd tai tutkittavaa ndytettd, jotka sisdltavit,
mutta eivat ole rajoittuneet, kokoveren, plasman, seeru-
min, imunesteen, sappinesteen, virtsan, selkdydinnesteen,
siemennesteen, emdttimen eritteet, yskdksen, hien, uloste-
naytteet, kudosten nestevalmisteet, hammasta ympardivan
kudoksen, hammasplakin, ientaskun nesteen ja syljen.

Tamédn keksinndn mukainen pesukokoonpano on vesipoh-
jainen puskuroitu liuvos, joka pit#& taustan matalana eri-
koisesti silloin, kun useita ligandeja tunnistetaan yht&-
aikaa samassa testilaitteessa.

Pesukokoonpano on puskuroitu mihin tahansa sopivaan
pH:hon, vaikka on suositeltavaa, ettd pH on suhteellisen
korkea, joka on 9 tai yli, tai suhteellisen matala, joka
on 6 tai alle. Suositeltavammin korkeammalla pH-alueella
kokoonpanon pH on 9,5 - 11 niin, ettd pH 10 on suositel-
tavin. Jos pH on alle 6, sen on suositeltavaa olla vdlilla
4 - 6.

Sopiva pH voidaan saada aikaan Kdytt&mdlli sopivaa
madrda yhtd tai useampaa sopivaa puskuria. Kunkin puskurin
maara riippuu‘sen puskurikapasiteetista ja siitd, mikd on
haluttu pH. Yleensd8 se on ainakin 0,05 molaarinen. Gly-
siini on suositeltava puskuri korkealle pH-alueelle ja
meripihkahappo tai 2-(4-morfolino)etaanisulfonihappo on
suositeltava puskuri matalalle pH-alueelle.

Pesukokoonpanossa on KkesKkeisend osana anioninen

pinta-aktiivinen aine, joka on kaavan:
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mukainen, jossa A on hiilivety, jonka molekyylipaino on
ainakin 180, X'™ on vety tai monovalentti tai divalentti
kationi, mon 1 tai 2, yon O tai 1 ja n on 1 tai 2 edel-
lyttden, ettd m ja n eivét molemmat ole 2.

Erikoisemmin mainitussa kaavassa A on lineaarinen,
haarautunut tai syklinen hiilivety, jossa on 13 - 18 hii-
liatomia ja n#in ollen molekyylipaino on v&lilld noin
180 - 250. Sellaiset hiilivetyryhmé&t sis&ltédvat lineaari-
sen tai haarautuneen alkyylin (esimerkiksi tridekyyli,
tetradekyyli ja haarautuneet ekvivalentit), sykloalkyylin,
jossa on yksi tai useampi alkyylisubstituentti (esimer-
kiksi sykloheksyyli, joka on substituoitu lineaarisella
tai haarautuneella C'-ryhm#ll& tai korkeammilla alkyyleilld
tai useilla alemmilla alkyyleilld) ja aromaattiset hiili-
renkaat, joissa on yksi tai useampi alkyylisubstituentti
(esimerkiksi fenyyli, joka on substituoitu C,-ryhmdlla tai
korkeammilla alkyyleilld). Kun A:ssa on enemmdn kuin 16
hiiliatomia, se on alkyylisyklyyli, suositeltavasti alkyy-
lifenyyli. Lis#8ksi sellaisissa tapauksissa syklyyliryhma
voi olla substituoitu useammalla kuin yhdelld alkyylillé.
On t&rkeditd, ettd hiilivety ei ole niin iso, ettd pinta-
aktiivinen aine menettdd wvesiliukoisuutensa tai wveteen
dispersoituvuutensa.

Yhdessd suositeltavassa suoritustavassa mainitun
kaavan A on alkyyli tai alkyylill8 substituoitu fenyyli,
jonka molekyylipaino on 180 - 250. Alkyylissd on 7 - 12
hiiliatomia ja se on lineaarinen tai haarautunut. Kayttd-
kelpoisia alkyyliryhmid ovat esimerkiksi n-oktyyli, iso-
oktyyli, n-dekyyli, 2,2-dietyylibutyyli, 2-etyylidekyyli
ja dodekyyli. Té&m&n suoritustavan mukainen ka}ttékelpoinen
anioninen pinta-aktiivinen aine on kaupallisesti saatavis-
sa ARCO'lta tuotemerkilld ULTRAWET 60L.



10

15

20

25

30

35

Toisessa ja vield suositeltavammassa suoritustavas-
sa anionisella pinta-aktiivisella aineella on mainittu
kaava, jossa A on lineaarinen tai haarautunut alkyyli,
jossa on 14 ~ 16 hiiliatomia (esimerkiksi tetradekyyli,
heksadekyyli, 2-etyylitetradekyyli ja 2,2-dimetyylitetra-
dekyyli). A on suositeltavasti tetradekyyli. Erds kaytto-
kelpoinen anioninen pinta-aktiivinen aine, tetradekyyli-
natriumsulfaatti, on kaupallisesti saatavissa Union Car-
bide Corp.'lta tuotemerkilla TERGITOL 4.

Mybskin, aiemmassa kaavassa kaikissa suositeltavis-
sa suoritustavoissa m ja y ovat molemmat 1 ja n on 2.

X*™™ on yleens# vety tai jaksollisen jarjestelmén
taulukon ryhmien IA tai IIA mukainen monovalentti tai di-
valentti Kkationi, kuten alkalimetalli-ioni (esimerkiksi
natrium, kalium ja rubidium) ja alkalimaametalli-ioni
(esimerkiksi magnesium, kalsium ja strontium). Alkalime-
talli-ionit, kuten natrium ja kalium, ovat suositeltavia.
Kuitenkin, kationi voi olla myts ammonium- tai orgaaninen
kationi, kuten trialkyyli- tai tetraalkyyliammoniumioni,
esimerkiksi ionit, jotka muodostuvat di-~ ja trietanoli-
amiineista, kuten di- ja tri(2-hydroksietyyli)ammonium, ja
trialkyyliamiineista, tetrametyyliammoniumista ja muista,
jotka ovat ilmeisid alan asiantuntijalle, ja aryyliammo-
niumkationi, kuten trimetyylifenyyliammonium- ja sykliset
sipulikationit, kuten I1l-metyylipyridinium ja 3-metyyli-
imidatsolium.

Anioninen pinta-aktiivinen aine voi olla l&snd pe-
sukokoonpanossa mind tahansa m&8&rdnd, joka suo tehokkaan
pesun annetussa testissi. T&m& mi&rd voi vaihdella laajas-
ti riippuen méaritettdvdn ligandin konsentraatiosta, tes-
timuodosta ja tunnistuskeinojen herkkyydestd. N&in ollen
silloin) kun ligandi on l&dsnd korkeana konsentraationa ja
tunnistuskeinot ovat erittd&in herkkid, pesu ei ehkd ole
niin kriittinen ja anionisen pinta-aktiivisen aineen kon-

sentraation ei tarvitse olla korkea. Pdinvastaisissa olo-
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suhteissa halutun pinta-aktiivisen aineen mddrd voi olla
korkeampi. Yleensd médrd voi olla ainakin 0,1 prosenttia
perustuen kokoonpanon painoon niin, ettd 1 - 5 painopro-
senttia on suositeltavampi.

Suositeltavat pesukokoonpanot sigédltavat myds yhden
tai useamman immunogeenisesti reagoimattoman proteiinin,
kuten seerumin proteiineja (kuten naudan sikién seerumia,
hdradn seerumialbumiinia), kaseiinia ja muita maidon pro-
teiineja, fibrinogeenia ja muita proteiineja, jotka ovat
ilmeisid alan asiantuntijalle. N4it& proteiineja kutsutaan
"immunogeenisesti reagoimattomiksi", koska ne eivét ota
osaa testin spesifisiin sitoutumisreaktioihin. Ne voivat
olla lisnd m8&rdnd, joka on ainakin 0,1 painoprosenttia,
ja suositeltavasti 0,4 - 0,6 painoprosenttia.

Kéyttopakkaukset voivat sis8ltdd erillisisséd pak-
kauksissa tai s8ilidiss8 pesukokoonpanon ja reseptorin,
joka sitoutuu spesifisesti tutkittavan ligandin kanssa.
Reseptori wvoi olla veteen liukeneva ja tunnistettavasti
leimattu (esimerkiksi entsyymilld tai muulla leimauskei-
nolla) tai immobilisoitu sopivaan substraattiin. Muut
kdyttopakkauksen osat voivat sis#8ltdd tunnistuskeinot,
kuten védrid muodostavat kokoonpanot, testilaitteet, uutos-
kokoonpanot, liukenemattomaksi tekev#t reagenssit (kuvattu
alla), ohjeet, pipetit ja muut tyypillisessd testissd tar-
vittavat kojeet.

Erikoisesti Actinobacillus actinomycetemcomitans,

Porphyromonas gingivalis ja Prevotella intermedia -mikro-
organismit mé&ritet&dn joko erilld#n tai samanaikaisesti
kdyttden esilld olevaa keksintdi. Kuitenkin muuf mikro-
organismit, joiden ep&illid&n olevan liittyneind periodon-
taalitauteihin, voidaan mybs tunnistaa tai erottaa toisis-
taan t&mé&n keksinntn mukaisesti. Sellaisef muut mikro-
organismit siséltdvdt, mutta eivdt ole rajoittuneet, Woli-
nella recta, Bacteroides forsythus, Eikenella corrodens,

Fusobacterium nucleatum ja Troponema denticola -lajit.
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Joissain suoritustavoissa on samantekevdd, mitkad serotyy-
pit mist& tahansa ndistd mikro-organismeista ovat l&snd.
Toisisssa suoritustavoissa keksintd8 voidaan ké8ytt&8 yhden
lajin eri serotyyppien erottamiseksi toisistaan kuin myd8s
lajien vd1lilla.

Samalla, kun ma&ritettévdt ligandit voivat olla
koskemattomia mikro-organismeja, on suositeltavaa uuttaa
tutkittava ligandi (esimerkiksi lipopolysakkaridi, kapse-
liantigeeni tai muu membraaniproteiini) is&nt8organismis-
ta. Periodontaalitauteihin liittyvien mikro-organismien
mésritystesteissé sellaiset antigeenit voidaan uuttaa syl-
jestd, kurkun tai suun limasta, ihmisen tai eldimen kudos-
uutteista, hammasplakista tai ientaskun nesteestd.

Tam8n keksinnén suorituksessa kayttdkelpoiset vas-
ta-aineet voivat olla monoklonaalisia tai polyklonaalisia.
Monoklonaaliset vasta-aineet voidaan valmistaa k&yttiden
standardeja menetelmid. Polyklonaaliset vasta-aineet voi-
daan myds tuottaa kdyttien standardeja menetelmid. Suosi-
teltava menetelmd erittdin spesifisten polyklonaalisten
vasta-aineiden saamiseksi yleensd vaatii vaiheet, joissa
nisdkds injektoidaan immunisoivalla m#&dr&lla antigeenia
ensimméiselld Kerralla, nis&kés injektoidaan toisen kerran
2 - 14 vuorokautta ensimmdisen injektion j&lkeen antigee-
nin tehostavalla annoksella ja aloittaen 15 vuorokautta
ensimmdisen injektion j&lkeen nis#kds injektoidaan ainakin
kolme kertaa seitsemén vuorokauden aikana antigeenin te-
hostavalla annoksella niin, ettd k&ytetdsn ainakin nelj&i
seitsemdn vuorokauden ajanjaksoa. Alan asiantuntija voi
helpsti md&ritt&s immunisoivan ja tehostavan m#dr&n. vii-
meisen tehostavan injektion jilkeen nis#kkiistd poistetaan
antiseerumi.

Kun antigeeni on uutettu ja sille antigeenille spe-
sifiset vasta-aineet on tuotettu, t#mén keksinndn mukainen
menetelmd suoritetaan muodostamalla antigeenin ja vasta-
aineen vdlinen tunnistettava veteen liukenematon immuno-
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loginen kompleksi. Tam& kompleksin muodostus voidaan saada
aikaan useilla menetelmilld ja esilld oleva keksintd ei
ole rajoittunut mihink#&n spesifiseen menetelmésin vaik-
kakin alla yksityiskohtaisemmin kuvatut "kerrostestit"
ovat suositeltavimpia.

Tim8n keksinndn mukainen suositeltava suoritustapa
on immunometrinen tai kerrostesti, jossa uutetun antigee-
nin annetaan reagoida eri epitooppien v#dlitykselld kahden
vasta-aineen kanssa, joista vasta-aineista toinen on lei-
mattu tunnistettavasti ja toinen on immobilisoitu (tai
joka kykenee immobiloitumaan esimerkiksi avidiini-biotii-
nin kompleksoitumisen tai muiden spesifisten sitoutumis-
reaktioiden v#litykselld). Sopivat substraatit, joihin
toinen vasta-aine immobilisoidaan, sis8ltdvdt ne, jotka on
mainittu yl11l& suorille sitoutumistesteille. Suositeltavas-
ti kaytetdan partikkelimaisia kantajamateriaaleja, jotka
on valmistettu organismeista, luonnollisia tai synteet-
tisid polymeerejd, lasia, keraamisia aineita, piimaata tai
magneettipartikkeleita. N&mid partikkelit ovat suositelta-
vammin polymeerisis, muodoltaan pySreitd ja niiden keski-

koko on 0,01 - 10 pum.
Vasta-aineet voidaan kiinnittéd&8 partikkelimaisiin

kantajamateriaaleihin niin, ettd muodostetaan veteen liu-~
kenemattomat immunologiset reagenssit fysikaalisin tai
kemiallisin menetelmin, Jjotka sis8ltdvdt adsorption tai
kovalenttisen reaktion materiaalien pinnalla olevien reak-
tiivisten ryhmien kanssa. Kovalenttinen kiinnitys on suo-
siteltava parempaa testiherkkyyttéd varten.

Erikoisen kdyttdkelpoisia partikkelimaisia kanta-
jamateriaaleja ovat polymeerihelmet, jotka on kuvattu esi-
merkiksi patentissa EP-A-0 323 692, jotka valmistetaan
vyhdestd tai useammasta etyleenisesti tyy&yttyméttémésté
polymerisoituvasta monomeerista, joissa on aktiivinen ha-
loatomi, aktivoidut 2-substituoidut etyylisulfonyyli- tai
vinyylisulfonyyliryhmédt. Muissa erikoisen kdyttdkelpoisis-
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sa partikkeleissa on reaktiiviset karboksiryhmdt ja ne on
kuvattu haettavassa patentissa EP-A-0 466 220.

Vield suositeltavammin ylld kuvatut immunologiset
reagenssit p#&llystetdsisn tai sijoitetaan mikrohuokoiseen
suodatinkalvoon, joka on inertti kemiallisille tai biolo-
gisille reaktioille. Erikoisen k#yttdkelpoisia materiaa-
leja ovat kidsitellyt tai késittelemdttOm&t mikrohuokoiset
polyamidikalvot, kuten ne, joita on kaupallisesti saata-
vissa Pall Corp.'lta tuotemerkeill& LOPRODYNE™ ja BIODY-
NE™.

Kalvojen keskim&sr&inen huokoskoko on yleensd suu-
rimmalta ulottuvuudeltaan 0,5 - 5 um.

Veteen liukenemattomat immunologiset reagenssit,
joissa on sopivat vasta-aineet, voidaan kiinnitt&& kalvoon
koko sen pinnan laajuisesti tai sen md&ritellyille alueil-
le.

Kalvo voi testissd8 olla késissd pidettdvd niin,
ettd siind on kohdat uutetun antigeenin ja sen vasta-ai-
neiden kompleksointia varten. Kuitenkin suositeltavasti
kalvo on sijoitettu tai kiinnitetty kertakiyttdiseen tes-
tilaitteeseen tai -kappaleeseen, jossa on sopiva kehys ja
rakenne kalvon kiinnitystd ja sen l&pi virtautettavaa nes-
tettd varten. Alalla tunnetaan monia sellaisia testilait-
teita. Erikoisen kédyttbkelpoisia testilaitteita ovat ne,
joita Eastman Kodak Company myy tuotemerkilld SURECELL.

Suositeltavissa testilaitteissa on kolme testikuop-
paa, jotka on suunniteltu negatiivisen ja positiivisen
kontrollituloksen kuin myds ndytetuloksen muodostusta var-
ten. Kukin testikuoppa sisdlt#i ylla kuvatun kalvon.

Kun antigeenin ja vasta-aineiden vidlinen veteen
liukenematon kompleksi on muodostunut (suositeltavasti
kalvolle), kompleksi pestddn t&m&n Keksinndn mukaisella
pesukokoonpanolla niin, ett& poistetaan kompleksoitumat-
tomat materiaalit ennen kompleksin tunnistamista. Jos

kompleksi on substraatilla, joka ei salli nesteen l&pivir-
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tausta, kompleksoitumattomat materiaalit ja neste voidaan
kaataa pois tai poistaa muulla tavalla. Kun k&éytet&in kal-
voa tai suodatinta, neste ja kompleksoitumattomat materi-
aalit kulkevat kalvon tai suodattimen l1l&8pi ja tutkittava
kompleksi j&3 sille.

Kuitenkin suositeltavasti, riippumatta siitd, onko
testimuoto suora sitoutumistesti vai immunometrinen testi,
immunologinen kompleksi tunnistetaan tunnistettavan leiman
avulla, joka on veteen liukenevassa reseptorissa (kuten
vasta-aineessa). Sellaiset leimat voivat sisdltids, mutta
eivdt ole rajoittuneet, entsyymit, avidiinin, biotiinin,
radioaktiiviset isotoopit, fluorogeenit ja kromogeenit.
Entsyymit ovat suositeltavia ja niit# voidaan k#ytt&& muo-
dostamaan KkKolorimetriset, fluorometriset tai kemilumini-
soivat signaalit.

Suositeltavassa immunometrisessd testissd antigeeni
saatetaan jossain vaiheessa kosketukseen tunnistettavasti
leimatun veteen liukenevan vasta-aineen kanssa. T&md voi
tapahtua ennen immunologisen kompleksin muodostusta, yht&-~
aikaa sen kanssa tai sen muodostumisen j&dlkeen, mutta
vleensd ennen pesua t&mén keksinnén mukaisella pesukokoon-
panolla. N&din ollen antigeenin ja kahden vasta-aineen
muodostama kompleksi j&& suositeltavalle kalvolle, kun
kompleksoitumattomat materiaalit peseytyvdt l&pi. T&mén
kerroskompleksin muodostuksen ja pesun jélkeen tunnistus
suoritetaan kdytt#en reagensseja ja menetelmid, jotka on
vleisesti kuvattu ylli.

Positiiviset tai negatiiviset kontrollit wvoidaan
suorittaa yht#aikaa ndytteen testauksen kanssa. Riippuen
tunnistusta varten tuotetusta signaalista voidaan sopivia
reagensseja lis&td8 signaalin muodostuksen lopettamiseksi
lis#d&mélls esimerkiksi reagensseja varin muodostuksen tai

kemiluminisenssissa valon muodostuksen lopettamiseksi.
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Suositeltava menetelmd periodontaalitautiin liit-

tyvén mikro-organismin m&drittdmiseksi

Joissa:

sisdltédd vaiheet,

A. saatetaan vesipohjainen n#yte, jonka ep8illdén sis§l-

tdvén periodontaalitautiin liittyvén

mikro-organismin

uutettua antigeenia, kosketukseen mikrohuokoisen suodatin-

kalvon kanssa, jossa on erijllisend alueena kalvon pinnalla
veteen liukenematon reagenssi, joka sis8lt&d veteen liu-
kenemattomat partikkelit, joihin on kiinnitetty antigee-

nille spesifiset vasta-aineet,

muodostamaan alueelle veteen liukenematon vasta-

aineen ja antigeenin vdlinen kompleksi,

B. saatetaan veteen liukenematon kompleksi kosketukseen-

tunnistettavasti leimatun toisen vasta-aineen kanssa, joka
on spesifinen antigeenille, muodostamaan tunnistettavasti

leimattu veteen liukenematon kerroskompleksi alueelle,

C. wvaiheen B kanssa yhtédaikaa tai sen

jélkeen erotetaan

xompleksoitumattomat materiaalit leimatusta veteen liuke-
nemattomasta kerroskompleksista pesemdlls kompleksoitumat-
tomat materiaalit kalvon lapi td@ssd8 kuvatulla vesipohjai-

sella pesukokoonpanolla,

niin, ettd erotetaan kompleksoitumattomat materiaa-~

lit leimatusta veteen liukenemattomasta kerroskompleksis-

ta, ja

D. tunnistetaan leimattu veteen liukenematon kerroskomp-
leksi osoitukseksi ndytteessd olevasta mikro-organismista.

Suositeltavammin juuri Kuvattu menetelm& on k&yt-
tdkelpoinen useiden sellaisten mikro-organismien yht#dai-
kaiseen méaritykseen tai erotukseen, jossa menetelmissd
kalvolla on useita erillisid ja toisistaan riippumattomia
alueita, jotka sisdltévét erilaisia veteen liukenemattomia
reagénsseja kullekin tutkittavalle spesifiselle mikro-
organismille. Mik3 tahansa tai kaikki mikro-organismeista

Actinobacillus actinomycetemcomitans,

Prevotella inter-
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media ja Porphyromonas gingivalis voidaan madrittaa talla

tavoin.
Seuraavat esimerkit on sisdllytetty kuvaamaan t&mén

keksinnn suoritusta eikd niiden ole tarkoitettu olevan
milli&n tavalla rajoittavia. Kaikki prosentit ovat paino-
prosentteja ellei toisin ole ilmoitettu.

Kaikissa kuvioissa pylvésdiagrammit edustavat vdri-
signaaleja, jotka syntyivdt, kun uutettu antigeeni reagoi
immunologisesti kolmen l&sn8olevan vasta-ainereagenssin
kanssa. Hyvaksyttdvasd testid varten antigeenin tulee rea-
goida ainoastaan sitd vastaavan vasta-aineen kanssa, mutta
jos on olemassa ristireaktioita johtuen antigeenin epdspe-
sifisestd sitoutumisesta vasta-aineisiin, tuloksena syntyy
ei~toivottuja vérisignaaleja.

Esimerkkien materiaalit ja menetelmdt:

Kaytettiin kertakdyttdisid SURECELL™-testilaittei-
ta, jotka sis#lsivdt mikrohuokoiset LOPRODYNE™-nailonsuo-
datinkalvot (keskimidsdrdinen hucokoskoko 1,2 pm) kiinnitet-
tyind kolmeen testikuoppaan. Kalvoa kéytettiin ilman mi-
tddn lisdkésittelyd.

Véria muodogstava kokoonpano A valmistettiin niin,
ettd se sisdlsi 4,5-bis(4-metoksifenyyli)-2-(3,5-dimetok~
si-4-hydroksifenyyli)imidatsoli-leukovérid (0,008 %), po-
lyvinyylipyrrolidonia (1 %), natriumfosfaattipuskuria
(10 mmolaarinen, pH 6,8), vetyperoksidia (10 mmolaarinen),
4'-hydroksiasetaniliidia (0,5 mmolaarinen) ja dietyleeni-
triamiinipentaetikkahappoa (10 pmolaarinen). Varid muodos-
tava kokoonpano B o0li sama, mutta se sisdlsi 5 mmolaarisen
4'-hydroksiasetaniliidin. '

Vdrin muodostuksen lopetuslivos sis#lsi natriumat-
sidia (0,1 %) fosfaatilla puskuroidussa suolaliuoksessa.

Useita pesukokoonpanoja kokeiltiiﬁ, kuten alla on

kuvattu.
Kutakin kolmea mikro-organismia Actinobacillus

actinomycetemcomitans, Bacteroides intermedius ja Bacte-
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roides gingivalis vastaan suunnatut polyklonaaliset vasta-
aineet valmistettiin injektoimalla kanit laskimonsisdi-
sesti. IgG-fraktiot valmistettiin ammoniumsulfaattisaos-
tuksella ja sdilytettiin 4 °C:ssa fosfaatilla puskuroidus-
sa suolaliuoksessa (0,3 - 0,4 % 1liuos). Antiseerumien
tuottamiseen kéytetyt bakteerikannat saatiin el@vind
viljelmind H.S. Reynolds'lta (SUNY, Buffalo School of
Dentistry). Eristettyj& kantoja jatkoviljeltiin anaero-
bisilla maljoilla. Mikro-organismit olivat ne, jotka tun-
nistetaan tallennenumeroilla ATCC 43717, ATCC 43718 ja
ATCC 43719 Actinobacillus actinomycetemcomitans -kannalle
(A.a.) (serotyypit A, B ja C, vastaavassa jarjestykses-
sd), ATCC 25611, NCTC 9336 ja ATCC 49046 Prevotella inter-
media -kannalle (P.i.) (serotyypit A, B ja C, vastaavassa
jérjestyksesss8) ja ATCC 33277, ATCC 53978 ja ATCC 53977
Porphyromonas gingivalis -kannalle (P.g.) (serotyypit A, B
ja C, vastaavassa jdrjestyksessd). ATCC on American Type
Culture Collection -kokoelma Rockvillessa, Marylandissa ja
NCTC on National Collection of Type Cultures -kokoelma

Lontoossa, Englannissa.

Veteen liukenemattomat reagenssit valmistettiin
sitomalla vasta-aineet kovalenttisesti poly[styreeni-ko-
4-(2-kloorietyylisulfonyylimetyyli)styreeni]-polymeeripar-
tikkeleihin (keskimé#r&inen halkaisija 1 pm)(molaarinen
suhde 95,5:4,5), jotka valmistettiin k&yttden patentin
EP-A-0 323 692 (mainittu ylld) kuvaamia menetelmi&. Kova-
lenttinen kiinnitys suoritettiin lisd8m&lld vasta-aineet
boraattipuskuriliuokseen (0,05 molaarinen, pH 8,5) koeput-
kessa ja sekoittaen hyvin. Kéytetyn A.a.:n md&rd oli 0,52
mg/ml (kaikki serotyypit) niin, ettd kutakin serotyyppid
0li ‘0,17 mg/ml. K&ytetyt P.i.:n ja P.g.:n mid&r&t olivat
0,75 mg/ml KkKumpaakin niin, ettd8 kunkin mikro-organismin
kutakin serotyyppid oli 0,25 mg/ml. Polymeeripartikkelit
(3 % kiintedta ainetta) lisdttiin puskuroituun seckseen ja

tuloksena syntynytt& suspensiota pySritettiin putken p&di-
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den suhteen ympédri 4 tuntia huoneenlé&mp&tilassa niin, ettd
sallittiin vasta~aineiden kovalenttinen kiinnittyminen
partikkeleihin. Sitten suspensio sentrifugoitiin 2800
kierrosta minuutissa 10 minuutin ajan. Supernatantti kaa-
dettiin pois ja pelletti suspendoitiin glysiinipuskuriin
(0,1 %, pH 8,5), joka sisdlsi ionitonta pinta-aktiivista
ainetta TWEEN™ 20 (0,1 %, ICI Americas) ja mertiolaattia
(0,01 %).

Y114 kuvatun reagenssin p#éllystyssuspensio (0,35 %
kiite8td ainetta) valmistettiin niin, etti se sisdlsi po-
lyakryyliamidi-sitojaa (5 %), ionitonta pinta-aktiivista
ainetta TWEEN™ 20:ta (0,1 %), mertiolaattia (0,01 %) ja
optista kirkastinta UVITEX™:ia (0,0005 $, Ciba-Geigy) gly-
siinipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 8,5). Kukin erillista
antigeenia vastaan suunnattu reagenssi pddllystettiin yll&
kuvattujen testilaitteiden kalvojen médritellyille alueil-
le.

Entsyymi-vasta-aine-konjugaatit valmistettiin kéyt-~
tden vasta-aineita, jotka o0li suunnattu kutakin mikro-
organismia vastaan, konjugoiden ne piparjuuriperoksidaa-
siin k&yttden menetelmidd, jonka ovat kuvanneet Yoshitake
et al., Eur. J. Biochem., 101, 395, 1979. Kukin konjugaat-
tikokoonpano sisdlsi konjugaatit (7,5 -~ 15 pg kutakin/ml)
lisdttynd kaseiiniliuokseen [0,5 %, 1 %:sesta liuoksesta,
joka oli Q0,1 molaarisessa 3—(N-morfolino)propaanisulfoni-
happopuskurissa, pH 7,5}, jossa oli ionitonta pinta-aktii-
vista ainetta TWEEN™ 20:ta (0,3 %), mertiolaattia (0,01
%) ja 4'-hydroksiasetaniliidia (10 mmolaarinen) puskurissa
(0,1 molaarinen, pH 7,5). Liuos suodatettiin 0}22 Hm Suo-

dattimen l&api.

Kokoonpano antigeenin uuttamiseks$i mikro-organis-
meista sis&lsi kationista pinta-aktiivista ainetta EMCOL™
CC~9:8a (5 %, Witco Corp.) ja natriumdodekyylisulfaattia
(5 %) glysiinipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 8,5).
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Alla olevassa pesukokoonpanojen vertailussa kdy-
tetyt eri pinta-aktiiviset aineet olivat seuraavat:

TERGITOL™ 4 anioninen pinta-aktiivinen alkyylinat-
riumsulfaatti, jota myy Union Carbide Corp.

EMPHOS™ (€S1361 fosfaattiesteri, jota myy Witco
Corp.

AVANEL™ $-70 anioninen pinta-aktiivinen natriumal-
kyylieetterisulfonaatti, jota myy PPG/Mazer.

DUPONOL™ WAQE anioninen pinta-aktiivinen natrium-
lauryylisulfaatti ja ZONYL™ anioninen pinta-aktiivinen
fluorikemikaali, joita myy E.I. DuPont de Nemours & Co.

ULTRAWET™ 60L anioninen pinta-aktiivinen lineaa-
rinen orgaaninen alkylaattisulfonaattisuola, jota myy
ARCO.

MONAWET™ MM80 anioninen pinta-aktiivinen diheksyy-
linatriumsulfosukkinaatti, jota myy Mona Industries.

SARKOSYL™ NL anioninen pinta-aktiivinen natrium-
lauryylisarkosinaatti, jota myy Ciba-Geigy Corp.

AEROSOL™ AY100 anioninen pinta-aktiivinen natrium-
sulfomeripihkahapon diamyyliesteri, jota myy American
Cyanamide.

TRITON™ 770 anioninen pinta-aktiivinen alkyyliaryy-
lipolyeetterisulfaatin natriumsuola ja TRITON™ 0S44 anio-
ninen pinta-aktiivinen fosfaatti, joita myy Rohm ja Haas.

HOSTAPAL™ BV anioninen pinta-aktiivinen alkyylia-
ryylipolyglykolieetterisulfaatin natriumsuola, jota myy
American Hoechst Corp.

POLYSTEP™ B12 anioninen pinta-aktiivinen natrium-
lauryylieétterisulfaatti, jota myy Stepan Co.

SULFOBETAINE™ DCH zwitterioninen pinta-aktiivinen
alkYyliammoniumsulfonaatin sisdsuola, jota myy Textilana

Corp.
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Esimerkki 1

Kerrostesti keksinnén mukaista pesukokoonpanoa

kiyttden

Tamd esimerkki osoittaa témén keksinnén mukaisen
menetelmén alentavan merkittdvésti taustaa Kerrostes-
teissd, joissa méHritetdln periodontaalitauteihin liit-
tyvid mikro-organismeja. Se osoittaa my®s pesukokoonpanon
pH:n tédrkeyden verrattuna kontrollitesteihin, joissa kay-
tettiin pesukokoonpanoja, joiden pH oli noin 7.

Pesukokoonpanot:
Tédmin keksinndn mukaisessa menetelmdssd kaytetty

pesukokoonpano koostui fosfaattipuskurissa (0,1 molaari-
nen, pH 10) olevasta anionisesta pinta-aktiivisesta ai-
neesta TERGITOL™ 4 (2,7 %). Kontrollitesti A suoritettiin
kdyttiden pesuliuoksena natriumfosfaattipuskurissa (0,1
molaarinen, pH 7,3) olevaa natriumdekyylisulfaattiliuosta
(1,8 %). Kontrollitesti B suoritettiin k&yttden fosfaatti-
puskurissa, jonka pH oli 7,2, olevaa anionista pinta-ak-
tiivista ainetta TERGITOL™ 4 (2,7 %).

Testimenetelms:

T&td testimenetelmdsd kaytettiin yleisesti kaikissa
té&mdn patenttihakemuksen esimerkeissé mainituin modifikaa-
tioin.

Jntigeeni mikro-organismista ATCC 53978 (serotyyppi
B, P.g.) uutettiin altistamalla solut yll& kuvatun mukai-
selle uutoskokoonpanolle alle minuutin ajaksi huoneenlam-
pbtilassa niin, ettd saatiin lopulliseksi konsentraatioksi
1,25 x 10® kokonaissolua/ml.

Uutos (450 pl) suodatettiin 1,2 pm kalvon ldpi ja
lis&ttiin yhteen y114 kuvatun testilaitteen testikuoppaan.
Testilaitteen kalvossa oli mé#ritellyt alueet reagensseil-
le, jotka olivat spesifisi8 kullekin hikro-organismille
A.a., P.g. ja P.i.. Nesteen annettiin valua testikuopassa

olevan kalvon l&pi. Heti t&mé&n j&dlkeen kuhunkin testikuop-
paan lis&ttiin vasta-aine-~konjugaattikokoonpano (80 ul),
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jonka j&lkeen inkuboitiin 2 minuuttia huoneenlé&mpdtilassa
(noin 20 - 25 °C). Sitten kuhunkin testikuoppaan lisdttiin
pesuliuos (500 pl) ja sen annettiin valua ldpi, jonka j&dl-
keen suoritettiin toinen pesu (500 pl).

Y113 kuvatun mukainen virid muodostava kokoonpano
A (80 pl) lisattiin kuhunkin testikuoppaan, jota seurasi
minuutin inkubointi huoneenl&mpétilassa. Sitten varisig-
naali arvioitiin silmin ja sit&8 verrattiin kalibroituun
vérikarttaan, joka sisdlsi heijastustiheysarvot. Sitten
heijastustiheydet muutettiin transmissiotiheysarvoiksi
(D,) kdytté@en Williams-Clapper-muunnosta [katso J. Optical
Soc. Am., 43, 595 (1953)]. D,-arvot 0,003 tai vdhemm&n vas-
taavat silmin tehtyd arviointia "ei vdrisignaalia".

Sitten tulokset taulukoitiin seuraavasti ja muodos-~
tettiin kuviossa 1 esitetyt pylvédsdiagrammit. On selvéid,
ettéd ainoastaan keksinntn mukainen kdytetty pesukokoonpano
alensi tehokkaasti taustaa, jonka mucodosti P.g.-antigeenin
ristireaktiot A.a.:lle ja P.i.:lle spesifisten vasta-ai-
neiden kanssa. Tausta oli liian korkea, koska jotkin P.g.-
antigeenit reagoivat Kkontrollitesteissi epédspesifisesti
A.a.- ja P.i.-vasta-aineiden kanssa. Tamd esimerkki osoit-

taa, ettd pesukokoonpanon pH:n tulisi olla enemmdn kuin

noin 9.
Taulukko I
Védrisignaali D,
Testi P.g.-reagenssi P.i.-reagenssi A.a.-reagenssi
Kontrolli A 0,114 0,024 0,024
Kontrolli B 0,114 0,005 0,007

Esimerkki 1 0,101 0,003 0,003
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Esimerkki 2

Vertailevat testit korkeassa pH:ssa kiyttden eri

pinta-aktiivisia aineita

Tdm#4 esimerkki on samanlainen kuin esimerkki 1
paitsi, ettd testeiss# k#ytetyt pesukokoonpanot olivat
pH:ssa 10.

Kontrollitesti A 0li sama kuin esimerkissd 1. Kont-
rollitestissd C kdytettiin fosfaattipuskurissa (0,1 molaa-
rinen, pH 10) olevaa natriumdekyylisulfaattia (1,8 %), kun
taas kontrollitestissd D kéytettiin samassa puskurissa
olevaa natriumdeKkyylisulfaattia (10 %). Esimerkin 2 testi

oli samanlainen Kuin esimerkin 1 testi.
Testien tulokset on esitetty alla olevassa taulu-

kossa I1 ja graafisesti kuviossa 2. On selvdd, ettd aino-
astaan t&mén keksinndn mukaisella testilld tunnistettiin
P.g.-antigeeni ilman merkittdv#& taustaa, joka johtui an-
tigeenin ristireaktioista muille mikro-organismeille spe-~
sifisten vasta-aineiden kanssa. Kontrollitestit osoittivat
el-hyviksyttévidn korkean ristireagoivuuden ja sen mukai-
sesti korkean taustan. Témd osoittaa, ettd pH:n lisdksi
pesukokoonpanon t8ytyy sisiltdi tiettyj& pinta-aktiivisia

aineita.
Taulukko 1X

Vérisignaali D,

Testi P.g.-reagenssi P.i.-reagenssi A.a.-reagenssi
Kontrolli A 0,175 0,057 0,057
Kontrolli C 0,145 0,024 0,024
Kontrolli D 0,145 0,015 ) 0,015
Esimerkki 2 0,145 0,003 0,003
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Esimerkki 3
Vertailevat testit kiyttden pesukokoonpanoissa ka-

tionisia ja ionittomia pinta-aktiivisia aineita

Tdm4 esimerkki on useiden testien vertailu, joka
suoritettiin k#yttden esimerkin 1 mukaista menetelmds,
mutta kéyttden erilaisia pesukokoonpanoja.

Kontrollitestit A ja B olivat, kuten yll& on kuvat-
tu. Esimerkki 3 suoritettiin, kuten esimerkin 1 testi.
Muissa kontrollitesteisss kéytettiin seuraavia pesukokoon-
panoja:

Kontrolli E: kationinen pinta-aktiivinen aine EMCOL™ CC-9
(10 %) fosfaattipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 7,2).
Kontrolli F: kationinen pinta-aktiivinen aine EMCOL™ CC-9
(10 %) fosfaattipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 10).
Kontrolli G: ioniton pinta-aktiivinen aine TWEEN™ 20 10 %)
fosfaattipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 7,2).

Kontrolli H: ioniton pinta-aktiivinen aine TWEEN™ 20 ‘10 %)
fosfaattipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 10).

Alla oleva taulukko III esittdd testien tulokset ja
tulokset on graafisesti esitetty kuviossa 3. On selvidi,
ettd ainoastaan esimerkki 3 osoittaa uutetun antigeenin
(P.g.:std) tarkan tunnistuksen ilman merkittédvid risti-
reaktioita muille mikro-organismeille spesifisille vasta-

aineille.
Taulukko III

V8risignaali D,

Testi P.g.-reagenssi P.i.-reagenssi A.a.-reagenssi
Kontrolli A 0,114 0,024 0,024
Kontrolli B 0,114 0,005 0,007
Kontrolli E 0,180 0,057 0,073
Kontrolli F 0,175 0,022 0,022
Kontrolli G 0,175 0,057 0,073
Kontrolli H 0,175 0,027 0,057
Esimerkki 3 0,101 0,003 0,003
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Esimerkit 4 & 5
Anionisia pinta-aktiivisia aineita sisdltdvien eri

pesukokoonpanojen vertailut

N&md esimerkit suoritettiin esimerkin 1 menetelmén
mukaisesti ja niissd vertaillaan useita pesukokoonpanoja,
jotka sisdltévdt pddasiassa anionisia pinta-aktiivisia
aineita.

M&@&ritettdvd antigeeni uutettiin P.g.:n serotyy-
pistd C, Esimerkki 4 ja kontrollitesti A suoritettiin,
kuten esimerkin 1 testi paitsi, ett& esimerkiss# 4 kéytet-
tiin3-sykloheksyyliamino-2-hydroksi-l-propaanisulfonihap-
popuskuria (0,1 molaarinen, pH 10). Esimerkin 5 testissi#
kdytettiin pesukokoonpanoa, joka sis#lsi samassa puskuris-
sa (0,1 molaarinen, pH10) olevaa anionista pinta-aktiivis-
ta ainetta ULTRAWET™ 60L (5 %). Kaikissa j#ljelld olevissa
kontrollitesteissd kadytettiin pesukokoonpanoja, jotka si-
sdlsivdt seuraavat pinta-aktiiviset aineet 3-sykloheksyy-
liamino-2~hydroksi-l-propaanisul fonihappopuskurissa (0,1
molaarinen, pH 10):

Kontrolli I: anioninen pinta-aktiivinen aine EMPHOS™

CS1361 (5 %).

Kontrolli J: anioninen pinta-aktiivinen aine AVANEL™ S§-~70
(5 %).

Kontrolli K: ioniton pinta~aktiivinen etanoliamiini (3 %).
Kontrolli L: anioninen pinta-aktiivinen aine DUPONOL™ WAQE
(5 %).

Kontrolli M: anioninen pinta-aktiivinen aine ZONYL™ FSJ
(5 %).

Kontrolli N: anioninen pinta-aktiivinen aine MONAWET™ MM80
(5 %).

Kontrolli 0: anioninen pinta-aktiivinen aine SARKOSYL™ NL
(5 %). |

Kontrolli P: anioninen pinta-aktiivinen aine AEROSOL™
AY100 (5 %).

Kontrolli Q: anioninen pinta-aktiivinen aine TRITON™ 770
(5 %).
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Testitulokset on esitetty alla olevassa taulukossa
IV ja graafisesti kuviossa 4. Ainocastaan esilld olevan
keksinnbn mukaiset testit tunnistivat herkdsti uutetun
antigeenin (P.g.:st&) ilman merkittdvid ristireaktioita
muille mikro-organismeille spesifisten vasta-aineiden
kanssa. Kuviossa 4 esitetyt taustasignaalit ovat signaa-
leja, Jjotka eivdt liity antigeeni-vasta-aine~sitoutumi-

seen.
Taulukko IV
Vdrisignaali D,
Testi P.g.-reagenssi P.i.-reagenssi A.a.-reagenssi
Kontrolli A 0,185 0,073 0,073
Kontrolli I 0,185 0,073 0,073
Kontrolli J 0,185 0,101 0,101
Kontrolli K 0,185 0,114 0,114
Kontrolli L 0,185 0,042 0,042
Kontrolli M 0,185 0,057 0,057
Kontrolli N 0,185 0,027 0,027
Kontrolli O 0,185 0,101 0,101
Kontrolli P 0,185 0,101 0,101
Kontrolli Q 0,185 0,108 0,108
Esimerkki 4 0,185 0,015 0,015
Esimerkki 5 0,185 0,007 0,009

Esimerkit 6 - 8 _

Anionisia pinta-aktiivisia aineita kiyttden suori-

tetut vertailevat lis#dtestit

Namé esimerkit suoritettiin seuraten kaikissa tes-
teissd esimerkissd 1 kuvattua menetelmdd. Kontrolli A oli,
kuten yll& on kuvattu. Kaikki pesukokoonpanot sis&lsivat
mainitut pinta-aktiiviset aineet 3-sykloheksyyliamino-2-
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hydroksyyli-1-propaanisulfonihappopuskurissa (0,1 molaari-

nen, pH 10):
Esimerkki 6: anioninen pinta-aktiivinen aine ULTRAWET™ 60L

(5 %).

Esimerkki 7: anionisten pinta-aktiivisten aineiden ULTRA-
WET™ 60L (5 %) ja TERGITOL™ 4 (5 %) seos.

Esimerkki 8: anioninen pinta-aktiivinen aine TERGITOL™ 4
(2,7 %).

Kontrolli R: anioninen pinta-aktiivinen aine TRITON™ (QS44

(5 %).
Kontrolli S: anioninen pinta-aktiivinen aine HOSTAPAL™ BV

(5 %).

Kontrolli T: anioninen pinta-aktiivinen aine POLYSTEP™ B12
(5 %).

Kontrolli U: zwitterioninen pinta-aktiivinen aine SULFO-
BETAINE™ (5 %).

Testien tulokset on esitetty alla olevassa taulu-
kossa V ja pylvdsdiagrammeina kuviossa 5. On selvad, ettd
ainoastaan t&mdn keksinndn mukaiset testit antoivat halu-
tun herkkyyden P.g.:std8 uutetulle antigeenille samalla
aiheuttaen merkitt&vdsti alentuneet ristireaktiot muille
mikro-organismeille spesifisten vasta-aineiden kanssa.
Kuvion 5 taustasignaali oli signaali, joka ei liity anti-

geeni-vasta-aine-sitoutumiseen.
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Taulukko V
Vdrisignaali D,
Testi P.g.-reagenssi P.i.-reagenssi A.a.-reagenssi
Kontrolli A 0,195 0,101 0,101
Kontrolli R 0,195 0,145 0,114
Kontrolli S 0,195 0,114 0,114
Kontrolli T 0,195 0,114 0,114
Kontrolli U 0,195 0,042 0,042
Esimerkki 6 0,175 0,013 0,013
Esimerkki 7 0,175 0,009 0,009
Esimerkki 8 0,175 0,011 0,011

Esimerkki 9

Pesuliuoksissa olevien samanlaisten pinta-aktiivis-

ten aineiden vertailu

Tédssd esimerkissd vertaillaan pesukokoonpanoissa
kolmea samanlaista pinta-aktiivista ainetta testeisss,
jotka suoritettiin k&dyttden esimerkin 1 menetelm#&d. T&m&n
keksinndn suorituksessa (esimerkki 9) k&ytettiin anionista
pinta-aktiivista ainetta TERGITOL™ 4 (2,7 %) 3-syklohek-
syyliamino-2-hydroksipropaanisulfonihappopuskurissa (0,1
molaarinen, pH 10) ja sit& verrattiin sellaisten pesuko-
koonpanojen k&yttémiseen, jotka sis#lsivdt anionista pin-
ta-aktiivista ainetta TERGITOL™ 7 (kontrolli V, 0,5 %) ja
anionista pinta-aktiivista ainetta TERGITOL™ 8 (kontrolli
W, 5 %) glysiinipuskurissa (pH 10). 5 % konsentraationa
anioninen pinta-aktiivinen aine TERGITOL™ 7 ei virrannut
kalvon lépi. Se on yleensd alkyylisulfaatti, jossa on noin
17 hiiliatomia, ja anioninen pinta-aktiivinen aine
TERGITOL™ 8 on yleensd alkyylisulfaatti, jossa on noin 18
hiiliatomia. Molempia myy Union Carbide.

Testien tulokset on esitetty alla olevassa taulu-
kossa VI. On selvdda, ettd samanlaiset pinta-aktiiviset
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aineet eivit anna haluttua herkkyyttd ja alhaista risti-
reagoivuutta, jotka saavutettiin kdyttéden pesukokoonpanoa,
joka sis#lsi anionista pinta-aktiivista ainetta

TERGITOL™ 4.
Taulukko VI

Vdrisignaali D,

Testi P.g.-reagenssi P.i.-reagenssi A.a.-reagenssi
Kontrolli V 0,175 NA 0,019
Kontrolli W 0,175 0,024 0,025
Esimerkki 9 0,175 0,011 0,011

NA = ei saatavissa

Esimerkit 10 - 16

Suositeltavat pesukokoonpanot ja niitd kdyttidviat

testit

Tdmin keksinndn mukainen suositeltava pesukokoon-
pano sis&dltdi kaseiinia, joka on sekoitettu anionisen pin-
ta-aktiivisen aineen TERGITOL™ 4 kanssa sopivaan pusku-
riin. N3iss#d esimerkeissd kéytetty menetelmada oli esimer-
kin 1 mukainen. Seuraavia té&min keksinndén mukaisia pesu-
kokoonpanoja kdytettiin:
Esimerkki 10: ainoastaan pinta-aktiivinen aine (5 %) meri-
pihkahapossa (0,1 molaarinen, pH 5).
Esimerkki 11: ainoastaan pinta-aktiivinen aine (5 %) 2-
(4-morfolino)etaanisulfonihappopuskurissa (0,1 molaari-
nen, pH 6). -
Egsimerkki 12: pinta-aktiivinen aine (5 %) ja Kkaseiini
(0,5 %) 2-(4-morfolino)etaanisulfonihappopuskurissa (0,1
molaarinen, pH 6). |
Esimerkki 13: ainoastaan pinta-aktiivinen aine (5 %) gly-
siinipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 9).
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Esimerkki 14: pinta-aktiivinen aine (5 %) ja kaseiini
(0,5 %) glysiinipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 9).
Esimerkki 15: ainoastaan pinta-aktiivinen aine (5 %) gly-
siinipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 10).
Esimerkki 16: pinta-aktiivinen aine (5 %) ja Kkaseiini
(0,5 %) glysiinipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 10).
Testien tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa
VII ja graafisesti kuviossa 6. Kaselinin l&sn#olo tuntuu
alentavan ristireaktioita testeissd, joissa kadytetd&n pe-
sukokoonpanoja, joissa pH on l&hemp#nd neutraalia. Kun pH
tulee happamemmaksi (5 tai alle) tai eméksisemmdksi (10
tai yli), kaseiinilla on vahemmi8n wvaikutusta. Kuvion 6
taustasignaali oli varisignaali, joka ei liity antigeeni-

vasta-aine-sitoutumiseen.

Taulukko VII

Védrisignaali D,

Testi P.g.-reagenssi P.i.-reagenssi A.a.-reagenssi
Esimerkki 10 0,114 0,003 0,005
Esimerkki 11 0,130 0,023 0,024
Esimerkki 12 0,145 0,011 0,015
Esimerkki 13 0,175 0,024 0,024
Esimerkki 14 0,160 0,011 0,017
Esimerkki 15 0,160 0,003 0,003
Esimerkki 16 0,160 0,003 0,003

Esimerkki 17

Keksinnén mukaiset testit, joissa midritetdidn anti-

geenin eri konsentraatiot proteiiniesikidsittelyn

kanssa ja ilman

Egsilld oleva esimerkki kuvaa tdmédn keksinnén suo-
rituksen A.a.:sta, P.g.:std ja P.i.:sté uutetun antigeenin
eri konsentraatioiden m&drittémiseksi. Testi suoritettiin
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kadyttden esimerkissd 1 kuvattua menetelmd8 paitsi, etté
uutetun antigeenin liuokset sekoitettiin kokoonpanon kans-
sa, joka sis#lsi AMIDEK™-proteaasia (Genencor Internatio-
nal, Rochester, N.Y.)(300 ul liuosta, jonka konsentraatio
oli 20 mg/ml), muutamaksi sekunniksi huoneenl@mpdtilassa
ennen antigeenin lisd8mistd testilaitteen testikuoppiin.
T8ssé8 esimerkissd kéytettiin vérid muodostavaa kokoonpanoa
B ja wvasta-aine-reagenssin konsentraatiota alennettiin
25-%:tiin esimerkin 1 konsentraatiosta. Vasta-aineen mé&rd
polymeeripartikkeleissa oli 1,5 kertainen verrattuna esi-
merkkiin 1.

Pesukokoonpano sisdlsi anionista pinta-aktiivista
ainetta TERGITOL™ 4 (1,35 %), kaseiinia (0,5 %) ja time-
rosaalia (0,1 %) glysiinipuskurissa (0,1 molaarinen, pH
10). Kontrollitestissi kdytettiin pesukokoonpanoa, joka
sisdlsi fosfaattipuskurissa (0,1 molaarinen, pH 7,3) ole-
vaa natriumdekyylisulsaattia (1,8 %).

Antigeeni uutettiin P.g.:n serotyypeistd A, B ja C,
P.i.:n serotyypistd A ja A.a.:n serotyypistd B. Testatut
antigeenikonsentraatiot olivat P.g.:lle ja P.i.:lle 1,25
x 10° solua/ml, 1,56 x 10" solua/ml ja 1,95 x 10° solua/ml
ja A.a.:lle 6,25 x 10’ solua/ml, 3,91 x 10° solua/ml ja
4,88 x 10° solua/ml.

Testien tulokset on taulukoitu taulukkoon VIII. Ne
kuvaavat parantuneet tulokset, jotka saatiin k#yttden t&-
mé&n keksinndn mukaista menetelmdd ja sitd, ettd proteii-
niegikdsittely auttaa ristireagoivuuden poistamisessa eri-
koisesti silloin, kun kaytetdsn korkeita antigeenikonsen-

traatioita.
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30

Vdrisignaali D,

Solu- P.g.- P.i.- A.a.-
Antigeeni konsent- Testi rea- rea- rea-
raatio genssi genssi genssi
P.g.:n 1,25 x 108 kontrolli
. . 0,175 0,089 0,089
serot i . 17 ' ' '
YYPP solua/ml esim 0,175 0,007 0,011
P.g.:n 1,56 x 107 kontrolli
\ v 0,101 0,019 0,019
serotyyppl : ; A t '
solua/ml esim. 17 0,114 0,003 0,003
6 .
Euda:n 1,95 x 10 kogtroiil 0,020 0,003 0,003
serotyyppi solua/ml . esim. 0,019 0,003 0,003
Pug.:n 1,25 x 108 yontrolli o185 0,101 0,101
serotyyppi solua/ml - esim, 17 0,185 0,003 0,003
Pagun 1,56 x 107 kontrolli 4 444 0,022 0,022
. . H '
serotyyppi solua/ml esim. 17 0,160 0,003 0,003
Pala:n 1,95 x 106  kontrolli 0,025 0,003 0.003
) 14
serotyyppi solua/ml - esim. 17 0,011 0,003 0,003
Bagun 1,25 x 108 kontrolli 4 175 0,057 0,057
. . . . '
serotyyppi solua/ml esim, 17 0,195 0,003 0:003
P.g.:n 1,56 x 107  kontrolli  g,101 0,007 0,007
serotyyppi solua/ml esim. 17 0,114 0,003 0,003
.n 1,95 x 106 kontrolli 0.022
solutyyppi ‘B solua/ml |, esim. 17 ‘ 0,003 0,003
YYPP /ml. . 0,024 0,003 0,003
Padi:n 1,25 % 108 xontrolli 0,022 0,195 0,022
serotyyppi _solua/ml esim. 17 0,003 0,175 0,003
Bud.:n 1,56 x 107 kontrolli g go3
serotyyppi solua/ml esim. 17 ’ 0,145 0,003
0,003 0,114 0,003
. 6 .
2.1..§ 1495 x 10°  kontrolli 0,003 0,054 0,003
serotyyppi solua/ml esim. 17 0,003 0,024 0,003
Bala:n 6,25 x 107  kontrolli 6,003 0,003 0,175
serotyyppi solua/ml esim. 17 0,003 0,003 0,175
. 6 . '
A‘n‘.? 3,91 »x 10 koPtr0111 0,003 0,003 0,089
serotyyppi solua/ml esim. 17 0,003 0,003 0,101
A.d.:n 4,88 x 105 kontrolli 0.003
. . 0,003 0,007
serot s0l 1 . ' ‘ '
yyppi olua/m esim. 17 0,003 0,003 0,011
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Patenttivaatimukset:

1. Vesipohjainen pesukokoonpano, tunnettu
siitd, ettd se on puskuroitu pH:hon, joka on alempi tai
yhtd suuri kuin 6 tail korkeampi tai yht& suuri kuin 9 ja
sisaltaa:

ainakin 0,1 painoprosenttia anionista pinta-aktii-

vista ainetta, joka on kaavan:
[A-S0,,, 1" [x*"],

mukainen, jossa A on hiilivety, jonka molekyylipaino on
ainakin noin 180, X' on vety tai monovalentti tai diva-
lentti kationi, mon 1 tai 2, y on O tai 1 ja n on 1 tai
2 edellyttden, ettd m ja n eivit molemmat ole 2.

2. Kdyttdkelpoinen diagnostinen testikdyttdpakkaus
spesifisesti sitoutuvan ligandin mé&rittd@miseksi, t u n-
nettu siitd, ettd se sisiltdd erillisissd pakkauksis-
sa:

(1) vesipohjaisen pesukokoonpanon, ja

(2) reseptorin spesifisesti sitoutuvalle kohdeligandille,
kayttdpakkaukselle ollessa ominaista, ettd pesukokoonpano
on puskuroitu pH:hon, joka on alempi tai yht& suuri kuin
6 tai korkeampi tai yht& suuri kuin 9, ja sisiltdid ainakin
0,1 painoprosenttia anionista pinta-aktiivista ainetta,

joka on kaavan:
[A-80,,, 1" [x™"],

mukainen, jossa A on hiilivety, jonka molekyylipaino on
ainakin noin 180, X™ on Vety tai monovalentti tai diva-
lentti kationi, mon 1 tai 2, y on 0 tai 1 ja n on 1 tai
2 edellyttéden, ettd m ja n eivdt molemmat ole 2.
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3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kéyttdpakkaus,
tunnettu siitd, ettd reseptori on joko tunnistet-
tavasti leimattu tai immobilisoitu partikkelimaiselle sub-
straatille, suodatinkalvolle, selluloosasuodatinpaperille
tai polymeerilla tai resiinilld p&&llystetylle filmille.

4. Menetelm3 periodontaalitautiin liittyvé&n mikro-
organismin mé#rittémiseksi, tunne t tu siitd, etta
se sisdlt88 vaiheet, joissa:

A. muodostetaan veteen liukenematon Kompleksi periodontaa-
litautiin liittyvéstd mikro-organismista uutetun antigee-
nin ja antigeenille spesifisen vasta-aineen v&lille,

B. erotetaan kompleksoitumattomat materiaalit veteen liu-
kenemattomasta kompleksista pesem8lld vesipohjaisella pe-
sukokoonpanolla, joka on puskuroitu pH:hon, joka on alempi
tai yhtd8 suuri kuin 6 tai korkeampi tai yhtd suuri kuin 9,
pesukokoonpanon sisdltdessd ainakin 0,1 painoprosenttia
anionista pinta-aktiivista ainetta, joka on kaavan:

[A-50,,,17"" [x™],

mukainen, jossa A on hiilivety, jonka molekyylipaino on
ainakin noin 180, X'™ on vety tai monovalentti tai diva-~
lentti kationi, mon 1 tai 2, y on 0 tai 1 ja n on 1 tai
2 edellytt&en, ettd m ja n eivdt molemmat ole 2, ja

C. tunnistetaan veteen liukenematon kompleksi md&rityk-
seksi mikro-organismista.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd antigeeni tehdadidn liukenemat-
tomaksi suoralla adsorptiolla tai kovalenttisella kiinni-
tykselld kiinte&&n substraattiin, ja ettd tunnistus suori-
tetaan kdyttden joko tunnistettavasti leimattua antigee-
nille spesifistd vasta-ainetta tai leimaamatonta antigee-~
nille spesifistd ensimmédista vasta-ainetta, jonka sitten
annetaan kompleksoitua tunnistettavasti leimatun toisen
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vasta-aineen kanssa, joka on spesifinen ensimméiselle vas-
ta-aineelle.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd vasta-aine on tunnistettavas-
ti leimattu ja kompleksin tunnistus suoritetaan antamalla
antigeenin reagoida toisen vasta-aineen kanssa, joka on
joko immobilisoitu tai joka kykenee tulemaan immobilisoi-
duksi niin, ettd muodostetaan veteen liukenematon kerros-
kompleksi antigeenin ja molempien vasta-aineiden vdlille.

7. Menetelmd periodontaalitautiin liittyvdn mikro-

organismin mddrittémiseksi, tunne t tu siitd, ettd
se sisdltdd vaiheet, joissa:
A. saatetaan vesipohjainen ndyte, jonka ep#dilld&n sisdl-
tdvén periodontaalitautiin liittyvédstd mikro-organismista
uutettua antigeenia, kosketukseen mikrohuokoisen suodatin-
kalvon kanssa, jossa on erillisind alueina kalvon pinnalla
veteen liukenematonta reagenssia, joka sis&ltd& veteen
liukenemattomia partikkeleita, joihin on kiinnitetty anti-
geenille spesifisid vasta-aineita,

muodostamaan erillisille alueille veteen liukene-
maton kompleksi vasta-aineen ja antigeenin vélille,

B. saatetaan veteen liukenematon kompleksi kosketukseen
tunnistettavasti leimatun toisen vasta-aineen kanssa, joka
on spesifinen antigeenille niin, ettd muodostetaan tunnis-
tettavasti leimattu veteen liukenematon kerroskompleksi
erilliselle alueelle,

C. vaiheen B kanssa yht#d aikaa tai sen jadlkeen erotetaan
kompleksoitumattomat materiaalit leimatusta veteen liuke-
nemattomasta kerroskompleksista pesemdlld kompleksoitumat-
tomat materiaalit kalvon 1l&pi vesipohjaisella pesukokoon-
panolla, joka on puskuroitu pH:hon, joka on alempi tai
vhtd suuri kuin 6 tai kdrkeampi tai yhtd8 suuri kuin 9,
pesukokoonpanon sisdltdessd ainakin 0,1 painoprosenttia

anionista pinta-aktiivista ainetta, joka on kaavan:
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[A-S°3+y] -{1+y) [X*m] .
mukainen, jossa A on hiilivety, jonka molekyylipaino on
ainakin noin 180, X™ on vety tai monovalentti tai diva-
lentti kationi, mon 1 tai 2, y on O tai 1 ja n on 1 tai
2 edellyttdien, ettd m ja n eivdt molemmat ole 2, komplek-
soitumattomien materiaalien erottamiseksi leimatusta ve-
teen liukenemattomasta kerroskompleksista, ja

D. tunnistetaan leimattu veteen liukenematon kerroskomp-
leksi m#dritykseksi ndytteesss olevasta mikro-organismis-
ta.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd silld mé8ritet&dn mika
tahansa mikro-organismeista Actinobacillus actinomyce-
temcomitans, Prevotella intermedius ja Porphyromonas gin-

givalis.

9. Jomman kumman patenttivaatimuksen 7 ja 8 mukai-

nen menetelmd usean periodontaalitautiin liittyvan eri
mikro-organismin samanaikaiseksi m&irittamiseksi, t un -
nettu siitd, ettd kalvolla on useita erillisid ja
toisistaan riippumattomia alueita, jotka sis&ltévét eril-~
ligid veteen liukenemattomia reagensseja kullekin md&dri-
tettdvdlle mikro-organismille.

10. Mink#8 tahansa patenttivaatimuksen 1 - 9 mukai-~
nen keksintd, tunnet tu siitd, ettd pesukokoonpano
on puskuroitu pH:hon, joka on noin 9,5 - noin 11.

11. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 10 mukai-
nen Keksintd, tunnettu siitd, ettd pesukokoonpano
sisdltd88 1 - 5 painoprosenttia pinta-aktiivista ainetta.

12. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 11 mukai-
nen keksintd, tunne t tu siitd, ettd pesukokoonpano
sisdltdd immunogeenisesti reagoimatonta proteiinia.

13. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 12 mukai-
nen keksintd, tunnettu siitd, ettd A on alkyyli
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tai alkyylill# substituoitu fenyyli, jonka molekyylipaino
on 180 - 250.

14. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 ~ 13 mukai-
nen keksintd, tunnettu siitd, ettd A on alkyyli,
jossa on 14 - 16 hiiliatomia, m ja y ovat molemmat 1 ja n

on 2.
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