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 طبقه بندی الایزا

 ند گروه تقسیم می شود که عبارتند از:سیستم الایزا بر اساس شیوه شناسی تشخیصی به چ

 ( Direct ELISAالایزای مستقیم ) -1

در این روش روش آنتی ژن یا آنتی بادی موجود در نمونه که باید تشخیص داده شود بطور مستقیم بر سطح فاز جامد 

صورت وجود  کوت می شود و سپس آنتی بادی یا آنتی ژن مکمل آن نشاندار شده است به سیستم اضافه می شود. در

آنتی ژن یا آنتی بادی مورد نظر در نمونه سیگنال مناسب ایجاد می شود. این روش مشابه ایمونوفلورسانس مستقیم 

 است اما کاربرد چندانی در کیت های تشخیصی ندارد و بیشتر در کارهای تحقیقاتی استفاده می شود. 

 (Indirect ELISAالایزای غیر مستقیم ) -2

ن آنتی بادی اختصاصی و یا تیتراسیون آنتی بادی در نمونه های سرم مورد استفاده قرار می گیرد. این روش برای تعیی

اساس آزمایش بدین نحو است که معمولا سرم رقیق شده به آنتی ژن های کوت شده در فاز جامد ) میکروول یا چاهک 

، است که قرار است در نمونه ردیابی شود ( اضافه می شود. آنتی ژن کوت شده آنتی ژن اختصاصی مربوط به آنتی بادی

س از افزودن نمونه و طی زمان انکوباسیون و یک مرحله شستشو آنتی هیومن گلوبولین نشاندار شده با آنزیم به چاهک پ

برحسب اینکه چه کلاسی از آنتی بادی برای ردیابی اهمیت دارد نوع آنتی هیومن مورد استفاده نیز  .اضافه می شود

از آنتی هیومن   IgAو برای ردیابی کلاس  IgGاز آنتی هیومن  IgGت مثلا برای ردیابی آنتی بادی کلاس متفاوت اس

IgA  .استفاده می شود 

اختصاصیت سنجش مستقیما توسط آنتی ژن کوت شده در فاز جامد تعیین می شود که ممکن است کاملا خالص و 

 اختصاصی باشد و یا نسبتا خام و غیر اختصاصی.

اوی آنتی بادی اختصاصی می تواند در یک بافر برای جلوگیری از جذب غیر اختصاصی پروتئین ها وجلوگیری از سرم ح

( گفته می شود. Sample diluentاشغال نقاط اتصال آنتی ژن رقیق شود. به چنین بافری محلول رقیق کننده نمونه )

با کاهش تداخل اثر آنتی  Antibody captureحساست و ویژگی چنین روش هایی می تواند با به کارگیری روش 

 بادی غیر اختصاصی بهتر شود.
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یروس سیتومگال و هلیکوباکتر ،  و⸲ روبلا، ها در مورد این روش تعیین آنتی بادی برعلیه توکسو پلاسما بهترین مثال

این عوامل عموما از بر علیه  IgMی باشد. البته امروزه برای تعیین مدر سرم  IgG, IgA, IgMپیلوری از کلاس های 

بر روی   IgMآنتی بادی های موجود در نمونه از کلاس   Captureدر روش  ⸲ ، استفاده می شود Captureروش 

از آنتی ژن اختصاصی مربوطه که  ، ⸲جذب شده و سپس برای تشخیص IgMچاهک های کوت شده با آنتی هیومن 

 ضد آن بصورت مزدوج استفاده می شود. توسط آنزیم نشاندار شده است و یا آنتی بادی نشاندار

 الایزای ساندویچ -3

 روش ساندویچ الایزا خود به دو دسته تقسیم می شود:

 Ab Sandwichیا  Ag Captureالف( روش 

این روش شایعترین روش الایزا محسوب می  ⸲در این روش یک آنتی ژن در بین دو آنتی بادی اختصاصی قرار می گیرد

آنتی بادی برای به دام انداختن آنتی ژن بر روی چاهکهای الایزا استفاده می شود و آنتی بادی  در این روش از یک ⸲شود

 دوم که با آنزیم نشاندار شده است به عنوان شناساگر عمل می کند.

و قابل ذکر است که در این روش آنتی ژن باید حداقل دارای دو ناحیه آنتی ژنیک متفاوت باشد تا قادر به اتصال به هر د

 .و... است PSA,FSH,LH,TSH,HCGهای بارز این روش اندازه گیری  مثال، آنتی بادی باشد

 Antibody Captureب( روش 

1- Ag Sandwich or Direct Capture 

آنتی ژن کوت شده بر  کاین روش برای تعیین سنجش آنتی بادی مورد استفاده قرار می گیرد بدین صورت که از ی

م انداختن آنتی بادی اختصاصی آن استفاده می شود . همان آنتی بادی از طریق بازوی دیگر روی فاز جامد برای به دا

ر نتیجه آنتی بادی اختصاصی در بین دو آنتی ژن ، دپذیرای همان آنتی ژن اما به صورت نشاندار می باشد   (Fab) خود

وبولین میسر است و یکی از اختصاصی ساندویچ می گردد  در این روش تعیین آنتی بادی توتال از هرکلاس ایمونوگل

ترین و حساس ترین روشها برای تشخیص آنتی بادی در نمونه است. مثال بارز این روش کیت اندازه گیری آنتی بادی 

 می باشد  HBs Abبر علیه پلاسمودیوم ویواکس و ترپونماپالیدوم و 

2- Indirect Ag Sandwich or Indirect Ab Sandwich 
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ز به دام انداختن آنتی بادی توسط آنتی هیومن گلوبولین کوت شده در کف چاهکها با اضافه کردن در این روش پس ا

از یک آنتی بادی اختصاصی نشاندار بر علیه آنتی ژن به عنوان سیستم  ⸲آنتی ژن اختصاصی و تشکیل کمپلکس

 شناساگر استفاده می شود.

 الایزای رقابتی یا مهاری -0

جش بر رقابت دو آنتی ژن یا دو آنتی بادی ) که یکی از آن دو نشاندار است( برای اتصال در روشهای رقابتی اساس سن

به لیگاند با مقدار محدود استوار است. اگر هر دو آنالیت نشاندار و غیر نشاندار با هم به سیستم اضافه شوند روش را 

انکوباسیون آنالیت نشاندار اضافه گردد روش را رقابتی می نامند ولی چنانچه ابتدا آنالیت اضافه شده و پس از یک دوره 

مهاری یا بلاکینگ می نامند. در روش مهاری ممکن است در بین دو مرحله و قبل از اضافه نمودن آنالیت بعدی شستشو 

می باشد. انواع روش های رقابتی عبارتند T3و T4مثال بارز روشهای رقابتی و مهاری سنجش  ⸲انجام شود یا انجام نشود

 :از

 الف( روش رقابتی یا مهاری برای آنتی ژن:

اساس این روش بر رقابت بین آنتی ژن نشاندار و آنتی ژن موجود در نمونه برای اتصال به یک آنتی بادی اختصاصی 

کوت شده در چاهک استوار است. در این روش مقدار آنتی بادی کوت شده باید محدود باشد و ملکول سیگنال دهنده 

 کلاسیک به همین روش استوار است. EIAو  RIAاساس ⸲ نشاندار استهمان آنتی ژن 

بدین معنی که آنالیت نشاندار در حضور مقادیر زیادی  ⸲دوز به صورت معکوس خواهد بود –در این روش منحنی پاسخ 

کمتری هم از آنالیت غیر نشاندار موجود در نمونه به مقدار کمتری به آنتی بادی متصل می شود و در نتیجه سیگنال 

 بوجود خواهد آمد.

محدوده تعیین انالیت با این روش ممکن است بوسیله استفاده از مولکول نشاندار با فعالیت اختصاصی زیاد تقویت شود 

اما حداقل مقدار قابل تشخیص )کمترین مقدار آنالیت که قابل تشخیص خواهد بود( توسط تمایل آنتی بادی مورد 

این وجود غلظتهای خیلی کم از هاپتن ها عموما توسط همین روش قابل تعیین اند و استفاده تعیین می شود. با 

 را هم تشخیص دهد. fmolحساس ترین روشی است که می تواند مقدار کمتر از 
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در برخی از موارد نشاندارکردن روی خصوصیات هاپتن اثر می گذارد در نتیجه در روش رقابتی برای تعیین آنتی ژن از 

در این نوع از سنجش ها این مطلب ضروری است که فاز جامد توسط آنتی ژن  ⸲دی نشاندار استفاده می شودیک آنتی با

در این روش آنالیت موجود در نمونه با آنالیت کوت شده در چاهک برای اتصال به  ⸲با مقدار کم و ثابت پوشیده می شود

از این روش بیشتر برای سنجش ایمنی  ⸲ارد معکوس استآنتی بادی نشاندار رقابت می کند. در اینجا هم منحنی استاند

 به روش کمی لومینسانس استفاده می شود.

 

 ب( روش رقابتی برای آنتی بادی:

در این روش رقابت بین دو آنتی بادی یکی در نمونه به صورت غیر نشاندار و یکی به صورت نشاندار شده با آنزیم برای 

بدیهی است که هر چه مقدار آنتی بادی نمونه بیشتر  ⸲هک صورت می پذیرداتصال به یک انتی ژن کوت شده در چا

باشد آنتی بادی نشاندار کمتری به چاهک ها متصل شده و سیگنال نیز کمتر خواهد بود و در نتیجه منحنی استاندارد 

 است.  HBc(HBc Ab)  شاخص ترین مثال برای این روش اندازه گیری آنتی بادی بر ضد ⸲نیز معکوس می باشد
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 و چگونگی ارزیابی تست های الایزاکنترل کیفی 

 

روشهای سنجش ایمنی در دو مرحله مورد ارزیابی می گیرند. نخستین بخش آن در شرکت تولید کننده سپری می 

در اصل به ارزیابی   یا سیستم سنجش ایمنی شکل می گیرد، شود. این مرحله که در پی ساخته شدن یک کیت

بخشی است که   دومین بخش است ارزیابی کیتها  یا شاخص های اجرایی آن خواهد پرداخت. ملکرد کیتتکنیکی ع

باید هم در شرکت تولید کننده و هم در آزمایشگاههای تشخیص طبی یا مصرف کننده انجام گیرد. این بخش از کار،در 

 باشد.اصل در برگیرنده مراحل تضمین کیفیت و کنترل کیفیت کیتهای الایزا می 

 

 ارزیابی شاخص های اجرایی کیت های الایزا توسط تولید کننده

نیازمند پروتکل  هااین نوع از ارزیابی بخشی است که در شرکت سازنده باید به آن توجه شود. کیتها این بخش از ارزیابی 

ه چارچوب تعریف شده را کاملاً مورد ارزیابی قرار دهد و همچنین بسته ب  ها و معیارهای مختلفی است که کیتها

بندی سنجش ایمنی، روش ارزیابی آن نیز متفاوت می باشد. این مرحله از کار در دو بخش های کمی و کیفی طبقه

 .شود که ارزیابی هر یک از آنها دارای معیارهای خاص می باشدمی

 

   ارزیابی کیتهای کمیّ

گیرند. این معیار ها به ترتیب اهمیت عبارتند از رار میدر کلیه شرایط معیارهای مختلفی برای هر کیت مورد بررسی ق 

همچنین معیارهای   (Specificity)و ویژگی  (Accuracy)، صحت(Sensitivity)، حساسیت (Precision)دقّت 

یا قدرت تحمل یا انعطاف پذیری کیت در شرایط مختلف آزمایش ) همچون تغییر  Robustness      دیگری همچون

یا قدرت تحمل کیت در مناطق مختلف، دستگاه ها و پرسنل مختلف را می توان  Ruggedness یره( ودما، زمان و غ

 .به این معیارها افزود
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 (Precision)دقّت 

آن می باشد. واژه های  (Precision)نخستین معیار ارزیابی یک کیت و بعبارتی مهمترین شاخص اجرایی کیت دقتّ 

و یا تجدید پذیری   (Repeatability)می رود عبارتند از تکرار پذیری دیگری که برای این معیار به کار

(Reproductibility)  که اشاره به قدرت تکرارپذیری نتایج آزمایش بدست آمده از یک نمونه دارد. در نقطه مقابل این

پایین خواهد بود. قرار می گیرد که که هرچه مقدار دقت بالاتر باشد عدم دقّت   (Imprecision)معیار، عدم دقّت 

اولین قدم برای ارزیابی یک کیت باید از دقتّ آن یا به عبارتی وجود جواب های یکسان توسط کیت مطمئن شد تا 

 .بتوان معیارهای بعدی را مورد بررسی قرار داد

 

 چگونه معیار دقت در یک کیت سنجیده می شود؟

 Pool)باید سه نوع مخلوط سرم NCCLS ایبه منظور تعیین معیار دقت در یک کیف بر اساس استاندارده -1

Serum)   حددر حدود پایین، وسط و بالای آنالیت مورد نظر را تهیه نمود. جذب نوری تعیین شده برای 

و برای مقادیر بالا باید بیشتر (512BO ) برابر  5-21حد وسط   (212BO)برابر    5/2 -5پایین آنالیت حدود 

 .باشد (112BO) ینهبرابر مقدار جذب نوری زم 21از 

و  تهیه این انواع مخلوط سرم باید بر روی هر یک از آن ها آزمایشات متعدد انجام داد )توجه به توضیحات ذیل( از پس 

اقدام نمود. مقدار در اصل  (Coefficient of variation)نسبت به محاسبه میانگین، انحراف معیار و ضریب تغییرات

 .تر باشد آزمایش از دقت بیشتری برخوردار استپایینCV بطوریکه بعنوان مثال هر چهبیانگر دقتّ آزمایش می باشد 

تا نتایج   همانطور که در بالا ذکر شد باید بر روی هر یک از انواع مخلوط های سرمی یکسری آزمایش صورت گیرد 

 .آماری ذکر شده از آنها به دست آید

 .واع مختلفی تقسیم نموددقت را به ان توان آزمایشاتبر همین اساس می 
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 Within-Run Precision )یا (Intra-assayدقت درون سنجی

یا یک بار پروسه آزمایش بر روی حداقل  RUN منظور از این نوع دقت درون سنجی در تکرار پذیری است که در یک

ا نباید به صورت پشت سر هم تکرار از هر یک از انواع مخلوط سرمی بدست خواهد آمد. در این نوع از دقتّ نمونه ه 21

 .چیده شوند و همچنین مقادیر خارج از محدوده نیز باید کاملاً مورد بررسی قرار گیرند

 ( Between-Run Precision یا( Inner-assay دقّت میان سنجی 

روی هر یک از انواع  (Run to Run) منظور از دقّت میان سنجی دقتّی است که حاصل سری آزمایشات مختلف

 .(Day to Day) خلوط سرمی در یک روز و یا در روزهای مختلف می باشدم

در بررسی این نوع دقّت مابین دو سری آزمایش در یک روز باید حداقل دو ساعت باشد، همچنین مقدار تکراری که 

یی که باید آزمایشات را و کل روز ها  بار بود 4 برای هر یک از مخلوط سرم ها در هر سری آزمایش باید در نظر گرفت

 .روز باشد 21روز و حداکثر تا  5برای اصول نتیجه صحیح مورد بررسی قرار داد حداقل 

بدلیل افزوده شدن تعداد متغیرها در هر یک از سری آزمایشات و همچنین با توجه به انجام آزمایش در روزهای  

مقدار ضریب تغییر را به دقتّ نوع درون سنجی می باشد  این نوع دقّت بالاتر از  (%CV)مختلف معمولاً ضریب تغییرات

 باشد.که البته این مسئله لزوم است ثابت نمی

 (Between lot Precision)  دقّت بین سری

دقّت در اصل برآورده نمودن نتایج مختلف به دست آمده از سری ساخت های مختلف تولید شده می باشد. برای به 

باید حداقل سه سری ساخته شده از یک کیت مورد  NCCLS اساس استانداردهای دست آوردن این نوع دقّت بر

از هر یک از این سه سری باید سه نمونه برداشته شده و بر روی هر نوع این سه بار آزمایش صورت  آزمایش قرار گیرد.

 .گیرد

   دقّت بین روش، گروه و آزمایشگاه ها 

(Within Method, Within Method Group and all Laboratory Precision) 

این نوع از دقّت در اصل توسط سیستمهای کنترل کیفیت خارج از شرکت سازنده صورت گرفته که در آن اقدام به 

 .دهنداز کیتهای شرکت سازنده می نمایند و آنها را با روشهای مختلف مورد بررسی قرار می  نمونه برداری
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 (Precision Profile)دامنه کاری دقّت 

منظور از تعیین محدوده کاری دقتّ برای یک آنالیت در اثر مشخص کردن عملکرد آن در دامنه وسیعی از غلظتهای آن 

 .آنالیت است

تعیین این نوع دقتّ به خصوص در روش های سنجش ایمنی که در مقادیر کم و یا مقادیر بالا از دقت کمی برخوردار 

 می باشد بسیار مفید می باشد.

بر علیه آنالیت می نمایند. در روشهای رقابتی دامنه کاری دقتّ  CV ه دامنه کاری دقتّ اقدام به ترسیم منحنیبرای تهی

آید. در مقادیر شکل خواهد بود ولی در روشهای ایمونومتریک به صورت منحنی صاف در می U به صورت یک منحنی

یک آنالیت تعریف می شود حساسیت،  (Detection limit) بسیار کم یا بعبارت دیگر در جائیکه حد قابل تشخیص

 . دقّت آزمایش را تحت تاثیر قرار داده و این مسئله را در حدود بالای منحنی نیز می توان مشاهده نمود

و رسم منحنی مربوط به دامنه کاری دقّت باید هر یک از استانداردها را  CV از سوی دیگر ر به منظور به دست آوردن 

بار مورد آزمایش قرار داد. هرچه مقدار تکرار بیشتر باشد دقتّ صحیح تری به دست خواهد آمد. از نظر   11-21به تعداد 

تعداد استاندارد مورد استفاده برای این آزمایش باید تا جای ممکن از تعداد استانداردهای بیشتری بهره برد و حداقل 

جذب نوری  B1 را در آزمایش قرار داد. ) (112B1 ) لاو با(512B1) میانی(212B1 ) تعداد سه استاندارد حد پایین

 )استاندارد صفر

از   ای را انتخاب نمود کهاز نکات مهم دیگر در تعیین مقدار استانداردها، دامنه آنالیت مورد نظر می باشد که باید دامنه

توان به دامنه کاری یمنی مینظر بالینی نیز دارای اهمیت باشد. با تهیه دامنه کاری دقّت برای یک آزمایش سنجش ا

 .باشدباشد که در آن سنجش آنالیت از دقّت کافی برخوردار میآنالیت رسید و این دامنه در اصل دامنه ای از آنالیت می
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 فاکتور های موثر بر روی دقّت

دم دقتّ در از آنجائیکه دقّت مهمترین فاکتور تکنیکی عملکرد یک کیت می باشد، مشخص نمودن عوامل و منابع ع

توانند دقتّ آزمایش را آزمایشات می تواند بسیار مهم باشد. این عوامل به تنهایی یا به صورت ترکیب با یکدیگر می

 .(3-1کاهش دهند )جدول 

 :. عواملی که به تنهایی یا به صورت ترکیب با یکدیگر می توانند دقت آزمایش را کاهش دهند3-1جدول 

____________________________________________________________ 

 و معرفها مواد -

 آنتی بادی یا آنتی ژن، آنتی بادی یا هاپتن کونزوگه شده، کالیبراتور، رقیق کننده، محلول شستشو، سوبسترا 

 خطاهای مربوط به پی پت -

   صحت، دقّت، کالیبراسیون، تنظیم، تجدید پذیری

 واکنش اتصال -

 های بالازمان و دمای انکوباسیون، تعادلی یا غیر تعادلی بودن روش، اثر هوک در غلظتزمان افزودن معرفها،  

 واکنش رنگ و مرحله شناسایی -

 زمان، دما، کم شدن رنگ، پایداری سوبسترا و محصول رنگی، خطای اسپکتروفتومتری

 (Interfering substances)گر عوامل مداخله -

شوند )بیلیروبین، داروها( عواملی که همچون آنزیمها رفتار می نمایند یزان رنگ میعواملی که باعث افزایش یا کاهش م 

های فعالیت آنزیمها )مثل فلزات(، عوامل پراکنده کننده نور ) مثل هموگلوبین، آلکالین فسفاتاز درونی(، مهارکننده

 )چربیها و ماکرومولکولها(

 هاپردازش داده -

_____________________________________________________________________ 
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 خطاهای مربوط به مواد اولیه و معرفها

اولین منبع خطا در دقتّ یک آزمایش به معرفها و مواد اولیه بکار رفته در روش بستگی دارد. در این دسته بیشترین 

بر روی واکنش آنتی ژن و آنتی بادی  گردد. از سوی دیگر در مرحله دوم عواملی کهمنبع خطا نیز به استانداردها برمی

، غلظت  pHبادی ، حرارت و زمان،توانند در بروز خطا نقش داشته باشند. این عوامل عبارتند از غلظت آنتیموثرند می

بادی برای آماده نمودن بستر جامد یونی مخلوط واکنش و تغییر در دانسیته آنتی بادی کوت شده چنانچه از آنتی

 .شداستفاده شده با

 خطاهای ناشی از مرحله جداسازی

پس از مرحله واکنش آنتی ژن و آنتی بادی در یک تست سنجش ایمنی مرحله جداسازی و یا بعبارت دیگر خارج 

اصل  شود. این مرحله که دربادیهای باند نشده آزاد در محیط از انواع باند شده مطرح مییا آنتی  ژن نمودن آنتی

یکی از مراحل کلیدی در دقتّ آزمایشات می باشد. خارج نکردن ناکافی محلول شستشو،  شستشو صورت می گیرد، با

 .باشندچسبیدن مایع به جداره چاهکها و موارد دیگر همگی عوامل کاهش میزان دقتّ در آزمایش می

پلیت می  باشد دستگاههای اتوماتیک شستشویعامل کاهش دقتّ در آزمایشات می  یکی از مواردیکه در این مرحله 

ای باشد که کاملاً چاهکها را مرحله مکش آنها به گونه باشند. این دستگاهها چنانچه به خوبی نگهداری نشده باشند و یا

 .خالی نکنند، باعث ایجاد خطا در آزمایش خواهند شد

 خطاهای ناشی از عدم تعادل

  .باشدازم برای کلیه چاهکها مییکی از منابع بالقوه در ایجاد خطا مسئله عدم هماهنگی زمان و دمای ل

که زودتر سرم در آنها  بعنوان مثال زمانی که سرم در چاهکها انکوبه گردید، در موقع شستشو چاهک های ردیف اول 

اند. حال چنانچه در موقع شستشو از قرار گرفته مدت زمان بیشتری نسبت به چاهکهای ردیف آخر پلیت سپری نموده

شروع شود، مدت زمان کافی به چاهکهای آخر برای واکنش، داده نشده و این در حالی  چاهکهای آخر عمل شستشو

اند. همین مسئله در رابطه با دما نیز مطرح می باشد. بعنوان است که چاهکهای ردیف اول بیش از حد لازم انکوبه شده

ت در مجاور نور آفتاب قرار گرفته باشد مثال چنانچه پلیت درون یک انکوباتور بدون تهویه مناسب قرار گیرد و یا یک پلی
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و یا معرفهای سرد و بدون گرم شدن کافی به پلیت افزوده شوند قسمتهایی که نور و یا گرما به آنها رسیده یا معرف 

تر از بقیه چاهکها خواهند شد که این مسئله منجر به عدم تعادل دمایی پلیت و جوابهای تر آنها افزوده شده، گرمگرم

 Edge)  ای یاهای آن خواهد شد. این پدیده که مشهور به پدیده حاشیهدر آن آن بخصوص در حاشیهمختلف 

Effect)  باشدباشد یکی از منابع مهم حتی یا عدم دقّت در کیتهای الایزا میمی. 

 خطاهای ناشی از استانداردها

تلقی می گردد. برای تهیه هر استاندارد باید تهیه استانداردها یکی از منابع مهم ایجاد خطا در روشهای سنجش ایمنی 

 .آن را به صورت مجزا از سایر استانداردها و مستقیماً از استاندارد اصلی تهیه نمود

در هنگام تهیه رقت برای ساخت استانداردها از پی پت نمودن به بدنه لوله ها نیز باید خودداری نمود تا از خطاهای 

 .ناشی از آن جلوگیری بعمل آید

باشد، تهیه استانداردها باید تا از آنجا که هر مرحله نمونه برداری و تقسیم نمودن خود دارای خطاهای واقعی و ذاتی می 

جای ممکن بصورت حجم های زیاد و یک دفعه صورت گیرد. استانداردهای لیوفیلیزه علاوه بر مشکلات فوق دارای دو 

 : باشندمنبع خطای دیگر نیز می

تواند رخ قبل از استفاده می (Reconstitution) لیه آنها ب( خطاهایی که موقع آماده نمودن مجدد آنهاالف( تقسیم او

یا سرم تهیه نمود از دناتوره شدن  BSA دهد . استانداردهایی که ماهیت آنها پروتئینی است را باید در محلولهای حاوی

 .آن ها در محلولهای بسیار رقیق ممانعت بعمل آید

 ها سایر خطا

پت نمودن نادرست، خطا توانند باعث عدم دقّت در آزمایشات گردند. این خطاها عبارتند از پیخطاهای دیگری نیز می

هایی که برای نشاندار در زمان افزودن مواد و بالاخره خطاهای ناشی از پرسنل. علاوه بر این، یکسری از خطاها به آنزیم

دهند. عواملی همچون خطاها بخصوص خود را در مرحله خواندن واکنش نشان میگردد. این اند برمیکردن به کار رفته

زمان و دمای انکوباسیون، پایداری رنگ نهایی و کیفیت دستگاه خوانشگر از جمله عواملی هستند که تغییر در هر یک 

 .تواند منجر به بروز خطا گرددمی
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 (sensitivity)حساسیت 

باشد .امروزه دو نوع نگرش یا مدل برای ار آنالیت قابل شناسایی در آزمایش میحساسیت در اصل بیانگر کمترین مقد

 . باشدتعیین میزان حساسیت در روشهای سنجش ایمنی مطرح می

 

1. Yalow and Berson model 

دوز، استفاده  -پاسخ در این مدل برای تعریف و حساسیت از کمترین میزان قابل اندازه گیری، در تغییر شیب منحنی 

 .نمایندمی

2. Ekinʼs Model 

این مدل کاملاً برخلاف مدل اول بوده و در آن حساسیت کمترین مقدار آنالیت است که به صورت کاملاً واضح و قابل  

 .تفکیک از استاندارد صفر باشد

 ) گیریرود حداقل مقدار قابل اندازه های آزمایشگاهی به کار مییکی از اصطلاحاتی که برای بیان حساسیت در کیت 

The least detectable dose ) گیری یک آنالیت دارداشاره به کمترین مقدار قابل اندازه اصل باشد که درمی. 

 

 را تعیین می نماییم؟  The least detectable dose (LDD) چگونه

و انحراف معیار آنرا بار مورد آزمایش قرار داده و میانگین  11-21ا به تعداد ر استاندارد صفر،   LDD  برای تعیین 

تر از حد میانگین )برای پایین SD2بالاتر ) برای آزمایشات ایمونومتریک( و یا  SD2نماییم. با احتساب مشخص می

 .آمدبدست خواهد 2 95با ضریب اطمینان LDD آزمایشات رقابتی( مقدار

توان واقعی یک آزمایش سنجش ایمنی میباشد. با دانستن میزان دقّت این حد بیانگر حساسیت آنالیتیکی روش نیز می

ها را اصطلاحاً کمترین میزان با حد دیگر نیز پرداخت. این اختلاف غلظت حد به ارزیابی میزان اختلاف غلظت در یک

که   Minimal Distinguishable Difference in Concentration (MDDC) غلظت قابل تشخیص می نامند

 .نامندنیز می Resolution اآنرا تحت عنوان مقدار تفکیک ی
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وجود دارد عدم تکرار پذیری  LDD یکی از مشکلاتی که در ارتباط با تعیین حساسیت یک کیت بخصوص با استفاده از

شود که تست حساسیت را در روزهای مختلف انجام باشد. از همین رو پیشنهاد میدر روزهای مختلف می LDD نتایج

 .به عنوان نمونه مجهول در لابلای تست های دیگر آزمایش نمودداده و استاندارد صفر را نیز 

راه دیگری که برای تعیین حساسیت وجود دارد، رقیق نمودن نمونه سرم بیمار با رقیق کننده کیت تا پایین ترین  

در  که (Recovery) باشد. در این آزمایش حساسیت با استفاده از آزمایشی به نام بازیافتمیزان قابل تشخیص می

باشد  1112گرفت. در این آزمایش تا وقتی که میزان بازیافت ادامه درباره آن بحث خواهد شد مورد بررسی قرار خواهد

شده فاصله گرفت، حساسیت کیت کاهش پیدا بینیحد پیش 1112حساسیت وجود داشته و زمانی که بازیافت از 

  کند.می

باشد. معمولاً واحد بیان شده به صورت غلظت آنالیت واحد برای آن می از نکات دیگر در ارتباط با مسئله حساسیت بیان

اولاً حساسیت به شیب منحنی استاندارد بستگی   باشد. در بحث حساسیت باید دو نکته را مد نظر قرار داد:مورد نظر می

ب منحنی یکسان، آنکه داشته و ثانیاً دقت تاثیر مستقیمی بر حساسیت یک روش دارد. بطوری که در دو آزمایش با شی

باشد و یا در دو آزمایش با یک میزان دقّت، آنکه شیب منحنی دقتّ بالاتری دارند از حساسیت بیشتری نیز برخوردار می

 .باشدحساسیت بالاتری نیز برخوردار می  تر باشد ازتند استاندارد

تنظیم بهتر آزمایش و همچنین رفع گذارند نیز در دانستن فاکتورهایی که بر حساسیت یک آزمایش تاثیر می 

توانند نقش مهمی ایفا خواهد نمود. عواملی همچون افزایش زمان، دما و مخلوط نمودن بهتره مواد همگی می کیت عیب

باعث افزایش اتصال آنتی ژن و آنتی بادی، دقّت آزمایش و در نهایت حساسیت آن گردند. کیتهایی که مراحل آن 

ذیرند )دو مرحله ای( نسبت به کیتهایی که طراحی آنها به صورت افزودن همزمان نمونه و پبصورت متوالی صورت می

باشند. همچنین جهت بهبود منحنی باشد )یک مرحله ای( از حساسیت سنجش بالاتری برخوردار میکنژوگه آنزیمی می

 .شونداستاندارد می توان از استانداردهای حد پایین استفاده نمود که باعث بهبود منحنیاستاندارد می
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 عوامل موثر در حساسیت یک روش

 عوامل موثر در بهبود حساسیت  الف(

کاهش در میزان ماده ردیاب یا به عبارت دیگر ماده نشاندار شده در روشهای رقابتی: این حد یک مقدار  .1

 .باشد که پایین تر از آن منجر به تغییرات عمده در حساسیت کیت خواهد شدمشخص می

ش در میزان آنتی بادی در واکنشهای رقابتی: رقیق کردن باعث پایین قرار گرفتن و انحراف منحنی به کاه .2

(. با اینحال برای افزایش حساسیت با استفاده از این مسئله، باید دقتّ 3-2سمت چپ خواهد شد ) شکل 

 .آزمایش را نیز مدنظر قرار داد

رسند: این مسئله بخصوص بر زمان مشخصی به تعادل می افزایش زمان انکوباسیون برای سنجش هایی که در .3

روی قسمت پایین منحنی بیشتر از قسمتهای بالای منحنی تاثیر خواهد گذاشت. از سوی دیگر این نکته را نیز 

باید در نظر داشت که در مراحل اولیه طراحی یک روش سنجش ایمنی باید در جهت کاهش زمان انکوباسیون 

 .صورت گیرد

این سری از  : در ( Sequential saturation assay designs) وش به شکل متوالی اشباعیطراحی ر .4

گردد ) قبل از افزوده شدن ماده نشاندار( این مسئله آزمایشات، در مرحله اول نمونه با آنتی بادی مجاور می

این سری از سبب بهبود در شیب منحنی استاندارد و در نهایت حساسیت روش خواهد شد ولی از معایب 

روشها می توان به افزایش تعداد مراحل آزمایش، کاهش دقتّ آزمایش و حساسیت فوق العاده آنها نسبت به 

 .زمان اشاره نمود

افزایش میزان نمونه: با افزایش مقدار نمونه در آزمایشات اگرچه حساسیت افزایش خواهد یافت ولی اثر  .5

ت حجمی نیز افزایش خواهند یافت. بطور کلی چنانچه غلظت ماتریکس )در ادامه بحث خواهد آمد( و تغییرا

باشد، تاثیرات غیر اختصاصی )همچون اثرات ماتریکس و  152 کل نمونه در مجموعه معرفها و مواد کمتر از

 .تغییرات حجمی( به حداقل خواهند رسید
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ر که قبلاً نیز ذکر شد افزایش دمای انکوباسیون: این امر سبب افزایش سرعت واکنش خواهد شد ولی همانطو  .1

 .باید مورد توجه قرار گیرد (Edge effect) پدیده حاشیه ای

 . افزایش دقتّ: با بهبود دقت سنجش، حساسیت آزمایش نیز بهبود خواهد یافت .4

استخراج و تغلیظ آنالیت موجود در نمونه: یکی از عوامل موثر در حساسیت، غلظت آنالیت مورد نظر در نمونه  .1

 .روش رل مهمی ایفا نماید تواند در حساسیترو استخراج و تغلیظ آنالیت میهمینباشد. از می

بادی، زمان و یا مقدار نمونه در حساسیت روش در آزمایشات ایمونومتریک که ساندویچی، افزایش غلظت آنتی  .9

  نمایند.نقش مهمی را ایفاء می

 

 ب(عوامل کاهش دهنده میزان حساسیت

 و ماده نشاندار )در روش های رقابتی( افزایش مقدار آنتی بادی .1

  کاهش میزان حجم نمونه )در روش های ایمونومتریک ( .2

  های دارای میزان تمایل پاییناستفاده از آنتی بادی .3

 

 (Accuracy)صحت

باشد. این واژه در واقع به میزان نزدیک بودن میانگین صحت در اصل توانایی یک روش برای تعیین مقدار یک آنالیت می

ای در مقابل صحت قرار نماید. همانند دقّت کلمهآنالیت اندازه گیری شده به مقدار واقعی آنالیت در نمونه اشاره می

 .باشدمی  (Bias)یا سوگرایی (Inaccuracy) گیرد عدم صحتمی

ر خطای تواند بیانگسوگرایی به اختلاف بین مقدار اندازه گیری شده با مقدار واقعی اطلاق شده و در اصل می

 .تواند هم به صورت مثبت و هم به شکل منفی اتفاق بیافتدسیستماتیک ذاتی یک روش باشد. سوگرایی می

تقسیم   (Constant)و ثابت (Proportional) از سوی دیگر می توان خطا های سیستماتیک را بدو دسته نسبی 

بت، بالاتر یا پایین تر از مقدار واقعی آنالیت نمود. خطاهای نسبی به شکل درصدی و خطاهای ثابت به صورت مقداری ثا
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  (Total error)توانند به صورت همزمان اتفاق بیافتند و سوگرایی کلیدهد. هر دو نوع سوگرایی میخود را نشان می

 .بسته به دامنه مقدار آنالیت فرق کند

ن عوامل عبارتند از خطاهای صحت می تواند توسط هر یک از اجزای یک سنجش ایمنی تحت تاثیر قرار گیرد. ای

های متقاطع یا بازیافت ضعیف، نشانگرهای ضعیف، عدم وجود ویژگی یا اختصاصیت مناسب سیستمیک همچون واکنش

آنتی بادی، دقت پایین ازمایش )خطاهای تکنیکی، آنتی بادیهای دارای قدرت تمایل پایین، یا نشانگرهای دارای کیفیت 

 .پایین( و غیره

 

 ا تعیین می کنیم؟چگونه صحت ر

برای تعیین صحت راههای مختلفی وجود دارد. در نخستین مرحله چنانچه روش استاندارد و یا مرجعی برای آنالیت 

توان با مقایسه با نتایج بدست آمده از روش مرجع مقایسه نمود. این مورد نظر وجود داشته باشد صحت روش را می

همبستگی یکی از معتبرترین روشهای بررسی مستقیم صحت یک  سری از روشهای تعیین صحت تحت عنوان تست

 باشد.روش می

 : باشند. این روشها عبارتند ازروش های دیگر تعیین صحت، روشهای غیرمستقیم می 

 (Recovery studiesمطالعات بازیافت) (1

 ( یا تست های خطی بودنParallelismآزمایشات ) (2

   بررسی اختصاصیت یا ویژگی (3

 تداخل (4

   ترلهای تجاریسرم کن (5

  (Correlation Test) تست همبستگی

توان از مقایسه نتایج بدست آمده از روش خود با یک روش رفرانس برای تعیین صحت با استفاده از روش مستقیم می

 . یا مرجع استفاده نمود و با تست همبستگی، نتایج را ارزیابی کرد
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، (Slope)هایی همچون شیپاده هستند عبارتند از پارامترفاکتورهای آماری که در مقایسه دو روش قابل استف

 Standard error of estimate in the Y) و انحراف معیار محور عمودی   (Y intercept)از مبدا عرض تلاقی

direction) فاکتور فوق فاکتورهای دیگری همچون سوگراییانحراف معیار اختلافات  علاوه بر سه (Standard 

deviation of  differences)  گیرندنیز برای مقایسه دو روش مورد استفاده قرار می. 

توان از نمی  قابل استفاده است و (Random) تنها در شناسایی میزان خطاهای اتفاقی یا تصادفی r ضریب همبستگی

 . آن به عنوان یک فاکتور مقایسه برای خطاهای ثابت یا نسبی استفاده کرد

گیرند ولی نقش آنها در روش مورد استفاده قرار می دو برای مقایسه  t-test و F-test همچونروشهای آماری دیگری 

  . تصمیم گیری زیاد نیست

 

 کاربرد هر یک از پارامترهای آماری در تست تعیین همبستگی

 شیب منحنی یا m یکی از فاکتورهای مهم در تعیین میزان خطای نسبی (Proportional error)  است که

اختلاف آن از عدد یک نشاندهنده میزان خطای نسبی آزمایش است. این مقدار، معرف بسیار خوبی برای میزان 

 . خطایی است که در کالیبراسیون آزمایش ممکن است وجود داشته باشد

 برای بررسی میزان خطای ثابت (Constant error) اتوان از دو پارامتر مهم بنامهای عرض از مبدمی (Y 

intercept) و مقدار سوگرایی (Bias)  استفاده نمود. مثبت یا منفی بودن این اعداد نشاندهنده سوگرایی

 .باشدمثبت یا منفی از میزان واقعی می

 جهت بررسی میزان خطای تصادفی (Random error)  از دو پارامتر انحراف معیار محور عمودی و انحراف

  .شودمعیار اختلافات استفاده می

 روش های آماری F-test و t-test : t-testکه برای مقایسه نتایج به دست آمده  یکی از روش های آماریست

 .گیردمورد استفاده قرار می (Critical value) بحرانی معیار نقطه با یک

 41داد نمونه به عنوان مثال زمانی که تع چنانچه مقدار محاسبه شده روش مورد آزمایش بیشتر از مقدار معیار باشد)

تفسیر این است که  می باشد( 121/2در جدول t بحرانی باشد مقدار نقطه=P 15/1 یا 952عدد و حدود اطمینان 
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باشد چنانچه این حد کمتر از معیار اختلاف ما بین دو روش زیاد بوده و در نتیجه، روش مورد بررسی غیر قابل قبول می

-tز      شود. چنین نتیجه گیری عاری از خطا نبوده و استفاده صرف امیمربوطه باشد عملکرد روش مورد قبول واقع 

test    تواند با خطا همراه باشده عنوان تنها روش تفسیر میب.  

 F-شود. برای محاسبهاز مقایسه انحراف معیار روش مورد آزمایش و روش مرجع استفاده می  test -Fبرای محاسبه 

test رسیده و عدد بزرگتر بر کوچکتر تقسیم می شود انحراف معیار ها به توان. 

 

روش مورد مطالعه نسبت به  دقتّ بزرگتر باشد اختلاف در F-test حال چنانچه مقدار به دست آمده از حد معیار مربوط

مراه به تنهایی با خطا ه t-test باشد. استفاده از این روش هماننددار بوده و نتیجه غیر قابل قبول میروش مرجع معنی

  خواهد بود.

 

 چگونه آزمایش همبستگی انجام میشود؟

برای انجام تست همبستگی باید حداقل از چهل سرم )در محدوده طبیعی آنالیت مورد مطالعه( با مقادیر مشخص 

نیز مورد خواهد بود که هر سرم  211 - 311استفاده نمود. در شرکتهای سازنده، تعداد سرم مورد آزمایش حدود 

گیرد. فاصله بین آزمایشات )هم با )هم با روش رفرانس و هم با روش مطالعه( مورد آزمایش قرار می تبصورت دوپلیک

روش رفرنس و هم با روش مورد مطالعه( نباید از دو ساعت فراتر رود. در نهایت بر روی یک منحنی که در محور افقی 

ودی نتایج به دست آمده از روش مورد مطالعه قرار گرفته، ترسیم نتایج به دست آمده از روش رفرانس و در محور عم

 .شودمی
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 (Recovery)آزمایشات بازیافت  

باشد و به توانایی یک آزمایش در بازیافت یا تعیین مقدار مشخص افزوده بازیافت یک نوع بررسی غیرمستقیم صحت می

ین نوع شاخص شامل افزودن مقدار مشخصی از یک شود. روش تجربی برای تعیین اشده به یک نمونه اطلاق می

 :توان با فرمولباشد . درصد بازیافت را میو تعیین غلظت آن می (B)به یک مقدار پایه  (A)آنالیت

 

محاسبه نمود. فرض مهمی که در این سری مطالعات وجود دارد خالص بودن و صحیح بودن استانداردیست که باید به 

المللی وجود دارند ولی این مسئله الزاماً بیانگر خالص شود. در همین زمینه استانداردهای بین افزوده (B)مقدار پایه 

بودن آنها نیست. حجم ماده افزوده شده نیز باید تا حد امکان به حداقل برسد تا در ماتریکس مقدار پایه تغییرات 

ود و حجم افزوده شده نیز به حداقل برسد. انتخاب تهیه ش A همین رو باید غلظت بالایی از ماده فاحشی ایجاد ننماید.از

آل، ماتریکس یا حلالی که آنالیت در آن ای برخوردار است. شرایط ایدهالعادهماده زمینه یا ماتریکس نیز از اهمیت فوق

 .گردد باید فاقد آنالیت مورد نظر و یا مقدار بسیار ناچیز از آن باشدحل می

که باید افزوده شود( را تهیه نمود و به سه غلظت از  )یا آنالیتی Aحداقل سه یا چهار حد  برای انجام این آزمایش باید 

 .گردند افزودآنالیت که در محدوده کاری آنالیت موردنظر و بعنوان پایه تلقی می

غلظتی باشد که  یکی از عوامل بسیار موثر بر روی بازیافت، دقتّ آزمایش است. از این رو این مقادیر افزوده شده باید در 

 .دقّت کافی برای جدا ساختن این مقدار از مقدار پایه اولیه فراهم شود

 :معایب تست بازیافت بعنوان تنها آزمایش برای بررسی صحت عبارتند از  

 .امکان اشتباه در محاسبات .1

 .را مشخص می کند Proportional error تست بازیافت تنها خطای نسبی یا .2

تواند مختلفی برخوردارند نمی ازه گیری آنتی بادیهای سرمی که از افینیتی و آویدیتیتست بازیافت جهت اند .3

پاسخ روشنی به همراه داشته باشد و بهترین راه برای بررسی صحت در این نوع نمونه ها بررسی بر اساس 

 .باشندمیحساسیت و ویژگی آزمایشات به صورت بالینی است و معیارهای تکنیکی تنها به صورت نسبی مطرح 
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 (Parallelism)یا تست موازی بودن   (Linearity)خطی بودن 

باشد. باید توجه یکی از آزمایشات بسیار مفید برای نشان دادن بازیافت نسبی و صحت یک روش، تست خطی بودن می

غییری در باشد به عبارتی با تغییر غلظت آنالیت نباید تمی داشت که در یک سنجش، صحت مستقل از غلظت آنالیت

توان از آزمایشات رقیق کردن نمونه استفاده کرد. با رقیق کردن نمونه و صحت مشاهده شود. برای اثبات این مسئله می

یا استاندارد با یک ماده رقیق کننده مناسب و انجام آزمایش بر روی نمونه های رقیق شده و محاسبه ضریب رقت در 

چهار  سه تا یک خط مستقیم به دست آورد. چندین نمونه مختلف و حداقلتوان نتایج، در صورت صحیح بودن روش می

تا خطی بودن نتایج نمونه ها آشکار شود. نمونه های اولیه و رقتهای  مختلف برای هر نمونه را باید تهیه نمود رقت

 .انتخاب شده در شکل ایده آل خود باید کل دامنه کاری روش مورد مطالعه را پوشش دهند

 

 ین خطی بودنروش تعی 

از ارزش  (Serial dilution)نسبت به رقیق سازی سریال   (Fractional dilution)رقیق نمودن درصدی نمونه ها 

نامید و  آنالیت % 111بالاتری برخوردار است. در همین راستا باید نمونه بسیار غلیظی را انتخاب نمود و آنرا نمونه 

سنجش باشد را به  Detection limit (LDD)یا در زیر حد قابل تشخیص  ای نیز که عاری از آنالیت بوده ونمونه

درصد از نمونه را تهیه چند  25،51،45در نظر گرفت. سپس با مخلوط کردن این دو نمونه رقت های   12عنوان نمونه 

ست آمده را و مورد آزمایش قرار داد. بر روی یک منحنی در محور افقی درصدهای رقت و در محور عمودی غلظت به د

 .قرار داد تا پی به خطی بودن آزمایش برد

بودن یک روش یا یک آزمایش، محاسبه غلظت نهایی و ضرب آن در رقت مربوطه  خطی از راههای دیگر برای نمایش

باشد رقت های نمونه و قسمت عمودی آن غلظت می توان بر روی یک منحنی که بخش افقی آننتایج را می باشد.می

 . . در این صورت وجود یک خط مستقیم موید خطی بودن نتایج خواهد بودترسیم کرد

باشد، تنها در صورتیکه افینیتی آنتی از آنجاییکه روشهای سنجش آنتی بادی بیانگر غلظت و افینیتی آنتی بادی می

 .هد آمدبادی های موجود در نمونه همانند انواع کالیبراتورهای آزمایش باشد خطی بودن نتایج به دست خوا
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توانند نتایج بالاتری را در تست رقت و خود می از همین رو نمونه هایی را که دارای آنتی بادی با افینیتی بالا باشند 

آزمایش نشان دهند و نمونه هایی که آنتی بادیهای آنها از نوع افینیتی پایین باشد بصورت نامتناسبی رقتهای پایین تری 

 .را از خود نشان خواهند داد

 

 Linearityعوامل موثر بر تست  

ای است که برای رقیق کردن نمونه ها از آن ماتریکس : یکی از عوامل موثر در تست خطی بودن ماده رقیق کننده .1

ای رقیق نمود تا از وجود یک ماتریکس یکسان در بین نمونه ها مطمئن شود. نمونه را بایستی به گونهاستفاده می

شود اختلاف در ماتریکس نمونه های رقیق شده با ب برهم خوردن رابطه خطی میشد. یکی از عواملی که سب

 . شودماتریکس استاندارد است که برای تعیین غلظت نمونه ها از آن استفاده می

توانند باعث خطاهای سیستمیک پت کردن، خطا های ناشی از آن میدر رابطه با پی خطاهای محاسباتی و پی پت: .2

 .در زمان رقیق کردن نمونه ها شوندو افزایش خطاها 

توانند باعث ایجاد همه میست بکارگیری استانداردهای نادرو  تعدم وجود پاسخ در دو انحنای منحنی: عدم دقّ .3

 .پاسخهای اشتباه در تست خطی بودن گردند

  

 (Interferences) تداخلات 

د باعث تداخل در آزمایش ]بصورت نتوانه مییکی از موارد مهم در تعیین صحت، مسئله تداخلات یا موادی است ک

[ گردند. این (Negetive interferences) و یا کاهش در نتیجه  (Positive interferences) افزایش در نتیجه

 .گردندهای متقاطع میعوامل جدا از عواملی هستند که باعث واکنش

  . شناسندمی (Matrix effect) بیشترین تاثیر عوامل مداخله گر را تحت عنوان اثرات ماتریکس 
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 شناسایی وجود تداخل

 : راه های اثبات وجود تداخل عبارتند از

که  ستمنظور از این نوع کنترلها مقایسه نتایج کنونی در آزمایشات با نتایج قبلی آنها استفاده از کنترلهای دلتا: .1

 . باشدمییا روند کاهنده یا افزاینده در نتایج  Trend نشاندهنده یک نوع

بعنوان مثال مشاهده نتایج پرکاری تیروئید در بیماری که از نظر  عدم تطابق نتایج بیمار با شرایط بالینی بیمار: .2

 . بالینی وضعیت تیروئید آن طبیعی است

بعنوان مثال ممکن است ارتباط معکوس مابین هورمونهای آزاد تیروئید و  مقایسه شرایط وابسته فیزیولوژیکی: .3

 . مشاهده نشود TSH هورمون

 . تواند شک برانگیز باشداختلاف فاحش با میزان طبیعی و حتی شرایط پاتولوژیکی می نتایج کاملاً غیر منطقی: .0

 .های مختلف آنالیزبدست آمدن نتایج مختلف با روش .5

 :های مختلف جای دادآزمایشات می گردند را می توان در گروه  عواملی که باعث ایجاد تداخل در 

 (Preanalytical variables) غیرهای پیش آنالیزیمت (1

نامند. این عوامل را می توان به دو کلیه عواملی که با ترکیب نمونه سروکار دارند را اصطلاحاً متغیرهای پیش آنالیزی می

گیری و گروه مربوط به بیمار و مربوط به نمونه تقسیم کرد. مسایل مربوط به بیمار همچون زمان اشتباه برای نمونه 

 .و در نتیجه تفسیر آزمایشات شوند ها فاکتورهای محیطی همچون سیگار می توانند باعث تغییر در در غلظت آنالیت

 مسائل مربوط به نمونه -

تواند باعث افزایش غلظت پروتئین ها توقف خون در سیاهرگها به دلیل استفاده طولانی مدت تورنیکت می -خونگیری  -

 .گرددهمین مسئله نیز باعث افزایش لیگاندهای باند شده به آنها میگردد و  2 5در حدود 

ای از موارد از پلاسما نیز شود، با این حال در پارهاکثریت آزمایشات سنجش ایمنی از سرم استفاده می -ماهیت نمونه -

 ماده شلات کنندهیک  EDTA ت بسیار دارد زیرانیاز به دقّ EDTA استفاده شده، ولی استفاده از پلاسمای حاوی

(Chelating) بعضی موارد  در تواند باعث اتصال یونهای فلزی که جزء فعال ماده نشاندار هستند شود.قوی است و می
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 گردد که در این آنزیم، روی تواند باعث بلوک کردن کوفاکتور آنزیمهایی همچون آلکالین فسفاتازنیز این ماده می

(Zinc) کند. استفاده ازنقش کوفاکتوری را ایفا می EDTA  مانع از ایجاد تداخل در آزمایشات نیز می شود، بخصوص

باشد  (Complement System) توان در مواردی که تداخل ناشی از تاثیر اجزای سیستم کمپلماناین مسئله را می

امتناسب باشند. توانند در بعضی از آزمایشات سنجش ایمنی نهای حاوی سدیم فلوراید نیز میلوله مشاهده نمود.

 .توانند بر روی نتایج تاثیر سوء بگذارندهایی همچون سدیم آزاید نیز مینگهدارنده

 (Hyperbilirubinemia) و افزایش بیلیروبین خون همولیز -

 . توانند تا حد کمی در آزمایشات سنجش ایمنی تداخل ایجاد نمایندهمولیز و افزایش بیلیروبین خون در نمونه می 

 (Lipemia) یش چربی خونافزا -

کنند همچون آزمایش استروئیدها می افزایش چربی خون در بعضی از آزمایشات که از مواد حلال چربی استفاده می

 .توانند باعث تداخل گردند

 پایداری و نگهداری -

بولهای قرمز و در پایداری اکثر آنالیتهای مورد بررسی در آزمایشات سنجش ایمنی بسیار بالاست. حتی اگر سرم با گل 

 . توان شاهد پایداری مناسب آنالیتها بوددرجه سانتیگراد نگهداری شود، می 4لوله اولیه در در 

درجه سانتی گراد در در چهار هفته  2حتی تا  PSA پرولاکتین و ،تیروکسین آزاد،LH،FSH،TSHآنالیتهایی همچون 

ن تستوسترون، نگهداری سرم در مجاورت گلبول های قرمز باعث در بعضی موارد همچو مانند.لوله اولیه خود پایدار می

 . گرددکاهش آن می

 (Matrix effect) اثرات ماتریکس (2

باشد. این اثرات ناشی از ماهیت پیچیده مخلوط دومین فاکتور پس از متغیرهای پیش آنالیزی، اثرات ماتریکس می

باشد. اثرات ناشی از این مواد بر یکهای تشکیل دهنده نمونه ما، چربیها، مولکولهای کوچک و نمهپروتئینها، کربوهیدرات

اثرات  این تواند به صورت جدی نتایج را تحت تاثیر قرار دهد.روی روش آنالیز را را اصطلاحاً اثر ماتریکس نامیده که می

 .باشد زتواند ناشی از معرف های بکار رفته روش سنجش ایمنی نیهمچنین می
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 تاثیر معرفها 

 pH بافرها بسیار دارای اهمیت است. بخصوص در مواردی که آنتی بادیهای مونوکلونال دارای pH قدرت یونی و -ها بافر

جداره  به تواند باعث کاهش اتصالات غیراختصاصیباشند. انتخاب صحیح قدرت یونی می 5-9بین  (pI) ایزو الکتریک

قرار گرفته تا از اتصالات  (Detergent) ماده پاک کنندهپروتئینها به همراه یک  در بافرها اکثراً .چاهکها گردد

ت آزمایش بهبود یابد. همچنین دقّ  جلوگیری بعمل آمده و غیراختصاصی آنها به جداره چاهکها و یا لوله آزمایش

 تواند در خواص اتصالی آنتی بادیهایی کهد مینشوشناخته می (Blockers) استفاده از عواملی که تحت عنوان بلوکر

تواند باعث دناتوره میزان افینیتی پایینی دارند نیز تاثیر بگذارد. از سوی دیگر افزایش میزان پاک کننده در بافرها می

 .شدن پروتئینها و کنده شدن آنتی بادیها از فاز جامد گردند

گردد. بافرها همچنین  بادیآنتی -تواند مانع واکنش آنتی ژنپراکسیداز وجود دارد که می در بعضی از پاک کننده ها، 

ها هستند و استفاده از آزایدها و ترکیبات جیوه اگرچه یمحیط بسیار مناسبی برای رشد ارگانیسمهای ساپروفیت و باکتر

 ند.نمایرا نیز بلوک می مواد نشاندار شده با پراکسیدازولی توانند باعث جلوگیری از رشد باکتریها گردند می

 چه به شکل ناخالص و یا اشکال خالص شده و قطعات آنتی بادیهای پلی کلونال -آنتی بادی های پلی کلونال 

2Fab/F(ab) آنها قطعهر گیرند. آنتی بادیهایی که دمورد استفاده قرار می Fc  وجود ندارد کمتر دچار واکنش اتصالات

 .گردندغیر اختصاصی می

تری نسبت به آنتی بادیهای پلی کلونال ینئافینیتی پا آنتی بادیهای مونوکلونال کلاً از -آنتی بادیهای مونوکلونال 

 . دهنداز سرم یا پلاسما فعالیت نشان می برخوردارند. این آنتی بادیها در سیستمهای بافری بهتر

ها ای بر واکنش دارند. ساختمان بسیاری از مولکولها به خصوص هاپتننشانگرها تاثیر عمده -نشانگرهای سنجش ایمنی

ای پیدا نماید. انتخاب پروسه نشاندار نمودن، تاثیر بسزایی در کیفیت و تواند تغییرات عمدهدار شدن میدر پی نشان

 .خلوص نشانگرها دارد بخصوص چنانچه از مواد رادیو اکتیو بخواهیم به عنوان ماده نشانگر استفاده نمائیم

تواند در اتصال آنها با مولکول های کولهای کوچک میدر نهایت این امر را باید مد نظر قرار داد که نشان دار نمودن مول

   . دیگر تاثیر بگذارد
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جداسازی آنتی بادیهای متصل شده از آنتی بادیهای آزاد: این مرحله یکی از مشکلات اصلی در آزمایشات سنجش  

 بندی نامناسب لیت آزاد در بخش متصل شده و بالعکس بعنوان خطای طبقهناگردد. میزان آایمنی هتروژن تلقی می

(Missclassification error) شناخته شده و باید به حداقل برسد. 

روشهای بسیاری برای جدا ساختن قسمتهای متصل شده از آزاد وجود دارد. در سیستمهایی که این عمل باید در فاز  

ل، الکل و نمک استفاده نمود. گلیکواتیلن، سیلیکاتها، پلی(Charcol) توان از موادی همچون ذغالمایع صورت گیرد می

ولی در سیستمهای فاز جامد با اتصال آنتی بادی یا آنتی ژن به سطح فاز جامع همچون لوله آزمایش، ذرات پلی 

توان به طور موثری این دو فاز را از یکدیگر جدا نمود. در روش اخیر علیرغم سلولز، نایلون یا میکروپلیت می استیرنی،

 . یب نیز وجود دارد و آن نیز امکان دناتوره شدن ناقصه مولکولهای متصل شده به فاز جامد استمزیت بالا یکسری معا

 

 تاثیرات نمونه

توانند باعث ایجاد تداخل در آزمایشات سنجش ایمنی گردند. این پروتئینها پروتئینهای مختلفی می تاثیر پروتئینها:

فیبرینوژن. راههایی که این پروتئینها باعث تداخل  و لیزوزیم عبارتند از: آلبومین، فاکتور روماتوئیدی، کمپلمان،

 :شوند عبارتند ازمی

ها دارد و همچنین بدلیل قدرت اتصال و آزاد نمودن بسیاری از آلبومین به دلیل غلظت بالایی که در نمونه لبومین:آ

 . تواند باعث تداخل گرددآنالیتها می

باشند. این می IgG مولکولهای Fc و بر علیه قسمت IgM دیها، معمولاً از جنسفاکتورهای روماتوئیدی: این اتوآنتی با

بیماری لوپوس چون آنتی بادیها را نه تنها در روماتیسم مفصلی بلکه در بسیاری از بیماریهای اتوایمیون دیگر هم

افراد جامعه قابل  52از  این نوع بیماری ها در کمتر توان یافت.سیستمیک، اسکلرودرما و هپاتیت مزمن فعال نیز می

 .تواند با آزمایشات تیروکسین و غیره تداخل کندفاکتورهای روماتوئیدی می باشند.مشاهده می

آنتی بادیها متصل  Fc د. این اجزاء بهنیابمکمل: مکملها یکسری پروتئینهایی هستند که در شرایط التهابی افزایش می

شود این گردند . زمانی که بخصوص از سرم تازه استفاده میبه آنالیتها می شده و مانع از اتصال اختصاصی آنتی بادیها
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درجه سانتیگراد برای چندین روز و یا استفاده از پلاسما  4نوع تداخل بیشتر دیده شده و از همین رو نگهداری سرم در 

د بسیار مفید باشد. توانگردد میکه باعث حذف کلسیم و غیر فعال شدن اجزاء سیستم کمپلمان می EDTA حاوی

 .تواند مانع از تداخلات ناشی از مکملها گرددنیز می (Chicken IgG) مرغی IgG یا استفاده از Fab استفاده از قطعات

پائین برقرار  (pI) لیزوزیم اکثراً اتصالات محکمی به پروتئینهای دارای نقطه ایزوالکتریک لیزوزیم:

تواند مانند پلی ما بین از همین رو لیزوزیم می و برخوردارند 5حدود  pI ًًاز کند.ایمونوگلوبولینها اکثرامی

و اوآلبومین در بافر باعث کاهش اثرات  2Cu+ ایمونوگلوبولینهای فاز جامد و آنتی بادی سیگنال دهنده قرار گیرد. افزودن

 .لیزوزیم خواهد شد

های سرمی یا پلاسمایی لظتهای مختلفی در نمونهاینگونه پروتئینها از غ پروتئینهای داخلی متصل کننده هورمونها: 

هم غلظت و هم خواص اتصالی آنها  توانند بر روی عملکرد یک آزمایش تاثیر بگذاردند.برخوردار بوده و به شدت می

تواند تحت تاثیر عوامل ژنتیکی و یا اکتسابی قرار گیرد. از انواع مهم این نوع پروتئینها می توان به آلبومین، می

 .وبولینهای متصل شونده به هورمونهای جنسی، تیروئید، کورتیکو استروئید و پری آلبومین اشاره نمودگل

شدیدی روی بعضی از روشها داشته باشد بعنوان مثال افزایش هورمون  اثیرتواند تتغییر در غلظت این پروتئینها می

در روشهای سنجش ایمنی،  Sex hormone binding globulin (SHBG)متصل کننده هورمونهای جنسی 

افزایش یابد مقدار تستسترون تا  nmol/L 91 به حدود SHBG تستوسترون و استرادیول تاثیر مستقیم دارد. چنانچه

 .یابدکاهش می 2 41

می تواند در اثر تغییرات مادرزادی، افزایش سنتز، کاهش متابولیسم  (TBG) تغییر در پروتئین متصل کننده تیروکسین

ای بر روی نتایج تیروکسین خواهند داشت. کیبی از این حالات اتفاق بیافتد. در این موارد این تغییرات تاثیر عمدهو یا تر

 :برای حل این مشکل نیز دو راه وجود دارد

و دوم اندازه گیری مستقیم  TBG بخاطر تغییر غلظتتصحیح های تیروئید و  نخست محاسبه اندکس های هورمون 

 .هورمون آزاد

کال غیر طبیعی پروتئین های داخلی متصل کننده: در بعضی از بیماران در شرایط فامیلی اشکال غیر طبیعی از اش

 Familial dysalbuminemic پروتئینها را می توان یافت. بعنوان مثال در بیماری نادر اتوزومال غالب
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hyperthyroxinemia (FDH)  بر بیشتر از حالت عادی مولکولهای برا 51مولکولهای آلبومی با میزان  2 51حدود

 .نمایندتیروکسین را را به خود متصل می

در  گزارش شدند. (Robbins) ها برای نخستین بار توسط رابینزیبادآنتی یناتو آنتی بادی بر علیه هورمونهای تیروئید: ا

 Anti-T4 ین آنتی بادیها بخصوصباشد. ا T4 یا T3 نمونه، یک نمونه می تواند دارای اتوآنتی بادی بر علیه 2511هر 

 . تواند در اندازه گیری تیروکسین تام و نوع آزاد ایجاد تداخل نمایندمی

توان این نوع از آنتی بادیها را مشاهده نمود. این آنتی نمونه های بیماران می 312-41ر د آنتی بادی هیدروفیلیک :

 آید. حیوانات مختلف اعم از موش،نشاق پشم و غیره به وجود میبادیها معمولا در پی تماس مستقیم با حیوانات و یا است

که در آنها تداخل  ایشاتیآزمند منجر به ایجاد این نوع آنتی بادی در انسان شوند. نتواگوسفند و گاو همه می، خرگوش

و  HBsAg، پرولاکتین، CEA ،CA125 ،hCG ،TSH ،T3 ،T4 ای هتروفیل گزارش شده است عبارتند از:هبادیآنتی

 .دیگوکسین

توانند در واکنشهای سنجش ایمنی چه بصورت ساندویچ و چه بصورت رقابتی باعث ایجاد آنتی بادیهای هتروفیل می 

های اولیه و باعث تداخل گردند. در تستهای رقابتی این آنتی بادیها موجب کاهش جایگاههای اتصال بر روی آنتی بادی

 .گردندمی (Positive bias) پاسخ با سوگرایی مثبت

توان در آزمایشات دارای قالب ساندویچی مشاهده نمود. در این یکی از بارزترین تاثیرات آنتی بادیهای هتروفیل را می

گردند. بادی و تشکیل ساندویچ میمابین دو آنتی (Bridge) آزمایشات آنتی بادیهای هتروفیل باعث ایجاد یک پل رابط

 No) و یا عدم هرگونه سوگرایی (Positive bias) تی باعث ایجاد سوگرایی مثبتآنتی بادیهای هتروفیل دو ظرفی

bias) گردندمی.   

 

شوند. متصل می F(ab(΄2 و  Fc شوند اتصال نیافته، ولی بهمتصل می هاالیتاین آنتی بادی ها به قسمتهایی که به آن 

 .بدیادر هر دو حالت افینیتی اتصال آنتی بادی به آنالیت کاهش می

تواند باعث کاهش تاثیرات آنتی بادی هتروفیل ا شده، میهبادیهای حیوانی که باعث ایجاد این آنتیافزودن سرم گونه  

های تداخل کننده یبادو بز باعث کاهش تحصیل آنتی گاو های مختلف همچون اسب،گردد. مثلا گاماگلوبولین گونه
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اند این آنتی بادیها را خنثی نماید و احتمالا این مسئله به مصرف توسرم گاو بیشتر از سرم موش می خواهد گردید.

 .گرددفراورده های دامی مثل شیر گاو و گوشت آن بر می

راههای مختلف دیگری نیز برای از بین بردن اثر تداخلی آنتی بادیهای هتروفیل وجود دارد که مهمترین آنها عبارتند  

 :از

 

 ندهحذف آنتی بادی های تداخل کن -الف

 استخراج آنالیت از نمونه -1

 افزودن سرم حیوانی ایمن شده یا ایمن نشده -2

 A افزودن سوسپانسیون پروتئین -3

 V/V512  به نسبت PEG 1111112  رسوب گذاری با -4

 درجه سانتی گراد )برای آنالیت های مقاوم به حرارت( 41-91 حرارت دادن سرم تا -5

 

 غیر ایمن افزودن سرمهای -ب

 IgG تصاصی گونه، آنتی هیومناخ IgG پلی کلونال -1

 مونوکلونال، آنتی بادی موشی -2

 ایمونوگلوبولین های فرموله شده -3

 آنتی بادی اختصاصی برای گونه Fc قطعات -4

روفیل تهای هبادیباعث کاهش اثرات تداخل کننده آنتی Fab استفاده از قطعات (RF) برخلاف فاکتور روماتوئیدی

یا عوامل  Immunoscintigraphic ونوکلونال موشی بعنوان وسیله حمل عواملشود. استفاده از آنتی بادیهای منمی

 Human Anti-Mouse Antibodies بنام هاییبادیوزه سبب پیدایش آنتیامرشیمی درمانی برای درمان سرطانها 

(HAMA) یل بعنوان یک مشکل اصلی شده است. غلظت این آنتی بادیها به مراتب بیشتر از آنتی بادیهای هتروف

 .باشدمی
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است  یکمتر از انواع  HAMA تداخل با امکان شود،روش هایی که از یک آنتی بادی مونوکلونال موشی استفاده می در 

 .کنندکه از دو آنتی بادی موشی استفاده می

 

 (Mechanical Inteference) داخل مکانیکیت

تواند در ارانی که زمان پروترومبین طولانی دارند میاند و یا در بیمفیبرینوژن در نمونه هایی که کاملاً لخته نشده

 . باعث ایجاد تداخل گردد نیروشهای اتوماتیک سنجش ایم

در این نمونه ها  .شوددر بسیاری از آزمایشات باعث ایجاد تداخل می (Paraproteinemia) پاراپروتئینمیا

ها خواهد شد. این پروتئینها به طور غیر اختصاصی بالای سرم سبب کاهش نمونه و کاهش کاذب مقدار آنالیت تهویسکوزی

 .توانند به آنالیتها یا معرفها متصل شده و نتایج مختلفی را نشان دهندنیز می

 

 (Nonspecific Inteference) تداخل غیر اختصاصی 

وانند باعث تداخل در تافتد. اسید های چرب آزاد میاین نوع تداخل بدلیل افزایش غلظت سایر ترکیبات پلاسما اتفاق می

تواند تحت تاثیر اثرات ماتریکس قرار گیرد. به عنوان مثال، در مورد آزاد شوند. تعیین میزان داروها نیز می T4 تست

تیروکسین وجود مواد مشابه با آن بخصوص در افرادی مانند به خانمهای حامله، نوزادان، بیماران مبتلا به بیماریهای 

 .تواند باعث ایجاد نتایج کاذب گرددی میکلیوی و بیماریهای کبد

 

  (Hook Effect) کاثر هو 

شناسند. این تاثیر را هوک می در آن بسیار بالاست را تحت عنوان اثر وجود پاسخ ناچیز در نمونه هایی که غلظت آنالیت

نانچه آزمایش در یک توان مشاهده نمود . در این سری از آزمایشات چبخصوص در واکنشهای دو طرفه یا ساندویچ می

 . تواند منجر به نتایج منفی کاذب به دلیل اثر هوک شودمرحله صورت گیرد، می

بیشترین آزمایشاتی هستند که  TSH و PSA فریتین، پرولاکتین، ،CA125 ،hCG آزمایشاتی همچون آلفا فتوپروتئین،

 .توان در آنها دیداثر هوک را می
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آنتی بادی نشاندار و آنالیت به طور  ایاشد که در یک آزمایش ساندویچ یک مرحلهبمکانیسم اثر هوک به این صورت می

شود تا کلیه جایگاههای موجود در نمونه سبب می الیتگردند. مقدار زیاد آنهمزمان به واکنش افزوده شده و مخلوط می

فاز جامد و چه نشاندار شده )چه فیکس شده به  اختصاصی و غیراختصاصی بر روی هر دو آنتی بادی موجود در سیستم

 .شودآزاد سیستم( اشباع شوند. این مسئله سبب عدم تشکیل ساندویچ و ایجاد پاسخ بسیار ضعیف در سیستم می

 کاهش اثر هوک

توان در طراحی سیستم تغییراتی ایجاد نمود. یکی از این تغییرات افزودن برای از بین بردن و یا کاستن اثرات هوک می

ت مناسب برای نمونه هاست که در شو قبل از افزودن آنتی بادی ثانویه است. روش دوم استفاده از رقّیک مرحله شست

 .فرد نرمال استفاده نمود مسر توان از رقیق کننده موجود در خود کیت و یامی این شکل

 

  (Cross-Reactivity) یا واکنش های متقاطع (Specificity) ویژگی 

توان به توانایی آزمایش در ت آزمایشات مسئله ویژگی آنهاست. ویژگی یک آزمایش را مییکی از مسائل مهم در جه 

ای از مواد یا آنالیتهای ناهمگون تعریف نمود. این مسئله به خواص گیری یا شناسایی آنالیت مورد نظر مجموعهاندازه

توپ خاص، توانایی آنرا در شناسایی آنالیت آنتی بادی بکار رفته ارتباط داشته و انحصاری بودن ویژگی آن برای یک اپی 

اپی توپهای انواع مختلف آنتی ژنها باعث ایجاد رقابت مابین  موردنظر نشان خواهد داد. وجود ساختارهای مشابه بر روی

بادی خواهد شد. این نوع رقابت اصطلاحاً تحت عنوان واکنش متقاطع شناخته شده و مقدار آن در آنها بر سر اتصال آنتی

 .مقدار اتصال آنتی بادی به سایر مواد مشابه آنالیت اصلی بستگی دارد صل بها

که دارای  تد به اشکال مختلفی وجود داشته باشند. مولکول مشابه داخلی، متابولیت آنالینتوانمواد مشابه با آنالیت می

 . می باشند اپی توپهای مشابه باشد و یا تزریق آنالیتهای مشابه همچون داروها از این موارد

در این قبیل موارد، صحت آزمایشات بستگی به حذف و یا به حداقل رساندن عوامل ایجاد کننده واکنشهای متقاطع 

 .دارد
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در همین راستا به  باشد.ماهیت عوامل ایجاد کننده واکنش های متقاطع بسته به ماهیت آنالیت موردنظر متغیر می

وجود و  (β) و بتا( α) ، به دلیل ساختار دو زنجیره ای آلفا TSH ه تیروئیدعنوان مثال در سنجش هورمون تحریک کنند

امکان ایجاد واکنش های  hCGو  FSH ،LH تشابه زنجیره آلفا با زنجیره آلفای هورمونهای گلیکوپروتئینی دیگر مثل

روی عوامل بالقوه  بایست مطالعه برمی TSH به همین دلیل در هنگام بررسی ویژگی کیت سنجش متقاطع وجود دارد.

سایر هورمونهای گلیکوپروتئینی و حتی سایر  ، β و α های مجزایآن همچون زنجیره با ایجاد کننده واکنش متقاطع

 .مثل هورمون رشد و پرولاکتین صورت گیرد هورمونهای هیپوفیز قدامی

اندازه گیری هورمونهای استروئیدی، ای در تعیین عوامل بالقوه ایجاد کننده واکنشهای متقاطع از اهمیت فوق العاده 

  د.باشاندازه گیری داروها و هورمونهای گونادوتروپین برخوردار می

جهت تعیین واکنشهای متقاطع در یک آزمایش راههای مختلف وجود دارد که بسته به سیستم طراحی شده برای الایزا  

دن ماده خالص ایجاد کننده واکنش متقاطع به ترین روش تجربی افزودر آزمایشات رقابتی متداول کنند.فرق می

باشد. در ادامه با ترسیم منحنی پاسخ حاصل از آنالیت تنها و ماده ایجاد کننده واکنش ماتریکس عاری از آنالیت می

درصدی در  51ای است که باعث کاهش نقطه این واکنش در اصل توان به وجود این تداخل پی برد.متقاطع، می

ر روش دیگر د د.دهنباشد و آنرا بصورت درصد نمایش میدست آمده از آزمایشات عاری از آنالیت می های بهسیگنال

( بدون در نظر گیری فرمت یا طراحی Davis و دیویس Miler Valdes برای تعیین میزان ویژگی )روش میل والدس

ده ایجاد کننده واکنش متقاطع به پردازد. در این روش مستقیماً ماکیت الایزا به بررسی مسئله ویژگی کیت می

 .شودشود و حاصل به صورت درصد تغییر در غلظت آنالیت گزارش میافزوده میت های حاوی آنالینمونه

آنالیت موردنظر از نمونه و  صلیخبرای افزایش میزان ویژگی آزمایشات نیز راههای مختلفی پیشنهاد شده از جمله ت

تغییر در شرایط ترمودینامیکی آزمایشات همچون تغییر زمان و دمای انکوباسیون،  سپس انجام آزمایش بر روی آن، دوم

  . های ناخواسته و غیرهجذب آنتی بادی
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 ارزیابی کیت های کیفی 

شوند در این بخش از کتاب به روشهای ارزیابی از آنجا که اکثر تستهای کیفی در ارتباط با بیماریهای عفونی مطرح می

 .پردازیمبخصوص در زمینه بیماریهای عفونی میتست های کیفی 

 :شوندبرای بررسی آزمایشات بکار رفته جهت بیماریهای عفونی سه جزء برای آزمایشات در نظر گرفته می

 عملی بودن آزمایش شامل بهینه سازی معرفها و پروتوکل -1

 تعیین شاخصهای عملکرد آزمایش -2

 ستفاده روزمرهپایش یا بررسی مداوم عملکرد آزمایش در حین ا -3

 

 مطالعات کاربردی و عملی و آزمایش -1

بادیهای مربوط به عامل عفونی در اولین قدم باید مشخص نمود که آیا معرفهای بکار رفته قادرند غلظت ای مختلف آنتی

توانند یباشد و متحت بررسی، را شناسایی نمایند. این مرحله یک فرآیند سریع بوده و با حداقل نمونه ها قابل انجام می

  .از عملیاتی بودن آزمایش برای مراحل بعدی خبر دهد

 

 نمونه های به کار رفته برای مطالعه عملی آزمایش

  سرم کنترلها )استانداردها(

بوجود آوردن یک تست الایزا جهت بیماریهای عفونی نیازمند وجود سرم ها یا معرفهای لازم برای آن بیماری است. در 

 یابند.هایی است که با آنتی ژنهای از قبل چسبیده به پلیت اتصال میبادیمستقیم هدف یافتن آنتی آزمایشات الایزا غیر

حاوی آنتی بادی( و منفی )فاقد )های مثبت از سوی دیگر تلاش در جهت ایجاد آزمایشی از که بتواند به این نمونه

 .بادی( اختلاف ایجاد نمایندآنتی

تا پنج سرم که از مقادیر بالا تا پایین آنتی بادی بر علیه عامل عفونی را دارا  چهار زدر این سری آزمایشات استفاده ا

های باشند نیز بادیهایی که واقعیت چنین آنتینمونه بسیار مفید خواهد بود. از سوی دیگر جهت کنترل منفی، باشند
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ر و کره داشت. بعنوان مثال از فریز کردن مبایست به نکاتی نیز توجباشند. در ارتباط با نمونه های مثبت میلازم می

ها دچار دناتوراسیون نگردند. تکان دادن آنتی بادیهای موجود در نمونه تا تکان دادن شدید نمونه ها باید پرهیز نمود

 ها و کم شدن آن در سایر نواحی سرم گردد.بادیها در قسمت حبابتواند باعث ایجاد حباب و قرار گرفتن آنتیسرمها می

 .شوندهشوند باید به آرامی تکان دادسرمهایی که از فریز خارج می

های با افینیتی  IgG با افینیتی بالا نیز گردد. در حالیکه IgM تواند باعث شکسته شدن مولکولهایتکانهای شدید می 

از نکات مهم مسئله یکی  پسها بصورت ضعیف واکنش می دهند. پایین در این نوع از سرمها باقی مانده و با آنتی ژن

شدید نمونه هایی که آنتی بادیهای مثبت در آن ها به مقدار کم وجود دارد  ها است که با تکان دادنحمل فیزیکی نمونه

 .تواند به شکل منفی در آیدمی

  

 تکرارپذیری

ل تکرار از آن ید آماده بودن کیت طراحی شده برای مراحل بعدی، بدست آوردن نتایج قابئنخستین اقدام در جهت تا

های یکسان در پلیتهای مختلف و نوبتهای مکرر استفاده نمود. در شرایط ایده آل باشد. برای این منظور باید از نمونهمی

تواند درصد می 15کمتر از  CVنوبت مختلف مورد آزمایش قرار داد.  11پلیت و در  11ها را بر روی حداقل باید نمونه

 .مورد طراحی باشدت کی حاکی از تکرارپذیری مناسب

 

 تنظیم هر یک از پارامترهای آزمایش 

کونژوگه و محلول سوبسترا باید از  سرم، برای تعیین غلظت مناسب و صحیح آنتی ژنهای متصل شده به پلیت،

استفاده نمائیم. در این نوع تیتراسیون   Chessboard or Checkerboard Titratio(CBT) ردوتیتراسیون چکرب

گردد. آزمایشات دیگری نیز متر در کنار سایر پارامترها تنظیم گردیده و مقدار مناسب آن برای آزمایش تعیین میهر پارا

کننده، محلول شستشو و بافرهای مولاریتی رقیق و Ph تواند تعیین کننده دمای مناسب به انکوباسیون، زمان،می

 .باشد پتور ها و غیرهرفته اعم از پی بلوکینگ و تجهیزات بکار
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 حساسیت و ویژگی آنالیز 

در همین زمینه باید آزمایشاتی در جهت تعیین حساسیت )کمترین مقدار قابل تشخیص آنالیت که تحت بررسی( و 

 .ویژگی )عدم ایجاد واکنش متقاطع با سایر آنالیتهای مرتبط با عوامل عفونی( برای کیت ساخته شده انجام گیرد

که در آن با رقیق کردن  (End point dilution analysis) تالیز آخرین تیتر رقّبرای تعیین حساسیت از روش آن

 . نمایندبادی را نتوان شناسایی نمود استفاده میسرم تا حدی که دیگر آنتی

یا افرادیکه دارای  شود که از حیواناتاستفاده می یبرای تعیین ویژگی یا اختصاصیت آزمایش نیز از پانل سرمهای 

  نمایندای مشابه عفونی بوده و احتمال وجود آنتی بادیهای واکنش دهنده متقاطع در آنها زیاد باشد استفاده میهبیماری

 تعیین شاخصهای عملکردی کیت -2

پس از آن که تستهای عملی بودن آزمایش، پتانسیل استفاده از آنرا در عمل به اثبات رساند مرحله بعدی تعیین 

و  Diagnostic sensitivity (D-SN) باشد. در این زمینه باید حساسیت تشخیصیشاخصهای عملکرد برای کیت می

مشخص شود. در اصل تعداد افراد دارای   Diagnostic specificity (D-SP) اختصاصیت یا ویژگی تشخیصی

اند را اصطلاحاً گرفته منفی اند. افراد بیماری را را نیز که در آزمایش جواببیماریست که در آزمایش مثبت شناخته شده

که در آزمایش نتیجه آنها منفی  ستتعداد افراد فاقد بیماری D-SPتلقی می نماییم.  (False Negative) منفی کاذب

 (False Positive) اند اصطلاحاً مثبت کاذبای که پاسخ مثبت گرفتهشده است. در این قسمت نیز افراد غیرآلوده

ای برخوردار العادهگیرند از اهمیت فوقمورد استفاده قرار می D-SP و D-SN عیینکه برای ت اینمونهنامند. تعداد می

است. در همین راستا هدف استفاده از آزمایش باید تعریف شود، در مواردی که هدف از آزمایش استفاده از آن برای 

گردد سرمهای منفی میاز ای که باعث جداسازی سرمهای مثبت شناسایی یک بیماری بسیار وخیم عفونی است آستانه

بندی نگردد. این مسئله نیز منجر به کاهش ای بعنوان غیر آلوده طبقهتوان پایین قرار داد بطوریکه هیچ فرد آلودهرا می

 .شوداختصاصیت سنجش می
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آن  از سوی دیگر چنانچه آزمایش برای یک بیماری که از شدت اندکی برخوردار است طراحی شده باشد باید حد آستانه

یا ویژگی بالای آزمایش مورد انتظار بوده و ت آلوده تلقی نشود. در این موارد اختصاصی را بالا گرفت تا فرد غیر آلوده،

  د.شواغلب از آنها به عنوان آزمایشات تائیدی استفاده می

 

 D-SP و D-SN تعیین تعداد سرم مورد نیاز برای محاسبه 

انجام آزمایش بر روی تعداد  (D-SP, D-SN) ، ویژگی تشخیصییت تشخیصمناسب ترین راه برای تعیین حساسی

باشد. فرمول مورد استفاده برای تعیین سرم رفرانس از هر دو گروه مثبت و منفی، یا آلوده و غیر آلوده می  زیادی

 :حساسیت مطلوب تشخیصی عبارتست از

 

مقدار  e حساسیت تشخیصی مورد نظر و ds ا روش جدید،تعداد نمونه های مورد نیاز برای آزمایش ب n در این فرمول 

در نظر گرفته شده باشد و  952باشد. بعنوان مثال چنانچه حساسیت مطلوب خطای مجاز برای حساسیت تشخیصی می

 41برابر با   [1952/(1995-1)× 1995 × 4]شباشد، تعداد حیوان یا سرم مورد نیاز برای آزمای ±52 خطای مجاز روش

-1) × 1999 × 4]        احتمال خطا برسانیم 2 2با  992چنانچه بخواهیم از حد مطلوب را به حال واهد بود. نمونه خ

یابد . فاکتورهای مختلفی همچون سن، جنس، فرد یا نمونه آلوده افزایش می 99این تعداد به  99=[19122/(1999

پاسخ های متفاوت میزبان در حالتهای مزمن تا  مرحله عفونت، پاسخهای متفاوت هر یک از افراد نسبت به عفونت،

گذارند. از این رو باید برای حالتهای دیگر بیماری و تاثیر تغذیه و محیط همگی بر روی پاسخ آنتی بادی تاثیر می

شود تا موارد فوق مد نظر قرار گیرند. یکی از راههای کاهش خطای ناشی از تستهای آماری، عی انتخاب تعداد نمونه س

باشد. به همین منظور برای بررسی اعتبار یک روش لازمست تا تعداد کثیری )صد ها( از نمونه ایش تعداد نمونه میافز

باشد. برای عدد نمونه سرم مورد نیاز می 511 - 1111دارای آلودگی مورد آزمایش قرار گیرند. در همین قسمت حدود 

آل ری نمونه انتخاب شود که بطور متوسط هزار عددبه طور ایدهتعیین اختصاصیت یا ویژگی آزمایش نیز باید تعداد کثی

    شد.بانمونه سرم مورد نیاز می 5111تا 
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 استاندارد طلایی طبقه بندی افراد غیر آلوده

باشد باید از یک روش و یا ترکیب چند روش مختلف استفاده کرد. نتایج حاصل برای اینکه ثابت شود فرد غیر آلوده می

پایه تعاریف آماری آزمایشاتی که به برید باید با سایر روشهای استاندارد مقایسه شده تا آزمایش معتبر گردد. از روش جد

  د.گردوابسته و روش مورد آزمایش بعنوان متغیر وابسته تلقی می غیر اند بعنوان متغیرعنوان استاندارد طلایی بکار رفته

 : شوند باید دارای شرایط زیر باشندغیرآلوده شناخته میدر این سیستم افرادی که به عنوان گروه  حال

 .ه بیماری حداقل برای سه سال در آن محل اندمیک نبوده باشدکاز مناطقی انتخاب شوند  -1

اند و همچنین بر علیه بیماری واکسینه از افرادیکه در طی سه سال اخیر فاقد هرگونه علامتی برای بیماری بوده -2

 .اند انتخاب شوندنشده

سال اخیر با آزمایشات مکرر مشاهده  2-3نواحی گرفته شوند که در آنها هیچ علامتی از پاسخ آنتی بادی در طی از  -3

 .نشده باشد

ها گرفته شده باشد که نزدیک به محل اندمیک بوده و افراد در نواحی نزدیک آنها آلوده نبوده از افرادی که نمونه -4

   شد.با

 

 ه بندی افراد به عنوان افراد آلودهاستاندارد طلایی برای طبق

 :چندین استاندارد مختلف برای استفاده از سرم افراد بعنوان سرم مثبت در نظر گرفته شده است

تلقی طلایی واقعی برای گردد. تنها استاندارداثبات وجود عفونت: این مسئله بعنوان استاندارد طلایی مطلق تلقی می -1

ا به بیماری، جدا نمودن ارگانیزم عامل عفونت از افراد و یا داشتن معیار افراد بعنوان افراد مبتلنمودن 

 .هیستوپاتولژیک قطعی برای بیماری است

ای(: گاهی جدا نمودن ارگانیسم از فرد کاری غیرممکن یا تکنیکی ای )استاندارد نسبی مقایسهسرولوژی مقایسه -2

توانند بعنوان روش استاندارد برای تر میدقیقغیربسیار سخت و غیر عملی است. در این نوع شرایط، روشهای 

این سری از موارد که روش جدید با روشهای سرولوژیکی یا با  در مقایسه با روش طراحی شده جدید بکار روند.
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محاسبه شده برای روش جدید را اصطلاحاً  D-SP, D-SN گیرند،ترکیبی از آزمایشات مورد ارزیابی قرار می

نامند. بدلیل وجود امکان مثبت کاذب و یصی و اختصاصیت یا ویژگی نسبی تشخیصی میحساسیت نسبی تشخ

نسبی محاسبه شده از میزان واقعی  D-SNو  D-SP  منفی کاذب برای استانداردهای طلایی در این نوع مقایسه،

 .خود پایین تر هستند

 

 استانداردی برای مقایسه-آلودگی تجربه یا واکسیناسیون

تواند برای پاسخ آنتی بادی مورد استفاده قرار گیرد، سرمهایی است که بصورت متوالی در طی ری که میاستاندارد دیگ

 را شده طراحی روش توانایی که است این در استانداردها این قوت نقطه د.شگرفته می هچند ماه فرد آلوده یا واکسین

 مشخص  نیز را بیماریزا عامل علیه بر بادی آنتی پاسخ روند و داشته اولیه مراحل در بادیآنتی تولید شناسایی برای

صورتیکه شواهدی دال بر آلوده  در. پرداخت نیز درمان ارزیابی به توانمی استاندارد نوع این با دیگر سوی از. نمایندمی

 دیدج روش با ماه  3-2 بادی مشخصی در حینبودن فرد وجود داشته و ارگانیسم نیز از فرد جدا شود ولی آنتی

 دیگر روشهای از سریعتر بادیآنتی چنانچه ولی. بود خواهد پایین روش این آنالیتیکی حساسیت نگردد شناسایی

باشد. تفسیر نتایج به دست آمده از از حساسیت بالای روش طراحی شده جدید می حاکی مسئله این گردید شناسایی

جزء چندین  م مورد استفاده،راه تماس و دوز به کار رفتهاین سری از استانداردها باید با دقّت صورت گیرد. نوع سر

شود که ممکن است با عفونت طبیعی متفاوت باشد. همین مسئله برای فاکتور اولیه برای پاسخ آنتی بادی تلقی می

ن باید واکسیناسیون نیز وجود دارد. بنابر این باید توجه شود که آلودگی تجربی برای ایجاد پاسخ آنتی بادی تا حد امکا

یکه این مسئله نیز به سختی ئاز آنجا همراه نباشد. خطا با D-SNو  D-SP محاسبات  شبیه آلودگی طبیعی بوده تا

به دست آمده با این روش نباید به عنوان تنها معیار برای تعیین روش طراحی  D-SNو  D-SPامکان پذیر است اطلاعات

 .شده مد نظر قرار گیرد
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 مناطق اندمیک بیماری آزمایشات تصادفی افراد

پذیرد. در این موارد معتبرسازی گاهی معتبرسازی یک روش بدون وجود هر نوع استانداردی برای مقایسه انجام می

 .گیردای یا ترکیبی صورت میبرپایه ابزارهای آماری همچون آنالیزهای خوشه

 (Reproducibility) و تجدید پذیری (Repeatability) بررسی تکرار پذیری

 بانک از بایستمیپس از مطالعات اولیه کاربردی یا عملی بودن آزمایش و به دست آوردن میزان تکرار پذیری آن 

با انجام تستهای متوالی در یک آزمایشگاه مشخص   D-SN و D-SP میزانهای و تهیه سرم سری یک مرجع سرمهای

باشد. برای بررسی تجدید پذیری ش طراحی شده میشود. این آزمایشات در اصل بیانگر توانایی تکرار پذیری آزمای

 .ا در آزمایشگاههای مختلف صورت گیرد تا میزان تجدید پذیری آن به دست آیدهبایست تست بر روی سرممی

بین آزمایشگاههای مختلف بعنوان معیار برای  952یری و همبستگی پذ تکرار آزمایشات در 2 15میزان ضریب تغییرات 

 .گرددقبیل آزمایشات تلقی میبررسی نتایج ان 

 

 ( Cut off انتخاب آستانه مثبت و منفی )حد آستانه

توان به پراکندگی شیوع افراد آلوده و غیر آلوده به بیماری پی برد. از پس از آزمایشات لازم بر روی سرمهای رفرنس می 

عمودی بیانگر تعداد و محور افقی بیانگر یک منحنی برای ترسیم پراکندگی این دو گروه استفاده نموده که در آن محور 

باشد. در بخشی از این منحنی گروه( می بیست تا و 2 14-11 ،2 9-5  ،2 4-1)  نتایج آزمایشات در گروههای مختلف

 نی را شامل شودنحگیرند که چنانچه در درصد کمی از دو مدو گروه آلوده و غیر آلوده بر روی یکدیگر قرار می

خواهد شد.  2 99 هردو   D-SNو D-SPو  ناحیه این میان در که دهدمی تشکیل را انتخابی آستانه حد نای( 2 2)مثلاً 

 تعداد شدن کمتر و چپ سمت به بایستمی حد آستانه ،(2 11ولی چنانچه این ناحیه بزرگتر و وسیعتر باشد )مثلاً 

( که هر دو D-SP)به نفع  اذب منتقل شودسمت راست به منظور کاستن از مثبت های ک و (D-SN)به نفع کاذب منفی

 .د داشتناین مسائل بستگی به هدف آزمایش خواه
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 کنیم؟و سایر معیارهای تشخیصی را محاسبه می D-SP و D-SN چگونه

بایست اطلاعات مختلف های مربوط به افراد بیمار میپس از مشخص شدن وضعیت بیماری و انجام تست بر روی نمونه

 (3-2و در یک جدول رسم گردد.) جدول  زیر گردآوری شده

 (True Positive) TP باشدباشند که پاسخ آزمایش آنها نیز مثبت میمی ییا مثبت واقعی: منظور از افراد بیمار. 

(True Negative) TN باشند که پاسخ آزمایش نیز در آنها منفی یا منفی واقعی: منظور از افراد غیر بیماری می

 .گزارش شده است

(False Positive) FP باشند که پاسخ آزمایش آنها مثبت گزارش شده استیا مثبت کاذب: افراد غیر بیماری می. 

(False Negative) FN باشند که پاسخ آزمایش آنها منفی گزارش شده است. برای یا منفی کاذب: افراد بیماری می

 .محاسبه حساسیت تشخیصی از فرمول زیر استفاده می نمائیم

 

 تست بیمار بیمار غیر

FP TP مثبت 

TN FN منفی 

 3-2جدول 

 

 

 و برای محاسبه ویژگی تشخیصی از فرمول زیر

 

 . استفاده می شود
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گیرند که از آن میان می توان به های دیگری نیز برای بررسی تست های تشخیصی کیفی مورد استفاده قرار می معیار  

 :موارد زیر اشاره نمود

 (Predictive Value) بینیمقدار پیش  - 

بیانگر درصد  اصلدر این مقدار در تستهای مثبت :  (Positive Predictive Value) ارزش پیشگویی کننده مثبت

 اند و از فرمول زیر برای محاسبه آن استفاده می شودآزمایش، جواب مثبت گرفته اافراد بیماریست که بدرستی ب

 

: این مقدار در تستهای منفی بیانگر افراد غیر (Negative Predictive Value) ارزش پیشگویی کننده منفی

 .اند و از فرمول زیر برای محاسبه آن استفاده می شودکه بدرستی توسط آزمایش، منفی طبقه بندی شده بیماریست

 

 (Efficiency) میزان کارایی - 

ش به طور صحیح بیمار و یا سالم تشخیص تست تشخیصی در اصل به درصد افرادیکه توسط آزمای یک کارایی کلی 

ند اطلاق شده و در آن میزان شروع بیماری نیز دخالت دارد. برای محاسبه این میزان از فرمول زیر استفاده اهداده شد

  م.می نمائی

 

 (Youdenʼs) اندیکس یودنس - 

فراد سالم یا بیماری است که صحیح وع بیماری نشانگر درصد ایکارایی بدون توجه به شبرخلاف میزان  اندیکس یودنس

 .اندتشخیص داده شده

 

 .ویژگی است Sp حساسیت و Se در این تساوی 

 (Likelihood Ratios) نسبتهای احتمالی -
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 .گرددنسبتهای احتمالی بعنوان پارامترهای مهمی برای تعیین میزان صحت یک آزمایش طرح می 

به نسبت احتمال وجود بیماری به احتمال عدم وجود  اصلسبت در نسبتهای احتمالی نتایج مثبت آزمایش: این ن

 بیماری در موارد پاسخ مثبت آزمایش می باشد

رود که جواب نسبتهای احتمالی نتایج منفی آزمایش: این نسبت نیز همانند مورد اول بوده ولی در مورد آنهایی بکار می 

 آزمایش منفی شده است

 

  بررسی مداوم عملکرد آزمایش در حین استفاده روزمره یا یشپا

آخرین بخش در ارزیابی کیتهای کیفی، بررسی مداوم عملکرد آزمایش در حین کاربرد روزانه آن است. این بخش با 

 .گیردانجام آزمایشات تکرارپذیری و بررسی حساسیت آزمایش در فواصل زمانی مناسب صورت می

 

   الایزا توسط مصرف کننده تستهای کنترل کیفی

مرحله دوم در پروسه کنترل کیفی کیتهای الایزا فرایندهای تضمین کیفیت و کنترل کیفیت است که ضرورت دارد هم 

 .در حین تولید و هم در آزمایشگاههای تشخیص طبی رعایت شوند

 (Internal QC) کنترل کیفی داخلی

ت آزمایش اطمینان حاصل شود و از دامنه قابل قبول صحت و دقّیای طراحی مسیستم کنترل کیفیت داخلی به گونه

باید بطور منظم  ای برخوردارند.( در این سیستمالعادهت فوقهایی که از نظر بالینی از اهمیّ شود. )بخصوص در غلظت

توانند بر میکل عملکرد دستگاهها، پایداری مواد، تکنیک، شرایط آزمایش، حمل نمونه و تمامی فاکتورهایی که به هر ش

 .آزمایش تاثیر بگذارند تحت بررسی قرار گیرد

ی از نظر بالینی هستند باید در هر سری آزمایش و یا به های کنترلی که دارای دامنه غلظت مهمّدر این سیستم نمونه

گذشته تا توانند یک شمای کلی از ها مینمونهصورت منظم در یک دوره مشخص مورد آزمایش قرار گیرند. این نوع 

توان به قضاوت در مورد نتیجه آزمایشات حال آزمایش انجام شده را نشان دهند و با مقایسه نتایج با نتایج قبلی می
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پرداخت. مفیدترین و شایعترین شکل نمایش نتایج بدست آمده و پارامترهای آماری مربوطه، به شکل منحنی 

Shewhart توسط شخصی بنام  گرفت و بعداً باشد. نخستین بار مورد استفاده قرار میLevey-Jennings  به

 .آزمایشگاه بالینی انتقال یافت

روز محاسبه نمود و نتایج را بر روی محور  21در این نوع منحنی باید میانگین و انحراف معیار کنترلها را در طی مدت 

سه معیار در بالا و  سه انحراف تاو  عمودی و تاریخ را بر روی محور افقی نمایش داد. در این منحنی میانگین در وسط

های کنترلی بهترین روش برای شناسایی مشکلاتی همچون شود. منحنیمعیار در پایین خط میانگین کشیده می انحراف

های باشند. جهت تفسیر نتایج حاصل از منحنیمی (Poor Precision) ت کم آزمایشو یا دقّ (Bias) سوگرایی

 Multi rules   بر روی نتایج آنها مفیدترین و شایعترین روش مورد استفاده کنترل کیفی و تصمیم گیری

shewhart یا Westgard analysis  باشدمی. 

  .گرددشوند بحث میدر این نوع آنالیز برروی معیارهایی که باعث قبول و یا رد شدن نتایج می

 Levey Jenningsیا  Shewhart.منحنی 3-5شکل 
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 (Westgard) الیز وستگاردآن 

 .گیردنتایج مدنظر قرار می یا ردمعیار برای قبول و Westgard  ،1زر آنالید

خارج شده باشد نتایج غیرقابل قبول  -SD3 یا +SD3 : در این قانون چنانچه مقدار یک کنترل از حدs31 قانون 

 .باشدمی

 

 

 3-1شکل 

دهنده تلقی شده و باید هشدار  رد شده باشد علامت -SD2یا +SD2از : در این قانون چنانچه مقدار کنترلs21 قانون

 .مورد بررسی قرار گیردحنی برای سایر معیارها،من

 .باشد نتایج غیرقابل قبول هستند  SD2±: زمانیکه مقدار کنترل در دو نوع نوبت آزمایش بیشتر ازs22قانون 

داشته  -SD1ازو یا کمتر  +SD1از  روز متوالی مقداری بیش: در این قانون چنانچه مقدار کنترل در چهار s14 قانون

 .باشد نتایج غیر قابل قبول خواهد بود 
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باشد نتایج رد خواهد  SD4آن بیش از  : در این قانون چنانچه اختلاف مابین نتایج کنترل با نتایج روز قبلs4R قانون 

 .شد

روز متوالی بیشتر یا کمتر از حد میانگین باشد  11ت آمده است کنترل در : در این قانون چنانچه نتایج بدس11  قانون

 . نتایج غیر قابل قبول خواهد بود

هستند  Randomیکسری از معیارها نشاندهنده خطاهای تصادفی یا  Westgard در معیارهای بیان شده از سوی  

 s22و  s14  ،11 ونباشند، همچیکسری نشاندهنده خطاهای سیستمیک می s4R و s31 همانند

   

نسبت به تغییرات اندک حساس  Levey-Jennings charts یا Shewharts هایاز آنجاکه نتایج حاصل از منحنی 

 . مشهور می باشد Cusum نیستند، منحنی دیگری مورد استفاده قرار گرفت که بنام منحنی

گیرد. در این نوع مورد استفاده قرار می (Systemic Bias) این نوع منحنی اکثراً برای وجود سوگرایی سیستمیک

منحنی بجای رسم تک تک نتایج بدست آمده از کنترل، اختلاف آنها با میزان هدف محاسبه و با مقادیر حاصل از 

های بدست آمده سبب افزایش میزان اختلافات و آشکار شدن خطاهای شود. حاصل جمعاختلاف نتایج قبلی جمع می

 .گرددم در نتایج میسیست

، این نوع منحنی کاربرد چندانی دباشبه سختی قابل تفسیر می Cusum هاییکه نتایج بدست آمده از منحنیئاز آنجا

 .در آزمایشات سنجش ایمنی ندارد

  

 (External QC) کنترل کیفی خارجی

و به عنوان مکملی برای سیستم کنترل باشد سیستم کنترل کیفی خارجی یک ارزیابی مستقل از عملکرد آزمایشگاه می

شود آزمایشگاهها ارسال می هشود. در این سیستم ، نمونه های کنترل کیفی یکسانی به کلیکیفی داخلی محسوب می

باید همانند سایر نمونه های خود این کنترلها را هم تحت آزمایش قرار داده و نتایج را گزارش  هاکه در این آزمایشگاه

عنوان دو جزء ضروری برای ارزیابی کیفیت و بازده آزمایشات ه سیستم کنترل کیفی داخلی و خارجی ب دو نمایند.
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ت آزمایشگاه و سیستم کنترل کیفی خارجی باشند. در این سیستمها معمولاً سیستم کنترل کیفی داخلی دقّمطرح می

 .دهندصحت آزمایشگاه را مورد بررسی قرار می

 

 ملی و رفع مشکل در تست های الایزانکات ع

 

 الایزا هایی در تستملنکات ع

 هنجمع آوری و نگهداری نمو -1

ممکن است آزمایشگر به  تقریبا تمام سنجش های ایمنی از سرم به عنوان نمونه استفاده می نمایند با این حال گاهاً

د از نمونه پلاسما برای سنجش یک آنالیت استفاده لی نظیر کافی نبودن میزان سرم و یا پرهیز از نمونه گیری مجدلاید

ت بررسی شود تا نوع نمونه توصیه شده برای آن سنجش خاص مشخص نماید. در اینگونه موارد باید بروشور کیت به دقّ

گردد بویژه اگر در کیت استفاده از پلاسما نیز توصیه شده باشد باید مشخص شود که از چه نوع ماده ضد انعقادی می 

ق شدن یان برای بدست آوردن پلاسما استفاده کرد. اگر پلاسما با استفاده از سیترات سدیم تهیه شده باشد به دلیل رقتو

پلاسما ممکن است سنجش با صحت کافی انجام نشود. برخی از ضد انعقاد ها بر سنجش تاثیر سوء دارند برای مثال در 

یه شلات  EDTAقاد استفاده شده است باید با احتیاط برخورد شود. به عنوان ضد انع EDTAاستفاده از پلاسمایی که از 

 ( کو فاکتور آنزیم آلکالن فسفاتاز را مهار می نماید.Znکننده قوی یونهای فلزی است و روی )

فلورید سدیم که به عنوان نگهدارنده قند استفاده می شود می تواند فعالیت آنزیم اوره آز را مهار کند بنابراین در  -

کند. علاوه بر این باید توجه ش هائی که از آنزیم اوره آز به عنوان ماده نشانگر استفاده شده است تداخل میسنج

داشت که سدیم آزاید یک مهارکننده قوی آنزیم پراکسیداز است و هرگز نباید در سنجش هائی که نشانگر آنزیمی 

 آن پراکسیداز است از نمونه حاوی سدیم آزاید استفاده شود.

پروتئین های ر ر هنگام گرفتن نمونه باید توجه شود که طولانی شدن بستن تورنیکه ممکن است منجر به تغییر دد -

 گذارد.حامل در خون شود که این مسئله در سنجش برخی از آنالیت ها تاثیر می
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ک مولکول آب لیپمی در سنجش برخی از آنالیت ها تداخل می نماید بویژه زمانی که آنالیت مورد سنجش ی اًگاه -

شود. در بین دو فلز آب گریز و آب دوست به دلیل وجود لیپیدمختل می گریز است. در این شرایط توزیع آنالیت

شوند برخی از عناصر سرمی نظیر اسید چرب آزاد ممکن است ها به پروتئین حامل متصل میمورد برخی از آنالیت

سبب سنجش کاذب میزان آنالیت آزاد شود. این اثر در سنجش تداخل نماید و  در اتصال آنالیت به پروتئین حامل

هورمونهای تیروئیدی که بصورت آزاد در سرم وجود دارند اهمیت دارد بنابراین ممکن است که در اندازه گیری 

 برخی از آنالیت ها وضعیت ناشتائی ضروری باشد.

را که همولیز می تواند یک عامل مداخله گر در در زمان جداسازی سرم از لخته باید از ایجاد همولیز اجتناب شود چ -

فعالیت پراکسیدازی و همچنین به دلیل  ،های ایمنی آنزیمی باشد. هموگلوبین به دلیل ماهیت پروتئینیسنجش

تواند سرعت واکنش پراکسید هیدروژن و کروموژن را ( علاوه بر اثر تداخلی میHemeوجود مولکول آهن و هم )

ذب باعث افزایش جذب نوری شود. علاوه بر این هموگلوبین واکنش آنتی ژن و آنتی بادی را تسریع کند و بطور کا

  T4دهد. همولیز بویژه در سنجش هورمون کند و زمان به تعادل رسیدن واکنش را افزایش میدستخوش تغییر می

 دهد .نرا بطور کاذب کاهش میآ( اثر دارد که سنجش Free T4آزاد )

 ها توجه نمود.ک و تاثیر داروها بر برخی از آنالیتیفیزیولوژ ⸲یری باید به تغییرات روزانهدر هنگام نمونه گ -

 2 – 1های قابل اندازه گیری با روش سنجش ایمنی آنزیمی تا حدودی در درجه حرارت اتاق و یخچال )اکثر آنالیت -

باید نکات خاصی رعایت شود.  PTHو   ACTHها نظیردرجه( پایدار هستند. با این حال در مورد برخی از آنالیت

ساعت توصیه شده است و  2حداکثر زمان مجاز برای نگهداری نمونه پلاسما برروی خون   ACTHبرای مثال درمورد

گیری برای جداسازی پلاسما عمل سانترفیوژ انجام دقیقه پس از نمونه 31در این حالت نیز باید حداکثر ظرف مدت 

ساعت این عمل در یخچال انجام  2گهداری پلاسما روی خون به مدت بیشتر از شود. بهتر است که در صورت ن

نمی باشد و باید  بدرجه مناس -21ی در فریزر تپس از جدا شدن از خون در یخچال و ح  ACTHشود. پایداری

 باید در لوله های پلاستیکی نگهداری شود.   ACTHتوجه داشت که نمونه پلاسما برای سنجش

 -21در درجه حرارت یخچال تا یک هفته در فریزر  TSH, T3, T4, PRL, FSH,LHها نظیر لب آنالیتبا این حال اغ

 مانند.درجه تا چندین ماه پایدار می
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ها نسبت به فریز و ذوب شدن مجدد مقاوم اما برخی از آنالیت، از دوباره ذوب و فریز کردن سرم باید پرهیز شود  -

دهد. این امر در مورد صدی را در هر بار فریز یا ذوب شدن نشان میدر 1مثلا پروژسترون کاهش ، هستند

 تستوسترون نیز صادق است.

 نکات مهم درمورد نحوه صحیح کار با سمپلر  -2

های الایزا یکی از مهمترین عوامل در اجرای یک سنجش صحیح و دقیق است. اضافه نمودن معرف ها و نمونه به چاهک 

بودن سمپلراطمینان  شود قبل از انجام هر ازمایش باید از کالیبرتوسط سمپلر انجام می با توجه به اینکه این عمل

 حاصل شود.

 نکته میتواند مفید واقع شود. این نکات عبارتند از: 11برای استفاده بهینه از سمپلرها 

میکرولیتر  11یش از بهایی در سمپلرهایی که برای حجم ها معمولاً رنوک سمپل (Prewet)پیش مرطوب کردن   -1

 و خالی نمود. مرتبه نوک جدید را با نمونه پر 3 تا 2شوند باید استفاده می

 در دمای اتاق کار کنید.کلیه مواد و وسایل باید به دمای اتاق برسند. -2

نوک های نوک را با دستمال تمیز کنید و مراقب باشید دستمال با ها قبل از ریختن نمونه: به ارامی کنارهمعاینه نوک -3

 سمپلرتماس نیابد.

معکوس نیز  شاز رو ،ها غلیظ یا چسبنده باشندروش استاندارد استفاده از سمپلر به کار رود.در مواردیکه نمونه -4

ن ابتدا پیستون را تا انتها فشار داده نمونه را کشیده بعد با فشردن تا اولین ایست نمونه را آتوان استفاده کرد که در می

 نماییم.میخالی 

توقف یکسان  پس از هر بار کشیدن: پس از هر بار کشیدن نمونه باید بطور یکنواختی یک لحظه تامل نمود و بعد  -5

 نمونه را در لوله یا در ظرف هدف خالی کرد.

 های سمپلر تماس حاصل نکند.ت شود تا نمونه با کنارهسمپلر را مستقیم از داخل نمونه خارج کنید. باید دقّ  -1

ست با نوک سمپلر و سمپلر را به حداقل برسانید  این امر به دلیل جلوگیری از انتقال حرارت بدن شما به تماس د -4

 باشد.نها میآنوکها و یا سمپلر و بر هم خوردن ظرفیت 
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پایین تر از تقعر سطح  mm2-5د  در نمونه پایین ببرید. معمولا مقدار صحیح حدوصحیح تا حد  نوک سمپلر را -1

 لوله است.نمونه در 

 شوند استفاده شوند.سمپلر فیت می بااز نوک سمپلر مناسب استفاده نمایید. باید تنها نوکهایی که کاملا  -9

از سرعت و فشار ثابت برای فشردن پیستون سمپلر استفاده نمایید. برای هر سمپلر از فشار و رها سازی ملایمی  -11

 ده کنید.نها استفاآها و خالی کردن برای کشیدن نمونه

 در موقع ریختن معرف ها و نمونه باید به نکات زیر توجه شود:

ه برای تخلیه حجم برداشتی پیستون سمپلر را فقط تا مکث کفقط از اولین مکث سمپلر استفاده شود بدین معنی  -

در سیستم  اول به پائین فشار دهیم. در صورتی که پیستون تا مکث دوم پائین آورده شود ایجاد حباب می نماید که

 سنجش تداخل می کند.

 معرف ها و نمونه نباید از بالا به داخل چاهک چکانده شود. -

 نوک سمپلر نباید از بالا با ته چاهک تماس یابد. -

نوک سمپلر نباید با زاویه ای شدید به دیواره چاهک تماس داده شود. در این صورت ممکن است که مقداری از  -

 .اند سرم یا معرف به دیواره باقی بم

مایع در تمام نوک سمپلرها چک شود و برای  حدر صورتی که از سمپلرهای چند کاناله استفاده می شود باید حتما سط

پیستون سمپلر را تا مکث اول به ، وجود حباب و یا بسته بودن نوک سمپلر بررسی شود. برای برداشت حجم مناسب

ته شده نیز تا مکث اول پیستون را به طرف پائین فشار می طرف پائین فشار دهید و برای خالی کردن حجم برداش

 دهیم.

 نکات مهم در مورد شستشو -3 

عملیات شستشو جهت جداکردن ترکیبات اتصال یافته به کف چاهک از ترکیباتی که متصل نشده اند صورت  -

تشو به چاهک گیرد. این عمل با خالی کردن چاهک از محتویات داخل آن و سپس اضافه نمودن محلول شسمی

 شود.انجام می
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قبل از هر چیزی باید به روش تهیه محلول شستشو که در بروشور کیت ذکر شده است توجه شود. محلولهای  -

شستشو اغلب به صورت غلیظ تهیه شده و باید توسط آزمایشگر رقیق شوند. تهیه محلولهای شستشو اغلب به 

 ه،د چرا که محلول شستشوی غلیظ تر از حد توصیه شدصورت مناسب در سنجش های ایمنی بسیار اهمیت دار

منجر به تخریب و جداشدن مولکولهای اتصال یافته می شود و جذب نوری کاهش می یابد. در مقابل کاهش توانائی 

ای بالا اختصاصی و ایجاد جذب زمینهباعث عدم جداشدن اتصالات غیر ،محلول شستشو به دلیل رقیق سازی زیاد

 شود.یم

محلول  ،ردن محلول به چاهککه شستشو باید حداقل سه بار برای هر چاهک انجام شود. بعد از هر بار اضافه مرحل -

اضافی تخلیه شده و یا آسپیره گردد. در آخرین مرحله از شستشو و پس از خروج کامل محلول از چاهک با 

 اغذ یا دستمال نم گیر خالی نمائید.باید محلول اضافی داخل چاهک را با کوبیدن بر سطح یک ک ،برگرداندن پلیت

را پوشانده است. از سر ریز  در هنگام شستشوی چاهک ها باید اطمینان حاصل شود که محلول تمام چاهک ها -

 شدن محلول چاهک ها باید اجتناب شود.

 شود بدین ترتیب که پس ازذکر می  Soak timeیک زمان انتظار بنام  ،در برخی روشها برای شستشوی بهتر -

ثانیه تا چند  31ریختن محلول درون چاهک ها مدتی صبر کرده و بعد چاهک را خالی می کنیم. این زمان از 

 دقیقه متغیر است. در صورتی که این زمان توصیه شده باشد باید حتما رعایت گردد.  

یراسیون محلول در مورد شستشوی اتوماتیک با دستگاه واشر حتما باید توجه شود که سرعت ریختن محلول و آسپ -

 تنظیم باشد چرا که افزایش یا کاهش این سرعت بر سنجش تاثیر خواهد داشت.

به دلیل اینکه در محلول شستشو از دترژنت استفاده می شود در هنگام تهیه محلول شستشوی آماده کار ممکن  -

ری شود چون این است که کف یا حباب ایجاد شود. از وارد شدن حباب یا کف به داخل چاهک ها باید جلوگی

 حباب سطح تماس محلول را با چاهک کم نموده و اثرات شستشو را کاهش می دهند.

آب مقطر مه برای رقیق کردن محلول استفاده کی می  pHقبل از شروع عملیات شستشو پیشنهاد می شود که  -

ا قلیائی یر اسیدی محلول شستشو بسیا  pHمحلول شستشوی آماده کار چک شود. در صورتی که   pHو نیز  ⸲شود
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از آب مقطر به عنوان محلول  ⸲باشد بر سنجش تاثیر می گذارد. در صورتی که بر طبق توصیه تولید کننده کیت

 آب را چک نمائید.  pHشستشو استفاده می نمائید حتما 

 

 نکات مهم درمورد میکروپلیت-0

 ممکن است بر سطح چاهک ها بخار  پس از خارج ساختن پلیت از یخچال به دلیل تغییرات سریع درجه حرارت

 تشکیل شود که پایداری پلیت به دمای اتاق آنرا از کیسه مخصوص نگهداری پلیت خارج نکنید.

 ت نمائید که در کیسه باقیمانده چاهک ها را سریعا به یخچال منتقل نمائید. دقّ  ⸲پس از استفاده از پلیت

 گیر وجود داشته باشد.من ⸲مخصوص پلیت

 ش پلیت حتما با یک دستمال مرطوب بدون پرز زیر چاهک را تمیز نمائید.در موقع خوان 

 .در بین مراحل سنجش نباید وقفه ای ایجاد شود چرا که ممکن است منجر به تبخیر محتویات چاهک ها شود 

 در مرحله انکوباسیون سوبسترایTMB  .به هیچ وجه از فویل برای پوشاندن سطح پلیت استفاده ننمائید 

 

 

 ت مهم در مورد سوبسترا و کنژوگه آنزیمینکا-5

 .در موقع رقیق کردن کنژوگه غلیظ و تهیه کنژوگه آماده کار به پایداری ذکر شده آن در بروشور کیت توجه شود 

 .کنژوگه را فقط با محلول رقیق کننده که توسط تولید کننده توصیه شده است رقیق نمائید 

 ته شده در بروشور تهیه نموده و به مدت زمان پایداری آن پس از تهیه سوبستراهای دو محلولی را بر طبق روش گف

 توجه نمائید. 

 .از مخلوط کردن دو سوبسترا یا دو کنژوگه آنزیمی از دو سری ساخت با شماره های مختلف اجتناب نمائید 

 .برای تهیه کنژوگه آماده کار و یا سوبسترای آماده کار حتما از ظروف تمیز استفاده کنید 

 رای تعیین کارائی کنژوگه پراکسیداز و سوبسترای بTMB  :به ترتیب زیر عمل نمائید 
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این سوبسترا باید شفاف و  TMBمیکرولیتر از سوبسترای آماده کار اضافه کنید. درمورد  211به دو لوله تمیز مقدار  -

 بدون رنگ باشد.

 . پس از چند دقیقه رنگ آبی حاصل می شود.میکرولیتر از کنژوگه آماده کار اضافه کنید 11به یکی از لوله ها  -

 میکرولیتر محلول متوقف کننده اضافه کنید. رنگ آبی به زرد تبدیل میشود. 111به همان لوله  -

میکرولیتر محلول متوقف کننده اضافه نمائید. هیچگونه  111میکرولیتر سوبسترا است  211به لوله دوم که حاوی  -

 تغییر رنگی نباید حاصل شود.

 رتی که نتایجی غیر از موارد ذکر شده مشاهده شد با تولید کننده کیت تماس حاصل نمائید.در صو -

 

 راهنمای حل مشکلات در الایزا

در این مبحث به سرفصل های مهم مشکلات موجود در یک سنجش ایمنی آنزیمی اشاره گردیده و علل احتمالی هر 

امه روش های موجود برای بر طرف کردن مشکلات ذکر خواهند شد و بررسی در اد –یک از این موارد ذکر می شود 

 گردد.قدم به قدم برای رسیدن به علت مشکل به همراه یک لیست کنترل اطلاعات بیان می

 عدم وجود سیگنال یا کاهش سیگنال-1

 علل احتمالی

دار باید چک شود. در مورد روش کاهش فعالیت ردیاب: اگر شکل منحنی طبیعی است میزان فعالیت در ماده نشان -

الایزا با اضافه نمودن کنژوگه آنزیمی به سوبسترای رنگ زا می توان از فعالیت آنزیمی آگاه شد )در مورد آنزیم 

 (.TMBپراکسیداز و سوبسترای 

 غلظت زیاد آنتی ژن در ماده نشاندار در سنجش های رقابتی : در صورتی که رقیق کردن ماده نشاندار منجر به -

 تشکیل منحنی کالیبراسیون با شکل طبیعی شود باید به این موضع شک کرد.

 ویژگی پائین ماده نشاندار: این امر به طور طبیعی توسط سازنده کیت چک می شود. -
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غلظت کم آنتی بادی نشاندار در سنجش های ایمونومتریک: باعث غیر خطی و صاف شدن منحنی کالیبراسیون در  -

 .غلظت های بالا می شود

کاهش غلظت آنتی بادی کوتینگ: در یک سنجش ایمونومتریک باعث غیر خطی و صاف شدن منحنی کالیبراسیون  -

 در غلظت های بالا می شود و در سنجش رقابتی نیز اتصال آنالیت به میزان کافی صورت نمی پذیرد.

طبیعی بودن شکل منحنی اما غیرفعال شدن آنزیم یا سوبسترا یا وجود مهارکننده در سنجش آنزیمی: این امر با  -

سیگنال پائین مشخص می شود.) در حالت عادی با اضافه نمودن مقدار کمی کنژوگه آنزیمی به سوبسترای 

باشد  TMBو سوبسترا  HRPکروموژن طی چند دقیقه رنگ حاصل می شود به عنوان مثال در صورتی که کنژوگه 

 رنگ آبی پدید می آید.(

ن مورد احتمالا محلول شستشو غلیظ تهیه شده است که در این صورت دقت درون سیستم جداسازی ناقص: در ای -

به عبارت دیگر سنجش از عدم دقت  ⸲( نیز مختل شده و ضعیف می باشدwithin-assay precisionسنجی )

 برخوردار است.

یت قبل از تاریخ خراب شدن زود هنگام معرف ها قبل از تاریخ انقضاء یا نگهداری نامناسب کیت: در صورتی که ک -

انقضاء دچار زوال شده باشد دقت و میزان سیگینال کیت مختل می شود. چنانکه کیت در حرارت های بسیار بالا یا 

تخریب برخی از معرف ها می شود که این موضوع با کاهش سیگنال همراه است. در  بهپائین نگهداری شود منجر 

 انتقال و نگهداری آن مناسب بوده است تعویض نمود. هاین حالت باید کیت را با یک کیت جدید که نحو

آلودگی متقاطع بین دو معرف: معمولا این حالت به دلیل جا به جائی معرف ها از کیت های با سری ساخت های  -

متفاوت رخ می دهد و یا آلودگی ظروف مورد استفاده در رقیق سازی معرف ها می تواند باعث این امر گردد. وسایل 

نوک سمپلرها و ... را چک نموده و درصورتی که کاملا تمیز بودند معرف ها را  ⸲هنده از جمله پی پیت هاانتقال د

 جایگزین نمائید.

نگهداری غیر صحیح معرف ها یا یخچال معیوب: افزایش یا کاهش در درجه حرارت باعث تخریب معرف های کیت  -

 هداری کیت ها صحیح باشد.می شود. در این حالت باید بررسی کرد که درجه حرارت نگ
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استفاده از حجم های کمتر معرف: در این مورد حجم معرف های مورد استفاده کمتر از آنچه که در بروشور کیت  -

استفاده شده است) سهوا یا عمدا(. در این حالت توصیه می شود که حجم های برداشتی دقیقا مشابه  ⸲توصیه شده

 و سمپلرهای مورد استفاده مالیبره شود. به آنچه که در کیت گفته شده است باشد

 استفاده از کیت تاریخ گذشته: در این حالت پس از چک کردن تاریخ انقضاء کیت از کیت جدید استفاده نمائید. -

گندزداها یا مواد کثیف: در این مورد باید ظروف را با دقت کنترل  ⸲آلودگی ظروف معرف ها یا آب مقطر به دترژنت -

 تشوی ظروف را تحت کنترل قرار داد.نمود و فرآیند شس

کالیبراتورهای بیش از اندازه غلیظ ) در روش رقابتی( و یا بیش از اندازه رقیق ) در روش ایمونومتریک(: این امر  -

ممکن است به دلیل حل کردن نادرست و یا خراب شدن کالیبراتورها رخ دهد در این حالت باید کالیبراتورهائی که 

 ند را با کالیبراتورهای مناسب جایگزین نمائید.دارای عدم صحت هست

عدم تهیه درست معرف ها و یا حذف یک مرحله از رقیق سازی )بویژه در مورد معرف های لیوفیلیزه(: کلیه ی  -

 مراحل برطبق پروتکل کیت چک شود.

 یت مجددا چک شود.حذف تصادفی ماده نشاندار از مراحل آزمایش یا اضافه کردن ماده نشاندار اشتباهی: پروتکل ک -

تغییرات در پروتکل پیشنهادی کیت: ممکن است تغییر در زمان یا درجه حرارت انکوباسیون و یا انکوباسیون  -

تصادفی در درجه حرارت های بالا یا پائین صورت پذیرد مثلا آزمایش در انکوباتوری که روشن نشده است انجام 

ده با پروتکل موجود در کیت باید بررسی شود. این تغییرات شود. در این حالت اختلافات بین پروتکل انجام ش

 معمولا بر دقت سنجش نیز اثر می گذارد.

خراب بودن دستگاه خوانش: در این حالت به دلیل کالیبره نبودن دستگاه مقادیر سیگنال بطور واقعی ارزیابی نمی  -

 شود.

اه الایزا ریدر: در صورتی که طول موج مورد استفاده از طول موج نادرست در خوانش چاهک های الایزا در دستگ -

استفاده کاملا با طول موج پیشنهادی پروتکل بکسان نباشد این مشکل بوجود می آید. برای مثال خواندن چاهک ها 

نانومتر باعث کاهش جذب نوری شده می شود در حالی که رنگ چاهک ها  451نانومتر به جای  415در طول موج 

 ست.از نظر چشمی مناسب ا
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 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

اطلاعات حاصل از حداقل دو سنجش برای اثبات پائین بودن سیگنال باید مورد تجزیه قرار گیرد و دقت درون  -

انجام شده است مورد توجه قرار گیرد. در  تسنجی نیز در صورتی که نمونه ها و کالیبراتورها به صورت دوپلیک

که آیا سیگنال تام پائین است و یا دقیقا کالیبراتورهاو کنترل ها دارای سیگنال پائین صورت امکان باید ثابت کرد 

است. این تفاوت قادر است سیگنال پائین ناشی از ظرفیت اتصال پائین را از ضعف ماده نشاندار افتراق دهد. به 

ه ظرفیت پائین اتصال است اما در نحوی که اگر سیگنال تام مناسب باشد ولی سیگنال کالیبراتور ها پائین باشد نشان

 صورتی که سیگنال تام نیز پائین باشد نشانه ضعف در ماده نشاندار است.

در مرحله بعد هرگونه ارتباط بین عدم وجود سیگنال یا سیگنال ضعیف با دیگر فاکتورها نظیر عملکرد پرسنل یا  -

 تاریخ مصرف معرف ها چک شود.

آنچه که در بروشورکیت ذکر شده است تعیین شود و مشخص شود که آیا  تفاوت های بین پروتکل انجام شده و -

 تکرار تست نیز طبق روش پیشنهادی کیت انجام شده است؟

با سازنده کیت در مورد میزان سیگنال قابل انتظار برای کیت و برای معرف هائی که مدتی از تاریخ ساخت آنها  -

 صرف کننده ها نیز چنین مشاهده ای داشته اند یا خیر؟گذشته است مشورت شود و مشخص شود که آیا دیگر م

 

 لیست کنترل اطلاعات

 در این لیست باید:

 شماره ساخت معرف ها و کیت و تاریخ انجام سنجش نوشته شود. -

 زمان بوجود آمدن مشکل ذکر شود. -

 چارت کنترل کیفی درمورد کیت وجود داشته باشد. -

 طی ایجاد مشکل وجود داشته باشد. پرینت از تمام سنجش های قبل از مشکل و در -

 توضیحاتی درمورد اختلافات بین پروتکل مورد استفاده و پروتکل موجود در کیت داده شود. -

 وسایل و دستگاههای مورد استفاده ذکر شود. -
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 دستگاه یا پرسنل ذکر شود. ⸲اطلاعاتی در باره تغییرات همزمان در پروتکل -

 

 بتی ظرفیت اتصال پائین در روش های رقا-2

 علل احتمالی:

بهینه سازی یا طراحی ضعیف کیت: در این حالت مقایسه منحنی کالیبراسیون با منحنی تیپیک ارائه شده در کیت  -

 کمک کننده است.

زوال زودرس معرف ها پیش از زمان انقضاء کیت: معمولا این حالت به دلیل نگهداری نامناسب صورت می پذیرد که  -

 ر مبحث قبلی ذکرشده است.مطالب مربوط به این علت د

غلظت زیاد آنتی ژن در ماده نشاندار و یا وجود دیگر نواقص در معرف نشاندار شده: اگر غلظت آنتی ژن زیاد باشد  -

رقیق سازی ممکن است شکل منحنی را طبیعی کند. وجود نواقص دیگر در ماده نشاندار می تواند بوسیله 

 ود.جایگزینی با ماده نشاندار مناسب تایید ش

 فعالیت اختصاصی پائین ماده نشاندار: ایت امر بطور طبیعی توسط سازنده کیت چک می شود. -

غیرفعال شدن آنزیم و یا وجود مهارکننده آنزیمی در سنجش آنزیمی: این مشکل با ظهور یک منحنی کالیبراسیون  -

 با شکل طبیعی ولی سیگنال پائین مشخص می شود.

 کل علاوه بر کاهش سیگنال موجل عدم دقت در سنجش نیز می شود.نقص در کوتینگ چاهک ها: این مش -

 استفاده از کیت تاریخ گذشته: تست باید با کیت تازه انجام شود.  -

 اری کیت ها باید چک شود.دنگهداری نادرست معرف ها یا نگهداری در یخچال خراب: درجه حرارت نگه -

و یا مواد کثیف:در این مورد باید ظروف را به دقت کنترل  گندزدا ⸲آلودگی ظروف معرف ها و یا آب مقطر به دترژنت -

 نمود و فرآیند شستشوی ظروف را تخت کنترل قرار داد.

آماده سازی نادرست ماده نشاندار غلیظ: اگر ظرف ماده نشاندار لیوفیلیزه و یا محلول هنوز در دسترس است حجمی  -

ر گیرد باید مجددا چک شود و تعداد تست های باقی مانده بر که باید برای تهیه ماده نشاندار کار مورد استفاده قرا

 اساس تعداد تست های انجام شده محاسبه شود تا حجم صحیح از ماده نشاندار باقی مانده مشخص گردد.
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استفاده از ماده نشاندار رقیق نشده: چنانچه معرف نیازمند رقیق سازی باشد و این امر انجام نپذیرد این مشکل  -

شود در صورتی که ماده نشاندار مورد استفاده در سنجش هنوز در دسترس است اظلاعات موجود در  پدیدار می

 روی وسایل و بروشور کیت بررسی شود. تعداد تست های انجام شده و تعداد تست های باقی مانده محاسبه شود.

کنید و علاوه بر این  حجم زیاد ماده نشاندار ریخته شده در چاهک: پروتکل سنجش را برای حجم مناسب چک -

 وسایل انتقال دهنده نمونه نظیر سمپلرها را از نظر کالیبراسیون بررسی نمائید.

اده سازی نامناسب کالیبراتورها: حجم مناسب برای رقیق کردن کالیبراتورها ) در صورت نیاز به رقیق سازی( را از مآ -

نمائید. این حالت بسیار حائز اهمیت است چرا بروشور کیت چک کنید. وسایل اندازه گیری حجم را به دقت چک 

 که کالیبراتورها باید دارای حداقل عدم صحت باشند.

 حجم بسیار زیاد نمونه: پروتکل سنجش و وسایل اندازه گیری نظیر سمپلر را چک کنید. -

 زمان انکوباسیون کوتاه: پروتکل مورد استفاده را بازبینی نمائید. -

کم و یا بسیار زیاد: درجه حرارت انکوباسیون توسط ترمومترهای کالیبره شده باید  درجه حرارت انکوباسیون بسیار -

 همواره تنظیم شود و از کالیبره بودن انکوباتور اطمینان خاصل شود.

سمپلر یا دیس پنسرهای اتوماتیک: این امر منجر به تغییر در حجم اضافه شده معرف ها می  ⸲نقص در پی پت ها -

 اره باید کالیبره شده باشند.گردد. این وسایل همو

نقص در انکوباتور مرطوب یا خشک ) درجه حرارت بسیار پائین یا بالا(: درجه حرارت انکوباتور با ترمومتر کالیبره  -

 چک شود.

 نقص در دستگاه خوانشگر: در این حالت با یک سنجش دیگر در همان طول موج می توان دستگاه را چک کرد. -

 

 عیین مشکلمراحل پیشنهادی برای ت

اطلاعات مربوط به بیش از دو سنجش را باید برای اثبات وجود مشکل مورد آنالیز قرار داد. دقت درون سنجی نیز  -

 در صورتی که نمونه ها و کالیبراتورها بصورت دوپلیکه انجام شده است محاسبه و آنالیز شود.
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فاکتورهای موجود نظیر نحوه کار پرسنل و یا  هر گونه ارتباط بین سیگنال پائین و یا عدم وجود سیگنال با دیگر -

 تاریخ مصرف معرف های کیت چک شود.

 تفاوت بین روش انجام شده با روش پیشنهادی در پروتکل تعیین شود. -

 با سازنده کیت در مورد میزان سیگنال قابل انتظار تماس گرفته شود. -

 

 لیست کنترل اطلاعات

 در این لیست باید:

 کیت و تاریخ انجام سنجش ثبت شود. شماره ساخت معرف ها و -

 زمان ایجاد مشکل موجود ذکر شود. -

 ضمیمه لیست کنترل شود. ⸲چارت کنترل کیفی -

 از تمام سنجش های قبلی و سنجش های مذکور که دارای مشکل بوده است مدارک وجود داشته باشد. -

 اختلاف بین روش انجام شده و روش پروتکل ذکر شود. -

 وسایل و پرسنل اشاره شود. ⸲دستگاهها ⸲پروتکل سنجشبه تغییرات همزمان در  -

 نام و مشخصات دستگاهها و وسایل مورد استفاده ثبت گردد. -

 

  ظرفیت اتصال پائین در سنجش های ایمونومتریک-3

 :علل احتمالی

بهینه سازی یا طراحی ضعیف کیت: منحنی کالیبراسیون سنجش را با منحنی تیپیک ارائه شده در بروشور کیت  -

 قایسه نمائید.م

 زوال زود هنگام معرف ها قبل از زمان انقضاء: مطالب مربوطه در مبحث قبلی ذکر شده است. -
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غلظت بسیار کم آنتی بادی کوتینگ و یا فقدان آنتی بادی کوتینگ:غلظت کم آنتی بادی کوتینگ باعث غیر خطی  -

د. فقدان آنتی بادی کوتینگ منجر به شدن منحنی کالیبراسیون و یا صاف شدن منحنی در غلظت های بالا می شو

 فقدان اتصال و یا عدم وجود سیگنال بطور ثابت در تمام نمونه ها می گردد.

غلظت کم آنتی بادی نشاندار: غلظت کم آنتی بادی نشاندار سبب شده ظهور یک منحنی غیر خطی و صاف شدن  -

 به فقدان اتصال و عدم تولید سیگنال می گردد.منحنی در غلظت های بالا می شود. فقدان آنتی بادی نشاندار منجر 

غیر فعال شدن آنزیم و یا سوبسترا و یا وجود مهارکننده آنزیمی: این مشکل ممکن است با شکل طبیعی منحنی  -

 کالیبراسیدن اما با کاهش سطح سیگنال مشخص شود

 اه است.نقص در کوتینگ چاهک ها: این مورد علاوه بر کاهش سیگنال با کاهش دقت نیز همر -

 استفاده از کیت تاریخ گذشته: باید با تعویض کیت مشکل برطرف شود. -

حجم کم یا عدم وجود آنتی بادی کوتینگ: در این حالت سنجش با کاهش و یا فقدان سیگنال روبرو می شود. در  -

افه صورتی که آنتی بادی کوتینگ در طی سنجش اضافه می شود باید حجم آن با پروتکل چک شود و وسایل اض

 کردن معرف ها نظیر سمپلرها نیز چک گردند.

حجم کم یا عدم افزودن آنتی بادی نشاندار: پروتکل سنجش برای اضافه نمودن حجم مناسب به همراه وسایلی نظیر  -

 سمپلر چک شوند.

مخلوط نمودن نامناسب معرف ها قبل از اضافه کردن: پروتکل و وسایل مخلوط کردن معرف ها را چک نمائید.  -

 ما قبل از استفاده معرف هارا به نحوی که در پروتکل سنجش ذکر شده است مخلوط نمائید.حت

 حجم کم نمونه ها: پروتکل و سمپلر ها را چک نمائید. -

کاهش زمان انکوباسیون: این مشکل با کاهش سیگنال روبرو می شود که باید پروتکل سنجش را از نظر زمان  -

 انکوباسیون چک نمود.

دن درجه حرارت انکوباسیون: درجه حرارت انکوباسیون و انکوباتور را چک نمایید درجه حرارت پائین با کم یا زیاد بو -

کاهش جذب نوری به دلیل عدم اتصال همراه است و درجه حرارت بسیار زیاد ممکن است منجر به تخریب معرف 

 ها شود.
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یبره نباشند حجم های متفاوتی ) کم یا نقص در پی پت ها و سمپلرها: در صورتی که سمپلرها و پی پت ها کال -

 زیاد( اضافه می نمایند.

نقص در دستگاه خوانش الایزا: به دلیل کالیبره نبودن با وجود تولید رنگ مناسب دستگاه نتایج پائینی خواهد  -

 داشت.

 

 (Within Assay imprecision) ت ضعف درون سنجیدقّ-0

 علل احتمالی:

ییر در دقت سنجش همزمان با تغییر در شماره ساخت معرف رخ می دهد و این نقص در سری ساخت معرف ها: تغ -

تنها در صورتی مورد توجه قرار می گیرد که کالیبراتورها و نمونه سرم بصورت دوپلیکت انجام شود. در این مورد 

با بروشور ارزش کنترل ها و شکل منحنی با بروشور کیت چک شوذ و ملاحظه شود که آیا  ⸲باید میزان سیگنال 

 یکسان است یا خیر؟ همچنین باید با مقادیر بدست آمده از سنجش قبلی نیز چک شود.

بهینه سازی و طراحی ضعیف کیت: در این موارد سایر مصرف کننده ها نیز دقت ضعیف در سنجش را تجربه می  -

 کنند و سازنده کیت گزارشات متعدد و مشابهی را دریافت می نماید.

( در کوتینگ چاهک ها: افتراق این مشکل از سایرعلل سخت است. این امر تنها به وسیله Variationناهمگونی)  -

انجام دوپلیکیت هایی از کالیبراتور یا سرم بطور همزمان بر روی سری ساخت ناقص و یک سری ساخت با دقت 

بویژه سمپلرها و دستگاه  در ابتدا باید وسایل مورد استفاده  مناسب و قابل قبول در کنار هم به تائید می رسد.

شستشو چک شود. ضمنا به میران عدم دقت ادعا شده در بروشورکیت مراجعه شود تا مشخص گردد که چه میزان 

 دقت برای سنجش در نظر گرفته شده است.

زوال زود هنگام کیت: در این حالت زوال معرف ها منجر به افزایش عدم دقت کیت خواهد شد. در این مورد تمام  -

 هائی که دارای شرایط یکسانی از نظر انتقال و نگهداری هستند دچار چنین وضعیتی خواهند شد. کیت

عدم حساسیت سنجش در نقاط ابتدائی و انتهائی منحنی کالیبراسیون: در این شرایط ممکن است منحنی در نقاط  -

در غلظت های پائین و بالا بدتر ابتدایی و انتهایی به صورت خط صاف دیده شود. اگر عدم دقت در این نواحی یعنی 
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باشد باید چک شود که آیا شیب منحنی کالیبراسیون برای افتراق مناسب نقاط از یکدیگر کافی است یا خیر؟ در 

 این صورت باید به بروشورکیت مراجعه نمود و یا از سازنده کیت اطلاعات لازم را درخواست کرد.

دوپلیکیت ها دارای هماهنگی خوبی است اما نتایج تعدادی از نمونه  مخلوط نمودن ناقص نمونه: اگر کنترل ها بین -

 های سرم بیماران مناسب نمی باشد باید نمونه سرم را خوب ورتکس کرد و یا سانترفیوژنمود.

عدم آماده بودن معرف های کیت از نظر درجه حرارت سنجش قبل از استفاده: در این حالت باید مطمئن شد که  -

میلی لیتر( ممکن است  111ه درجه حرارت اتاق رسیده است. معرف های با حجم زیاد) بیشتر از تمامی معرف ها ب

 برای رسیدن به درجه حرارت اتاق نیازمند زمان طولانی تری حتی تا یکساعت هم باشند.

که مخلوط کردن ناکافی و ناقص معرف ها) بویژه معرف هائی که از فریزر بیرون آورده شوند و یا معرف هائی  -

لیوفیلیزه هستند و حل شده اند(: معرف ها از نظر یکنواختی بررسی نموده و تمامی معرف ها بر اساس آنچه که در 

 بروشور گفته شده است مخلوط نمائید.

اتصال ضعیف بین سمپلر و نوک  ⸲سمپلرها یا دیس پنسر اتوماتیک: آلودگی در نوک سمپلر ⸲نقص در پی پت ها -

ترشح کردن و پخش شدن معرف ها به داخل چاهک ها از جمله مواردی هستند که  ⸲نشتی نوک سمپلر ⸲سمپلر

 منجر به عدم دقت می شود. کلیه موارد فوق در صورتی که عدم دقت در سنجش ملاحظه شد باید چک شود.

ر استفاده از حجم های نامناسب معرف های کیت: اختلافات اساسی بین پروتکل استفاده شده و آنچه که در بروشو -

 ذکر شده است باید برای تاثیرات آن ها بر دقت سنجش مورد آزمایش قرار گیرد.

( ناکافی و یا بسیار شدید: ورتکس ناکافی موجب مخلوط نشدن یکنواخت و ورتکس شدید منجر Vortexورتکس) -

 به تولید کف یا حباب می شود که باید زمان و سرعت مخلوط کردن آزمایش های متعدد بدست آید.

ده از انکوباتور خشک به جای بن ماری: انکوباتورهای خشک برای اغلب روش های سنجش ایمنی نامناسب استفا -

 هستند مگر اینکه در کیت توصیه شده باشند لذا سنجش باید در بن ماری یا حمام آب گرم انجام شود.

استفاده از یک محلول نقص در شستشوی چاهک ها: به طور کامل و دوره ای دستگاه شستشو باید تمیز شود. با  -

 رنگی میزان تخلیه محلول و سپس آسپیره کردن آن را از داخل چاهک ها یا لوله ها چک نمائید.
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عدم دقت فقط در برخی از  ⸲تداخلات مربوط به وسایل جمع آوری نمونه: اگر علت ناهمگونی نتایج این مسئله باشد -

 گردد. نمونه ها دیده می شود و در سایر نمونه ها ملاحظه نمی

اشکال در تکنیک خالی کردن یا زمان خالی کردن چاهک ها: در این شرایط عدم دقت ممکن است در بین تکنسین  -

 های مختلف متفاوت باشد.

پلیت) بر عکس قرار دادن پلیت الایزا پس از خالی نمودن محتویات چاهک ها در   Tappingاشکال در عمل  -

روی یک کاغذ نم گیر و کوبیدن آن بر روی کاغذ نم گیر جهت بهتر  مرحله انتهایی شستشو و قرار دادن آن بر

خشک کردن آن(: در صورتی که فشار وارد آمده به تمام چاهک ها یکسان نباشد ممکن است به علت باقی ماندن 

 مقادیر مختلف محلول شستشو در داخل چاهک ها عدم دقت در سنجش بوجود آید.

رد و خاک و فیبرها: باید محیط اطراف چاهک ها از نظر آلودگی چک شود چرا آلودگی چاهک های پلیت الایزا با گ -

 که ممکن است این آلودگی یکنواخت نبوده و باعث ایجاد عدم دقت بین دوپلیکیت ها شود.

استفاده از پرسنل بی تجربه: برخی موارد عدم دقت در سنجش ناشی از عملکرد تکنسین است که باید حتما چک  -

 شود.

 

 یشنهادی برای تعیین مشکلمراحل پ

اطلاعات سنجش در چندین مرحله آزمایش باید چک شود. اگر عدم دقت وجود دارد باید مشخص شود که چه  -

زمانی شروع شده است؟ اگر دوپلیکیت کالیبراتورها و کنترل ها به خوبی قرائت می شود و فقط درمورد سرم مشکل 

 است که باید کلیه مراحل نمونه گیری تا آزمایش چک شود. این عدم دقا مربوط به تهیه نمونه ⸲وجود دارد

محل ایجاد دوپلیکیت ضعیف باید مشخص شود. برای مثال دوپلیکیت ضعیف در چاهک های اطراف پلیت رخ می  -

دهد یا در مرکز. در صورتی که اطراف رخ می دهد ممکن است نشاندهنده گرم نشدن کافی این چاهک ها در 

(. دوپلیکیت ضعیف که در شروع یک سنجش مشاهده می شود ممکن است ناشی از edge effectانکوباتور باشد) 

 نقص در پی پت و سمپلر باشد.
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اگر عدم دقت فقط در نمونه های با غلظت پائین و در روش ایمونومتریک رخ می دهد علت آن ممکن است  -

ا با ماده نشانشدار یا معرف آلودگی چاهک ه ⸲خالی کردن ناکافی چاهک ها در حین شستشو⸲شستشوی ضعیف

تولید کننده سیگنال و شکل نامناسب منحنی باشد. اگر دوپلیکیت اولیه از یک نمونه با غلظت پائین در کنار یک 

به عبارتی مواد با غلظت بالا از چاهک های  ⸲وجود دارد  Carry Overنمونه با غلظت بالا قرار گیرد امکان پدیده 

 ولیه با غلظت کم انتقال می یابد.کناری به داخل چاهک های ا

میزان سیگنال یا شمارش و شکل منحنی را چک کنید که طبیعی است یا خیر. در صورتی که طبیعی نبودند تاریخ  -

انقضاء ظاهر و بوی معرف هارا چک نمائید.اگر نتایج آنها مشابه گزارشات قبلی بودند معرف ها را باید مورد آنالیز 

 قرار داد.

 ه آیا دقت در بین تکنسین ها متفاوت است و آیا یک مشکل تکنیکی وجود دارد؟بررسی شود ک -

با استفاده از یک سری کامل از وسایل و ملزومات ) در صورتی که ممکن است( تست برای وجود مشکلات ناشی از  -

ر تست انجام وسایل انجام شود. اگر وسایل جانشین در دسترس نمی باشد وسایل را تمیز و چک نموده و یکبار دیگ

 شود.

 اختلافات موجود بین پروتکل انجام شده و آنچه که در کیت توصیه شده است مشخص شود. -

 با سازنده کیت تماس حاصل شود که آیا گزارشات دیگری از عدم دقت داشته است یا خیر؟ -

 

 ( Between Assay Imprecisionت ضعف میان سنجی) دقّ-5

 :علل احتمالی

ضعیف کیت: در این موارد سایر مصرف کننده ها نیز یک عدم دقت در سنجش را تجربه می بهینه سازی یا طراحی  -

 نمایند و سازنده کیت گزارشات متعدد و مشابهی را دریافت می نماید.

کنترل های ضعیف: ممکن است در ارزش کنترل ها عدم دقت وجود داشته باشد. در این حالت تست با استفاده از  -

 اران در چندین سنجش و یا استفاده از کنترل های جانشین انجام شود.چند گروه از سرم بیم
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ناهمگونی در یک سری ساخت به سری ساخت دیگر: این مشکل می تواند با چارت کنترل کیفی در صورتی که هر  -

نشان دهنده  Cusumسری ساخت بیش از یک سنجش انجام شود تشخیص داده شود. چارت کنترل کیفی 

 Withinاست. باید توجه داشت که دقت در یک سری ساخت ) (Lot to Lot)سری ساخت ناهمگونی سری به 

Lot ( معمولا بهتر از دقت در بین چند سری ساخت )Between Lot .است ) 

خطا در منحنی کالیبراسیون ذخیره شده یا در منحنی کالیبراسیون سازنده کیت: در صورتی که منحنی ذخیره  -

میان سنجی ارزش کنترل در سنجشی که با منحنی جدید کالیبراسیون انجام شده شده دارای مشکل باشد دقت 

است قابل قبول خواهد بود مگر اینکه منحنی کالیبراسیون سازنده کیت دچار نقص باشد که در این حالت سایر 

 مصرف کننده های این سری ساخت کیت ممکن است همین مشکل را به سازنده گزارش نمایند.

ش کنترل ها در طی مراحل نگهداری کیت تا زمان انقضاء : به دلیل ناپایداری معرف ها ممکن است تغییر در ارز -

چنین مشکلی رخ دهد. باید توجه نمود که سری ساخت معرف ها و اطلاعات سنجش بر روی چارت کنترل کیفی 

منحنی با افزایش سن  در ارزش کنترل را مشخص نماید. این تمایل به یک سمت از Trendثبت شود تا تمایل یا 

 معرف مشخص می شود و اختلاف واضحی را با کنترل جدید نشان می دهد.

ناهمگونی در کوتینگ چاهک ها: افتراق این مشکل از سایر علل سخت است. این امر تنها به وسیله انجام مقایسه  -

ت و یک سری ساخت با دقت ای رپلیکیت هایی از کالیبراتور یا سرم بطور همزمان بر روی کیت های آن سری ساخ

مناسب و قابل در کنار هم به تایید می رسد. وسایل مورد استفاده باید در ابتدا چک شوند و به ادعای عدم دقت در 

 بروشورکیت توجه شود.

خرابی زود هنگام کیت: در این حالت زوال معرف ها منجر به افزایش عدم دقت کیت خواهد شد. در این حالت تمام  -

 که دارای شرایط یکسانی از نظر انتقال و نگهداری هستند دچار چنین وضعیتی خواهند شد.کیت هایی 

عدم حساسیت سنجش در نقاط ابتدائی و انتهایی منحنی کالیبراسیون: در این شرایط ممکن است منحنی در  -

ظت های پائین و نواحی اولیه و پایانی به صورت یک خط صاف دیده شود. اگر عدم دقت در این نواحی یعنی در غل

بالا بدتر از سایر نقاط باشد باید چک شود که آیا شیب منحنی کالیبراسیون برای افتراق مناسب نقاط از یکدیگر 
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کافی است با خیر؟ در این صورت باید به بروشورکیت مراجعه نمود و یا از سازنده کیت اطلاعات لازم را درخواست 

 کرد.

های کیت: اختلافات اساسی بین پروتکل استفاده شده و آنچه که در بروشور استفاده از حجم های نامناسب معرف  -

 ذکر شده است باید برای تاثیرات آنها بر روی دقت سنجش مورد بررسی قرار گیرد.

ناهمگونی در درجه حرارت انکوباسیون: دستگاه انکوباتور باید چک شده و حرارت ان بصورت روزانه ثبت شود. اگر  -

 ه برای سنجش استفاده می شود هرکدام بطور جداگانه باید چک شوند.بیش از یک دستگا

عدم آماده بودن معرف های کیت از نظر درجه حرارت سنجش قبل از استفاده: در این حالت باید مطمئن شد که  -

میلی متر( ممکن است  111تمام معرف ها به درجه حرارت اتاق رسیده است. معرف های با حجم زیاد) بیشتر از 

 ای رسیدن به درجه حرارت اتاق نیازمند زمان طولانی تری حتی تا یکساعت هم باشند.بر

مخلوط کردن ناکافی و ناقص معرف ها )بویژه معرف هائی که از فریز بیرون آورده شده است و یا معرف هائی که  -

عرف ها بر اساس آنچه که لیوفیلیزه هستند و حل شده اند(: معرف هارا از نظر یکنواختی بررسی می نمائیم و تمام م

 در بروشور ذکرشده است مخلوط می کنیم.

اتصال ضعیف بین سمپلر و نوک  ⸲سمپلرها و دیس پنسراتوماتیک: آلودگی در نوک سمپلر ⸲نقص در پی پت ها -

ترشح کردن و پخش شدن معرف ها به داخل چاهک ها از جمله مواردی هستند که  ⸲نشتی نوک سمپلر ⸲سمپلر

 قت می شود و درصورت مشاهده عدم دقت باید چک شوند.منجر به عدم د

 افزایش زمان و کاهش سرعت مخلوط کردن است. ⸲ورتکس ناکافی یا بسیار شدید: بهترین روش ورتکس -

استفاده از انکوباتور خشک به جای بن ماری: انکوباتورهای خشک برای اغلب روش های سنجش ایمنی مناسب نمی  -

 صیه شده باشند لذا تست سنجش باید در حمام آب گرم یا بن ماری انجام شود.باشند مگر اینکه در کیت تو

تغیر درجه حرارت آزمایشگاه: در خیلی از موارد دمای نامناسب محیط می تواند بر سنجش هایی که در درجه  -

ش کنترل حرارت اتاق انجام می شود تاثیرگذارد. این امر در برخی از فصول سال بیشتر دیده می شود. بهترین رو

درجه حرارت قرار دادن دماسنج در فضائی است که در آن روش سنجش ایمنی انجام می شود و بر طبق درجه 

 حرارت محیط ثابت نگه داشته شود. ⸲حرارت ترمومتر
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نقص در شستشوی چاهک ها: دستگاههای شستشو دهنده باید به صورت دوره ای تمیز شده و تحت کنترل باشند.  -

 محلول رنگی میزان تخلیه محلول و سپس آسپیره کردن آن را از داخل چاهک ها چک نمائید. با استفاده از یک

دقت ضعیف سنجش فقط  ⸲تداخلات مربوط به وسایل جمع آوری نمونه: اگر علت ناهمگونی نتایج این مسئله باشد -

 در برخی از نمونه ها دیده می شود ودر سایر نمونه ها دیده نمی شود.

خالی کردن یا زمان خالی کردن چاهک ها: در این شرایط عدم دقت ممکن است در بین تکنسین اشکال در تکنیک  -

 های مختلف متفاوت باشد.

پلیت: در صورتی که فشار وارد آمده به تمام چاهک ها یکسان نباشد ممکن است ایجاد   Tappingایراد در عمل  -

 عدم دقت نماید.

ک و لکه های مواد مختلف: چاهک ها باید از نظر آلودگی چک شوند و آلودگی چاهک های پلیت الایزا با گرد و خا -

 قبل از قرائت در دستگاه ریدرالایزا با یک دستمال نیمه مرطوب بدون پرز پاک شوند.

 استفاده از کیت تاریخ گذشته: زمان انقضاء کیت باید چک شود. -

سنجش ناشی از عملکرد ضعیف پرسنل است که  استفاده از پرسنل با مهارت ناکافی: در برخی از موارد عدم دقت در -

 باید میزان دقت فرد چک شود.

بدون  Linear interpolationنامناسب: برای مثال استفاده از روش  Curve Fittingاستفاده از یک روش  -

که برای کیت نامناسب است منجر به عدم دقت می  Curve Fittingتبدیل اطلاعات و یا استفاده از یک روش 

برای اغلب سنجش های ایمنی نامناسب است مگر اینکه اطلاعات در ابتدا  Linear interpolationروش  شود.

بوسیله اعمال ریاضی خطی شده باشد. برای بررسی کیفیت سایر روشهای فیت کردن باید مقدار واقعی و مقدار 

 بدست آمده از روش فیت شده با یکدیگر مقایسه شوند.

ولین مرحله استفاده از کیت: در صورتی که آلودگی وجود داشته باشد در بار دوم که از آلودگی معرف ها در طی ا -

کیت استفاده می شود ممکن است نتایج دیگری گرفته شود که با نتایج اولیه متفاوت است. این مشکل هنگامی 

 مشخص می شود که زمان شروع استفاده از کیت ثبت شده باشد.

 قبل از انجام آزمایش باید تاریخ انقضاء کیت چک شود. استفاده از کیت تاریخ گذشته: -



41 

 

( بدست آمده از تکنسین CVناهمگونی بین پرسنل مختلف: در این شرایط باید میانگین کنترل و ضریب تغییرات)  -

 های مختلف محاسبه و مقایسه شود.

 

 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

نترل ها محاسبه نموده و تعیین شود که آیا تمام کنترل ها دارای ( میان سنجی را برای تمام کCVضریب تغییرات) -

مشکل هستند و یا فقط تعدادی از آنها. درصورتی که فقط تعدادی از کنترل ها دارای مشکل باشند آیا عدم دقت 

 فقط در غلظت های پائین رخ داده است و یا در غلظت های بالا هم مشاهده می شود؟

زمان شروع آن مشخص شود. اختلافات قابل توجه بین کیت قدیم و جدید تعیین شود.  اگر عدم دقت رخ داده است -

میزان دقت درون سنجی بوسیله دوپلیکیت بر روی کالیبراتورها و کنترل ها چک شود. عدم دقت درون سنجی می 

 تواند تنها علت عدم دقت میان سنجی باشد.

 کالیبراتور در حالت واقعی و فیت شده بررسی شود.بوسیله مقایسه ارزش   Curve Fittingکیفیت برنامه  -

اگر دقت ضعیف فقط در غلظت پائین نمونه ها در سنجش های ایمونومتریک مشاهده شود ممکن است علت ان  -

 آلودگی با ماده نشاندار و شکل نامناسب منحنی باشد. ⸲تخلیه نامناسب چاهک ها ⸲شستشوی ضعیف

تاریخ  ⸲ئید که طبیعی است یا خیر؟ در صورت طبیعی نبودن این عواملمیزان سیگنال و شکل منحنی را چک نما -

 ظاهر و بوی معرف ها باید بررسی شوند تا از سالم بودن آنها اطمینان حاصل شود. ⸲انقضاء

 ناهمگونی بین پرسنل باید چک شود. -

مشکلات ناشی از با استفاده از سری کامل از وسایل و ملزومات ) در صورتی که ممکن است( تست برای وجود  -

 وسایل انجام شود.

 اختلافات موجود بین پروتکل انجام شده و آنچه در کیت توصیه شده است مشخص گردد. -

 با سازنده کیت تماس حاصل شود که آیا گزارشات دیگری نیز از عدم دقت کیت دریافت شده است یا خیر؟ -
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 جذب زمینه ای بالا یا وجود اتصالات غیر اختصاصی-6

( با انجام سنجش بدون اضافه کردن آنتی سرم اندازه گیری می NSBش رقابتی اتصال غیر اختصاصی )در یک سنج

باید یک بلانک از معرف آنتی سرم که شامل فاز  ⸲شود. اگر آنتی سرم بعدا به فاز جامد اضافه می شود) سنجش فاز مایع(

بوسیله نمونه با غلظت صفر) در صورت  NSB ⸲یکجامد بدون آنتی بادی است مد نظر قرارگیرد. در روش های ایمونومتر

با اتصال آنتی بادی نشاندار به فاز جامد در غیاب آنالیت  ⸲NSBدر دسترس بودن( قابل اندازه گیری است. در این حالت 

 قابل اندازه گیری است.

 علل احتمالی:

کیت بطور نامناسبی طراحی  ثابت است یا خیر. اگر NSBنقص در بهینه سازی یا طراحی کیت: باید چک شود که  -

 ( سنجش مشخص می گردد.Validation شده باشد این امر به روشنی از اطلاعات حاصل از معتبرسازی )

ماده نشاندار نامناسب: در صورت بروز اتصال غیر اختصاصی زیاد در هنگام استفاده از یک سری ماده نشاندار جدید  -

 باید به ماده نشاندار شک کرد.

های سیستم جداسازی: در این حالت فاز جامد و محلول شستشو می توانند دخیل باشند. در این  نقص در معرف -

 نوع مشکل معمولا دقت درون سنجی نیز مختل شده است.

توسط یک نمونه سرم بیمار به جای کالیبراتور  NSBتغییر در ماتریکس کالیبراتورها: در سنجش های رقابتی باید  -

های ایمونومتریک یک ماده جانشین با غلظت صفر استفاده می شود و یا بطور کامل  اندازه گیری شود. در روش

 از سیستم حذف می کنیم. NSBنمونه را برای یافتن اثرات 

اتصال ماده نشاندار به سطوح پلاستیکی: این امر در سنجش های فاز جامد کمتر مشاهده می شود. در سنجش های  -

 سازی پلی اتیلن گلیکول بیشتر دیده می شود.فاز مایع با استفاده از سیستم جدا

اغلب بوسیبه استفاده از یک نمونه فاز جامد که با آنتی سرم کوت نشده  NSBاتصال ماده نشاندار به چاهک ها:  -

( باشد و نتایج حاصل Artifactاست اندازه گیری می شود. با این حال این امر می تواند عامل یک پاسخ مصنوعی) 

 ر چنین وضعیتی در یک سنجش نرمال نمی باشد.ضرورتا نمایانگ

 استفاده از کیت لعد از تاریخ انقضاء: قبل از انجام آزمایش باید تاریخ انقضاء کیت بررسی شود. -
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 آلودگی با آنتی سرم) در روش های رقابتی(: باید روشها مورد تجزیه و تحلیل قرار گیرند. -

تما چک شود که نمونه ای که به عنوان کالیبراتور صفر درنظر آلودگی با آنالیت ) در روشهای ایمونومتریک(: ح -

 گرفته شده است دارای ارزش صفر است.

 درجه حرارت بالای انکوباسیون: پروتکل انجام آزمایش را با بروشور چک کنید. -

یت آزمایش بویژه در مرحله شستشو را با بروشور ک متفاوت پروتکل انجام آزمایش با بروشورکیت: پروتکل انجا -

 مطابقت دهید.

نقص در تهیه محلول شستشو: باید توجه داشت که محلول شستش به خوبی تهیه شده باشد و نحوه تهیه آن  -

 مجددا چک شود.

تهیه نادرست رقت ماده نشاندار یا نمونه های سرم: در صورتی که نمونه های سرم یا ماده نشاندار بصورت غلیظ  -

جذب زمینه ای یا اتصال غیر اختصاصی می نماید. نحوه تهیه معرف ها با  مورد استفاده قرار گرفته باشند ایجاد

 بروشور کیت انطباق داده شود.

 

 ( Driftرانش سنجش )-7

رانش عبارت است از اختلاف در غلظت بدست آمده از یک نمونه واحد در موقعیت های مختلف یک پلیت در یک نوبت  

آزمایش در یک نوبت کاری است له نحوی که بین افزودن محلول ها و کاری که شایعترین علت آن زیاد بودن تعداد 

 فاصله زمانی طولانی وجود داشته باشد.

 

 علل احتمالی

 نقص در بهینه سازی یا طراحی کیت: در این شرایط مصرف کننده ها نیز رانش در سنجش را گزارش می کنند. -

ترل ها در شروع و پایان هر سری آزمایش و نقص در ساخت معرف ها: این مشکل می تواند توسط آزمایش کن -

مقایسه آن با سری ساخت های مختلف چک شود. باید از ثابت بودن طول زمان سنجش و اضافه کردن معرف ها 

 اطمینان حاصل شود.
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درصورتی که کنترل ها بصورت دوپلیکه  ⸲اهک ها: اگر رانش به دلیل ناهمگونی بین چاهک ها باشدچناهمگونی بین  -

 عدم دقت درون سنجی نیز بطور واضح نشانش داده می شود. ⸲ین وضعیت در پلیت قرار داده شونددر چند

سنجش تعداد زیادی چاهک در یک سری آزمایش: باید زمان اضافه کردن نمونه ها ومعرف ها به اولین و آخرین  -

ل نشد با سازنده سپس در صورت تطبیق با بروشور چنانچه نتیجه ای حاص ⸲چاهک و اختلاف آن محاسبه شود

 تماس گرفته شود.

افزایش طول زمان اضافه کردن نمونه ها: زمان اضافه کردن نمونه ها از اول تا آخر ثبت شود و با ادعای سازنده  -

 تطبیق داده شود.

 افزایش زمان اضافه کردن معرف ها:  زمان اضافه کردن معرف ها با ادعای سازنده چک شود. -

توقف کننده: زمان اضافه کردن محلول متوقف کننده باید با زمان اضافه کردن واکنش کند یا سریع محلول م -

سوبسترای رنگ زا هماهنگ باشد. بنابراین بهترین کار این است که بلافاصله پس از افزودن سوبسترا به چاهک اول 

کننده نیز از اولین افزودن محلول متوقف  ⸲زمان گرفته شود. در این حالت پس از اتمام زمان انکوباسیون سوبسترا

چاهک شروع می شود و زمان لازم برای اضافه کردن محلول به تمام چاهک ها معادل زمان لازم برای افزودن 

 سوبسترا به تمام چاهک ها خواهد بود.

تغییر در پروتکل انجام آزمایش: اختلافات اساسی بین پروتکل انجام آزمایش و آنچه که در بروشور کیت ذکر شده  -

 ید برای وجود تاثیر در رانش سنجش بررسی شود.است با

عدم آماده بودن معرف های کیت از نظر درجه حرارت سنجش قبل از استفاده: در این حالت باید مطمئن شد که  -

 تمام معرف ها به درجه حرارت اتاق رسیده باشند.

کردن معرف های لیوفیلیزه(:  مخلوط نشدن مناسب معرف ها) بویژه بعد از بیرون آوردن از فریز و یا پس از حل -

روش مخبوط شدن آنها با بروشور چک شود و معرف ها از نظر یکنواختی بررسی  ⸲زمان مخلوط شدن معرف ها

 شوند.

 پایین بودن درجه حرارت انکوباسیون: درجه حرارت را چک نمائید. -
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ک سمپلر به سمپلر و نشتی اتصالات ضعیف نو ⸲سمپلرها و دیس پنسرها: آلودگی نوک سمپلر ⸲نقص در پی پت ها -

 نوک سمپلر از عوامل رانش سنجش هستند.

استفاده از انکوباتور خشک به جای انکوباتور مرطوب: انکوباتورهای خشک برای اغلب سنجش های ایمنی نامناسب  -

 هستند مگر اینکه در کیت توصیه شده باشند.

 هم نمی شود و باید انکوباتور را تعویض کرد.نقص در انکوباتور: در این حالت درجه حرارت مناسب و لازم فرا -

نقص در محلول یا دستگاه شستشو: باید نحوره تهیه محلول و شستشو با بروشور چک شده و دستگاه شستشو نیز  -

 بطور منظم مورد بازدید قرار گیرد.

 

 عدم خطی بودن-8

 منظور از خطی بودن حصول نتایج یکسان از رقت های سریال یک نمونه می باشد.

 

 علل احتمالی

نقص در بهینه سازی و طراحی کیت: باید بررسی شود که غیر خطی بودن ثابت است یا خیر؟ این امر به وسیلبه  -

انجام رقت های سریال از چندیدن نمونه با غلظت های بالا تعیین می شود. اگر طراحی کیت ضعیف باشد عدم 

 ده می شود.خطی بودن در فرایند معتبرسازی کیت بطور واضح دیده دی

معیوب بودن سیستم جداسازی آنتی سرم یا ماده نشاندار: اگر سازنده عقیده داشته باشد کخ غیر خطی بودن یک  -

 پدیده نادر و غیر تیپک در سنجش است با یک کیت دیگر از سری ساخت دیگر باید تست تکرار شود.

که  ⸲آزمایش محدوده ای از غلظت های آنالیتپدیده هوک با غلظت بالا در سنجش ایمونومتریک: این مشکل باید با  -

به نمونه با غلظت صفر یا کالیبراتور صفر اضافه شده است بررسی شود. سپس منحنی غلظت های اضافه شده از 

 ( تبعیت نماید.Linearityآنالیت در مقابل غلظت آنالیت رسم می شود. تین منحنی باید از شرایط خطی بودن)

عدم صخت در کنترل و خطا در فیت کردن منحنی  ⸲ا: اگر این مشکل وجود داشته باشدخطا در غلظت کالیبراتوره -

 ممکن است دیده شود.
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خطا در منخنی کالیبراسیون ذخیره شده یا منحنی کالیبراسیون سازنده: در این حالت باید منحنی کالیبراسیون  -

 مجددا رسم شود و یا از کیت با سری ساخت دیگر استفاده گردد.

ی آنتی ژنیک در نمونه ها: برای مثال در بیماران مبتلا به تومور یا افرادی که انواع خالص آنالیت را بصورت ناهمگون -

تزریقی دریافت کرده اند ناهمگونی آنتی ژنیک در این بیماران می تواند عامل نامناسب بودن تست خطی بودن 

تروژن هستند و ممکن است در اشکال غیر معمول مولکول هایی ه ⸲باشد. اغلب پروتئین ها بویژه گلیکوپروتئین ها

 ⸲در طی دوره ای از بیماریها وجود داشته باشند. سنجش ها وحساسیت آنها نسبت به این انواع متفاوت هستند

 بنابراین سابقه پزشکی بیما از نظر وجود بیماری های خاص و یا تزریق مواد خاص باید ثبت شود.

با در نظر گرفتن آنالیت موجود در نمونه بیماران و یک  استاندارد بین المللی:  اختلاف بین رفتار کیت های مختلف -

با استفاده از یک استاندارد بین المللی که دارای ساختار نسبتا مشابه به آنالیت است و دارای تست بازیافت و خطی 

 بودن مناسبی است نتایج بهتر خواهد شد.

لیپمی و نحوه جمع آوری نمونه: ظاهر سرم در این حالت  ⸲ظیر همولیزوجود تداخلات ناشی از عوامل داخلی سرم ن -

 باید چک شود.

استفاده از نمونه های قدیمی و کهنه: نگهداری طولانی مدت نمونه می تواند منجر به تجزیه آنالیت مورد نظر گردد.  -

گراد نگهداری شوند تجزیه می  درجه سانتی -21بسیاری از آنالایت ها ناپایدار هستند و اگر برای دوره طولانی در 

 شوند. آزمایش باید با نمونه تازه تکرار شود.

تهیه کالیبراتور در یک ماتریکس غیر انسانی: در صورت تهیه ی کالیبراتور در ماتریکس غیر انسانی ممکن است  -

اشد. باید آزمایش آنالیت در اشکال مختلفی متفاوت از آنچه که در نمونه سرم بیماران یافت می شود وجود داشته ب

 با نمونه سرم با غلظت بالا تکرار شود.

دقت درون سنجی ضعیف: باید هماهنگی بین دوپلیکیت ها بویژه در غلظت خای بالا چک شود. آزمایش رقت  -

نیز باشد تا تصویر  1:2برروی بیش از یک نمونه تکرار شود و رقت ها باید شامل رقت های بین نمونه خالاص و رقت 

 پروفایل رقیق سازی بدست آید. شفافی از
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اختلاف در پروتکل به کار رفته: به اختلافات بین پروتکل به کار رفته و آنچه که در بروشور ذکر شده است باید توجه  -

 شود بویژه در هنگام رقیق سازی باید به رقیق کننده توصیه شده توجه ویژه ای مبذول شود.

 ننده مناسب باید از سازنده کیت خواسته شود.استفاده از رقیق کننده نامناسب:  رقیق ک -

عدم صحت کنترل یا اتصال ضعیف باید  ⸲نقص در وسایل: سایر علائم یک سنجش نامناسب نظیر عدم دقتعدم دقت -

بررسی شوند. این نشانه ها ممکن است سرنخی برای نقص در وسایل و ملزومات مورد استفاده در سنجش باشند. با 

 آزمایش مجددا انجام پذیرد. ⸲در صورت امکان( و یا سرویس آنهاجایگزین کردن وسایل) 

عدم صحت مربوط به خطای فیت کردن منحنی در غلظت های بالا یا پائین: اگر این علت وجود داشته باشد اختلاف  -

 بین ارزش کالیبراتور در حالت واقعی و در حالت فیت کردن منعکس کننده عدم صحت می باشد.

 

 رای تعیین مشکلمراحل پیشنهادی ب

آزمایشات رقیق سازی باید با چندین نمونه با غلظت بالای آنالیت و بصورت دوپلیکیت چک شوند و مشخص شود  -

 که دقت بین دوپلیکیت ها مناسب است و هرگونه ناهماهنگی در شکل منحنی رقیق سازی مورد بررسی قرار گیرد.

 در بروشور کیت ذکر شده است ثبت شود.هرگونه اختلاف در پروتکل انجام آزمایش با انچه که  -

 کیفیت روش رسم منحنی چک شود. -

 

 ( ضعیف سنجشRecoveryبازیافت) -9

 علل احتمالی:

اشتباه در استاندارد سازی: هرگونه عدم صحت بین کیت و دیگر کیت های موجود برای اندازه گیری یک آنالیت در  -

 ار کیرد.الگوی ارزیابی کنترل کیفی خارجی باید مورد توجه قر

زمانی که یک سری ساخت جدید  ⸲عدم کالیبراتورهای یک سری ساخت از کیت: در این گونه موارد ارزش کنترل -

 عرضه می شود تغییر می یابد. عدم صحت در رسم منحنی نیز ممکن است مشاهده شود.
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جی مشاهده می تجزیه و تخریب استانداردهای مرجع سازنده کیت: رانش در سنجش در پروسه کنترل کیفی خار -

 شود. ارزش کنترل ممکن است همزمان با عرضه کالیبراتور جدید بطور تدریجی تغییر یابد.

عدم صحت مشاهده می شود. ارزش کنترل با یک کالیبراتور  ⸲تجزیه کالیبراتور قبل از استفاده: در میزان کنترل -

 جدید چک شود.

منحنی کالیبراسیون سازنده کیت: کنترل ها نیز تحت تاثیر  خطا یا ناپایداری در منحنی کالیبراسیون ذخیره شده یا -

این خطا قرار می گیرند. بازیافت سنجش با کالیبراسیون مجدد بهتر می شود مگر اینکه در کالیبراسیون سازنده 

 کیت نقص وجود داشته باشد.

خت محلول استاندارهای اشتباه در ساخت محلول غلیظ آنالیت برای اضافه کردن به نمونه جهت تست ریکاوری: سا -

مرجع نیازمند مهارت و دقت خاصی است بویژه استانداردهائی که به صورت لیوفیلیزه در آمپول قرار دارند. روش 

 تهیه استاندارد باید چک شود و بازیافت بین دو نمونه آمپول باید یکسان باشد.

ناخالص: منبع تهیه آنالیت باید مشخص و بررسی ناپایداری آنالیت قبل و بعد از ساخت محلول یا استفاده از آنالیت  -

گردد.برای تست بازیافت فقط از مواد تازه و تاریخ دار استفاده شود. برای تست بازیافت در صورت موجود بودن باید 

 از استانداردهای مرجع استفاده شود.

ت: نوع ماتریکس صحیح بر استفاده از ماتریکس های نامناسب برای حل کردن استاندارد و یا رقیق کردن آنالی -

 اساس توصیه بروشورکیت برای حل کردن استاندارد باید مشخص شود.

خطاهای مربوط به توزین یا تعیین حجم: ترازو و وسایل حجمی نظیر پی پت و فلاسک های حجمی از نظر  -

 کالیبراسیون چک شوند.

 د.خطاهای محاسباتی در تعیین بازیافت: تمام مراحل محاسبه ریاضی چک شو -

عدم دقت در غلظت های بالا: در صورتی که نمونه استفاده شده برای ریکاوری دارای غلظتی نزدیک به بالاترین حد  -

تعیین در کیت باشد در این حالت باید دوپلیکیت ها چک شود و در صورت امکان غلظت پائین تری از آنالیت برای 

 نیز پائین تر باشد.افزودن به نمونه استفاده شود و غلظت آنالیت در نمونه 
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استفاده از واحد های مختلف یا استانداردهای بین المللی مختلف برای کیت: در این موارد باید با سازنده کیت  -

 تماس گرفته شود و از نوع استاندارد و واحد آن سوال شود. 

باید چک شود و در  ایکتریک و دارای همولیز: ظاهر نمونه سرم ⸲لیمپیک ⸲استفاده از نمونه های کهنه و مانده -

 صورتی که نمونه غیر معمول بود باید با نمونه جدید مجددا آزمایش شوند.

استفاده از معرف های باکیفیت نامناسب و یا در حال انقضاء: شرایط کیت و تاریخ انقضاء و درجه حرارت نگهداری  -

 کیت چک شود.

شدا برای مخبوط کردن چک شود در این شرایط مخلوط کردن نامناسب معرف ها و کالیبراتورها: تکنیک استفاده  -

 ممکن است دوپلیکیت ها نیز دچار عدم دقت شوند.

عدم صحت در کنترل باید چک شود. این نشانه  ⸲نقص در وسایل: دیگر نشانه های یک سنجش بد نظیر عدم دقت -

 ها ممکن است سرنخی برای وجود نقص در وسایل مورد استفاده باشد.

نحنی: در این موارد اختلاف بین ارزش کالیبراتور در حالت واقعی و در حالت فیت کردن خطای متناسب کردن م -

درصد باشد. دقت داشته باشید که خطای رسم منحنی می تواند  111باید یکسان باشد و به عبارتی ریکاوری حدود 

 بطور واضح غلظت نمونه پایه و نمونه اضافه شده را تحت تاثیر قرار دهد.

 : تست توسط یک تکنسین دیگر انجام شود و هماهنگی نتایج بررسی شود.خطای تکنیکی -

 

 حساسیت ضعیف سنجش-14

دقت اندازه گیری در غلظت صفر است. اما از نظر بالینی دقت میان سنجی یک کنترل با غلظت  ⸲حساسیت سنجش

ساسیت تشخیص اشتباه بسیار کم آنالیت) اما قابل تعیین( حساسیت نامیده می شود. حساسیت سنجش نباید با ح

 ( عبارت است از توانائی یک سنجش برای تعیین شرایط بالینی.Diagnostic sensitivityحساسیت تشخیصی) ⸲شود

 علل احتمالی: 

نقص در سری ساخت: در این گونه موارد حساسیت سنجش باید باکیت هایی با سری ساخت های متفاوت چک  -

ل منحنی بررسی شده و با سنجش های قبلی و ادعای سازنده مقایسه ارزش کنترل ها و شک ⸲شود. میزان سیگنال
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می تواند برای  F-Testگردد. حساسیت سنجش باید برروی بیش از یک سری ساخت بررسی شود. روش آماری 

 تعیین اختلاف بین سری ساخت های مختلف زمانی که این اختلافات از نظر آماری قابل توجه هستند استفاده شود.

بهینه سازی و طراحی کیت: حساسیت اندازه گیری شده با ادعای سازنده بروشور مقایسه شود و به سازنده نقص در  -

 اطلاع داده شود.

ناهمگونی در چاهک ها: این مشکل باید ازسایر علل احتمالی افتراق داده شود که کار دشواری است. مقایسه  -

ها راه متمایز آن است. وسایل مورد استفاده نظیر تن ⸲همزمان حساسیت سنجش با سری ساخت مناسب از نظر دقت

 سمپلر ابتدا باید چک شود.

نامناسب بودن شیب منحنی در غلظت های خیلی پائین: اگر شکل منحنی در غلظت های پائین تخت است با  -

 سازنده کیت تماس حاصل نمائید. تین امر ممکن است که مربوط به خطا در فیت کردن منحنی باشد.

 ن کامل کالیبراتور صفر: قبل از اضافه کردن کالیبراتور صفر حتما آنرا مخلوط نمائید.وط نشدلمخ -

عدم آماده بودن معرف های کیت از نظر درجه حرارت سنجش قبل از استفاده: در این حالت باید مطمئن شد که  -

ند زمان طولانی تری تمام معرف ها به درجه حرارت اتاق رسیده اند. معرف های با حجم زیادتر ممکن است نیازم

 باشند.

نشتی  ⸲اتصال ضعیف نوک سمپلر به سمپلر ⸲نقص در وسایل نظیر پی پت ها وسمپلر اتوماتیک: آلودگی نوک سمپلر -

در نوک سمپلر و یا ترشح مواد از نوک سمپلر از علل کاهش حساسیت سنجش هستند. این عامل اغلب بوسیله 

 صفر در طی تست تعیین حساسیت مشخص می شود. دقت ضعیف در چند دوپلیکیت اول کالیبراتور

استفاده از انکوباتور خشک به جای انکوباتور مرطوب: انکوباتورهای خشک برای اغلب سنجش های ایمنی نامناسب  -

 هستند مگر اینکه توصیه شده باشند.

ا بروشور نقص محلول و دستگاه شستشو: محلول و دستگاه شستشو باید چک شود. نحوه تهیه محلول شستشو ب -

 کیت مقایسه شود.
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 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

ابتدا باید مطمئن شد که حساسیت سنجش درست محاسبه شده است. دقت درون سنجی برای کنترل های با  -

غلظت پائین محاسبه شود. اگر حساسیت با دقت درون سنجی مختل است باید زمان شروع مشکل مشخص شود. 

 مشکل در بین پرسنل متفاوت است یا خیر؟ معلوم شود که آیا بروز

کالیبراتور صفر را در نواحی مختلف پلیت تحت سنجش قرار دهید. ریپلیکت ضعیف در که رپلیکت ضعیف در  -

 چاهک های ابتدایی پلیت می تواند دال بر پی پت کردن نامناسب باشد.

بررسی قرار گیرد. در روش های آلودگی با ماده نشاندار و شکل منحنی مورد  ⸲تخلیه نامناسب چاهک ها -

 ایمونومتریک کیفیت روش شستشو چک شود.

ظاهر و بوی  ⸲میزان سیگنال و شکل منحنی را چک کنید اگر این دو عامل نرمال بود تاریخ انقضاء کیت و معرف ها -

 معرف ها را بررسی نمائید.

 کلیه وسایل و دستگاههای مورد استفاده رو مورد بازبینی قرار دهید. -

 

 همبستگی ضعیف بین دو کیت-11

 علل احتمالی:

عدم استاندارد کردن مناسب کیت در زمان طراحی: با سازنده کیت مشورت نمائید.نمای کنترل کیفی یک راه مفید  -

 برای بررسی عدم صحت روش است.

داردهای ناپایداری در استانداردهای مرجع سازنده کیت: در این گونه موارد یک شیفت ندریجی در مقادیر استان -

 کیت مشاهده می شود که با معرفی کالیبراتورهای جدید مشخص می شود.

خطا در منحنی کالیبراسیون ذخیره شده یا در منحنی کالیبراسیون سازنده کیت: همبستگی ضعیف بین دو کیت با  -

ین مشکل کالیبراسیون مجدد و رسم منحنی جدید برطرف می شود و یا با استفاده از کیت با سری ساخت دیگر ا

 حل خواهد شد.
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استفاده از آنتی بادی هائی با ویژگی متفاوت در هرسری ساخت: با سازنده کیت مشورت شود. این مشکل بویژه باید  -

 زمانی مورد توجه باشد که تعدادی از روش های ایمونومتریک در مقابل استانداردهای بین المللی کالیبره می شوند.

 انده: تست همبستگی را با نمونه تازه تکرار نمائید.استفاده از نمونه های کهنه و م -

انتخاب محدوده کوچکی از غلظت برای تست همبستگی: این عامل موجب خطای آماری در همبستگی می شود.  -

( را چک کنید و تست را مجددا با نمونه هائی با intercept( و عرض از مبدا )slopeحدود اطمینان برای شیب)

 رار نمائید.غلظت های وسیع تر تک

استفاده از تعداد معدود نمونه: اگر تعداد زیادی نمونه در اختیار نیست ولی همان تعداد نمونه اگر دارای محدوده  -

 وسیعی از غلظت است مجددا تکرار شود تا از نظر آماری ضریب اطمینان نتایج افزایش یابد.

ها وجود دارد و این ناهمگونی در نتایج دخالت انجام فقط یک یا دو سنجش: به دلیل اینکه ناهمگونی بین سنجش  -

 دارند بطور ایده آل مطالعی همبستگی نیازمند تعداد زیادی سنجش است.

نقص در وسایل نظیر سمپلر: ارزش کنترل ها و دقت درون سنجی نیز ممکن است دستخوش این نقص شود  -

 ایگزین تست تکرار شود.بنابراین در صورتی که ایندو نیز متاثر شده باشند باید با وسایل ج

 

عدم صحت در کنترل: تغییرات ثابت در ارزش کنترل از یک دوره زمانی به دوره زمان دیگر و یا از یک -12

 سری ساخت به سری ساخت دیگر

 علل احتمالی:

نقص در معرف های یک سری ساخت کیت: تغییر در ارزش کنترل باید بطور واضح در همزمانی با تغییر در شماره  -

ت معرف ها رخ دهد تا به این مشکل شک نمائیم. زمانی که انواع خاصی از وسایل یا برنامه فیت کردن منحنی ساخ

 استفاده می شود ممکن است تغییرات در کالیبراتورها یا معرف ها عامل عدم صحت باشد.

با معرفی یک  خطا در منحنی کالیبراسیون ذخیره شده یا منحنی کالیبراسیون سازنده کیت: گاهی ممکن است -

 منحنی کالیبراسیون جدید تغییر در ارزش کنترل رخ دهد که با رسم منحنی جدید مشکل برطرف می شود.
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تغییر در برنامه فیت کردن منحنی: اختلاف بین ارزش های کالیبراتور درحالت فیت کردن و مقادیر واقعی باید  -

 بررسی شود.

ریز شده: در صورتی که عدم صحت با ساخت کنترل جدید محلول سازی نامناسب کنترل های لیوفیلیزه یا ف -

 همزمان شود باید به این مشکل شک کرد.

 ناهمگونی بین ویالهای کنترل: تغییر در ارزش کنترل همزمان با استفاده از کنترل جدید مشاهده می شود. -

ک سری ساخت به سری تغییر غیر عمدی در کنترل مورد استفاده: پرسنل ممکن است بدون آگاهی کنترل را از ی -

ساخت دیگر جا به جا نماید. اگر تغییر در ارزش کنترل بط.ر کامل ثابت باشد اما زمان وقوع آن با تغییر در شماره 

 ساخت کیت همزمان ناشد باید به جا به جائی در کنترل ها شک کرد.

ر سایر علل بوجود آورنده عدم تغییر در درجه حرارت آزمایشگاه در زمان انکوباسیون در حرارت اتاق: در صورت د -

صحت ثابت در کنترل باید به تغییرات درجه حرارت توجه شود. تغییرات درجه حرارت در فصول سال باید همزمان 

با تغییر در ارزش کنترل رخ دهد تا به این مشکل شک کنیم. اثرات سرمائی با گرمائی بر سنجش بیشتر در ابتدای 

 رمایش یا سرمایش اتفاق می افتد.صبح قبل از راه اندازی وسایل گ

تغییر پرسنل: در این مورد تغییر پرسنل ممکن است با دیگر تغییرات نظیر دقت میان سنجی بطور همزمان رخ  -

 دهد.

تغییراتی در میزان سیگنال و یا شکل  ⸲نقص در حمام آب گرم یا انکوباتور: ممکن است با تغییر در ارزش کنترل -

 منحنی نیز رخ دهد.

پی پت یا سمپلر: در این حالت تغییر در ارزش کنترل ممکن است با تغییر در شکل منحنی یا عدم دقت  نقص در -

 درون سنجی همراه شود.

تذکر: شماره ساخت کیت و معرف ها باید بطور مداوم ثبت شوند و چارت کنترل کیفی برای کنترل ها باید بطور منظم 

 سنجش قبلی نیز نیاز باشد. 11بوط رسم شده باشد و ممکن است حتی به اطلاعات مر
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عدم صحت در کنترل: تغییر در ارزش تدریجی کنترل) تغییرات غیر ثابت در یک زمان یا با تغییر در -13

 سری ساخت کیت(

 علل احتمالی:

تغییر تدریجی در سری ساخت کیت: گاهی در طول زمان تمایل تدریجی در ارزش کنترل در سری ساخت های  -

 شود. این مسکل با تغییر در سری ساخت کیت مشخص می شود. متوالی دیده می

ناپایداری معرف ها یا نگهداری غیر صحیح آنها: تغییر تدریجی در ارزش های کنترل از ابتدای استفاده از کین تا  -

 پایان کیت دیده می شود که با استفاده از معرف جدید به میزان اولیه باز می گردد.

مشکل از مهمترین علل تغییر در کنترل است. این تغییرات تدریجی و در طی چند ماه  ناپایداری کنترل ها: این -

ملاحظه می شود و مستقل از سری ساخت کیت رخ می دهد و اگر چه کنترل های تحت تاثیر قرار گرفته ممکن 

 است تغییر ارزش داشته باشند اما ممکن است این تغییرات در محدوده مرجع دیده نشود.

رجه حرارت فریزر یا یخچال: این نیز یک علت شایع بوده چرا که گاهی درجه حرارت یخچال ممکن عدم صحت د -

درجه می رسد که نتیجه  -21+ درجه برسد و درجه حرارت فریزر در بسیاری از موارد فقط درشب به 15است به 

 تظار باشد.کنترل و معرف های کیت قبل از زمان مورد ان ⸲این امر می تواند تخریب کالیبراتور

تغییر در درجه حرارت آزمایشگاه: در مواردی که درجه حرارت بطور وسیعی سرد یا گرم می شود بر میزان ارزش  -

 کنترل تاثیر خواهد گذاشت.
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 خلاصه

 طور خلاصه راهنمای زیر جهت حل مشکلات در الایزا توسط مصرف کنندگان می تواند مورد استفاده قرار گیرد:ب

 ال و یا تولید سیگنال ضعیفعدم تولید سیگن-1

 حذف یا فراموش شدن انجام یک مرحله از الایزا مثلا اضافه نکردن کنژوگه آنزیمی یا سوبسترا  -

 عدم تهیه مناسب سوبسترا بویژه در مواردی که سوبستراها بصورت دو محلولی هستند. -

 محلول شستشو غلیظ تهیه شده است. -

 است.کنژوگه آنزیمی یا سوبسترا غیر فعال شده  -

 درجه حرارت انکوباسیون مناسب نمی باشد و حرارت انکوباسیون کمتر از حد لازم است. -

 حجم سوبسترای اضافه شده به چاهک ها کافی نمی باشد. -

نانومتر باعث کاهش جذب نوری  451به جای  415استفاده از فیلتر نامناسب برای قرائت نتایج) استفاده از فیلتر  -

 قرائت شده میشود(

 ا به درجه حرارت اتاق نرسیده اند و هنوز برای انجام آزمایش سرد هستند.معرف ه -

 خراشیده شدن ته چاهک با نوک سمپلر -

 نقضی شده اند.ممعرف های کیت  -

 معرف ها به دلیل نگهداری غیر صحیح با کاهش فعالیت مواجه شده اند. -

 

 افزایش جذب نوری استانداردها یا نمونه ها –جذب زمینه ای بالا -2

 لظت کنژوگه آنزیمی زیاد است و رقت کنژوگه طبق بروشور تهیه نشده است.غ -

 بالاتر از حد تعیین شده برای سنجش می باشد. ⸲درجه حرارت انکوباسیون نامناسب است و درجه حرارت -

 فرآیند شستشو کافی نبوده است و یا محلول شستشو بصورت رقیق تهیه شده است. -

 ی سرمی وجود دارد.آلودگی آنزیمی با دیگر نمونه ها -
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 آلودگی متقاطع با دیگر نمونه ها و یا کنترل مثبت اتفاق افتاده است. -

برای قرائت جذب نوری از فیلتر صحیح استفاده نشده است. در صورتی که توصیه شده باشد از فیلتر رفرانس  -

 استفاده شود و این امر انجام نشود یک جذب زمینه ای بالا مشاهده می شود.

 بل از مصرف با نور در تماس بوده است.سوبسترا ق -

 محتویات چاهک ها در طی انکوباسیون تبخیر شده اند. -

 نوک سمپلر با سوبسترا یا کنژوگه آنزیمی آلوده شده است. ⸲پی پت -

 سوبسترا با یونهای فلزی یا عوامل اکسید کننده آلوده شده است. -

 

 شکل منحنی استاندارد نامناسب است.-3

 ام نشده است.شستشو به خوبی انج -

 رقیق سازی محلول ها به خوبی انجام نشده است و یا خطا در پی پت کردن معرف ها وجود دارد -

 معرف ها به خوبی مخلوط نشده اند. -

 ته چاهک ها از طرف خارج آلوده شده است و کثیف می باشد. -

 از معرف هائی با سری ساخت متفاوت استفاده شده است. -

 

 ی ضعیفدقت ضعیف یا دوپلیکیت ها-0

 خطا در پی پت کردن معرف ها -

 خراش دادن سطح چاهک ها با نوک سمپلر -

 انتقال محلول ها از چاهک های کناری -

 استفاده از حجم نامناسب محلول ها -

 وجود رسوب یا پارتیکل در نمونه و کنترل ها -

 کثیف بودن سطح خارجی چاهک ها -
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 (edge effectوجود اثر حاشیه ای ) -

 

 رنگ هستند. تمام چاهک ها دارای-5

 سوبسترا آلوده شده است. -

 محلول شستشو آلوده شده است. -

 رقیق سازی به خوبی انجام نشده است. -

 شستشو به خوبی انجام نشده است. -

 

 تمام چاهک ها لدون تولید سیگنال هستند و فاقد رنگ می باشند.-6

 یکی از مراحل الایزا فراموش شده است. -

با مخلوط کردن کنژوگه و سوبسترا از فعالیت ایندو معرف اطمینان حاصل کنژوگه آنزیمی غیر فعال شده است.)  -

 می شود(

 شرایط نگهداری کیت مناسب نبوده است. -

 شستشوی زیاد چاهک ها و یا غلیظ بودن زیاد محلول شستشو. -
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