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 طبقه بندی الایزا

 

 ز:تند اسیستم الایزا بر اساس شیوه شناسی تشخیصی به چند گروه تقسیم می شود که عبار

 ( Direct ELISA) مالایزای مستقی -1

ر ود بطوآنتی ژن یا آنتی بادی موجود در نمونه که باید تشخیص داده شدر این روش روش 

 اندارمستقیم بر سطح فاز جامد کوت می شود و سپس آنتی بادی یا آنتی ژن مکمل آن نش

 ظر درشده است به سیستم اضافه می شود. در صورت وجود آنتی ژن یا آنتی بادی مورد ن

 ت اماسانس مستقیم اسوش مشابه ایمونوفلورنمونه سیگنال مناسب ایجاد می شود. این ر

 ود. شه می نی در کیت های تشخیصی ندارد و بیشتر در کارهای تحقیقاتی استفادکاربرد چندا

 (Indirect ELISA) الایزای غیر مستقیم -2

م مورد ای سرهاین روش برای تعیین آنتی بادی اختصاصی و یا تیتراسیون آنتی بادی در نمونه 

ی ژن ه آنتگیرد. اساس آزمایش بدین نحو است که معمولا سرم رقیق شده ب استفاده قرار می

تی ده آنهای کوت شده در فاز جامد ) میکروول یا چاهک ( اضافه می شود. آنتی ژن کوت ش

دن افزو س ازپ، ژن اختصاصی مربوط به آنتی بادی است که قرار است در نمونه ردیابی شود

 ا آنزیمبشده  مرحله شستشو آنتی هیومن گلوبولین نشاندار نمونه و طی زمان انکوباسیون و یک

 یت دارد نوعبرحسب اینکه چه کلاسی از آنتی بادی برای ردیابی اهم .به چاهک اضافه می شود

از آنتی  IgGآنتی هیومن مورد استفاده نیز متفاوت است مثلا برای ردیابی آنتی بادی کلاس 

 استفاده می شود.  IgAآنتی هیومن  از  IgAو برای ردیابی کلاس  IgGهیومن 

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.
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ی ختصاصاسرم حاوی آنتی بادی اختصاصی می تواند در یک بافر برای جلوگیری از جذب غیر 

رقیق  محلول ها وجلوگیری از اشغال نقاط اتصال آنتی ژن رقیق شود. به چنین بافریپروتئین 

ی ( گفته می شود. حساست و ویژگی چنین روش هایی مSample diluentکننده نمونه )

ر با کاهش تداخل اثر آنتی بادی غی Antibody captureتواند با به کارگیری روش 

 اختصاصی بهتر شود.

یروس و،  ⸲ روبلا ،مورد این روش تعیین آنتی بادی برعلیه توکسو پلاسما ها در بهترین مثال

لبته ی باشد. امدر سرم  IgG, IgA, IgMسیتومگال و هلیکوباکتر پیلوری از کلاس های 

در  ⸲ ، ودشاستفاده می  Captureبر علیه این عوامل عموما از روش  IgMامروزه برای تعیین 

وت کبر روی چاهک های   IgMجود در نمونه از کلاس آنتی بادی های مو  Captureروش 

بوطه از آنتی ژن اختصاصی مر ، ⸲جذب شده و سپس برای تشخیص IgMشده با آنتی هیومن 

ه می ستفاداکه توسط آنزیم نشاندار شده است و یا آنتی بادی نشاندار ضد آن بصورت مزدوج 

 شود.

 الایزای ساندویچ -3

 دسته تقسیم می شود:روش ساندویچ الایزا خود به دو 

 Ab Sandwichیا  Ag Captureالف( روش 

ین ایعترشاین روش  ⸲در این روش یک آنتی ژن در بین دو آنتی بادی اختصاصی قرار می گیرد

ن بر ژآنتی  در این روش از یک آنتی بادی برای به دام انداختن ⸲روش الایزا محسوب می شود

وان ت به عنده استی بادی دوم که با آنزیم نشاندار شروی چاهکهای الایزا استفاده می شود و آن

 شناساگر عمل می کند.

باشد  تفاوتمقابل ذکر است که در این روش آنتی ژن باید حداقل دارای دو ناحیه آنتی ژنیک 

یری گهای بارز این روش اندازه  مثال، تا قادر به اتصال به هر دو آنتی بادی باشد

PSA,FSH,LH,TSH,HCG و... است. 

 Antibody Captureب( روش 

1- Ag Sandwich or Direct Capture 
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 کیه از این روش برای تعیین سنجش آنتی بادی مورد استفاده قرار می گیرد بدین صورت ک

 فاده مین استآنتی ژن کوت شده بر روی فاز جامد برای به دام انداختن آنتی بادی اختصاصی آ

اما به  پذیرای همان آنتی ژن   (Fab) ر خودشود . همان آنتی بادی از طریق بازوی دیگ

 ویچ میر نتیجه آنتی بادی اختصاصی در بین دو آنتی ژن ساندد، صورت نشاندار می باشد

کی از ت و یگردد  در این روش تعیین آنتی بادی توتال از هرکلاس ایمونوگلوبولین میسر اس

ین ارز اباختصاصی ترین و حساس ترین روشها برای تشخیص آنتی بادی در نمونه است. مثال 

  HBs Abم و لاسمودیوم ویواکس و ترپونماپالیدوروش کیت اندازه گیری آنتی بادی بر علیه پ

 می باشد

2- Indirect Ag Sandwich or Indirect Ab Sandwich 

کف  ده درشدر این روش پس از به دام انداختن آنتی بادی توسط آنتی هیومن گلوبولین کوت 

تصاصی از یک آنتی بادی اخ ⸲چاهکها با اضافه کردن آنتی ژن اختصاصی و تشکیل کمپلکس

 شاندار بر علیه آنتی ژن به عنوان سیستم شناساگر استفاده می شود.ن

 

 

 الایزای رقابتی یا مهاری -4

ن دو از آ در روشهای رقابتی اساس سنجش بر رقابت دو آنتی ژن یا دو آنتی بادی ) که یکی

 ر ونشاندا نالیتآنشاندار است( برای اتصال به لیگاند با مقدار محدود استوار است. اگر هر دو 

ت ا آنالیابتد غیر نشاندار با هم به سیستم اضافه شوند روش را رقابتی می نامند ولی چنانچه

ا یهاری اضافه شده و پس از یک دوره انکوباسیون آنالیت نشاندار اضافه گردد روش را م

مودن نبلاکینگ می نامند. در روش مهاری ممکن است در بین دو مرحله و قبل از اضافه 

جش اری سنمثال بارز روشهای رقابتی و مه ⸲تشو انجام شود یا انجام نشودآنالیت بعدی شس

T4 وT3:می باشد. انواع روش های رقابتی عبارتند 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 
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و  RIAاساس ⸲ شده باید محدود باشد و ملکول سیگنال دهنده همان آنتی ژن نشاندار است

EIAروش استوار است.  کلاسیک به همین 

ر نشاندا بدین معنی که آنالیت ⸲دوز به صورت معکوس خواهد بود –در این روش منحنی پاسخ 

ی نتی بادآی به در حضور مقادیر زیادی از آنالیت غیر نشاندار موجود در نمونه به مقدار کمتر

 متصل می شود و در نتیجه سیگنال کمتری هم بوجود خواهد آمد.

عالیت فر با الیت با این روش ممکن است بوسیله استفاده از مولکول نشاندامحدوده تعیین ان

ل ه قابکاختصاصی زیاد تقویت شود اما حداقل مقدار قابل تشخیص )کمترین مقدار آنالیت 

 وجود تشخیص خواهد بود( توسط تمایل آنتی بادی مورد استفاده تعیین می شود. با این

رین ا توسط همین روش قابل تعیین اند و حساس تغلظتهای خیلی کم از هاپتن ها عموم

 را هم تشخیص دهد. fmolروشی است که می تواند مقدار کمتر از 

قابتی رروش  در برخی از موارد نشاندارکردن روی خصوصیات هاپتن اثر می گذارد در نتیجه در

ها این  سنجشز در این نوع ا ⸲برای تعیین آنتی ژن از یک آنتی بادی نشاندار استفاده می شود

این  در ⸲دمطلب ضروری است که فاز جامد توسط آنتی ژن با مقدار کم و ثابت پوشیده می شو

شاندار ادی نبروش آنالیت موجود در نمونه با آنالیت کوت شده در چاهک برای اتصال به آنتی 

 جشرای سناز این روش بیشتر ب ⸲رقابت می کند. در اینجا هم منحنی استاندارد معکوس است

 ایمنی 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 اتصال به یک انتی ژن کوت شده در چاهک صورت می پذیرد

مقدار آنتی بادی نمونه بیشتر باشد آنتی بادی نشاندار کمتری به بدیهی است که هر چه 

چاهک ها متصل شده و سیگنال نیز کمتر خواهد بود و در نتیجه منحنی استاندارد نیز معکوس 

 HBc)  شاخص ترین مثال برای این روش اندازه گیری آنتی بادی بر ضد ⸲می باشد

Ab)HBc  .است 
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 ارزیابی تست های الایزاکنترل کیفی و چگونگی 

 

 

رکت . نخستین بخش آن در شدو مرحله مورد ارزیابی می گیرند روشهای سنجش ایمنی در

جش سیستم سن یا این مرحله که در پی ساخته شدن یک کیت .تولید کننده سپری می شود

ن یی آشاخص های اجرا یا در اصل به ارزیابی تکنیکی عملکرد کیت  ،ایمنی شکل می گیرد

 ولیدتبخشی است که باید هم در شرکت   دومین بخش است ارزیابی کیتها  هد پرداخت.خوا

ر،در ز کااین بخش ا کننده و هم در آزمایشگاههای تشخیص طبی یا مصرف کننده انجام گیرد.

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

 

 های الایزا توسط تولید کنندهارزیابی شاخص های اجرایی کیت 

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

رار قرزیابی د امور را کاملاً  نیازمند پروتکل ها و معیارهای مختلفی است که کیتها هاارزیابی

فاوت دهد و همچنین بسته به چارچوب تعریف شده سنجش ایمنی، روش ارزیابی آن نیز مت

ی هر شود که ارزیاببندی میمی باشد. این مرحله از کار در دو بخش های کمی و کیفی طبقه

 .یک از آنها دارای معیارهای خاص می باشد
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   یارزیابی کیتهای کمّ

ها به  گیرند. این معیارمعیارهای مختلفی برای هر کیت مورد بررسی قرار میدر کلیه شرایط  

 ،(Sensitivity) حساسیت، (Precision)ترتیب اهمیت عبارتند از دقّت 

      همچنین معیارهای دیگری همچون  (Specificity)و ویژگی  (Accuracy)صحت

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

یا قدرت تحمل کیت در مناطق مختلف، دستگاه ها  Ruggedness تغییر دما، زمان و غیره( و

 .و پرسنل مختلف را می توان به این معیارها افزود

 

 (Precision) دقّت

 (Precision)دقّت عبارتی مهمترین شاخص اجرایی کیت خستین معیار ارزیابی یک کیت و بن

کرار واژه های دیگری که برای این معیار به کار می رود عبارتند از ت آن می باشد.

درت که اشاره به ق (Reproductibility) و یا تجدید پذیری  (Repeatability)پذیری

دقّت عدم  عیار،تکرارپذیری نتایج آزمایش بدست آمده از یک نمونه دارد. در نقطه مقابل این م

(Imprecision)  یین خواهد پادقّت که هرچه مقدار دقت بالاتر باشد عدم  قرار می گیرد که

کسان یاب های آن یا به عبارتی وجود جودقّت بود. اولین قدم برای ارزیابی یک کیت باید از 

 .توسط کیت مطمئن شد تا بتوان معیارهای بعدی را مورد بررسی قرار داد

 

 چگونه معیار دقت در یک کیت سنجیده می شود؟

ه باید س NCCLS بر اساس استانداردهایت ن معیار دقت در یک کیبه منظور تعیی -1

ظر را در حدود پایین، وسط و بالای آنالیت مورد ن  (Pool Serum)نوع مخلوط سرم

    5/2 -5پایین آنالیت حدود  حدتهیه نمود. جذب نوری تعیین شده برای 

تر از باید بیشو برای مقادیر بالا (BO%50 ) برابر  5-20حد وسط   (BO%20)برابر

 .باشد (BO%80) برابر مقدار جذب نوری زمینه ۲۰
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ام داد دد انجتهیه این انواع مخلوط سرم باید بر روی هر یک از آن ها آزمایشات متع از پس 

و نسبت به محاسبه میانگین، انحراف معیار و ضریب  )توجه به توضیحات ذیل(

زمایش می آ اقدام نمود. مقدار در اصل بیانگر دقّت (Coefficient of variation)تغییرات

 .ردار استتر باشد آزمایش از دقت بیشتری برخوپایینCV باشد بطوریکه بعنوان مثال هر چه

زمایش سری آهمانطور که در بالا ذکر شد باید بر روی هر یک از انواع مخلوط های سرمی یک 

 .دست آید تا نتایج آماری ذکر شده از آنها به  صورت گیرد

 .دقت را به انواع مختلفی تقسیم نمود توان آزمایشاتبر همین اساس می 

 

 Within-Run Precision )یا (Intra-assayدقت درون سنجی

پروسه  یا یک بار RUN سنجی در تکرار پذیری است که در یکمنظور از این نوع دقت درون 

د. در این دست خواهد آممخلوط سرمی بتکرار از هر یک از انواع  20آزمایش بر روی حداقل 

ز ارج اخنمونه ها نباید به صورت پشت سر هم چیده شوند و همچنین مقادیر  نوع از دقّت

 .محدوده نیز باید کاملًا مورد بررسی قرار گیرند

 ( Between-Run Precision یا( Inner-assay میان سنجیدقّت  

 (Run to Run) سری آزمایشات مختلف است که حاصلدقّتی میان سنجی دقّت منظور از 

        روز و یا در روزهای مختلف می باشد   روی هر یک از انواع مخلوط سرمی در یک 
(Day to Day). 

اشد، بمابین دو سری آزمایش در یک روز باید حداقل دو ساعت دقّت در بررسی این نوع 

ر در نظ هر سری آزمایش بایدهمچنین مقدار تکراری که برای هر یک از مخلوط سرم ها در 

ررسی ورد بو کل روز هایی که باید آزمایشات را برای اصول نتیجه صحیح م  بار بود 4 گرفت

 .روز باشد 20روز و حداکثر تا  5قرار داد حداقل 

دلیل افزوده شدن تعداد متغیرها در هر یک از سری آزمایشات و همچنین با توجه به انجام ب 

بالاتر از مقدار دقّت این نوع   (%CV)تلف معمولًا ضریب تغییراتآزمایش در روزهای مخ
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م است ثابت نوع درون سنجی می باشد که البته این مسئله لزودقّت ضریب تغییر را به 

 باشد.نمی

 (Between lot Precision)  بین سری دقّت

د تولی در اصل برآورده نمودن نتایج مختلف به دست آمده از سری ساخت های مختلف دقّت

اید ب NCCLS بر اساس استانداردهایدقّت شده می باشد. برای به دست آوردن این نوع 

ری سه س از هر یک از این حداقل سه سری ساخته شده از یک کیت مورد آزمایش قرار گیرد.

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

   بین روش، گروه و آزمایشگاه هادقّت  

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

رت در اصل توسط سیستمهای کنترل کیفیت خارج از شرکت سازنده صودقّت این نوع از 

ا با رآنها  زنده می نمایند واز کیتهای شرکت سا  برداریگرفته که در آن اقدام به نمونه 

 .دهندروشهای مختلف مورد بررسی قرار می

 

 (Precision Profile) دقّتدامنه کاری 

ن در آبرای یک آنالیت در اثر مشخص کردن عملکرد دقّت منظور از تعیین محدوده کاری 

 .آنالیت است آن دامنه وسیعی از غلظتهای

 ادیر بالایا مقهای سنجش ایمنی که در مقادیر کم و به خصوص در روش دقّت تعیین این نوع 

 .از دقت کمی برخوردار می باشد بسیار مفید می باشد

در بر علیه آنالیت می نمایند.  CV اقدام به ترسیم منحنیدقّت برای تهیه دامنه کاری 

های شکل خواهد بود ولی در روش U به صورت یک منحنیدقّت های رقابتی دامنه کاری روش

که آید. در مقادیر بسیار کم یا بعبارت دیگر در جائیبه صورت منحنی صاف در می ایمونومتریک

آزمایش دقّت ، یک آنالیت تعریف می شود حساسیت (Detection limit) حد قابل تشخیص

 . وان مشاهده نمودرا تحت تاثیر قرار داده و این مسئله را در حدود بالای منحنی نیز می ت
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باید دقّت  و رسم منحنی مربوط به دامنه کاری CV از سوی دیگر ر به منظور به دست آوردن 

قدار تکرار بیشتر مبار مورد آزمایش قرار داد. هرچه   10-20ر یک از استانداردها را به تعداد ه

ین ابرای  تفادهصحیح تری به دست خواهد آمد. از نظر تعداد استاندارد مورد اسدقّت باشد 

ه سعداد های بیشتری بهره برد و حداقل تتا جای ممکن از تعداد استاندارد آزمایش باید

ار داد. را در آزمایش قر (B0%80 ) و بالا(B0%50) میانی(B0%20 ) استاندارد حد پایین

( B0 جذب نوری استاندارد صفر( 

اید باشد که مورد نظر می ب آنالیتها، دامنه دیگر در تعیین مقدار استاندارداز نکات مهم 

قّت دکاری  امنه. با تهیه دای اهمیت باشداز نظر بالینی نیز دار  ای را انتخاب نمود کهدامنه

 لر اصدتوان به دامنه کاری آنالیت رسید و این دامنه برای یک آزمایش سنجش ایمنی می

 .باشدکافی برخوردار میدقّت باشد که در آن سنجش آنالیت از دامنه ای از آنالیت می

 دقّتفاکتور های موثر بر روی 

ل ن عوامفاکتور تکنیکی عملکرد یک کیت می باشد، مشخص نمود مهمترین دقّتاز آنجائیکه 

ه صورت ی یا بیدر آزمایشات می تواند بسیار مهم باشد. این عوامل به تنها دقّتو منابع عدم 

 .(۳-۱کاهش دهند )جدول آزمایش را  دقّتتوانند ترکیب با یکدیگر می

 :. عواملی که به تنهایی یا به صورت ترکیب با یکدیگر می توانند دقت آزمایش را کاهش دهند۳-۱جدول 

____________________________________________________________ 

 و معرفها مواد -

 وبستراس، یق کننده، محلول شستشو، رقا هاپتن کونزوگه شده، کالیبراتورآنتی بادی یا آنتی ژن، آنتی بادی ی 

 خطاهای مربوط به پی پت -

   ، تجدید پذیریصحت، دقّت، کالیبراسیون، تنظیم

 واکنش اتصال -

 های بالامعرفها، زمان و دمای انکوباسیون، تعادلی یا غیر تعادلی بودن روش، اثر هوک در غلظت زمان افزودن 

 واکنش رنگ و مرحله شناسایی -

 ، کم شدن رنگ، پایداری سوبسترا و محصول رنگی، خطای اسپکتروفتومتریزمان، دما
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 (Interfering substances)گر عوامل مداخله -

مثل  ) نمایند فتار میرها ، داروها( عواملی که همچون آنزیم)بیلیروبین شونداملی که باعث افزایش یا کاهش میزان رنگ میعو 

 و)چربیها  رننده نو)مثل فلزات(، عوامل پراکنده ک هاهای فعالیت آنزیممهارکننده نی(،هموگلوبین، آلکالین فسفاتاز درو

 ماکرومولکولها(

 هاپردازش داده -

_____________________________________________________________________ 

 

 خطاهای مربوط به مواد اولیه و معرفها

 ی دارد.ش بستگکار رفته در رومعرفها و مواد اولیه بزمایش به یک آ اولین منبع خطا در دقّت

له دوم ر مرحگردد. از سوی دیگر ددر این دسته بیشترین منبع خطا نیز به استانداردها برمی

شته قش دانتوانند در بروز خطا ش آنتی ژن و آنتی بادی موثرند میعواملی که بر روی واکن

خلوط م، غلظت یونی  pHی ، حرارت و زمان،بادباشند. این عوامل عبارتند از غلظت آنتی

 دن بستره نموبادی برای آمادواکنش و تغییر در دانسیته آنتی بادی کوت شده چنانچه از آنتی

 .جامد استفاده شده باشد

 خطاهای ناشی از مرحله جداسازی

ا ی و یپس از مرحله واکنش آنتی ژن و آنتی بادی در یک تست سنجش ایمنی مرحله جداساز

ده شع باند ز انواای باند نشده آزاد در محیط ابادیهیا آنتی  ژن ارت دیگر خارج نمودن آنتیبعب

 ی درگیرد، یکی از مراحل کلید شستشو صورت می اصل با شود. این مرحله که درمطرح می

اره . خارج نکردن ناکافی محلول شستشو، چسبیدن مایع به جدآزمایشات می باشد دقّت

 .باشندت در آزمایش میدیگر همگی عوامل کاهش میزان دقّها و موارد چاهک

های باشد دستگاهدقّت در آزمایشات میعامل کاهش   یکی از مواردیکه در این مرحله 

د و باشن ا چنانچه به خوبی نگهداری نشدهدستگاهه اتوماتیک شستشوی پلیت می باشند. این

طا در خجاد ، باعث ایها را خالی نکنندکای باشد که کاملاً چاهمرحله مکش آنها به گونه یا

 .آزمایش خواهند شد
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 خطاهای ناشی از عدم تعادل

 چاهکها ی کلیهزمان و دمای لازم برایکی از منابع بالقوه در ایجاد خطا مسئله عدم هماهنگی 

  .باشدمی

ها انکوبه گردید، در موقع شستشو چاهک های ردیف بعنوان مثال زمانی که سرم در چاهک 

ی ردیف آخر پلیت ه زودتر سرم در آنها قرار گرفته مدت زمان بیشتری نسبت به چاهکهاک اول

اند. حال چنانچه در موقع شستشو از چاهکهای آخر عمل شستشو شروع شود، سپری نموده

، داده نشده و این در حالی است که چاهکهای کافی به چاهکهای آخر برای واکنش مدت زمان

. اند. همین مسئله در رابطه با دما نیز مطرح می باشدم انکوبه شدهردیف اول بیش از حد لاز

در  قرار گیرد و یا یک پلیتتهویه مناسب  نچه پلیت درون یک انکوباتور بدونعنوان مثال چناب

های سرد و بدون گرم شدن کافی به پلیت افزوده آفتاب قرار گرفته باشد و یا معرفمجاور نور 

تر از بقیه ، گرمتر آنها افزوده شدهما به آنها رسیده یا معرف گرما گرهایی که نور و یقسمت شوند

ی مختلف در آن هابه عدم تعادل دمایی پلیت و جواب چاهکها خواهند شد که این مسئله منجر

  ای یاده که مشهور به پدیده حاشیههای آن خواهد شد. این پدیآن بخصوص در حاشیه

(Edge Effect)  باشدت در کیتهای الایزا مینابع مهم حتی یا عدم دقّباشد یکی از ممی. 

 خطاهای ناشی از استانداردها

 د. برایی گردهای سنجش ایمنی تلقی متهیه استانداردها یکی از منابع مهم ایجاد خطا در روش

د اصلی ستاندارااز  اًتهیه هر استاندارد باید آن را به صورت مجزا از سایر استانداردها و مستقیم

 .تهیه نمود

ید یز باندر هنگام تهیه رقت برای ساخت استانداردها از پی پت نمودن به بدنه لوله ها 

 .خودداری نمود تا از خطاهای ناشی از آن جلوگیری بعمل آید

 ذاتی واری و تقسیم نمودن خود دارای خطاهای واقعی از آنجا که هر مرحله نمونه برد 

رد. ورت گیصصورت حجم های زیاد و یک دفعه استانداردها باید تا جای ممکن ب ، تهیهباشدمی

 : باشندیمدارای دو منبع خطای دیگر نیز  استانداردهای لیوفیلیزه علاوه بر مشکلات فوق
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 (Reconstitution) الف( تقسیم اولیه آنها ب( خطاهایی که موقع آماده نمودن مجدد آنها

د در ت را بایکه ماهیت آنها پروتئینی اساستانداردهایی رخ دهد . تواند قبل از استفاده می

ار رقیق یا سرم تهیه نمود از دناتوره شدن آن ها در محلولهای بسی BSA محلولهای حاوی

 .ممانعت بعمل آید

 سایر خطا ها

از  ارتندت در آزمایشات گردند. این خطاها عبتوانند باعث عدم دقّ خطاهای دیگری نیز می

بر وه نل. علاا در زمان افزودن مواد و بالاخره خطاهای ناشی از پرسنمودن نادرست، خطپت پی

گردد. این اند برمیه برای نشاندار کردن به کار رفتههایی کاین، یکسری از خطاها به آنزیم

و  دهند. عواملی همچون زمانا در مرحله خواندن واکنش نشان میخصوص خود رخطاها ب

ند که ی هستپایداری رنگ نهایی و کیفیت دستگاه خوانشگر از جمله عوامل دمای انکوباسیون،

 .تواند منجر به بروز خطا گرددیر در هر یک میتغی

 

 (sensitivity)حساسیت 

زه دو باشد .امرودر آزمایش می قابل شناسایی الیتحساسیت در اصل بیانگر کمترین مقدار آن

 . باشدت در روشهای سنجش ایمنی مطرح میینوع نگرش یا مدل برای تعیین میزان حساس

 

1. Yalow and Berson model 

یب یر ش، در تغیز کمترین میزان قابل اندازه گیریدر این مدل برای تعریف و حساسیت ا 

 .نماینددوز، استفاده می -پاسخ منحنی

2. Ekinʼs Model 

به  ست کهآنالیت اترین مقدار مدل اول بوده و در آن حساسیت کم برخلاف این مدل کاملاً  

 .واضح و قابل تفکیک از استاندارد صفر باشد صورت کاملاً
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ل رود حداقهای آزمایشگاهی به کار میی که برای بیان حساسیت در کیتیکی از اصطلاحات 

ره به ااش اصل باشد که درمی ( The least detectable dose ) مقدار قابل اندازه گیری

 .یری یک آنالیت داردگکمترین مقدار قابل اندازه

 

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

داده و ر بار مورد آزمایش قرا 10-20ا به تعداد ر استاندارد صفر،   LDD  برای تعیین 

زمایشات ) برای آ بالاتر SD2نماییم. با احتساب میانگین و انحراف معیار آنرا مشخص می

با LDD رتر از حد میانگین )برای آزمایشات رقابتی( مقداپایین SD2ایمونومتریک( و یا 

 .آمدت خواهددس% ب ۹۵ضریب اطمینان 

واقعی یک ت باشد. با دانستن میزان دقّنگر حساسیت آنالیتیکی روش نیز میاین حد بیا

یگر نیز با حد د حد اختلاف غلظت در یکتوان به ارزیابی میزان آزمایش سنجش ایمنی می

 ها را اصطلاحاً کمترین میزان غلظت قابل تشخیص می نامندپرداخت. این اختلاف غلظت

Minimal Distinguishable Difference in Concentration (MDDC)  را که آن

 .نامندنیز می Resolution تحت عنوان مقدار تفکیک یا

 LDD اط با تعیین حساسیت یک کیت بخصوص با استفاده ازیکی از مشکلاتی که در ارتب

یشنهاد پباشد. از همین رو در روزهای مختلف می LDD وجود دارد عدم تکرار پذیری نتایج

نوان عز به شود که تست حساسیت را در روزهای مختلف انجام داده و استاندارد صفر را نیمی

 .مودنمونه مجهول در لابلای تست های دیگر آزمایش ن

ق کننده ا رقیراه دیگری که برای تعیین حساسیت وجود دارد، رقیق نمودن نمونه سرم بیمار ب 

ز اده ا. در این آزمایش حساسیت با استفباشدص میکیت تا پایین ترین میزان قابل تشخی

رد بررسی خواهد شد مو که در ادامه درباره آن بحث (Recovery) آزمایشی به نام بازیافت

وجود  % باشد حساسیت100. در این آزمایش تا وقتی که میزان بازیافت گرفتقرار خواهد

اهش گرفت، حساسیت کیت ک فاصله شدهبینی% حد پیش100داشته و زمانی که بازیافت از 

  کند.پیدا می
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بیان  واحد معمولاً باشد. ئله حساسیت بیان واحد برای آن میاز نکات دیگر در ارتباط با مس

رار قد نظر مباشد. در بحث حساسیت باید دو نکته را به صورت غلظت آنالیت مورد نظر میشده 

 قیمی برتر مساولاً حساسیت به شیب منحنی استاندارد بستگی داشته و ثانیاً دقت تاثی  داد:

ی الاتربت که دقّدر دو آزمایش با شیب منحنی یکسان، آنطوری که حساسیت یک روش دارد. ب

 ت، آنکهن دقّباشد و یا در دو آزمایش با یک میزاز حساسیت بیشتری نیز برخوردار میدارند ا

 .باشدبرخوردار می حساسیت بالاتری نیز  تر باشد ازتند شیب منحنی استاندارد

زمایش هتر آگذارند نیز در تنظیم بدانستن فاکتورهایی که بر حساسیت یک آزمایش تاثیر می 

 ما ود، نمود. عواملی همچون افزایش زمان نقش مهمی ایفا خواهد کیت همچنین رفع عیبو 

ت قّد، یادتوانند باعث افزایش اتصال آنتی ژن و آنتی بمخلوط نمودن بهتره مواد همگی می

ت کیتهایی که مراحل آن بصورت متوالی صور آزمایش و در نهایت حساسیت آن گردند.

نه و ان نموهمزمهایی که طراحی آنها به صورت افزودن نسبت به کیت)دو مرحله ای(  پذیرندمی

باشند. حساسیت سنجش بالاتری برخوردار میاز  یک مرحله ای() باشدکنژوگه آنزیمی می

ه د که نموتوان از استانداردهای حد پایین استفادبهبود منحنی استاندارد می همچنین جهت

 .شوندباعث بهبود منحنی استاندارد می

 

 عوامل موثر در حساسیت یک روش

 عوامل موثر در بهبود حساسیت  الف(

ابتی: رق هایرت دیگر ماده نشاندار شده در روشکاهش در میزان ماده ردیاب یا به عبا .1

ر دباشد که پایین تر از آن منجر به تغییرات عمده حد یک مقدار مشخص میاین 

 .حساسیت کیت خواهد شد

تن و ار گرفکردن باعث پایین قر رقیقهای رقابتی: در واکنشاهش در میزان آنتی بادی ک .2

حال برای افزایش (. با این۳-۲) شکل  انحراف منحنی به سمت چپ خواهد شد

 .اددت آزمایش را نیز مدنظر قرار ، باید دقّسئلهحساسیت با استفاده از این م

رسند: میافزایش زمان انکوباسیون برای سنجش هایی که در زمان مشخصی به تعادل  .3

خصوص بر روی قسمت پایین منحنی بیشتر از قسمتهای بالای منحنی این مسئله ب

تاثیر خواهد گذاشت. از سوی دیگر این نکته را نیز باید در نظر داشت که در مراحل 
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اولیه طراحی یک روش سنجش ایمنی باید در جهت کاهش زمان انکوباسیون صورت 

 .گیرد

 : ( Sequential saturation assay designs) عیطراحی روش به شکل متوالی اشبا .4

بل از ) ق گردداول نمونه با آنتی بادی مجاور میدر مرحله  این سری از آزمایشات، در

ر و د افزوده شدن ماده نشاندار( این مسئله سبب بهبود در شیب منحنی استاندارد

ش فزایان به اتوها می شد ولی از معایب این سری از روش نهایت حساسیت روش خواهد

ن ه زمابت آزمایش و حساسیت فوق العاده آنها نسبت کاهش دقّتعداد مراحل آزمایش، 

 .اشاره نمود

ش فزایاافزایش میزان نمونه: با افزایش مقدار نمونه در آزمایشات اگرچه حساسیت  .5

یز رات حجمی نخواهد یافت ولی اثر ماتریکس )در ادامه بحث خواهد آمد( و تغیی

اد مو ها وچه غلظت کل نمونه در مجموعه معرفطور کلی چناناهند یافت. بافزایش خو

ت باشد، تاثیرات غیر اختصاصی )همچون اثرات ماتریکس و تغییرا% 15 کمتر از

 .حجمی( به حداقل خواهند رسید

 افزایش دمای انکوباسیون: این امر سبب افزایش سرعت واکنش خواهد شد ولی  .6

وجه قرار باید مورد ت (Edge effect) د پدیده حاشیه اینیز ذکر ش همانطور که قبلاً

 .گیرد

 . ، حساسیت آزمایش نیز بهبود خواهد یافتت: با بهبود دقت سنجشافزایش دقّ .7

لظت غ : یکی از عوامل موثر در حساسیت،تغلیظ آنالیت موجود در نمونه استخراج و .8

تواند در یلیظ آنالیت مرو استخراج و تغینباشد. از همآنالیت مورد نظر در نمونه می

 .روش رل مهمی ایفا نماید حساسیت

دار ا مقو ی زمان ،بادیافزایش غلظت آنتی در آزمایشات ایمونومتریک که ساندویچی،  .9

  نمایند.ء مینمونه در حساسیت روش نقش مهمی را ایفا

 

 ب(عوامل کاهش دهنده میزان حساسیت

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

  متریک (ان حجم نمونه )در روش های ایمونوکاهش میز .2

  های دارای میزان تمایل پاییناستفاده از آنتی بادی .3
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 (Accuracy)صحت

ع به ر واقباشد. این واژه دیک روش برای تعیین مقدار یک آنالیت می ییتوانا صلصحت در ا

 ه اشارهر نمونواقعی آنالیت د شده به مقدارمیزان نزدیک بودن میانگین آنالیت اندازه گیری 

یا  (Inaccuracy) گیرد عدم صحتای در مقابل صحت قرار میت کلمه. همانند دقّنمایدمی

 .باشدمی  (Bias)سوگرایی

تواند می ر اصلددار واقعی اطلاق شده و سوگرایی به اختلاف بین مقدار اندازه گیری شده با مق

 و هم تواند هم به صورت مثبتتی یک روش باشد. سوگرایی میبیانگر خطای سیستماتیک ذا

 .به شکل منفی اتفاق بیافتد

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

ورت خطاهای نسبی به شکل درصدی و خطاهای ثابت به ص تقسیم نمود.  (Constant)ثابت

و نوع دهر  دهد.دار واقعی آنالیت خود را نشان میتر از مق مقداری ثابت، بالاتر یا پایین

بسته به   (Total error)فتند و سوگرایی کلیاتوانند به صورت همزمان اتفاق بیسوگرایی می

 .دامنه مقدار آنالیت فرق کند

ل عوام صحت می تواند توسط هر یک از اجزای یک سنجش ایمنی تحت تاثیر قرار گیرد. این

ای ، نشانگرههای متقاطع یا بازیافت ضعیفخطاهای سیستمیک همچون واکنشعبارتند از 

ای خطاهژگی یا اختصاصیت مناسب آنتی بادی، دقت پایین ازمایش )ضعیف، عدم وجود وی

 .و غیره ایین(، یا نشانگرهای دارای کیفیت پتکنیکی، آنتی بادیهای دارای قدرت تمایل پایین

 

 چگونه صحت را تعیین می کنیم؟

و یا  ندارد. در نخستین مرحله چنانچه روش استابرای تعیین صحت راههای مختلفی وجود دارد

ج ا نتایبتوان با مقایسه ش را میرو صحتمرجعی برای آنالیت مورد نظر وجود داشته باشد 

 ن تستهای تعیین صحت تحت عنواست آمده از روش مرجع مقایسه نمود. این سری از روشبد

 باشد.شهای بررسی مستقیم صحت یک روش میمعتبرترین روهمبستگی یکی از 
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 : 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

   های تجاریسرم کنترل (5

  (Correlation Test) ست همبستگیت

وش ه از رتوان از مقایسه نتایج بدست آمدبا استفاده از روش مستقیم می برای تعیین صحت

 . کرد زیابی، نتایج را ارع استفاده نمود و با تست همبستگیخود با یک روش رفرانس یا مرج

هایی همچون د از پارامترش قابل استفاده هستند عبارتنفاکتورهای آماری که در مقایسه دو رو

   و انحراف معیار محور عمودی (Y intercept)از مبدا عرض ، تلاقی(Slope)شیپ

(Standard error of estimate in the Y direction) فاکتور فوق   علاوه بر سه

  Standard deviation of) ن سوگراییانحراف معیار اختلافاتفاکتورهای دیگری همچو

differences)  گیرندیسه دو روش مورد استفاده قرار مینیز برای مقا. 

بل قا (Random) تنها در شناسایی میزان خطاهای اتفاقی یا تصادفی r ضریب همبستگی

یا نسبی  توان از آن به عنوان یک فاکتور مقایسه برای خطاهای ثابتمین  و استفاده است

 . استفاده کرد

ه قرار روش مورد استفاد دو برای مقایسه  t-test و F-test روشهای آماری دیگری همچون

  . گیرند ولی نقش آنها در تصمیم گیری زیاد نیستمی

 

 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)  دهنده میزان خطای اختلاف آن از عدد یک نشاناست که
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معرف بسیار خوبی برای میزان خطایی است که در  ،نسبی آزمایش است. این مقدار

 . کالیبراسیون آزمایش ممکن است وجود داشته باشد

 برای بررسی میزان خطای ثابت (Constant error) م توان از دو پارامتر مهمی

ثبت د. ماستفاده نمو (Bias) و مقدار سوگرایی (Y intercept) بنامهای عرض از مبدا

 .باشدی میمثبت یا منفی از میزان واقع دهنده سوگرایییا منفی بودن این اعداد نشان

 جهت بررسی میزان خطای تصادفی (Random error) رعیااز دو پارامتر انحراف م 

  .شودنحراف معیار اختلافات استفاده میمحور عمودی و ا

 روش های آماری F-test و t-test : t-testکه برای یکی از روش های آماریست 

رد مو (Critical value) بحرانی معیار نقطه مقایسه نتایج به دست آمده با یک

 .گیرداستفاده قرار می

وان مثال به عن )چنانچه مقدار محاسبه شده روش مورد آزمایش بیشتر از مقدار معیار باشد

 t بحرانی هباشد مقدار نقط=P 05/0 یا %۹۵عدد و حدود اطمینان  ۴۰تعداد نمونه زمانی که 

 ،در نتیجه تفسیر این است که اختلاف ما بین دو روش زیاد بوده و (دمی باش 021/2در جدول

لکرد اشد عمبحد کمتر از معیار مربوطه باشد چنانچه این روش مورد بررسی غیر قابل قبول می

      زرف اشود. چنین نتیجه گیری عاری از خطا نبوده و استفاده صع میروش مورد قبول واق

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

ستفاده زمایش و روش مرجع ااز مقایسه انحراف معیار روش مورد آ  test-F برای محاسبه 

کوچکتر  توان رسیده و عدد بزرگتر برانحراف معیار ها به  F-test . برای محاسبهشودمی

 .تقسیم می شود

F =
(SDA)2

(SDB)2
 

ف بزرگتر باشد اختلا F-test چنانچه مقدار به دست آمده از حد معیار مربوطحال 

بول ر بوده و نتیجه غیر قابل قدامطالعه نسبت به روش مرجع معنی روش مورد تدقّ در

  ود.ه تنهایی با خطا همراه خواهد بب t-test . استفاده از این روش همانندباشدمی
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 چگونه آزمایش همبستگی انجام میشود؟

( هلعرد مطادر محدوده طبیعی آنالیت موهمبستگی باید حداقل از چهل سرم )برای انجام تست 

             دود، تعداد سرم مورد آزمایش حدر شرکتهای سازنده با مقادیر مشخص استفاده نمود.

هم با  وهم با روش رفرانس ) تخواهد بود که هر سرم نیز بصورت دوپلیکمورد  2۰۰ - 3۰۰

م با س و هگیرد. فاصله بین آزمایشات )هم با روش رفرنروش مطالعه( مورد آزمایش قرار می

حور مه در روش مورد مطالعه( نباید از دو ساعت فراتر رود. در نهایت بر روی یک منحنی ک

ورد م ز روشارفرانس و در محور عمودی نتایج به دست آمده  افقی نتایج به دست آمده از روش

 .شودمطالعه قرار گرفته، ترسیم می

 

 

 (Recovery) آزمایشات بازیافت 

ا ییافت باشد و به توانایی یک آزمایش در بازت یک نوع بررسی غیرمستقیم صحت میبازیاف

ین این تجربی برای تعیشود. روش افزوده شده به یک نمونه اطلاق میتعیین مقدار مشخص 

عیین تو  (B) به یک مقدار پایه (A)نوع شاخص شامل افزودن مقدار مشخصی از یک آنالیت

 :توان با فرمولباشد . درصد بازیافت را میغلظت آن می

C − B

A
 × 100 

ودن بمحاسبه نمود. فرض مهمی که در این سری مطالعات وجود دارد خالص بودن و صحیح 

المللی اردهای بیندر همین زمینه استاند .افزوده شود (B) د به مقدار پایهاستانداردیست که بای

ز باید شده نی فزوده. حجم ماده ااماً بیانگر خالص بودن آنها نیستوجود دارند ولی این مسئله الز

ن همی .ازنمایدنتا حد امکان به حداقل برسد تا در ماتریکس مقدار پایه تغییرات فاحشی ایجاد 

 سد. انتخاب مادهتهیه شود و حجم افزوده شده نیز به حداقل بر A غلظت بالایی از مادهرو باید 

س یا ، ماتریکآلای برخوردار است. شرایط ایدهالعادهکس نیز از اهمیت فوقزمینه یا ماتری

آن  اچیز ازیار نگردد باید فاقد آنالیت مورد نظر و یا مقدار بسحلالی که آنالیت در آن حل می

 .باشد
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زوده شود( را تهیه که باید اف )یا آنالیتی A حد ای انجام این آزمایش باید حداقل سه یا چهاررب 

لقی ایه تموردنظر و بعنوان پ نمود و به سه غلظت از آنالیت که در محدوده کاری آنالیت

 .گردند افزودمی

فزوده قادیر اماین از این رو  ت آزمایش است.، دقّبسیار موثر بر روی بازیافت عواملیکی از  

اهم ولیه فرایه ات کافی برای جدا ساختن این مقدار از مقدار پشده باید در غلظتی باشد که دقّ

 .شود

 :آزمایش برای بررسی صحت عبارتند ازعنوان تنها معایب تست بازیافت ب  

   

 .امکان اشتباه در محاسبات .1

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

ختلفی م تیهای سرمی که از افینیتی و آویدیزیافت جهت اندازه گیری آنتی بادیتست با .3

رسی ی بربهترین راه برا و تواند پاسخ روشنی به همراه داشته باشدبرخوردارند نمی

رت بررسی بر اساس حساسیت و ویژگی آزمایشات به صودر این نوع نمونه ها صحت 

 .باشندکنیکی تنها به صورت نسبی مطرح میمعیارهای تبالینی است و 

 

 (Parallelism) یا تست موازی بودن  (Linearity) خطی بودن

ر مفید برای نشان دادن بازیافت نسبی و صحت یک روش، تست خطی یکی از آزمایشات بسیا

باشد به می ، صحت مستقل از غلظت آنالیتباشد. باید توجه داشت که در یک سنجشبودن می

نباید تغییری در صحت مشاهده شود. برای اثبات این مسئله  عبارتی با تغییر غلظت آنالیت

رقیق کردن نمونه و یا استاندارد با یک  با توان از آزمایشات رقیق کردن نمونه استفاده کرد.می

قت انجام آزمایش بر روی نمونه های رقیق شده و محاسبه ضریب ر و ماده رقیق کننده مناسب

توان یک خط مستقیم به دست آورد. چندین نمونه در نتایج، در صورت صحیح بودن روش می

تا خطی بودن نتایج  مختلف برای هر نمونه را باید تهیه نمود چهار رقت سه تا مختلف و حداقل

های انتخاب شده در شکل ایده آل خود باید کل شکار شود. نمونه های اولیه و رقتنمونه ها آ

 .کاری روش مورد مطالعه را پوشش دهنددامنه 
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 روش تعیین خطی بودن 

 لنسبت به رقیق سازی سریا  (Fractional dilution) رقیق نمودن درصدی نمونه ها

(Serial dilution) لیظی ه بسیار غاز ارزش بالاتری برخوردار است. در همین راستا باید نمون

در  نالیت بوده و یاآکه عاری از  زای نیو نمونه دنامی آنالیت % ۱۰۰را نمونه و آن را انتخاب نمود

ر د  %0سنجش باشد را به عنوان نمونه  Detection limit (LDD) زیر حد قابل تشخیص

را تهیه  درصد از نمونه 25،50،75نظر گرفت. سپس با مخلوط کردن این دو نمونه رقت های 

ر ر محوو د رقت محور افقی درصدهایچند و مورد آزمایش قرار داد. بر روی یک منحنی در 

 .داد تا پی به خطی بودن آزمایش بردعمودی غلظت به دست آمده را قرار 

ی و نهای، محاسبه غلظت بودن یک روش یا یک آزمایش خطی از راههای دیگر برای نمایش

ی توان بر روی یک منحنی که بخش افقنتایج را می باشد.ضرب آن در رقت مربوطه می

د یک . در این صورت وجوباشد ترسیم کردهای نمونه و قسمت عمودی آن غلظت میرقت  آن

 . خط مستقیم موید خطی بودن نتایج خواهد بود

ها در باشد، تنهای سنجش آنتی بادی بیانگر غلظت و افینیتی آنتی بادی میاز آنجاییکه روش

ش باشد زمایآهای یبراتورر نمونه همانند انواع کالکه افینیتی آنتی بادی های موجود دصورتی

 .خطی بودن نتایج به دست خواهد آمد

تری را تایج بالانتوانند می از همین رو نمونه هایی را که دارای آنتی بادی با افینیتی بالا باشند 

فینیتی وع ای آنها از نهادهند و نمونه هایی که آنتی بادی در تست رقت و خود آزمایش نشان

 .های پایین تری را از خود نشان خواهند دادنامتناسبی رقتپایین باشد بصورت 

 

 Linearity عوامل موثر بر تست 

ای است که برای در تست خطی بودن ماده رقیق کنندهماتریکس : یکی از عوامل موثر  .1

ای رقیق نمود تا از شود. نمونه را بایستی به گونها از آن استفاده میرقیق کردن نمونه ه

که سبب برهم  . یکی از عواملییکسان در بین نمونه ها مطمئن شد ماتریکسوجود یک 
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شود اختلاف در ماتریکس نمونه های رقیق شده با ماتریکس خوردن رابطه خطی می

 . شوداز آن استفاده میاستاندارد است که برای تعیین غلظت نمونه ها 

توانند ای ناشی از آن میپت کردن، خطا هدر رابطه با پی های محاسباتی و پی پت:خطا .2

 .باعث خطاهای سیستمیک و افزایش خطاها در زمان رقیق کردن نمونه ها شوند

مه هست دربکارگیری استانداردهای ناو  تعدم وجود پاسخ در دو انحنای منحنی: عدم دقّ .3

 .های اشتباه در تست خطی بودن گردندنند باعث ایجاد پاسختوامی

  

 (Interferences) تداخلات 

داخل د باعث تنتوان، مسئله تداخلات یا موادی است که مییکی از موارد مهم در تعیین صحت

 نتیجه و یا کاهش در  (Positive interferences) صورت افزایش در نتیجهبدر آزمایش ]

(Negetive interferences)ا از عواملی هستند که باعث [ گردند. این عوامل جد

 .گردندای متقاطع میهواکنش

 (Matrix effect) بیشترین تاثیر عوامل مداخله گر را تحت عنوان اثرات ماتریکس 

  . شناسندمی

 

 شناسایی وجود تداخل 

 : راه های اثبات وجود تداخل عبارتند از

با  زمایشاتدر آ ها مقایسه نتایج کنونیاستفاده از کنترلهای دلتا: منظور از این نوع کنترل .1

ه در نتایج کاهنده یا افزایند یا روند Trend دهنده یک نوعنشانکه  ستنتایج قبلی آنها

 . باشدمی

ئید ری تیروپرکا عنوان مثال مشاهده نتایجایج بیمار با شرایط بالینی بیمار: بعدم تطابق نت .2

 . در بیماری که از نظر بالینی وضعیت تیروئید آن طبیعی است

بین ن است ارتباط معکوس مامکعنوان مثال مه شرایط وابسته فیزیولوژیکی: بمقایس .3

 . مشاهده نشود TSH های آزاد تیروئید و هورمونهورمون
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تواند یژیکی مطبیعی و حتی شرایط پاتولو: اختلاف فاحش با میزان نتایج کاملًا غیر منطقی .4

 . شک برانگیز باشد

 .های مختلف آنالیزبدست آمدن نتایج مختلف با روش .5

ف جای های مختلآزمایشات می گردند را می توان در گروه  عواملی که باعث ایجاد تداخل در 

 :داد

 (Preanalytical variables) متغیرهای پیش آنالیزی (1

نامند. یملیزی کلیه عواملی که با ترکیب نمونه سروکار دارند را اصطلاحاً متغیرهای پیش آنا

وط ایل مربد. مستقسیم کراین عوامل را می توان به دو گروه مربوط به بیمار و مربوط به نمونه 

وانند تر می به بیمار همچون زمان اشتباه برای نمونه گیری و فاکتورهای محیطی همچون سیگا

 .و در نتیجه تفسیر آزمایشات شوند ها باعث تغییر در در غلظت آنالیت

 مسائل مربوط به نمونه -

عث تواند بانیکت میل استفاده طولانی مدت تورها به دلیتوقف خون در سیاهرگ -خونگیری  -

اندهای باند ین مسئله نیز باعث افزایش لیگگردد و هم % ۵افزایش غلظت پروتئین ها در حدود 

 .گرددشده به آنها می

 ال در، با این حشودنجش ایمنی از سرم استفاده میاکثریت آزمایشات س -ماهیت نمونه -

نیاز به  EDTA ده از پلاسمای حاوی، ولی استفاموارد از پلاسما نیز استفاده شدهای از پاره

تواند ی است و میقو (Chelating) یک ماده شلات کننده EDTA ت بسیار دارد زیرادقّ

 ین مادهایز نبعضی موارد  در های فلزی که جزء فعال ماده نشاندار هستند شود.باعث اتصال یون

 ،آنزیم ر ایندگردد که  فسفاتازهایی همچون آلکالین د باعث بلوک کردن کوفاکتور آنزیمتوانمی

داخل در مانع از ایجاد ت EDTA کند. استفاده ازرا ایفا میی نقش کوفاکتور (Zinc) روی

یر ز تاثاتوان در مواردی که تداخل ناشی آزمایشات نیز می شود، بخصوص این مسئله را می

 های حاویلوله باشد مشاهده نمود. (Complement System) اجزای سیستم کمپلمان

. توانند در بعضی از آزمایشات سنجش ایمنی نامتناسب باشندسدیم فلوراید نیز می

 .رندتوانند بر روی نتایج تاثیر سوء بگذاهایی همچون سدیم آزاید نیز مینگهدارنده

 (Hyperbilirubinemia) روبین خونو افزایش بیلی همولیز -
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یمنی نجش استوانند تا حد کمی در آزمایشات در نمونه می روبین خونهمولیز و افزایش بیلی 

 . تداخل ایجاد نمایند

 (Lipemia) افزایش چربی خون -

 کنند همچونکه از مواد حلال چربی استفاده میافزایش چربی خون در بعضی از آزمایشات 

 .آزمایش استروئیدها می توانند باعث تداخل گردند

 پایداری و نگهداری -

گر سرم تی احار بالاست. های مورد بررسی در آزمایشات سنجش ایمنی بسیپایداری اکثر آنالیت 

توان شاهد جه سانتیگراد نگهداری شود، میدر ۴های قرمز و در لوله اولیه در در با گلبول

 . ها بودپایداری مناسب آنالیت

در  هفته 2حتی تا  PSA پرولاکتین و ،تیروکسین آزاد،LH،FSH،TSHهایی همچون آنالیت

چون در بعضی موارد هم مانند.راد در لوله اولیه خود پایدار میدرجه سانتی گچهار 

 . گرددث کاهش آن می، نگهداری سرم در مجاورت گلبول های قرمز باعتستوسترون

 (Matrix effect) اثرات ماتریکس (2

ی از ت ناشباشد. این اثرای پیش آنالیزی، اثرات ماتریکس میدومین فاکتور پس از متغیرها

شکیل تکهای ها، مولکولهای کوچک و نما، چربیهماهیت پیچیده مخلوط پروتئینها، کربوهیدرات

یکس ثر ماتراحاً طلاباشد. اثرات ناشی از این مواد بر روی روش آنالیز را را اصیدهنده نمونه م

 ندتوایمنین اثرات همچ این ر قرار دهد.تواند به صورت جدی نتایج را تحت تاثینامیده که می

 .باشد زای بکار رفته روش سنجش ایمنی نیناشی از معرف ه

 هاتاثیر معرف 

ردی که آنتی خصوص در موابافرها بسیار دارای اهمیت است. ب pH قدرت یونی و - بافرها

 . انتخاب صحیح قدرت یونیباشند 5-9بین  (pI) ایزو الکتریک pH های مونوکلونال دارایبادی

ها پروتئین در بافرها اکثراً .ها گرددچاهک جداره به اختصاصیتواند باعث کاهش اتصالات غیرمی

اختصاصی آنها به قرار گرفته تا از اتصالات غیر (Detergent) به همراه یک ماده پاک کننده

ت آزمایش بهبود یابد. همچنین دقّ  عمل آمده وجلوگیری ب ها و یا لوله آزمایشهکجداره چا
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تواند در خواص د مینشوشناخته می (Blockers) استفاده از عواملی که تحت عنوان بلوکر

. از سوی دیگر افزایش ی پایینی دارند نیز تاثیر بگذاردهایی که میزان افینیتاتصالی آنتی بادی

ها از تواند باعث دناتوره شدن پروتئینها و کنده شدن آنتی بادیها میمیزان پاک کننده در بافر

 .فاز جامد گردند

ی بادآنتی -ی ژنتواند مانع واکنش آنتپراکسیداز وجود دارد که می ،در بعضی از پاک کننده ها 

ها یاکتربسیار مناسبی برای رشد ارگانیسمهای ساپروفیت و ب . بافرها همچنین محیطگردد

ها باکتری رشد زانند باعث جلوگیری اتوها و ترکیبات جیوه اگرچه میتند و استفاده از آزایدهس

 ند.نمایرا نیز بلوک می مواد نشاندار شده با پراکسیدازولی گردند 

لص کال خاچه به شکل ناخالص و یا اش های پلی کلونالآنتی بادی -آنتی بادی های پلی کلونال 

 Fc ا قطعهآنهر گیرند. آنتی بادیهایی که داده قرار میمورد استف 2Fab/F(ab) شده و قطعات

 .گردندار واکنش اتصالات غیر اختصاصی میوجود ندارد کمتر دچ

ه آنتی بتری نسبت ینئی مونوکلونال کلاً از افینیتی پاهاآنتی بادی -های مونوکلونالآنتی بادی 

ا ا پلاسمیسرم  از های بافری بهترها در سیستمبادیهای پلی کلونال برخوردارند. این آنتی بادی

 . دهندفعالیت نشان می

از  دارند. ساختمان بسیاریای بر واکنش نشانگرها تاثیر عمده -نشانگرهای سنجش ایمنی

ب . انتخادای پیدا نمایتواند تغییرات عمدهها در پی نشاندار شدن میمولکولها به خصوص هاپتن

ز اانچه خصوص چنر کیفیت و خلوص نشانگرها دارد بسزایی دبپروسه نشاندار نمودن، تاثیر 

 .و اکتیو بخواهیم به عنوان ماده نشانگر استفاده نمائیممواد رادی

تواند در ک میهای کوچار داد که نشان دار نمودن مولکولدر نهایت این امر را باید مد نظر قر

   . اتصال آنها با مولکول های دیگر تاثیر بگذارد

لی در مشکلات اصاین مرحله یکی از  های آزاد:سازی آنتی بادیهای متصل شده از آنتی بادیجدا 

ده و زاد در بخش متصل شلیت آنا. میزان آگرددایشات سنجش ایمنی هتروژن تلقی میآزم

ده و شناخته ش (Missclassification error) عنوان خطای طبقه بندی نامناسببالعکس ب

 .باید به حداقل برسد
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 ییتمهادر سیسشده از آزاد وجود دارد. های بسیاری برای جدا ساختن قسمتهای متصل روش 

، (Charcol) توان از موادی همچون ذغالل باید در فاز مایع صورت گیرد میکه این عم

 ا اتصالبامد جهای فاز گلیکول، الکل و نمک استفاده نمود. ولی در سیستماتیلنسیلیکاتها، پلی

ز، ولسل ی،، ذرات پلی استیرنن لوله آزمایشآنتی بادی یا آنتی ژن به سطح فاز جامع همچو

ر روش اخی درد. توان به طور موثری این دو فاز را از یکدیگر جدا نمونایلون یا میکروپلیت می

ی هاولکولماقصه امکان دناتوره شدن ن سری معایب نیز وجود دارد و آن نیزعلیرغم مزیت بالا یک

 . متصل شده به فاز جامد است

 

 تاثیرات نمونه

منی نجش ایخل در آزمایشات ستوانند باعث ایجاد تدامیپروتئینهای مختلفی  :تاثیر پروتئینها

رینوژن. فیب و میزوزیها عبارتند از: آلبومین، فاکتور روماتوئیدی، کمپلمان، لگردند. این پروتئین

 :شوند عبارتند ازراههایی که این پروتئینها باعث تداخل می

ل و ت اتصادلیل قدرهمچنین بها دارد و به دلیل غلظت بالایی که در نمونهآلبومین  لبومین:آ

 . تواند باعث تداخل گرددآزاد نمودن بسیاری از آنالیتها می

 Fc تو بر علیه قسم IgM ها، معمولاً از جنساین اتوآنتی بادی :فاکتورهای روماتوئیدی

اری از در بسی مفصلی بلکه ها را نه تنها در روماتیسمباشند. این آنتی بادیمی IgG مولکولهای

 ت مزمنودرما و هپاتی، اسکلربیماری لوپوس سیستمیکچون بیماریهای اتوایمیون دیگر هم

 باشند.شاهده میجامعه قابل مافراد  %۵این نوع بیماری ها در کمتر از  .توان یافتفعال نیز می

 .کندتواند با آزمایشات تیروکسین و غیره تداخل فاکتورهای روماتوئیدی می

 د. این اجزاء بهنیابد که در شرایط التهابی افزایش میهایی هستنمکملها یکسری پروتئین :مکمل

Fc گردند . زمانی می هامانع از اتصال اختصاصی آنتی بادیها به آنالیتها متصل شده و آنتی بادی

رو شود این نوع تداخل بیشتر دیده شده و از همین که بخصوص از سرم تازه استفاده می

 EDTA درجه سانتیگراد برای چندین روز و یا استفاده از پلاسما حاوی ۴نگهداری سرم در 

تواند بسیار مفید گردد میکه باعث حذف کلسیم و غیر فعال شدن اجزاء سیستم کمپلمان می
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ند مانع توانیز می (Chicken IgG) مرغی IgG یا استفاده از Fab شد. استفاده از قطعاتبا

 .ها گرددناشی از مکمل از تداخلات

پائین  (pI) یکهای دارای نقطه ایزوالکتراکثراً اتصالات محکمی به پروتئینلیزوزیم  لیزوزیم:

تواند و لیزوزیم میاز همین ر و برخوردارند 5حدود  pI از ًها اکثراکند.ایمونوگلوبولینبرقرار می

 دند. افزوار گیرسیگنال دهنده قرهای فاز جامد و آنتی بادی مانند پلی ما بین ایمونوگلوبولین
+2Cu آلبومین در بافر باعث کاهش اثرات لیزوزیم خواهد شدو او. 

های نهر نمو: اینگونه پروتئینها از غلظتهای مختلفی دهائینهای داخلی متصل کننده هورمونپروت 

ر یش تاثتوانند بر روی عملکرد یک آزمایسمایی برخوردار بوده و به شدت میسرمی یا پلا

تسابی یا اک وتواند تحت تاثیر عوامل ژنتیکی م غلظت و هم خواص اتصالی آنها میه بگذاردند.

ه به صل شوندی متلوبولینهاها می توان به آلبومین، گ. از انواع مهم این نوع پروتئینقرار گیرد

 .، کورتیکو استروئید و پری آلبومین اشاره نمودنسی، تیروئیدهای جهورمون

عنوان شدیدی روی بعضی از روشها داشته باشد ب اثیراند تتواین پروتئینها می تغییر در غلظت

 Sex hormone bindingهای جنسی افزایش هورمون متصل کننده هورمونمثال 

globulin (SHBG) تستوسترون و استرادیول تاثیر مستقیم های سنجش ایمنیدر روش ،

% کاهش  ۴۰د مقدار تستسترون تا افزایش یاب nmol/L 90 به حدود SHBG . چنانچهددار

 .یابدمی

زادی، ی تواند در اثر تغییرات مادرم (TBG) تغییر در پروتئین متصل کننده تیروکسین

 ارد اینین مو، کاهش متابولیسم و یا ترکیبی از این حالات اتفاق بیافتد. در اافزایش سنتز

 دو راه ل نیزبرای حل این مشک .ایج تیروکسین خواهند داشتای بر روی نتتغییرات تاثیر عمده

 :وجود دارد

 و TBG خاطر تغییر غلظتبتصحیح های تیروئید و  نخست محاسبه اندکس های هورمون 

 .دوم اندازه گیری مستقیم هورمون آزاد

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

 ال در بیماری نادر اتوزومال غالبعنوان مثها را می توان یافت. بال غیر طبیعی از پروتئیناشک

Familial dysalbuminemic hyperthyroxinemia (FDH)  مولکولهای  ۵۰حدود %
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ی تیروکسین را را به خود متصل برابر بیشتر از حالت عادی مولکولها ۵۰آلبومی با میزان 

 .نمایندمی

 ابینزرها برای نخستین بار توسط یبادآنتی ینا :بادی بر علیه هورمونهای تیروئید اتو آنتی

(Robbins) بادی بر  نمونه، یک نمونه می تواند دارای اتوآنتی ۲۵۰۰در هر  .گزارش شدند

ی تیروکسین تواند در اندازه گیرمی Anti-T4 خصوصباشد. این آنتی بادیها ب T4 یا T3 علیه

 . ایجاد تداخل نمایندتام و نوع آزاد 

ادیها را بتوان این نوع از آنتی یماران مینمونه های ب %30-40ر د آنتی بادی هیدروفیلیک :

 ق پشم وتنشاا اسدر پی تماس مستقیم با حیوانات و ی مشاهده نمود. این آنتی بادیها معمولا

ند نتواهمه می گوسفند و گاو، خرگوش . حیوانات مختلف اعم از موش،آیدغیره به وجود می

ای هبادیخل آنتیکه در آنها تدا ایشاتیآزممنجر به ایجاد این نوع آنتی بادی در انسان شوند. 

، CEA ،CA125 ،hCG ،TSH ،T3 ،T4 هتروفیل گزارش شده است عبارتند از:

 .و دیگوکسین HBsAg، پرولاکتین

رت ساندویچ و چه توانند در واکنشهای سنجش ایمنی چه بصوآنتی بادیهای هتروفیل می 

ت رقابتی باعث ایجاد تداخل گردند. در تستهای رقابتی این آنتی بادیها موجب کاهش صورب

 Positive) ث پاسخ با سوگرایی مثبتهای اولیه و باعجایگاههای اتصال بر روی آنتی بادی

bias) گردندمی. 

چی ساندوی قالب دارایتوان در آزمایشات های هتروفیل را میی از بارزترین تاثیرات آنتی بادییک

 (Bridge) ایجاد یک پل رابط های هتروفیل باعثمشاهده نمود. در این آزمایشات آنتی بادی

عث تی باهای هتروفیل دو ظرفیگردند. آنتی بادیبادی و تشکیل ساندویچ میمابین دو آنتی

   .گردندمی (No bias) یو یا عدم هرگونه سوگرای (Positive bias) ایجاد سوگرایی مثبت

 

 و  Fc هلی ب، وشوند اتصال نیافتهمتصل می هاالیتاین آنتی بادی ها به قسمتهایی که به آن 

2΄)F(ab یابدش میصال آنتی بادی به آنالیت کاهشوند. در هر دو حالت افینیتی اتمتصل می. 

تواند باعث کاهش شده، میا هبادیآنتیهای حیوانی که باعث ایجاد این افزودن سرم گونه  

و بز  گاو ،های مختلف همچون اسبیل گردد. مثلا گاماگلوبولین گونهتاثیرات آنتی بادی هتروف



31 

 

سرم گاو بیشتر از سرم موش  های تداخل کننده خواهد گردید.یبادباعث کاهش تحصیل آنتی

امی مثل راورده های دها را خنثی نماید و احتمالا این مسئله به مصرف فتواند این آنتی بادیمی

 .گرددشیر گاو و گوشت آن بر می

ه د دارد کوجو های هتروفیلز بین بردن اثر تداخلی آنتی بادیهای مختلف دیگری نیز برای اراه 

 :مهمترین آنها عبارتند از

 

 حذف آنتی بادی های تداخل کننده -الف

 استخراج آنالیت از نمونه -1

 نشدهافزودن سرم حیوانی ایمن شده یا ایمن  -2

 A افزودن سوسپانسیون پروتئین -3

 V/V50%  به نسبت PEG 600016%  رسوب گذاری با -4

 (توم به حراربرای آنالیت های مقادرجه سانتی گراد ) 70-9۰ رم تاحرارت دادن س -5

 

 غیر ایمن افزودن سرمهای -ب

 IgG ، آنتی هیومناختصاصی گونه IgG پلی کلونال -1

 ، آنتی بادی موشیمونوکلونال -2

 ایمونوگلوبولین های فرموله شده -3

 آنتی بادی اختصاصی برای گونه Fc قطعات -4

کننده  ات تداخلباعث کاهش اثر Fab استفاده از قطعات (RF) برخلاف فاکتور روماتوئیدی

سیله ان وعنوشود. استفاده از آنتی بادیهای مونوکلونال موشی بروفیل نمیتهای هبادیآنتی

وزه رامها مل شیمی درمانی برای درمان سرطانیا عوا Immunoscintigraphic حمل عوامل

 Human Anti-Mouse Antibodies (HAMA) نامب هاییبادیپیدایش آنتی سبب

یهای ی بادصلی شده است. غلظت این آنتی بادیها به مراتب بیشتر از آنتعنوان یک مشکل اب

 .باشدهتروفیل می
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 خل باتدا امکان ،شودمونوکلونال موشی استفاده می بادی روش هایی که از یک آنتی در 

HAMA  کننداستفاده میاست که از دو آنتی بادی موشی  یکمتر از انواع. 

 

 (Mechanical Inteference) داخل مکانیکیت

ولانی طرومبین پروت اند و یا در بیمارانی که زماننمونه هایی که کاملًا لخته نشده فیبرینوژن در

 . باعث ایجاد تداخل گردد نیند در روشهای اتوماتیک سنجش ایمتوامیدارند 

در  .شودمی از آزمایشات باعث ایجاد تداخلدر بسیاری  (Paraproteinemia) پاراپروتئینمیا

واهد تها خنمونه و کاهش کاذب مقدار آنالی بالای سرم سبب کاهش تهاین نمونه ها ویسکوزی

ایج ده و نتتصل شمها توانند به آنالیتها یا معرفاختصاصی نیز میشد. این پروتئینها به طور غیر 

 .مختلفی را نشان دهند

 

 

 (Nonspecific Inteference) تداخل غیر اختصاصی 

 رب آزاد. اسید های چافتدات پلاسما اتفاق میدلیل افزایش غلظت سایر ترکیباین نوع تداخل ب

تواند تحت تاثیر آزاد شوند. تعیین میزان داروها نیز می T4 نند باعث تداخل در تستتوامی

 ن بخصوصآه با روکسین وجود مواد مشاب، در مورد تیاتریکس قرار گیرد. به عنوان مثالاثرات م

های بیماری ولیوی ن، بیماران مبتلا به بیماریهای ک، نوزادادر افرادی مانند به خانمهای حامله

 .ج کاذب گرددتواند باعث ایجاد نتایکبدی می

 

  (Hook Effect) کاثر هو 

هوک  در آن بسیار بالاست را تحت عنوان اثر وجود پاسخ ناچیز در نمونه هایی که غلظت آنالیت

توان مشاهده نمود . در شناسند. این تاثیر را بخصوص در واکنشهای دو طرفه یا ساندویچ میمی
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تواند منجر به نتایج صورت گیرد، میچه آزمایش در یک مرحله این سری از آزمایشات چنان

 . منفی کاذب به دلیل اثر هوک شود

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

 .توان در آنها دیدبیشترین آزمایشاتی هستند که اثر هوک را می

دی آنتی با ایساندویچ یک مرحلهباشد که در یک آزمایش سم اثر هوک به این صورت میمکانی

 یتالیاد آنگردند. مقدار زبه واکنش افزوده شده و مخلوط می نشاندار و آنالیت به طور همزمان

ر دو هاختصاصی بر روی شود تا کلیه جایگاههای اختصاصی و غیرموجود در نمونه سبب می

 یستم(سر شده آزاد چه فیکس شده به فاز جامد و چه نشاندا) آنتی بادی موجود در سیستم

یستم سجاد پاسخ بسیار ضعیف در اشباع شوند. این مسئله سبب عدم تشکیل ساندویچ و ای

 .شودمی

 کاهش اثر هوک

. ودجاد نمطراحی سیستم تغییراتی ایتوان در ین بردن و یا کاستن اثرات هوک میبرای از ب

روش  .است ی بادی ثانویهاز افزودن آنت شو قبلن تغییرات افزودن یک مرحله شستیکی از ای

وجود ننده مکتوان از رقیق می ت مناسب برای نمونه هاست که در این شکلدوم استفاده از رقّ

 .فرد نرمال استفاده نمود مسر در خود کیت و یا

 

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

توان ی آنهاست. ویژگی یک آزمایش را میویژگیکی از مسائل مهم در جهت آزمایشات مسئله  

ای از مواد یا آنالیتهای شناسایی آنالیت مورد نظر مجموعه گیری یابه توانایی آزمایش در اندازه

کار رفته ارتباط داشته و انحصاری این مسئله به خواص آنتی بادی ب .ناهمگون تعریف نمود

ی آنالیت موردنظر نشان را در شناسایآنی توپ خاص، توانایی بودن ویژگی آن برای یک اپ

اپی توپهای انواع مختلف آنتی ژنها باعث ایجاد  های مشابه بر رویخواهد داد. وجود ساختار

بادی خواهد شد. این نوع رقابت اصطلاحاً تحت عنوان بین آنها بر سر اتصال آنتیرقابت ما

ل آنتی بادی به سایر مواد مقدار اتصا صل بهار آن در اواکنش متقاطع شناخته شده و مقد

 .مشابه آنالیت اصلی بستگی دارد
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اخلی، دشابه مه اشکال مختلفی وجود داشته باشند. مولکول د بنتوانمواد مشابه با آنالیت می

وها از چون داره همهای مشابای مشابه باشد و یا تزریق آنالیتهکه دارای اپی توپ تمتابولیت آنالی

 . این موارد می باشند

 ایجاد رساندن عوامل ، صحت آزمایشات بستگی به حذف و یا به حداقلاین قبیل موارددر 

 .های متقاطع داردکننده واکنش

تغیر ه ماهیت آنالیت موردنظر مماهیت عوامل ایجاد کننده واکنش های متقاطع بسته ب

، به  TSH در همین راستا به عنوان مثال در سنجش هورمون تحریک کننده تیروئید باشد.می

زنجیره آلفای  وجود تشابه زنجیره آلفا باو  (β) و بتا (α) دلیل ساختار دو زنجیره ای آلفا

قاطع یجاد واکنش های متامکان ا hCGو  FSH ،LH هورمونهای گلیکوپروتئینی دیگر مثل

بایست مطالعه بر می TSH به همین دلیل در هنگام بررسی ویژگی کیت سنجش .وجود دارد

سایر  ، β و α های مجزایآن همچون زنجیره با بالقوه ایجاد کننده واکنش متقاطعروی عوامل 

شد و مثل هورمون ر های هیپوفیز قدامیگلیکوپروتئینی و حتی سایر هورمونهورمونهای 

 .پرولاکتین صورت گیرد

 ازه گیریای در اندعوامل بالقوه ایجاد کننده واکنشهای متقاطع از اهمیت فوق العاده تعیین 

  د.باشار میستروئیدی، اندازه گیری داروها و هورمونهای گونادوتروپین برخوردهای اهورمون

ه بهای مختلف وجود دارد که بسته جهت تعیین واکنشهای متقاطع در یک آزمایش راه 

بی ترین روش تجردر آزمایشات رقابتی متداول کنند.تم طراحی شده برای الایزا فرق میسیس

 ر ادامهباشد. دطع به ماتریکس عاری از آنالیت میخالص ایجاد کننده واکنش متقاافزودن ماده 

توان به ، میو ماده ایجاد کننده واکنش متقاطعبا ترسیم منحنی پاسخ حاصل از آنالیت تنها 

ی در درصد ۵۰که باعث کاهش ای است نقطه این واکنش در اصل وجود این تداخل پی برد.

ایش صد نمباشد و آنرا بصورت درت عاری از آنالیت میه از آزمایشاهای به دست آمدسیگنال

و  Miler Valdes ر روش دیگر برای تعیین میزان ویژگی )روش میل والدسد د.دهنمی

یژگی یزا به بررسی مسئله و( بدون در نظر گیری فرمت یا طراحی کیت الاDavis دیویس

های حاوی ونهکننده واکنش متقاطع به نم پردازد. در این روش مستقیماً ماده ایجادکیت می

 .شودد تغییر در غلظت آنالیت گزارش میشود و حاصل به صورت درصافزوده میت آنالی



35 

 

 صلیختای مختلفی پیشنهاد شده از جمله هیش میزان ویژگی آزمایشات نیز راهبرای افزا

کی ودینامیترم ر شرایط، دوم تغییر دنه و سپس انجام آزمایش بر روی آنموردنظر از نمو آنالیت

  . غیره وهای ناخواسته ون تغییر زمان و دمای انکوباسیون، جذب آنتی بادیآزمایشات همچ

 

 ت های کیفیارزیابی کی 

خش از بشوند در این از آنجا که اکثر تستهای کیفی در ارتباط با بیماریهای عفونی مطرح می

 .پردازیمعفونی می هایروشهای ارزیابی تست های کیفی بخصوص در زمینه بیماری کتاب به

 ر نظردهای عفونی سه جزء برای آزمایشات برای بررسی آزمایشات بکار رفته جهت بیماری

 :شوندگرفته می

 ها و پروتوکلودن آزمایش شامل بهینه سازی معرفعملی ب -1

 های عملکرد آزمایشتعیین شاخص -2

 مداوم عملکرد آزمایش در حین استفاده روزمره پایش یا بررسی -3

 

 مطالعات کاربردی و عملی و آزمایش -1

لف قدم باید مشخص نمود که آیا معرفهای بکار رفته قادرند غلظت ای مخت در اولین

آیند ک فری. این مرحله ی مربوط به عامل عفونی تحت بررسی، را شناسایی نمایندهابادیآنتی

رای زمایش بودن آتوانند از عملیاتی بباشد و میونه ها قابل انجام میسریع بوده و با حداقل نم

  .مراحل بعدی خبر دهد

 

 نمونه های به کار رفته برای مطالعه عملی آزمایش

  ها )استانداردها(سرم کنترل
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لازم  رفهایونی نیازمند وجود سرم ها یا معهای عفآوردن یک تست الایزا جهت بیماری وجودب

هایی است که با بادینتی. در آزمایشات الایزا غیر مستقیم هدف یافتن آبیماری استبرای آن 

 ایجاد از سوی دیگر تلاش در جهت یابند.از قبل چسبیده به پلیت اتصال می هایآنتی ژن

بادی( آنتی حاوی آنتی بادی( و منفی )فاقد)های مثبت آزمایشی از که بتواند به این نمونه

 .ینداختلاف ایجاد نما

بر  تی بادین آنتا پنج سرم که از مقادیر بالا تا پایی چهار در این سری آزمایشات استفاده از

 ،یرل منفبسیار مفید خواهد بود. از سوی دیگر جهت کنت علیه عامل عفونی را دارا باشند

نه های ا نمودر ارتباط ب باشند.های باشند نیز لازم میبادیآنتیهایی که واقعیت چنین نمونه

 دن شدیدن داو تکا رکر. بعنوان مثال از فریز کردن مبایست به نکاتی نیز توجه داشتمثبت می

کان تگردند. ون ناتوراسیها دچار دنآنتی بادیهای موجود در نمونه تا نه ها باید پرهیز نمودنمو

ها و کم شدن ها در قسمت حباببادیجاد حباب و قرار گرفتن آنتیتواند باعث ایدادن سرمها می

 تکان شوند باید به آرامیمی هایی که از فریز خارجمآن در سایر نواحی سرم گردد. سر

 .شوندهداد

. در رددگبا افینیتی بالا نیز  IgM هایتواند باعث شکسته شدن مولکولتکانهای شدید می 

ها بصورت ی ژنانده و با آنتافینیتی پایین در این نوع از سرمها باقی مهای با  IgG حالیکه

ان ها است که با تکز نکات مهم مسئله حمل فیزیکی نمونهیکی ا پس. ضعیف واکنش می دهند

 تواند بهد میآن ها به مقدار کم وجود دار های مثبت درشدید نمونه هایی که آنتی بادی دادن

 .شکل منفی در آید

  

 تکرارپذیری

ن آورد دستن کیت طراحی شده برای مراحل بعدی، ببودید آماده ئنخستین اقدام در جهت تا

ف و ای مختلپلیته های یکسان درباید از نمونه. برای این منظور باشدقابل تکرار از آن می نتایج

پلیت و در  ۱۰ل ها را بر روی حداقنوبتهای مکرر استفاده نمود. در شرایط ایده آل باید نمونه

 پذیریکرارتتواند حاکی از درصد می ۱۵کمتر از  CVاد. نوبت مختلف مورد آزمایش قرار د ۱۰

 .مورد طراحی باشدت مناسب کی
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 تنظیم هر یک از پارامترهای آزمایش 

کونژوگه و محلول  سرم، ،تعیین غلظت مناسب و صحیح آنتی ژنهای متصل شده به پلیتبرای 

 Chessboard or Checkerboard ردوچکرب سوبسترا باید از تیتراسیون

Titratio(CBT)   ها هر پارامتر در کنار سایر پارامتراستفاده نمائیم. در این نوع تیتراسیون

تواند گردد. آزمایشات دیگری نیز میر مناسب آن برای آزمایش تعیین میتنظیم گردیده و مقدا

 شوکننده، محلول شسترقیقمولاریتی  و Ph ، زمان،کننده دمای مناسب به انکوباسیون تعیین

 .پتور ها و غیره باشدرفته اعم از پی کارو بافرهای بلوکینگ و تجهیزات ب

 

 حساسیت و ویژگی آنالیز 

 یصکمترین مقدار قابل تشخآزمایشاتی در جهت تعیین حساسیت )در همین زمینه باید 

 ا عواملبرتبط های مآنالیتجاد واکنش متقاطع با سایر عدم ایآنالیت که تحت بررسی( و ویژگی )

 .عفونی( برای کیت ساخته شده انجام گیرد

 (End point dilution analysis) تبرای تعیین حساسیت از روش آنالیز آخرین تیتر رقّ

اده استف ا نتوان شناسایی نمودبادی رکه در آن با رقیق کردن سرم تا حدی که دیگر آنتی

 . نمایندمی

 حیوانات شود که ازاستفاده می یهاییا اختصاصیت آزمایش نیز از پانل سرم برای تعیین ویژگی 

دهنده  اکنشوهای نی بوده و احتمال وجود آنتی بادیهای مشابه عفویا افرادیکه دارای بیماری

 . نمایندطع در آنها زیاد باشد استفاده میمتقا

 های عملکردی کیتتعیین شاخص -2

بات رساند را در عمل به اثآزمایش، پتانسیل استفاده از آنن های عملی بودپس از آن که تست

باشد. در این زمینه باید حساسیت مرحله بعدی تعیین شاخصهای عملکرد برای کیت می

 و اختصاصیت یا ویژگی تشخیصی Diagnostic sensitivity (D-SN) تشخیصی

Diagnostic specificity (D-SP)  دارای بیماریست . در اصل تعداد افراد مشخص شود

 منفی . افراد بیماری را را نیز که در آزمایش جوابانده در آزمایش مثبت شناخته شدهک
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تعداد افراد  D-SPتلقی می نماییم.  (False Negative) اند را اصطلاحاً منفی کاذبگرفته

ای ودهآلافراد غیر که در آزمایش نتیجه آنها منفی شده است. در این قسمت نیز ستفاقد بیماری

 اینمونهنامند. تعداد می (False Positive) اند اصطلاحاً مثبت کاذبکه پاسخ مثبت گرفته

ای برخوردار العادهگیرند از اهمیت فوقمورد استفاده قرار می D-SP و D-SN که برای تعیین

، در مواردی که هدف از ستفاده از آزمایش باید تعریف شوداست. در همین راستا هدف ا

ای که باعث اری بسیار وخیم عفونی است آستانهایش استفاده از آن برای شناسایی یک بیمآزم

داد بطوریکه هیچ توان پایین قرار گردد را میمنفی می سرمهایاز جداسازی سرمهای مثبت 

بندی نگردد. این مسئله نیز منجر به کاهش اختصاصیت عنوان غیر آلوده طبقهای بفرد آلوده

 .شودسنجش می

ده شراحی از سوی دیگر چنانچه آزمایش برای یک بیماری که از شدت اندکی برخوردار است ط

وارد مر این تلقی نشود. دآلوده  باشد باید حد آستانه آن را بالا گرفت تا فرد غیر آلوده،

دی ات تائیزمایشآنوان یا ویژگی بالای آزمایش مورد انتظار بوده و اغلب از آنها به عت اختصاصی

  د.شوفاده میاست

 

 

 

 

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

 انجام (D-SP, D-SN) ، ویژگی تشخیصییرین راه برای تعیین حساسیت تشخیصمناسب ت

ه یر آلودغده و فرانس از هر دو گروه مثبت و منفی، یا آلوسرم ر  آزمایش بر روی تعداد زیادی

 :ی عبارتست ازبرای تعیین حساسیت مطلوب تشخیص باشد. فرمول مورد استفادهمی

n = [4 × ds × (1 − ds)/e2]  

حساسیت  ds ،رد نیاز برای آزمایش با روش جدیدتعداد نمونه های مو n در این فرمول 

عنوان مثال باشد. بخطای مجاز برای حساسیت تشخیصی میمقدار  e تشخیصی مورد نظر و
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باشد، تعداد  ±%5 باشد و خطای مجاز روشدر نظر گرفته شده  %۹۵چنانچه حساسیت مطلوب 

نمونه  ۷۶برابر با   [0.52/(0.95-1)× 0.95 × 4]شنیاز برای آزمایحیوان یا سرم مورد 

        % احتمال خطا برسانیم ۲با  %۹۹چنانچه بخواهیم از حد مطلوب را به حال خواهد بود. 

 یابد .نمونه آلوده افزایش میفرد یا  ۹۹این تعداد به  99=[0.022/(1-0.99) × 0.99 × 4]

های متفاوت هر یک از افراد فاکتورهای مختلفی همچون سن، جنس، مرحله عفونت، پاسخ

های دیگر بیماری و تاثیر مزمن تا حالتهای پاسخ های متفاوت میزبان در حالت نسبت به عفونت،

باید برای انتخاب  گذارند. از این روتغذیه و محیط همگی بر روی پاسخ آنتی بادی تاثیر می

ق مد نظر قرار گیرند. یکی از راههای کاهش خطای ناشی از شود تا موارد فوعی تعداد نمونه س

باشد. به همین منظور برای بررسی اعتبار یک روش تستهای آماری، افزایش تعداد نمونه می

. در همین لازمست تا تعداد کثیری )صد ها( از نمونه دارای آلودگی مورد آزمایش قرار گیرند

باشد. برای تعیین اختصاصیت یا عدد نمونه سرم مورد نیاز می 5۰۰ - 10۰۰قسمت حدود 

سط هزار عددبه طور طور متواد کثیری نمونه انتخاب شود که بویژگی آزمایش نیز باید تعد

    شد.بانمونه سرم مورد نیاز می ۵۰۰۰آل تا ایده

 

 

 آلودهاستاندارد طلایی طبقه بندی افراد غیر 

لف وش مخترباشد باید از یک روش و یا ترکیب چند اینکه ثابت شود فرد غیر آلوده میبرای 

تا  ه شدهاستفاده کرد. نتایج حاصل از روش جدید باید با سایر روشهای استاندارد مقایس

اند هکار رفتلایی بطکه به عنوان استاندارد  پایه تعاریف آماری آزمایشاتیبرآزمایش معتبر گردد. 

  د.گردوابسته و روش مورد آزمایش بعنوان متغیر وابسته تلقی می غیر بعنوان متغیر

 ایط زیررای شرشوند باید داستم افرادی که به عنوان گروه غیرآلوده شناخته میدر این سی حال

 : باشند

 .شدوده باه بیماری حداقل برای سه سال در آن محل اندمیک نبکاز مناطقی انتخاب شوند  -1

نین بر اند و همچافرادیکه در طی سه سال اخیر فاقد هرگونه علامتی برای بیماری بوده از -2

 .اند انتخاب شوندعلیه بیماری واکسینه نشده
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ال اخیر با س ۲-۳نواحی گرفته شوند که در آنها هیچ علامتی از پاسخ آنتی بادی در طی از  -3

 .آزمایشات مکرر مشاهده نشده باشد

واحی ن اد درا گرفته شده باشد که نزدیک به محل اندمیک بوده و افرهاز افرادی که نمونه -4

   شد.نزدیک آنها آلوده نبوده با

 

 استاندارد طلایی برای طبقه بندی افراد به عنوان افراد آلوده

ده شرفته گعنوان سرم مثبت در نظر لف برای استفاده از سرم افراد بچندین استاندارد مخت

 :است

گردد. تنها ان استاندارد طلایی مطلق تلقی میعنواین مسئله باثبات وجود عفونت:  -1

نمودن  ، جداریافراد بعنوان افراد مبتلا به بیماتلقی نمودن طلایی واقعی برای استاندارد

 .ری استبیما ژیک قطعی برایراد و یا داشتن معیار هیستوپاتولارگانیزم عامل عفونت از اف

کاری  ز فردای(: گاهی جدا نمودن ارگانیسم امقایسه ای )استاندارد نسبیسرولوژی مقایسه -2

عملی است. در این نوع شرایط، روشهای غیرممکن یا تکنیکی بسیار سخت و غیر 

ار کدید بجمقایسه با روش طراحی شده عنوان روش استاندارد برای توانند بتر میدقیقغیر

مایشات ی از آزسرولوژیکی یا با ترکیبهای سری از موارد که روش جدید با روشاین  در روند.

لاحاً محاسبه شده برای روش جدید را اصط D-SP, D-SN گیرند،مورد ارزیابی قرار می

 دلیل وجودنامند. بخیصی میحساسیت نسبی تشخیصی و اختصاصیت یا ویژگی نسبی تش

و  D-SP  ،داردهای طلایی در این نوع مقایسهامکان مثبت کاذب و منفی کاذب برای استان

D-SN نسبی محاسبه شده از میزان واقعی خود پایین تر هستند. 

 استانداردی برای مقایسه-آلودگی تجربه یا واکسیناسیون

ادی مورد استفاده قرار گیرد، سرمهایی است که تواند برای پاسخ آنتی باستاندارد دیگری که می

 استانداردها این قوت نقطه د.شگرفته می هصورت متوالی در طی چند ماه فرد آلوده یا واکسینب

 اولیه مراحل در بادیآنتی تولید شناسایی برای را شده طراحی روش توانایی که است این در

 با دیگر سوی از. نمایندمی مشخص  نیز را بیماریزا عامل علیه بر بادی آنتی پاسخ روند و داشته

که شواهدی دال بر آلوده صورتی در. پرداخت نیز درمان ارزیابی به توانمی استاندارد نوع این
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-2 بادی مشخصی در حینبودن فرد وجود داشته و ارگانیسم نیز از فرد جدا شود ولی آنتی

 ولی. بود خواهد پایین روش این آنالیتیکی حساسیت نگردد شناسایی جدید روش با ماه  3

از حساسیت  حاکی مسئله این گردید شناسایی دیگر ایروشه از سریعتر بادیآنتی چنانچه

باشد. تفسیر نتایج به دست آمده از این سری از استانداردها ی روش طراحی شده جدید میبالا

جزء چندین  باید با دقّت صورت گیرد. نوع سرم مورد استفاده،راه تماس و دوز به کار رفته

اوت شود که ممکن است با عفونت طبیعی متفلیه برای پاسخ آنتی بادی تلقی میفاکتور او

باشد. همین مسئله برای واکسیناسیون نیز وجود دارد. بنابر این باید توجه شود که آلودگی 

 محاسبات  تجربی برای ایجاد پاسخ آنتی بادی تا حد امکان باید شبیه آلودگی طبیعی بوده تا

D-SP  وD-SN که این مسئله نیز به سختی امکان پذیر است یئاز آنجا همراه نباشد. خطا با

به دست آمده با این روش نباید به عنوان تنها معیار برای تعیین  D-SNو  D-SPاطلاعات

 .روش طراحی شده مد نظر قرار گیرد

 

 آزمایشات تصادفی افراد مناطق اندمیک بیماری

ر دپذیرد. استانداردی برای مقایسه انجام میسازی یک روش بدون وجود هر نوع گاهی معتبر

ورت ای یا ترکیبی صبرپایه ابزارهای آماری همچون آنالیزهای خوشهاین موارد معتبرسازی 

 .گیردمی

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

 ذیری آنرار پپس از مطالعات اولیه کاربردی یا عملی بودن آزمایش و به دست آوردن میزان تک

نجام با ا  D-SN و D-SP میزانهای و تهیه سرم سری یک مرجع یسرمها بانک از بایستمی

کرار ایی تهای متوالی در یک آزمایشگاه مشخص شود. این آزمایشات در اصل بیانگر توانتست

ی بایست تست بر روباشد. برای بررسی تجدید پذیری میپذیری آزمایش طراحی شده می

 .دآن به دست آی های مختلف صورت گیرد تا میزان تجدید پذیریا در آزمایشگاههسرم

شگاههای بین آزمای %۹۵یری و همبستگی پذ تکرار آزمایشات در%  ۱۵میزان ضریب تغییرات 

 .گرددعنوان معیار برای بررسی نتایج ان قبیل آزمایشات تلقی میمختلف ب
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 ( Cut off انتخاب آستانه مثبت و منفی )حد آستانه

توان به پراکندگی شیوع افراد آلوده و غیر میهای رفرنس پس از آزمایشات لازم بر روی سرم 

آلوده به بیماری پی برد. از یک منحنی برای ترسیم پراکندگی این دو گروه استفاده نموده که 

 در آن محور عمودی بیانگر تعداد و محور افقی بیانگر نتایج آزمایشات در گروههای مختلف

باشد. در بخشی از این منحنی دو گروه گروه( می بیست تا و%  ۱۰-14 ،% ۵-۹  ،% ۰-۴)  

نی را نحد که چنانچه در درصد کمی از دو مگیرنرار میآلوده و غیر آلوده بر روی یکدیگر ق

 شامل شود

-Dو D-SP و ناحیه این میان در که دهدمی تشکیل را انتخابی آستانه حد این%(  ۲مثلًا )

SN   حد  ،%( ۱۰تر باشد )مثلاً بزرگتر و وسیعد شد. ولی چنانچه این ناحیه خواه%  ۹۹ هردو

سمت  و (D-SNبه نفع) کاذب منفی تعداد شدن کمتر و چپ سمت به بایستمی آستانه

( که هر دو این مسائل D-SPبه نفع ) ستن از مثبت های کاذب منتقل شودراست به منظور کا

 .د داشتنبستگی به هدف آزمایش خواه

 کنیم؟تشخیصی را محاسبه می یر معیارهایو سا D-SP و D-SN چگونه

یمار بی مربوط به افراد هابیماری و انجام تست بر روی نمونهپس از مشخص شدن وضعیت 

 (۳-۲بایست اطلاعات مختلف زیر گردآوری شده و در یک جدول رسم گردد.) جدول می

 (True Positive) TP آزمایش  که پاسخباشند می ییا مثبت واقعی: منظور از افراد بیمار

 .باشدآنها نیز مثبت می

(True Negative) TN باشند که پاسخ ی: منظور از افراد غیر بیماری مییا منفی واقع

 .آزمایش نیز در آنها منفی گزارش شده است

(False Positive) FP یش آنها باشند که پاسخ آزمامثبت کاذب: افراد غیر بیماری می یا

 .مثبت گزارش شده است

(False Negative) FN نها منفی باشند که پاسخ آزمایش آیا منفی کاذب: افراد بیماری می

 .گزارش شده است. برای محاسبه حساسیت تشخیصی از فرمول زیر استفاده می نمائیم

 تست بیمار غیر بیمار
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FP TP مثبت 
TN FN منفی 

 3-2جدول 

D-SN =
TP

(TP + FN)
× 100 

 

 زیرو برای محاسبه ویژگی تشخیصی از فرمول 

D-SP =
TN

(TN + FP)
× 100 

 . استفاده می شود

گیرند یمشخیصی کیفی مورد استفاده قرار های دیگری نیز برای بررسی تست های ت معیار  

 :که از آن میان می توان به موارد زیر اشاره نمود

 (Predictive Value) مقدار پیش بینی - 

ار در تستهای این مقد:  (Positive Predictive Value) ارزش پیشگویی کننده مثبت

اند و از رفتهایش، جواب مثبت گآزم ایانگر درصد افراد بیماریست که بدرستی بب اصلدر مثبت 

 فرمول زیر برای محاسبه آن استفاده می شود

PPV =
TP

(TP + FP)
× 100 

های : این مقدار در تست(Negative Predictive Value) ارزش پیشگویی کننده منفی

اند و از هکه بدرستی توسط آزمایش، منفی طبقه بندی شد غیر بیماریستمنفی بیانگر افراد 

 .فرمول زیر برای محاسبه آن استفاده می شود

NPV =
TN

(TN + FN)
× 100 



44 

 

 (Efficiency) میزان کارایی - 

یح که توسط آزمایش به طور صحست تشخیصی در اصل به درصد افرادیت یک کارایی کلی 

الت یز دخند اطلاق شده و در آن میزان شروع بیماری ناهبیمار و یا سالم تشخیص داده شد

  م.ن از فرمول زیر استفاده می نمائیدارد. برای محاسبه این میزا

EF =
(TP + TN)

(TP + FP + TN + FN)
× 100 

 (Youdenʼs) اندیکس یودنس - 

لم یا فراد ساوع بیماری نشانگر درصد ایتوجه به شکارایی بدون برخلاف میزان  اندیکس یودنس

 .اندماری است که صحیح تشخیص داده شدهبی

J=Se+Sp-1 

 .ویژگی است Sp حساسیت و Se در این تساوی 

 (Likelihood Ratios) های احتمالینسبت -

رح طعیین میزان صحت یک آزمایش های مهمی برای تنسبتهای احتمالی بعنوان پارامتر 

 .گرددمی

به نسبت احتمال وجود بیماری به  اصلهای احتمالی نتایج مثبت آزمایش: این نسبت در نسبت

=+LRاحتمال عدم وجود بیماری در موارد پاسخ مثبت آزمایش می باشد Se (1-Sp)⁄ 

اول بوده ولی در مورد  های احتمالی نتایج منفی آزمایش: این نسبت نیز همانند موردنسبت 

-LR رود که جواب آزمایش منفی شده استکار میآنهایی ب = (1-Se) SP⁄ 

 

  بررسی مداوم عملکرد آزمایش در حین استفاده روزمره یا پایش
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زانه رد روهای کیفی، بررسی مداوم عملکرد آزمایش در حین کاربآخرین بخش در ارزیابی کیت

اصل یش در فوآن است. این بخش با انجام آزمایشات تکرارپذیری و بررسی حساسیت آزما

 .گیردزمانی مناسب صورت می

 

   الایزا توسط مصرف کنندههای کنترل کیفی تست

فیت رل کیهای الایزا فرایندهای تضمین کیفیت و کنتمرحله دوم در پروسه کنترل کیفی کیت

 .وندشهای تشخیص طبی رعایت در حین تولید و هم در آزمایشگاه است که ضرورت دارد هم

 (Internal QC) کنترل کیفی داخلی

 تدقّ وشود و از دامنه قابل قبول صحت ای طراحی میسیستم کنترل کیفیت داخلی به گونه

ت هایی که از نظر بالینی از اهمیّ طمینان حاصل شود. )بخصوص در غلظتآزمایش ا

مواد،  یداری، پاباید بطور منظم عملکرد دستگاهها ای برخوردارند.( در این سیستمالعادهفوق

مایش توانند بر آزمیل تمامی فاکتورهایی که به هر شکتکنیک، شرایط آزمایش، حمل نمونه و 

 .تاثیر بگذارند تحت بررسی قرار گیرد

اید در تند بی از نظر بالینی هسهای کنترلی که دارای دامنه غلظت مهمّ در این سیستم نمونه

این نوع  هر سری آزمایش و یا به صورت منظم در یک دوره مشخص مورد آزمایش قرار گیرند.

ا بهند و گذشته تا حال آزمایش انجام شده را نشان دتوانند یک شمای کلی از ها مینمونه

 ویدترین ت. مفورد نتیجه آزمایشات پرداختوان به قضاوت در ممقایسه نتایج با نتایج قبلی می

حنی دست آمده و پارامترهای آماری مربوطه، به شکل منشایعترین شکل نمایش نتایج ب

Shewhart م ناتوسط شخصی ب گرفت و بعداًه قرار باشد. نخستین بار مورد استفادمی

Levey-Jennings به آزمایشگاه بالینی انتقال یافت. 

روز محاسبه نمود  ۲۰ها را در طی مدت ید میانگین و انحراف معیار کنترلدر این نوع منحنی با

و نتایج را بر روی محور عمودی و تاریخ را بر روی محور افقی نمایش داد. در این منحنی 

در پایین خط میانگین معیار  سه انحرافمعیار در بالا و  سه انحراف تاو  میانگین در وسط

 های کنترلی بهترین روش برای شناسایی مشکلاتی همچون سوگراییشود. منحنیکشیده می

(Bias) ّت کم آزمایشو یا دق (Poor Precision) جهت تفسیر نتایج حاصل از باشندمی .
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ترین روش مورد بر روی نتایج آنها مفیدترین و شایع میم گیریهای کنترل کیفی و تصمنحنی

 .باشدمی  Westgard analysis یا Multi rules shewhart   استفاده

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

 

 

 Levey Jenningsیا  Shewhart.منحنی 3-5شکل 

 

 

 (Westgard) وستگاردآنالیز  

 .گیردنتایج مدنظر قرار می یا ردقبول ومعیار برای  Westgard  ،۶زدر آنالی

ه باشد خارج شد -3SD یا +3SD : در این قانون چنانچه مقدار یک کنترل از حدs31 قانون 

 .باشدنتایج غیرقابل قبول می
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 3-6شکل 

هشدار  مترد شده باشد علا -2SDیا +2SD: در این قانون چنانچه مقدار کنترل ازs21 قانون

 .مورد بررسی قرار گیردحنی ده و باید برای سایر معیارها،مندهنده تلقی ش

ج غیرقابل ایباشد نت ±2SDکه مقدار کنترل در دو نوع نوبت آزمایش بیشتر از: زمانیs22 قانون

 .قبول هستند 

 و +1SDاز  متوالی مقداری بیشچهار روز : در این قانون چنانچه مقدار کنترل در s14 قانون

 .ر قابل قبول خواهد بود داشته باشد نتایج غی 1SD-ازیا کمتر 

 

آن بیش از  ین نتایج کنترل با نتایج روز قبل: در این قانون چنانچه اختلاف مابs4R قانون 

4SD باشد نتایج رد خواهد شد. 
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روز متوالی بیشتر یا  10دست آمده است کنترل در : در این قانون چنانچه نتایج ب𝑋̅ 10 قانون

 . کمتر از حد میانگین باشد نتایج غیر قابل قبول خواهد بود

سری از معیارها نشاندهنده خطاهای تصادفی یک Westgard در معیارهای بیان شده از سوی  

، باشندیدهنده خطاهای سیستمیک میکسری نشان s4R و s31 هستند همانند Randomیا 

 s22و  s14  ،𝑋̅10 همچون

  

  

ت نسب Levey-Jennings charts یا Shewharts هایاز آنجاکه نتایج حاصل از منحنی 

 یمنحن ری مورد استفاده قرار گرفت که بنامبه تغییرات اندک حساس نیستند، منحنی دیگ

Cusum مشهور می باشد . 

اده قرار مورد استف (Systemic Bias) این نوع منحنی اکثراً برای وجود سوگرایی سیستمیک

ا با ف آنهدست آمده از کنترل، اختلانحنی بجای رسم تک تک نتایج بگیرد. در این نوع ممی

های شود. حاصل جمعمیزان هدف محاسبه و با مقادیر حاصل از اختلاف نتایج قبلی جمع می

 .گردددر نتایج می ار شدن خطاهای سیستمدست آمده سبب افزایش میزان اختلافات و آشکب

، این نوع دباشبه سختی قابل تفسیر می Cusum هایدست آمده از منحنییکه نتایج بئاز آنجا

  .منحنی کاربرد چندانی در آزمایشات سنجش ایمنی ندارد

 (External QC) کنترل کیفی خارجی

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

شود. در این سیستم ، نمونه های کنترل سیستم کنترل کیفی داخلی محسوب میمکملی برای 

ند سایر باید همان هاشود که در این آزمایشگاهآزمایشگاهها ارسال می هکیفی یکسانی به کلی

ستم سی دو ها را هم تحت آزمایش قرار داده و نتایج را گزارش نمایند.این کنترل نمونه های خود

کیفیت و بازده آزمایشات  عنوان دو جزء ضروری برای ارزیابیه کنترل کیفی داخلی و خارجی ب
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ت آزمایشگاه و ها معمولًا سیستم کنترل کیفی داخلی دقّباشند. در این سیستممطرح می

 .دهندی صحت آزمایشگاه را مورد بررسی قرار میسیستم کنترل کیفی خارج

 در تست های الایزاو رفع مشکل  یملنکات ع

 الایزا هایی در تستملنکات ع

 هنجمع آوری و نگهداری نمو -1

 ل گاهاً ین حاتقریبا تمام سنجش های ایمنی از سرم به عنوان نمونه استفاده می نمایند با ا

ی مجدد نه گیرکافی نبودن میزان سرم و یا پرهیز از نمولی نظیر لایممکن است آزمایشگر به د

به  شور کیتد برواز نمونه پلاسما برای سنجش یک آنالیت استفاده نماید. در اینگونه موارد بای

 گر درات بررسی شود تا نوع نمونه توصیه شده برای آن سنجش خاص مشخص گردد بویژه دقّ

نعقادی اه ضد باید مشخص شود که از چه نوع ماد کیت استفاده از پلاسما نیز توصیه شده باشد

ه دیم تهیست ترامی توان برای بدست آوردن پلاسما استفاده کرد. اگر پلاسما با استفاده از سی

ز رخی ابق شدن پلاسما ممکن است سنجش با صحت کافی انجام نشود. یشده باشد به دلیل رق

به  EDTAه از در استفاده از پلاسمایی کضد انعقاد ها بر سنجش تاثیر سوء دارند برای مثال 

ننده کیه شلات  EDTAعنوان ضد انعقاد استفاده شده است باید با احتیاط برخورد شود. 

 ی نماید.( کو فاکتور آنزیم آلکالن فسفاتاز را مهار مZnقوی یونهای فلزی است و روی )

ا روره آز انزیم آفلورید سدیم که به عنوان نگهدارنده قند استفاده می شود می تواند فعالیت  -

ه فاده شدر استنشانگمهار کند بنابراین در سنجش هائی که از آنزیم اوره آز به عنوان ماده 

ی ده قوکند. علاوه بر این باید توجه داشت که سدیم آزاید یک مهارکنناست تداخل می

ز است کسیداکسیداز است و هرگز نباید در سنجش هائی که نشانگر آنزیمی آن پراآنزیم پرا

 از نمونه حاوی سدیم آزاید استفاده شود.

ر ت منجورنیکه ممکن اسدر هنگام گرفتن نمونه باید توجه شود که طولانی شدن بستن ت -

ا هالیت نآپروتئین های حامل در خون شود که این مسئله در سنجش برخی از ر به تغییر د

 گذارد.تاثیر می
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مورد  نالیتلیپمی در سنجش برخی از آنالیت ها تداخل می نماید بویژه زمانی که آ اً گاه -

آب  ریز وبین دو فلز آب گ سنجش یک مولکول آب گریز است. در این شرایط توزیع آنالیت

ل حامن ها به پروتئیشود. در مورد برخی از آنالیتدوست به دلیل وجود لیپیدمختل می

 نالیتشوند برخی از عناصر سرمی نظیر اسید چرب آزاد ممکن است در اتصال آمتصل می

ر دن اثر تداخل نماید و سبب سنجش کاذب میزان آنالیت آزاد شود. ای به پروتئین حامل

ن ابرایسنجش هورمونهای تیروئیدی که بصورت آزاد در سرم وجود دارند اهمیت دارد بن

 .گیری برخی از آنالیت ها وضعیت ناشتائی ضروری باشد ممکن است که در اندازه

 تواندی مولیز در زمان جداسازی سرم از لخته باید از ایجاد همولیز اجتناب شود چرا که هم -

یت های ایمنی آنزیمی باشد. هموگلوبین به دلیل ماهیک عامل مداخله گر در سنجش

( Hemeمولکول آهن و هم )فعالیت پراکسیدازی و همچنین به دلیل وجود  ،پروتئینی

ند و کسریع تواند سرعت واکنش پراکسید هیدروژن و کروموژن را تعلاوه بر اثر تداخلی می

 ژن و بطور کاذب باعث افزایش جذب نوری شود. علاوه بر این هموگلوبین واکنش آنتی

. دهدمی تعادل رسیدن واکنش را افزایش کند و زمان بهغییر میآنتی بادی را دستخوش ت

طور نرا بآ( اثر دارد که سنجش Free T4آزاد )  T4همولیز بویژه در سنجش هورمون 

 دهد .کاذب کاهش می

خی از بر بر تاثیر داروها ک ویفیزیولوژ ⸲در هنگام نمونه گیری باید به تغییرات روزانه -

 ها توجه نمود.آنالیت

رجه دهای قابل اندازه گیری با روش سنجش ایمنی آنزیمی تا حدودی در آنالیت اکثر -

ها از آنالیت این حال در مورد برخی ( پایدار هستند. بادرجه 2 – 8حرارت اتاق و یخچال )

 حداکثر  ACTHباید نکات خاصی رعایت شود. برای مثال درمورد PTHو   ACTHنظیر

ر این دساعت توصیه شده است و  2وی خون زمان مجاز برای نگهداری نمونه پلاسما برر

سما گیری برای جداسازی پلادقیقه پس از نمونه 30ثر ظرف مدت حالت نیز باید حداک

 ه مدتعمل سانترفیوژ انجام شود. بهتر است که در صورت نگهداری پلاسما روی خون ب

ن از پس از جدا شد  ACTHساعت این عمل در یخچال انجام شود. پایداری 2بیشتر از 

ه کنمی باشد و باید توجه داشت  بدرجه مناس -20ی در فریزر تخون در یخچال و ح

 . باید در لوله های پلاستیکی نگهداری شود  ACTHنمونه پلاسما برای سنجش
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در درجه حرارت  TSH, T3, T4, PRL, FSH,LHها نظیر با این حال اغلب آنالیت

 مانند.درجه تا چندین ماه پایدار می -20یخچال تا یک هفته در فریزر 

ریز و فها نسبت به اما برخی از آنالیت، شوداز دوباره ذوب و فریز کردن سرم باید پرهیز   -

ز یا هر بار فری درصدی را در 1مثلا پروژسترون کاهش ، ذوب شدن مجدد مقاوم هستند

 هد. این امر در مورد تستوسترون نیز صادق است.دذوب شدن نشان می

 نکات مهم درمورد نحوه صحیح کار با سمپلر  -2

ک یجرای اهای الایزا یکی از مهمترین عوامل در اهکاضافه نمودن معرف ها و نمونه به چ 

 شود قبل ازنکه این عمل توسط سمپلر انجام میسنجش صحیح و دقیق است. با توجه به ای

 بودن سمپلراطمینان حاصل شود. زمایش باید از کالیبرانجام هر ا

 بارتند از:نکته میتواند مفید واقع شود. این نکات ع 10لرها برای استفاده بهینه از سمپ

هایی مدر سمپلرهایی که برای حج ها معمولاً رنوک سمپل (Prewet)پیش مرطوب کردن   -1

و خالی  مونه پررتبه نوک جدید را با نم 3 تا 2شوند باید میکرولیتر استفاده می 10یش از ب

 نمود.

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

و ید میز کنتهای نوک را با دستمال از ریختن نمونه: به ارامی کناره ها قبلنوکمعاینه  -3

 لرتماس نیابد.مراقب باشید دستمال با نوک سمپ

 ،دنده باشنها غلیظ یا چسبلر به کار رود.در مواردیکه نمونهاستفاده از سمپروش استاندارد  -4

ه را ده نمونشار دان ابتدا پیستون را تا انتها فآتوان استفاده کرد که در معکوس نیز می شاز رو

 نماییم.میتا اولین ایست نمونه را خالی کشیده بعد با فشردن 

تی یک کنواخاز هر بار کشیدن نمونه باید بطور ی توقف یکسان  پس از هر بار کشیدن: پس -5

 لحظه تامل نمود و بعد نمونه را در لوله یا در ظرف هدف خالی کرد.

ر های سمپلنارهت شود تا نمونه با کسمپلر را مستقیم از داخل نمونه خارج کنید. باید دقّ -6

 تماس حاصل نکند.
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از  گیریلواین امر به دلیل ج  برسانیدتماس دست با نوک سمپلر و سمپلر را به حداقل  -7

 باشد.نها میآو یا سمپلر و بر هم خوردن ظرفیت نتقال حرارت بدن شما به نوکها ا

 mm2-5 د ین ببرید. معمولا مقدار صحیح حدودر نمونه پایصحیح تا حد  لر رانوک سمپ -8

 پایین تر از تقعر سطح نمونه در لوله است.

شوند می ر فیتسمپل بااده نمایید. باید تنها نوکهایی که کاملا از نوک سمپلر مناسب استف -9

 استفاده شوند.

ر از سمپل از سرعت و فشار ثابت برای فشردن پیستون سمپلر استفاده نمایید. برای هر -10

 .نها استفاده کنیدآها و خالی کردن ها سازی ملایمی برای کشیدن نمونهفشار و ر

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

ون ی پیسته برای تخلیه حجم برداشتکر استفاده شود بدین معنی فقط از اولین مکث سمپل -

ائین پدوم  سمپلر را فقط تا مکث اول به پائین فشار دهیم. در صورتی که پیستون تا مکث

 آورده شود ایجاد حباب می نماید که در سیستم سنجش تداخل می کند.

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

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

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

 .است که مقداری از سرم یا معرف به دیواره باقی بماند 

وک نمام تمایع در  حاله استفاده می شود باید حتما سطکان در صورتی که از سمپلرهای چند

اشت ی بردسمپلرها چک شود و برای وجود حباب و یا بسته بودن نوک سمپلر بررسی شود. برا

 ی کردنپیستون سمپلر را تا مکث اول به طرف پائین فشار دهید و برای خال، حجم مناسب

 طرف پائین فشار می دهیم.حجم برداشته شده نیز تا مکث اول پیستون را به 

 نکات مهم در مورد شستشو -3 

 کیباتی کهعملیات شستشو جهت جداکردن ترکیبات اتصال یافته به کف چاهک از تر -

ن و آگیرد. این عمل با خالی کردن چاهک از محتویات داخل متصل نشده اند صورت می

 شود.دن محلول شستشو به چاهک انجام میسپس اضافه نمو
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ست اکیت ذکر شده قبل از هر چیزی باید به روش تهیه محلول شستشو که در بروشور  -

شگر های شستشو اغلب به صورت غلیظ تهیه شده و باید توسط آزمایتوجه شود. محلول

سیار رقیق شوند. تهیه محلولهای شستشو اغلب به صورت مناسب در سنجش های ایمنی ب

و  منجر به تخریب ،هتوصیه شدتر از حد اهمیت دارد چرا که محلول شستشوی غلیظ 

 کاهش جداشدن مولکولهای اتصال یافته می شود و جذب نوری کاهش می یابد. در مقابل

باعث عدم جداشدن اتصالات  ،توانائی محلول شستشو به دلیل رقیق سازی زیاد

 شود.یمای بالا صاصی و ایجاد جذب زمینهاختغیر

ردن کافه هر بار اضرای هر چاهک انجام شود. بعد از مرحله شستشو باید حداقل سه بار ب -

از  محلول اضافی تخلیه شده و یا آسپیره گردد. در آخرین مرحله ،محلول به چاهک

ضافی باید محلول ا ،شستشو و پس از خروج کامل محلول از چاهک با برگرداندن پلیت

 مائید.داخل چاهک را با کوبیدن بر سطح یک کاغذ یا دستمال نم گیر خالی ن

 را در هنگام شستشوی چاهک ها باید اطمینان حاصل شود که محلول تمام چاهک ها -

 پوشانده است. از سر ریز شدن محلول چاهک ها باید اجتناب شود.

شود ذکر می  Soak timeیک زمان انتظار بنام  ،در برخی روشها برای شستشوی بهتر -

را  بدین ترتیب که پس از ریختن محلول درون چاهک ها مدتی صبر کرده و بعد چاهک

ه این زمان ثانیه تا چند دقیقه متغیر است. در صورتی ک 30خالی می کنیم. این زمان از 

 باشد باید حتما رعایت گردد.  توصیه شده 

ن سرعت ریخت ی اتوماتیک با دستگاه واشر حتما باید توجه شود کهر مورد شستشود -

 سنجش محلول و آسپیراسیون محلول تنظیم باشد چرا که افزایش یا کاهش این سرعت بر

 تاثیر خواهد داشت.

حلول به دلیل اینکه در محلول شستشو از دترژنت استفاده می شود در هنگام تهیه م -

ه با کف شستشوی آماده کار ممکن است که کف یا حباب ایجاد شود. از وارد شدن حباب ی

م کداخل چاهک ها باید جلوگیری شود چون این حباب سطح تماس محلول را با چاهک 

 نموده و اثرات شستشو را کاهش می دهند.
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دن آب مقطر مه برای رقیق کر pHقبل از شروع عملیات شستشو پیشنهاد می شود که  -

ورتی صمحلول شستشوی آماده کار چک شود. در   pHو نیز  ⸲محلول استفاده کی می شود

در  ا قلیائی باشد بر سنجش تاثیر می گذارد.یمحلول شستشو بسیار اسیدی   pHکه 

و از آب مقطر به عنوان محلول شستش ⸲صورتی که بر طبق توصیه تولید کننده کیت

 آب را چک نمائید.  pHاستفاده می نمائید حتما 

 نکات مهم درمورد میکروپلیت-4

 است  غییرات سریع درجه حرارت ممکنپس از خارج ساختن پلیت از یخچال به دلیل ت

یسه کبر سطح چاهک ها بخار تشکیل شود که پایداری پلیت به دمای اتاق آنرا از 

 مخصوص نگهداری پلیت خارج نکنید.

 ت قّدائید. باقیمانده چاهک ها را سریعا به یخچال منتقل نم ⸲پس از استفاده از پلیت

 داشته باشد.گیر وجود من ⸲نمائید که در کیسه مخصوص پلیت

 ئید.ز نمادر موقع خوانش پلیت حتما با یک دستمال مرطوب بدون پرز زیر چاهک را تمی 

 بخیر در بین مراحل سنجش نباید وقفه ای ایجاد شود چرا که ممکن است منجر به ت

 محتویات چاهک ها شود.

 در مرحله انکوباسیون سوبسترایTMB  ح پلیت به هیچ وجه از فویل برای پوشاندن سط

 استفاده ننمائید.

 

 نکات مهم در مورد سوبسترا و کنژوگه آنزیمی-5

  در  ده آنشدر موقع رقیق کردن کنژوگه غلیظ و تهیه کنژوگه آماده کار به پایداری ذکر

 بروشور کیت توجه شود.

 قیق کنژوگه را فقط با محلول رقیق کننده که توسط تولید کننده توصیه شده است ر

 نمائید.

  مان مدت ز محلولی را بر طبق روش گفته شده در بروشور تهیه نموده و بهسوبستراهای دو

 پایداری آن پس از تهیه توجه نمائید. 
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  تلف ای مخهاز مخلوط کردن دو سوبسترا یا دو کنژوگه آنزیمی از دو سری ساخت با شماره

 اجتناب نمائید.

  ه کنید.ستفادظروف تمیز ابرای تهیه کنژوگه آماده کار و یا سوبسترای آماده کار حتما از 

  برای تعیین کارائی کنژوگه پراکسیداز و سوبسترایTMB ائید: به ترتیب زیر عمل نم 

 TMBدرمورد  میکرولیتر از سوبسترای آماده کار اضافه کنید. 200به دو لوله تمیز مقدار  -

 این سوبسترا باید شفاف و بدون رنگ باشد.

 ند دقیقه رنگچژوگه آماده کار اضافه کنید. پس از میکرولیتر از کن 10به یکی از لوله ها  -

 آبی حاصل می شود.

رد تبدیل میکرولیتر محلول متوقف کننده اضافه کنید. رنگ آبی به ز 100به همان لوله  -

 میشود.

قف کننده میکرولیتر محلول متو 100میکرولیتر سوبسترا است  200به لوله دوم که حاوی  -

 نگی نباید حاصل شود.اضافه نمائید. هیچگونه تغییر ر

ماس تدر صورتی که نتایجی غیر از موارد ذکر شده مشاهده شد با تولید کننده کیت  -

 حاصل نمائید.
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 راهنمای حل مشکلات در الایزا

 در این مبحث به سرفصل های مهم مشکلات موجود در یک سنجش ایمنی آنزیمی اشاره

ای بر جود بردر ادامه روش های مو –گردیده و علل احتمالی هر یک از این موارد ذکر می شود 

به  طرف کردن مشکلات ذکر خواهند شد و بررسی قدم به قدم برای رسیدن به علت مشکل

 گردد.ات بیان میه یک لیست کنترل اطلاعهمرا

 عدم وجود سیگنال یا کاهش سیگنال-1

 علل احتمالی

ید ار با: اگر شکل منحنی طبیعی است میزان فعالیت در ماده نشاندکاهش فعالیت ردیاب -

می  نگ زاچک شود. در مورد روش الایزا با اضافه نمودن کنژوگه آنزیمی به سوبسترای ر

 .(TMBتوان از فعالیت آنزیمی آگاه شد )در مورد آنزیم پراکسیداز و سوبسترای 

ن یق کردرقابتی : در صورتی که رقغلظت زیاد آنتی ژن در ماده نشاندار در سنجش های  -

وضع ماین  ماده نشاندار منجر به تشکیل منحنی کالیبراسیون با شکل طبیعی شود باید به

 شک کرد.

 ود.شویژگی پائین ماده نشاندار: این امر به طور طبیعی توسط سازنده کیت چک می  -

دن شو صاف غلظت کم آنتی بادی نشاندار در سنجش های ایمونومتریک: باعث غیر خطی  -

 منحنی کالیبراسیون در غلظت های بالا می شود.

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

صال شدن منحنی کالیبراسیون در غلظت های بالا می شود و در سنجش رقابتی نیز ات

 آنالیت به میزان کافی صورت نمی پذیرد.

بیعی طر با بسترا یا وجود مهارکننده در سنجش آنزیمی: این امغیرفعال شدن آنزیم یا سو -

مودن بودن شکل منحنی اما سیگنال پائین مشخص می شود.) در حالت عادی با اضافه ن

ود شمقدار کمی کنژوگه آنزیمی به سوبسترای کروموژن طی چند دقیقه رنگ حاصل می 

ی مباشد رنگ آبی پدید  TMBو سوبسترا  HRPبه عنوان مثال در صورتی که کنژوگه 

 آید.(
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ر که د سیستم جداسازی ناقص: در این مورد احتمالا محلول شستشو غلیظ تهیه شده است -

( نیز مختل شده و ضعیف within-assay precisionاین صورت دقت درون سنجی )

 به عبارت دیگر سنجش از عدم دقت برخوردار است. ⸲می باشد

ورتی : در صاز تاریخ انقضاء یا نگهداری نامناسب کیتخراب شدن زود هنگام معرف ها قبل  -

می  مختل که کیت قبل از تاریخ انقضاء دچار زوال شده باشد دقت و میزان سیگینال کیت

رخی بخریب ت بهشود. چنانکه کیت در حرارت های بسیار بالا یا پائین نگهداری شود منجر 

یت اید کباه است. در این حالت از معرف ها می شود که این موضوع با کاهش سیگنال همر

 ود.انتقال و نگهداری آن مناسب بوده است تعویض نم هرا با یک کیت جدید که نحو

یت از ک آلودگی متقاطع بین دو معرف: معمولا این حالت به دلیل جا به جائی معرف ها -

 رقیق های با سری ساخت های متفاوت رخ می دهد و یا آلودگی ظروف مورد استفاده در

 ⸲ها ی پیتزی معرف ها می تواند باعث این امر گردد. وسایل انتقال دهنده از جمله پسا

گزین ا جاینوک سمپلرها و ... را چک نموده و درصورتی که کاملا تمیز بودند معرف ها ر

 نمائید.

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

ی گهدارت می شود. در این حالت باید بررسی کرد که درجه حرارت نتخریب معرف های کی

 کیت ها صحیح باشد.

ز متر ااستفاده از حجم های کمتر معرف: در این مورد حجم معرف های مورد استفاده ک -

ت ین حالاستفاده شده است) سهوا یا عمدا(. در ا ⸲آنچه که در بروشور کیت توصیه شده

 ه استداشتی دقیقا مشابه به آنچه که در کیت گفته شدتوصیه می شود که حجم های بر

 باشد و سمپلرهای مورد استفاده مالیبره شود.

یت کت از استفاده از کیت تاریخ گذشته: در این حالت پس از چک کردن تاریخ انقضاء کی -

 جدید استفاده نمائید.

د باید ن مورر ایگندزداها یا مواد کثیف: د ⸲آلودگی ظروف معرف ها یا آب مقطر به دترژنت -

 ظروف را با دقت کنترل نمود و فرآیند شستشوی ظروف را تحت کنترل قرار داد.

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 
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در این حالت باید کالیبراتورهائی که دارای عدم صحت هستند را با  کالیبراتورها رخ دهد

 کالیبراتورهای مناسب جایگزین نمائید.

ای عرف هعدم تهیه درست معرف ها و یا حذف یک مرحله از رقیق سازی )بویژه در مورد م -

 لیوفیلیزه(: کلیه ی مراحل برطبق پروتکل کیت چک شود.

ل : پروتکتباهیل آزمایش یا اضافه کردن ماده نشاندار اشحذف تصادفی ماده نشاندار از مراح -

 کیت مجددا چک شود.

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

 رد مثلات پذیانکوباسیون و یا انکوباسیون تصادفی در درجه حرارت های بالا یا پائین صور

بین  ست انجام شود. در این حالت اختلافاتآزمایش در انکوباتوری که روشن نشده ا

 بر دقت عمولاپروتکل انجام شده با پروتکل موجود در کیت باید بررسی شود. این تغییرات م

 سنجش نیز اثر می گذارد.

گنال یر سیخراب بودن دستگاه خوانش: در این حالت به دلیل کالیبره نبودن دستگاه مقاد -

 بطور واقعی ارزیابی نمی شود.

ر دیدر: ده از طول موج نادرست در خوانش چاهک های الایزا در دستگاه الایزا راستفا -

ین اباشد نصورتی که طول موج مورد استفاده کاملا با طول موج پیشنهادی پروتکل بکسان 

جای  نانومتر به 405مشکل بوجود می آید. برای مثال خواندن چاهک ها در طول موج 

ظر شده می شود در حالی که رنگ چاهک ها از ننانومتر باعث کاهش جذب نوری  450

 چشمی مناسب است.

 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

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

 تگیرد و دقت درون سنجی نیز در صورتی که نمونه ها و کالیبراتورها به صورت دوپلیک

ست مورد توجه قرار گیرد. در صورت امکان باید ثابت کرد که آیا سیگنال تام انجام شده ا

پائین است و یا دقیقا کالیبراتورهاو کنترل ها دارای سیگنال پائین است. این تفاوت قادر 

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

مناسب باشد ولی سیگنال کالیبراتور ها پائین باشد نشانه ظرفیت  نحوی که اگر سیگنال تام
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پائین اتصال است اما در صورتی که سیگنال تام نیز پائین باشد نشانه ضعف در ماده نشاندار 

 است.

ورها فاکت در مرحله بعد هرگونه ارتباط بین عدم وجود سیگنال یا سیگنال ضعیف با دیگر -

 مصرف معرف ها چک شود.نظیر عملکرد پرسنل یا تاریخ 

د و ین شوتفاوت های بین پروتکل انجام شده و آنچه که در بروشورکیت ذکر شده است تعی -

 مشخص شود که آیا تکرار تست نیز طبق روش پیشنهادی کیت انجام شده است؟

ه مدتی ائی کبا سازنده کیت در مورد میزان سیگنال قابل انتظار برای کیت و برای معرف ه -

نده اخت آنها گذشته است مشورت شود و مشخص شود که آیا دیگر مصرف کناز تاریخ س

 ها نیز چنین مشاهده ای داشته اند یا خیر؟

 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. -

 داشته باشد. چارت کنترل کیفی درمورد کیت وجود -

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

ه ت دادتوضیحاتی درمورد اختلافات بین پروتکل مورد استفاده و پروتکل موجود در کی -

 شود.

 وسایل و دستگاههای مورد استفاده ذکر شود. -

 ا پرسنل ذکر شود.دستگاه ی ⸲اطلاعاتی در باره تغییرات همزمان در پروتکل -

 

 ظرفیت اتصال پائین در روش های رقابتی -2

 علل احتمالی:

ی منحن بهینه سازی یا طراحی ضعیف کیت: در این حالت مقایسه منحنی کالیبراسیون با -

 تیپیک ارائه شده در کیت کمک کننده است.
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 ریهدازوال زودرس معرف ها پیش از زمان انقضاء کیت: معمولا این حالت به دلیل نگ -

 ست.نامناسب صورت می پذیرد که مطالب مربوط به این علت در مبحث قبلی ذکرشده ا

: اگر ر شدهغلظت زیاد آنتی ژن در ماده نشاندار و یا وجود دیگر نواقص در معرف نشاندا -

د غلظت آنتی ژن زیاد باشد رقیق سازی ممکن است شکل منحنی را طبیعی کند. وجو

 د.ایید شوتناسب تواند بوسیله جایگزینی با ماده نشاندار م نواقص دیگر در ماده نشاندار می

ی چک م فعالیت اختصاصی پائین ماده نشاندار: ایت امر بطور طبیعی توسط سازنده کیت -

 شود.

هور با ظ غیرفعال شدن آنزیم و یا وجود مهارکننده آنزیمی در سنجش آنزیمی: این مشکل -

 نال پائین مشخص می شود.یک منحنی کالیبراسیون با شکل طبیعی ولی سیگ

نقص در کوتینگ چاهک ها: این مشکل علاوه بر کاهش سیگنال موجل عدم دقت در  -

 سنجش نیز می شود.

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

 ت هااری کیدی در یخچال خراب: درجه حرارت نگهنگهداری نادرست معرف ها یا نگهدار -

 شود.باید چک 

د باید ین موراگندزدا و یا مواد کثیف:در  ⸲آلودگی ظروف معرف ها و یا آب مقطر به دترژنت -

 ظروف را به دقت کنترل نمود و فرآیند شستشوی ظروف را تخت کنترل قرار داد.

وز حلول هنیا م آماده سازی نادرست ماده نشاندار غلیظ: اگر ظرف ماده نشاندار لیوفیلیزه و -

باید  ر گیردحجمی که باید برای تهیه ماده نشاندار کار مورد استفاده قرادر دسترس است 

ده مجددا چک شود و تعداد تست های باقی مانده بر اساس تعداد تست های انجام ش

 محاسبه شود تا حجم صحیح از ماده نشاندار باقی مانده مشخص گردد.

امر  و این رقیق سازی باشداستفاده از ماده نشاندار رقیق نشده: چنانچه معرف نیازمند  -

ر دفاده انجام نپذیرد این مشکل پدیدار می شود در صورتی که ماده نشاندار مورد است

سنجش هنوز در دسترس است اظلاعات موجود در روی وسایل و بروشور کیت بررسی 

 شود. تعداد تست های انجام شده و تعداد تست های باقی مانده محاسبه شود.

ب چک ندار ریخته شده در چاهک: پروتکل سنجش را برای حجم مناسحجم زیاد ماده نشا -

ررسی اسیون بالیبرکنید و علاوه بر این وسایل انتقال دهنده نمونه نظیر سمپلرها را از نظر ک

 نمائید.
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ر صورت ا ) داده سازی نامناسب کالیبراتورها: حجم مناسب برای رقیق کردن کالیبراتورهمآ -

قت به د بروشور کیت چک کنید. وسایل اندازه گیری حجم را نیاز به رقیق سازی( را از

 اقل عدمای حدچک نمائید. این حالت بسیار حائز اهمیت است چرا که کالیبراتورها باید دار

 صحت باشند.

 د.ک کنیحجم بسیار زیاد نمونه: پروتکل سنجش و وسایل اندازه گیری نظیر سمپلر را چ -

 د استفاده را بازبینی نمائید.زمان انکوباسیون کوتاه: پروتکل مور -

 توسط درجه حرارت انکوباسیون بسیار کم و یا بسیار زیاد: درجه حرارت انکوباسیون -

طمینان تور اترمومترهای کالیبره شده باید همواره تنظیم شود و از کالیبره بودن انکوبا

 خاصل شود.

ر حجم دبه تغییر سمپلر یا دیس پنسرهای اتوماتیک: این امر منجر  ⸲نقص در پی پت ها -

 اضافه شده معرف ها می گردد. این وسایل همواره باید کالیبره شده باشند.

ت حرار نقص در انکوباتور مرطوب یا خشک ) درجه حرارت بسیار پائین یا بالا(: درجه -

 انکوباتور با ترمومتر کالیبره چک شود.

وان تطول موج می نقص در دستگاه خوانشگر: در این حالت با یک سنجش دیگر در همان  -

 دستگاه را چک کرد.

 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

. رار دادلیز قاطلاعات مربوط به بیش از دو سنجش را باید برای اثبات وجود مشکل مورد آنا -

ده شنجام دقت درون سنجی نیز در صورتی که نمونه ها و کالیبراتورها بصورت دوپلیکه ا

 است محاسبه و آنالیز شود.

 ود نظیری موجنه ارتباط بین سیگنال پائین و یا عدم وجود سیگنال با دیگر فاکتورهاهر گو -

 نحوه کار پرسنل و یا 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
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 در این لیست باید:

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

 زمان ایجاد مشکل موجود ذکر شود. -

 ضمیمه لیست کنترل شود. ⸲چارت کنترل کیفی -

جود از تمام سنجش های قبلی و سنجش های مذکور که دارای مشکل بوده است مدارک و -

 داشته باشد.

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

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

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

  ظرفیت اتصال پائین در سنجش های ایمونومتریک-3

 :علل احتمالی

ئه ک ارابراسیون سنجش را با منحنی تیپیبهینه سازی یا طراحی ضعیف کیت: منحنی کالی -

 شده در بروشور کیت مقایسه نمائید.

ه کر شدذزوال زود هنگام معرف ها قبل از زمان انقضاء: مطالب مربوطه در مبحث قبلی  -

 است.

دی تی باغلظت بسیار کم آنتی بادی کوتینگ و یا فقدان آنتی بادی کوتینگ:غلظت کم آن -

ای هنی کالیبراسیون و یا صاف شدن منحنی در غلظت کوتینگ باعث غیر خطی شدن منح

 ال بطورسیگن بالا می شود. فقدان آنتی بادی کوتینگ منجر به فقدان اتصال و یا عدم وجود

 ثابت در تمام نمونه ها می گردد.

نحنی مغلظت کم آنتی بادی نشاندار: غلظت کم آنتی بادی نشاندار سبب شده ظهور یک  -

دار ی در غلظت های بالا می شود. فقدان آنتی بادی نشانغیر خطی و صاف شدن منحن

 منجر به فقدان اتصال و عدم تولید سیگنال می گردد.

ست با مکن امغیر فعال شدن آنزیم و یا سوبسترا و یا وجود مهارکننده آنزیمی: این مشکل  -

 شکل طبیعی منحنی کالیبراسیدن اما با کاهش سطح سیگنال مشخص شود
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مراه ههک ها: این مورد علاوه بر کاهش سیگنال با کاهش دقت نیز نقص در کوتینگ چا -

 است.

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

دان حجم کم یا عدم وجود آنتی بادی کوتینگ: در این حالت سنجش با کاهش و یا فق -

شود  نجش اضافه میسیگنال روبرو می شود. در صورتی که آنتی بادی کوتینگ در طی س

 یز چکنباید حجم آن با پروتکل چک شود و وسایل اضافه کردن معرف ها نظیر سمپلرها 

 گردند.

جم ححجم کم یا عدم افزودن آنتی بادی نشاندار: پروتکل سنجش برای اضافه نمودن  -

 مناسب به همراه وسایلی نظیر سمپلر چک شوند.

ردن کردن: پروتکل و وسایل مخلوط کمخلوط نمودن نامناسب معرف ها قبل از اضافه  -

نجش تکل سمعرف ها را چک نمائید. حتما قبل از استفاده معرف هارا به نحوی که در پرو

 ذکر شده است مخلوط نمائید.

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

تکل پروکاهش زمان انکوباسیون: این مشکل با کاهش سیگنال روبرو می شود که باید  -

 سنجش را از نظر زمان انکوباسیون چک نمود.

ا چک تور رکم یا زیاد بودن درجه حرارت انکوباسیون: درجه حرارت انکوباسیون و انکوبا -

 درجه ونمایید درجه حرارت پائین با کاهش جذب نوری به دلیل عدم اتصال همراه است 

 حرارت بسیار زیاد ممکن است منجر به تخریب معرف ها شود.

جم شند حنقص در پی پت ها و سمپلرها: در صورتی که سمپلرها و پی پت ها کالیبره نبا -

 های متفاوتی ) کم یا زیاد( اضافه می نمایند.

ستگاه دناسب نقص در دستگاه خوانش الایزا: به دلیل کالیبره نبودن با وجود تولید رنگ م -

 نتایج پائینی خواهد داشت.

 (Within Assay imprecision) ت ضعف درون سنجیدقّ-4

 علل احتمالی:

نقص در سری ساخت معرف ها: تغییر در دقت سنجش همزمان با تغییر در شماره ساخت  -

معرف رخ می دهد و این تنها در صورتی مورد توجه قرار می گیرد که کالیبراتورها و نمونه 
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ل ها و ارزش کنتر ⸲سرم بصورت دوپلیکت انجام شود. در این مورد باید میزان سیگنال 

شکل منحنی با بروشور کیت چک شوذ و ملاحظه شود که آیا با بروشور یکسان است یا 

 خیر؟ همچنین باید با مقادیر بدست آمده از سنجش قبلی نیز چک شود.

ر عیف دضبهینه سازی و طراحی ضعیف کیت: در این موارد سایر مصرف کننده ها نیز دقت  -

 ید.ی نمازارشات متعدد و مشابهی را دریافت مسنجش را تجربه می کنند و سازنده کیت گ

ت است. ( در کوتینگ چاهک ها: افتراق این مشکل از سایرعلل سخVariationناهمگونی)  -

 بر روی مزماناین امر تنها به وسیله انجام دوپلیکیت هایی از کالیبراتور یا سرم بطور ه

ئید کنار هم به تاسری ساخت ناقص و یک سری ساخت با دقت مناسب و قابل قبول در 

د. و چک شودر ابتدا باید وسایل مورد استفاده بویژه سمپلرها و دستگاه شستش  می رسد.

ه چه ضمنا به میران عدم دقت ادعا شده در بروشورکیت مراجعه شود تا مشخص گردد ک

 میزان دقت برای سنجش در نظر گرفته شده است.

اهد یت خومنجر به افزایش عدم دقت ک زوال زود هنگام کیت: در این حالت زوال معرف ها -

 ی هستندگهدارشد. در این مورد تمام کیت هائی که دارای شرایط یکسانی از نظر انتقال و ن

 دچار چنین وضعیتی خواهند شد.

رایط عدم حساسیت سنجش در نقاط ابتدائی و انتهائی منحنی کالیبراسیون: در این ش -

عدم  انتهایی به صورت خط صاف دیده شود. اگرممکن است منحنی در نقاط ابتدایی و 

شیب  ه آیاکدقت در این نواحی یعنی در غلظت های پائین و بالا بدتر باشد باید چک شود 

صورت  ر اینمنحنی کالیبراسیون برای افتراق مناسب نقاط از یکدیگر کافی است یا خیر؟ د

 رد.است کت لازم را درخوباید به بروشورکیت مراجعه نمود و یا از سازنده کیت اطلاعا

ت بی اسمخلوط نمودن ناقص نمونه: اگر کنترل ها بین دوپلیکیت ها دارای هماهنگی خو -

خوب  رم رااما نتایج تعدادی از نمونه های سرم بیماران مناسب نمی باشد باید نمونه س

 ورتکس کرد و یا سانترفیوژنمود.

این  جش قبل از استفاده: درعدم آماده بودن معرف های کیت از نظر درجه حرارت سن -

با  ف هایحالت باید مطمئن شد که تمامی معرف ها به درجه حرارت اتاق رسیده است. معر

تاق میلی لیتر( ممکن است برای رسیدن به درجه حرارت ا 100حجم زیاد) بیشتر از 

 نیازمند زمان طولانی تری حتی تا یکساعت هم باشند.
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وند و شورده ا) بویژه معرف هائی که از فریزر بیرون آمخلوط کردن ناکافی و ناقص معرف ه -

سی ی برریا معرف هائی که لیوفیلیزه هستند و حل شده اند(: معرف ها از نظر یکنواخت

 ائید.نموده و تمامی معرف ها بر اساس آنچه که در بروشور گفته شده است مخلوط نم

صال ات ⸲در نوک سمپلرسمپلرها یا دیس پنسر اتوماتیک: آلودگی  ⸲نقص در پی پت ها -

ا هترشح کردن و پخش شدن معرف  ⸲نشتی نوک سمپلر ⸲ضعیف بین سمپلر و نوک سمپلر

وارد مبه داخل چاهک ها از جمله مواردی هستند که منجر به عدم دقت می شود. کلیه 

 فوق در صورتی که عدم دقت در سنجش ملاحظه شد باید چک شود.

 تفادهی کیت: اختلافات اساسی بین پروتکل اساستفاده از حجم های نامناسب معرف ها -

رد جش موشده و آنچه که در بروشور ذکر شده است باید برای تاثیرات آن ها بر دقت سن

 آزمایش قرار گیرد.

نواخت ( ناکافی و یا بسیار شدید: ورتکس ناکافی موجب مخلوط نشدن یکVortexورتکس) -

 ط کردنکه باید زمان و سرعت مخلوو ورتکس شدید منجر به تولید کف یا حباب می شود 

 آزمایش های متعدد بدست آید.

ی وش هااستفاده از انکوباتور خشک به جای بن ماری: انکوباتورهای خشک برای اغلب ر -

 ید درسنجش ایمنی نامناسب هستند مگر اینکه در کیت توصیه شده باشند لذا سنجش با

 بن ماری یا حمام آب گرم انجام شود.

ا ود. بچاهک ها: به طور کامل و دوره ای دستگاه شستشو باید تمیز ش نقص در شستشوی -

 داخل استفاده از یک محلول رنگی میزان تخلیه محلول و سپس آسپیره کردن آن را از

 چاهک ها یا لوله ها چک نمائید.

 ⸲شدله باتداخلات مربوط به وسایل جمع آوری نمونه: اگر علت ناهمگونی نتایج این مسئ -

 ردد.گنمی  ط در برخی از نمونه ها دیده می شود و در سایر نمونه ها ملاحظهعدم دقت فق

قت داشکال در تکنیک خالی کردن یا زمان خالی کردن چاهک ها: در این شرایط عدم  -

 ممکن است در بین تکنسین های مختلف متفاوت باشد.

نمودن  پلیت) بر عکس قرار دادن پلیت الایزا پس از خالی  Tappingاشکال در عمل  -

محتویات چاهک ها در مرحله انتهایی شستشو و قرار دادن آن بر روی یک کاغذ نم گیر و 

کوبیدن آن بر روی کاغذ نم گیر جهت بهتر خشک کردن آن(: در صورتی که فشار وارد 
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آمده به تمام چاهک ها یکسان نباشد ممکن است به علت باقی ماندن مقادیر مختلف 

 ها عدم دقت در سنجش بوجود آید. محلول شستشو در داخل چاهک

از  هک هاآلودگی چاهک های پلیت الایزا با گرد و خاک و فیبرها: باید محیط اطراف چا -

م اد عدنظر آلودگی چک شود چرا که ممکن است این آلودگی یکنواخت نبوده و باعث ایج

 دقت بین دوپلیکیت ها شود.

کنسین تدر سنجش ناشی از عملکرد استفاده از پرسنل بی تجربه: برخی موارد عدم دقت  -

 است که باید حتما چک شود.

 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

 باید اطلاعات سنجش در چندین مرحله آزمایش باید چک شود. اگر عدم دقت وجود دارد -

ا به همشخص شود که چه زمانی شروع شده است؟ اگر دوپلیکیت کالیبراتورها و کنترل 

ه تهیه باین عدم دقا مربوط  ⸲فقط درمورد سرم مشکل وجود داردخوبی قرائت می شود و 

 نمونه است که باید کلیه مراحل نمونه گیری تا آزمایش چک شود.

ک محل ایجاد دوپلیکیت ضعیف باید مشخص شود. برای مثال دوپلیکیت ضعیف در چاه -

است  های اطراف پلیت رخ می دهد یا در مرکز. در صورتی که اطراف رخ می دهد ممکن

وپلیکیت (. دedge effectنشاندهنده گرم نشدن کافی این چاهک ها در انکوباتور باشد) 

 ضعیف که در شروع یک سنجش مشاهده می شود ممکن است ناشی از نقص در پی پت و

 سمپلر باشد.

لت عدهد  اگر عدم دقت فقط در نمونه های با غلظت پائین و در روش ایمونومتریک رخ می -

آلودگی  ⸲خالی کردن ناکافی چاهک ها در حین شستشو⸲تشوی ضعیفآن ممکن است شس

شد. نی باچاهک ها با ماده نشانشدار یا معرف تولید کننده سیگنال و شکل نامناسب منح

یرد قرار گ بالا اگر دوپلیکیت اولیه از یک نمونه با غلظت پائین در کنار یک نمونه با غلظت

ک های عبارتی مواد با غلظت بالا از چاه به ⸲وجود دارد  Carry Overامکان پدیده 

 کناری به داخل چاهک های اولیه با غلظت کم انتقال می یابد.

ورتی صمیزان سیگنال یا شمارش و شکل منحنی را چک کنید که طبیعی است یا خیر. در  -

مشابه  آنها که طبیعی نبودند تاریخ انقضاء ظاهر و بوی معرف هارا چک نمائید.اگر نتایج

 ت قبلی بودند معرف ها را باید مورد آنالیز قرار داد.گزارشا
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 وجود بررسی شود که آیا دقت در بین تکنسین ها متفاوت است و آیا یک مشکل تکنیکی -

 دارد؟

ای ست برتبا استفاده از یک سری کامل از وسایل و ملزومات ) در صورتی که ممکن است(  -

شد جانشین در دسترس نمی با وجود مشکلات ناشی از وسایل انجام شود. اگر وسایل

 وسایل را تمیز و چک نموده و یکبار دیگر تست انجام شود.

خص اختلافات موجود بین پروتکل انجام شده و آنچه که در کیت توصیه شده است مش -

 شود.

 یر؟یا خ با سازنده کیت تماس حاصل شود که آیا گزارشات دیگری از عدم دقت داشته است -

 

 ( Between Assay Imprecisionت ضعف میان سنجی) دقّ-5

 :علل احتمالی

ت دم دقعبهینه سازی یا طراحی ضعیف کیت: در این موارد سایر مصرف کننده ها نیز یک  -

ی افت مدر سنجش را تجربه می نمایند و سازنده کیت گزارشات متعدد و مشابهی را دری

 نماید.

این  ها عدم دقت وجود داشته باشد. در کنترل های ضعیف: ممکن است در ارزش کنترل -

ز افاده حالت تست با استفاده از چند گروه از سرم بیماران در چندین سنجش و یا است

 کنترل های جانشین انجام شود.

ناهمگونی در یک سری ساخت به سری ساخت دیگر: این مشکل می تواند با چارت کنترل  -

جش انجام شود تشخیص داده شود. کیفی در صورتی که هر سری ساخت بیش از یک سن

 Lot to)نشان دهنده ناهمگونی سری به سری ساخت  Cusumچارت کنترل کیفی 

Lot) ( است. باید توجه داشت که دقت در یک سری ساختWithin Lot معمولا بهتر )

 ( است. Between Lotاز دقت در بین چند سری ساخت ) 

منحنی کالیبراسیون سازنده کیت: در خطا در منحنی کالیبراسیون ذخیره شده یا در  -

صورتی که منحنی ذخیره شده دارای مشکل باشد دقت میان سنجی ارزش کنترل در 

سنجشی که با منحنی جدید کالیبراسیون انجام شده است قابل قبول خواهد بود مگر اینکه 
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منحنی کالیبراسیون سازنده کیت دچار نقص باشد که در این حالت سایر مصرف کننده 

 ای این سری ساخت کیت ممکن است همین مشکل را به سازنده گزارش نمایند.ه

 پایدارییل ناتغییر در ارزش کنترل ها در طی مراحل نگهداری کیت تا زمان انقضاء : به دل -

ا و معرف ها ممکن است چنین مشکلی رخ دهد. باید توجه نمود که سری ساخت معرف ه

در ارزش  Trendثبت شود تا تمایل یا  اطلاعات سنجش بر روی چارت کنترل کیفی

شخص کنترل را مشخص نماید. این تمایل به یک سمت از منحنی با افزایش سن معرف م

 می شود و اختلاف واضحی را با کنترل جدید نشان می دهد.

ها مر تناناهمگونی در کوتینگ چاهک ها: افتراق این مشکل از سایر علل سخت است. این  -

وی کیت رن بر یسه ای رپلیکیت هایی از کالیبراتور یا سرم بطور همزمابه وسیله انجام مقا

می  های آن سری ساخت و یک سری ساخت با دقت مناسب و قابل در کنار هم به تایید

کیت روشوررسد. وسایل مورد استفاده باید در ابتدا چک شوند و به ادعای عدم دقت در ب

 توجه شود.

یت کت زوال معرف ها منجر به افزایش عدم دقت خرابی زود هنگام کیت: در این حال -

ال و خواهد شد. در این حالت تمام کیت هایی که دارای شرایط یکسانی از نظر انتق

 نگهداری هستند دچار چنین وضعیتی خواهند شد.

رایط عدم حساسیت سنجش در نقاط ابتدائی و انتهایی منحنی کالیبراسیون: در این ش -

ر عدم اولیه و پایانی به صورت یک خط صاف دیده شود. اگممکن است منحنی در نواحی 

 چک شود باید دقت در این نواحی یعنی در غلظت های پائین و بالا بدتر از سایر نقاط باشد

یر؟ خت با که آیا شیب منحنی کالیبراسیون برای افتراق مناسب نقاط از یکدیگر کافی اس

 زم رالایا از سازنده کیت اطلاعات در این صورت باید به بروشورکیت مراجعه نمود و 

 درخواست کرد.

 تفادهاستفاده از حجم های نامناسب معرف های کیت: اختلافات اساسی بین پروتکل اس -

مورد  سنجش شده و آنچه که در بروشور ذکر شده است باید برای تاثیرات آنها بر روی دقت

 بررسی قرار گیرد.

 رت انگاه انکوباتور باید چک شده و حراناهمگونی در درجه حرارت انکوباسیون: دست -

 رکدامبصورت روزانه ثبت شود. اگر بیش از یک دستگاه برای سنجش استفاده می شود ه

 بطور جداگانه باید چک شوند.
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این  عدم آماده بودن معرف های کیت از نظر درجه حرارت سنجش قبل از استفاده: در -

ا های ب حرارت اتاق رسیده است. معرفحالت باید مطمئن شد که تمام معرف ها به درجه 

اق میلی متر( ممکن است برای رسیدن به درجه حرارت ات 100حجم زیاد) بیشتر از 

 نیازمند زمان طولانی تری حتی تا یکساعت هم باشند.

ده رده شمخلوط کردن ناکافی و ناقص معرف ها )بویژه معرف هائی که از فریز بیرون آو -

اختی یکنو فیلیزه هستند و حل شده اند(: معرف هارا از نظراست و یا معرف هائی که لیو

ی مخلوط بررسی می نمائیم و تمام معرف ها بر اساس آنچه که در بروشور ذکرشده است م

 کنیم.

 ل ضعیفاتصا ⸲سمپلرها و دیس پنسراتوماتیک: آلودگی در نوک سمپلر ⸲نقص در پی پت ها -

 ترشح کردن و پخش شدن معرف ها به ⸲نشتی نوک سمپلر ⸲بین سمپلر و نوک سمپلر

داخل چاهک ها از جمله مواردی هستند که منجر به عدم دقت می شود و درصورت 

 مشاهده عدم دقت باید چک شوند.

 افزایش زمان و کاهش سرعت ⸲ورتکس ناکافی یا بسیار شدید: بهترین روش ورتکس -

 مخلوط کردن است.

ی وش هاانکوباتورهای خشک برای اغلب ر استفاده از انکوباتور خشک به جای بن ماری: -

نجش سنجش ایمنی مناسب نمی باشند مگر اینکه در کیت توصیه شده باشند لذا تست س

 باید در حمام آب گرم یا بن ماری انجام شود.

نجش سد بر تغیر درجه حرارت آزمایشگاه: در خیلی از موارد دمای نامناسب محیط می توان -

ل سال ز فصوانجام می شود تاثیرگذارد. این امر در برخی ا هایی که در درجه حرارت اتاق

ست ائی ابیشتر دیده می شود. بهترین روش کنترل درجه حرارت قرار دادن دماسنج در فض

ت حرار ⸲که در آن روش سنجش ایمنی انجام می شود و بر طبق درجه حرارت ترمومتر

 محیط ثابت نگه داشته شود.

ز ههای شستشو دهنده باید به صورت دوره ای تمینقص در شستشوی چاهک ها: دستگا -

سپس  وشده و تحت کنترل باشند. با استفاده از یک محلول رنگی میزان تخلیه محلول 

 آسپیره کردن آن را از داخل چاهک ها چک نمائید.
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 ⸲شدله باتداخلات مربوط به وسایل جمع آوری نمونه: اگر علت ناهمگونی نتایج این مسئ -

می یده نقط در برخی از نمونه ها دیده می شود ودر سایر نمونه ها ددقت ضعیف سنجش ف

 شود.

قت داشکال در تکنیک خالی کردن یا زمان خالی کردن چاهک ها: در این شرایط عدم  -

 ممکن است در بین تکنسین های مختلف متفاوت باشد.

یکسان  اپلیت: در صورتی که فشار وارد آمده به تمام چاهک ه  Tappingایراد در عمل  -

 نباشد ممکن است ایجاد عدم دقت نماید.

د از ا بایآلودگی چاهک های پلیت الایزا با گرد و خاک و لکه های مواد مختلف: چاهک ه -

رطوب یمه منظر آلودگی چک شوند و قبل از قرائت در دستگاه ریدرالایزا با یک دستمال ن

 بدون پرز پاک شوند.

 ضاء کیت باید چک شود.استفاده از کیت تاریخ گذشته: زمان انق -

 شی ازاستفاده از پرسنل با مهارت ناکافی: در برخی از موارد عدم دقت در سنجش نا -

 عملکرد ضعیف پرسنل است که باید میزان دقت فرد چک شود.

 Linearنامناسب: برای مثال استفاده از روش  Curve Fittingاستفاده از یک روش  -

interpolation  یا استفاده از یک روش بدون تبدیل اطلاعات وCurve Fitting  که

 Linear interpolationبرای کیت نامناسب است منجر به عدم دقت می شود. روش 

برای اغلب سنجش های ایمنی نامناسب است مگر اینکه اطلاعات در ابتدا بوسیله اعمال 

قعی و ریاضی خطی شده باشد. برای بررسی کیفیت سایر روشهای فیت کردن باید مقدار وا

 مقدار بدست آمده از روش فیت شده با یکدیگر مقایسه شوند.

اشته جود دآلودگی معرف ها در طی اولین مرحله استفاده از کیت: در صورتی که آلودگی و -

با  ود کهباشد در بار دوم که از کیت استفاده می شود ممکن است نتایج دیگری گرفته ش

ز اده امشخص می شود که زمان شروع استف نتایج اولیه متفاوت است. این مشکل هنگامی

 کیت ثبت شده باشد.

 ود.چک ش استفاده از کیت تاریخ گذشته: قبل از انجام آزمایش باید تاریخ انقضاء کیت -

( CVرات) ناهمگونی بین پرسنل مختلف: در این شرایط باید میانگین کنترل و ضریب تغیی -

 شود. بدست آمده از تکنسین های مختلف محاسبه و مقایسه
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 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

 شود که ( میان سنجی را برای تمام کنترل ها محاسبه نموده و تعیینCVضریب تغییرات) -

 تعدادی ه فقطآیا تمام کنترل ها دارای مشکل هستند و یا فقط تعدادی از آنها. درصورتی ک

و یا  است ئین رخ دادهاز کنترل ها دارای مشکل باشند آیا عدم دقت فقط در غلظت های پا

 در غلظت های بالا هم مشاهده می شود؟

کیت  اگر عدم دقت رخ داده است زمان شروع آن مشخص شود. اختلافات قابل توجه بین -

ورها یبراتقدیم و جدید تعیین شود. میزان دقت درون سنجی بوسیله دوپلیکیت بر روی کال

نجی نها علت عدم دقت میان سو کنترل ها چک شود. عدم دقت درون سنجی می تواند ت

 باشد.

عی و فیت بوسیله مقایسه ارزش کالیبراتور در حالت واق  Curve Fittingکیفیت برنامه  -

 شده بررسی شود.

 ه شوداگر دقت ضعیف فقط در غلظت پائین نمونه ها در سنجش های ایمونومتریک مشاهد -

اندار گی با ماده نشآلود ⸲تخلیه نامناسب چاهک ها ⸲ممکن است علت ان شستشوی ضعیف

 و شکل نامناسب منحنی باشد.

یعی میزان سیگنال و شکل منحنی را چک نمائید که طبیعی است یا خیر؟ در صورت طب -

ودن بز سالم اظاهر و بوی معرف ها باید بررسی شوند تا  ⸲تاریخ انقضاء ⸲نبودن این عوامل

 آنها اطمینان حاصل شود.

 ناهمگونی بین پرسنل باید چک شود. -

 برای با استفاده از سری کامل از وسایل و ملزومات ) در صورتی که ممکن است( تست -

 وجود مشکلات ناشی از وسایل انجام شود.

 ردد.گاختلافات موجود بین پروتکل انجام شده و آنچه در کیت توصیه شده است مشخص  -

 ریافتبا سازنده کیت تماس حاصل شود که آیا گزارشات دیگری نیز از عدم دقت کیت د -

 شده است یا خیر؟

 

 جذب زمینه ای بالا یا وجود اتصالات غیر اختصاصی-6
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آنتی  ( با انجام سنجش بدون اضافه کردنNSBدر یک سنجش رقابتی اتصال غیر اختصاصی )

 ⸲مایع( ش فازسرم اندازه گیری می شود. اگر آنتی سرم بعدا به فاز جامد اضافه می شود) سنج

 ارگیرد.ظر قرتی سرم که شامل فاز جامد بدون آنتی بادی است مد نباید یک بلانک از معرف آن

ودن( ببوسیله نمونه با غلظت صفر) در صورت در دسترس  NSB ⸲در روش های ایمونومتریک

ز جامد در غیاب با اتصال آنتی بادی نشاندار به فا ⸲NSBقابل اندازه گیری است. در این حالت 

 آنالیت قابل اندازه گیری است.

 احتمالی:علل 

گر ثابت است یا خیر. ا NSBنقص در بهینه سازی یا طراحی کیت: باید چک شود که  -

ازی عتبرسمکیت بطور نامناسبی طراحی شده باشد این امر به روشنی از اطلاعات حاصل از 

( Validation.سنجش مشخص می گردد ) 

ز یک افاده هنگام استماده نشاندار نامناسب: در صورت بروز اتصال غیر اختصاصی زیاد در  -

 سری ماده نشاندار جدید باید به ماده نشاندار شک کرد.

 وانندتنقص در معرف های سیستم جداسازی: در این حالت فاز جامد و محلول شستشو می  -

 دخیل باشند. در این نوع مشکل معمولا دقت درون سنجی نیز مختل شده است.

نه سرم توسط یک نمو NSBرقابتی باید  تغییر در ماتریکس کالیبراتورها: در سنجش های -

 نشین باده جابیمار به جای کالیبراتور اندازه گیری شود. در روش های ایمونومتریک یک ما

ز سیستم ا NSBغلظت صفر استفاده می شود و یا بطور کامل نمونه را برای یافتن اثرات 

 حذف می کنیم.

ده ر مشاهسنجش های فاز جامد کمتاتصال ماده نشاندار به سطوح پلاستیکی: این امر در  -

یکول می شود. در سنجش های فاز مایع با استفاده از سیستم جداسازی پلی اتیلن گل

 بیشتر دیده می شود.

ز جامد که با اغلب بوسیبه استفاده از یک نمونه فا NSBاتصال ماده نشاندار به چاهک ها:  -

یک  عامل ل این امر می تواندآنتی سرم کوت نشده است اندازه گیری می شود. با این حا

ر یک د( باشد و نتایج حاصل ضرورتا نمایانگر چنین وضعیتی Artifactپاسخ مصنوعی) 

 سنجش نرمال نمی باشد.
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ی یت بررسکقضاء استفاده از کیت لعد از تاریخ انقضاء: قبل از انجام آزمایش باید تاریخ ان -

 شود.

 گیرند. قرار روشها مورد تجزیه و تحلیل آلودگی با آنتی سرم) در روش های رقابتی(: باید -

نوان به ع آلودگی با آنالیت ) در روشهای ایمونومتریک(: حتما چک شود که نمونه ای که -

 کالیبراتور صفر درنظر گرفته شده است دارای ارزش صفر است.

 .درجه حرارت بالای انکوباسیون: پروتکل انجام آزمایش را با بروشور چک کنید -

ستشو رحله شمآزمایش بویژه در  مزمایش با بروشورکیت: پروتکل انجاانجام آتفاوت پروتکل  -

 را با بروشور کیت مطابقت دهید.

ه نقص در تهیه محلول شستشو: باید توجه داشت که محلول شستش به خوبی تهیه شد -

 باشد و نحوه تهیه آن مجددا چک شود.

ماده  رم یاستی که نمونه های تهیه نادرست رقت ماده نشاندار یا نمونه های سرم: در صور -

ال غیر ا اتصنشاندار بصورت غلیظ مورد استفاده قرار گرفته باشند ایجاد جذب زمینه ای ی

 اختصاصی می نماید. نحوه تهیه معرف ها با بروشور کیت انطباق داده شود.

 

 ( Driftرانش سنجش )-7

ای هرانش عبارت است از اختلاف در غلظت بدست آمده از یک نمونه واحد در موقعیت  

ک در ی مختلف یک پلیت در یک نوبت کاری که شایعترین علت آن زیاد بودن تعداد آزمایش

 اشد.باشته دنوبت کاری است له نحوی که بین افزودن محلول ها و فاصله زمانی طولانی وجود 

 

 علل احتمالی

 ر سنجشبهینه سازی یا طراحی کیت: در این شرایط مصرف کننده ها نیز رانش دنقص در  -

 را گزارش می کنند.

ن پایا نقص در ساخت معرف ها: این مشکل می تواند توسط آزمایش کنترل ها در شروع و -

ودن بهر سری آزمایش و مقایسه آن با سری ساخت های مختلف چک شود. باید از ثابت 

 فه کردن معرف ها اطمینان حاصل شود.طول زمان سنجش و اضا
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 رتی کهدرصو ⸲اهک ها: اگر رانش به دلیل ناهمگونی بین چاهک ها باشدچناهمگونی بین  -

رون دعدم دقت  ⸲کنترل ها بصورت دوپلیکه در چندین وضعیت در پلیت قرار داده شوند

 سنجی نیز بطور واضح نشانش داده می شود.

 ومعرف آزمایش: باید زمان اضافه کردن نمونه هاسنجش تعداد زیادی چاهک در یک سری  -

ر بروشو سپس در صورت تطبیق با ⸲ها به اولین و آخرین چاهک و اختلاف آن محاسبه شود

 چنانچه نتیجه ای حاصل نشد با سازنده تماس گرفته شود.

ثبت  ا آخرتافزایش طول زمان اضافه کردن نمونه ها: زمان اضافه کردن نمونه ها از اول  -

 و با ادعای سازنده تطبیق داده شود.شود 

ک نده چافزایش زمان اضافه کردن معرف ها:  زمان اضافه کردن معرف ها با ادعای ساز -

 شود.

د با ه بایواکنش کند یا سریع محلول متوقف کننده: زمان اضافه کردن محلول متوقف کنند -

ه ست کار این ازمان اضافه کردن سوبسترای رنگ زا هماهنگ باشد. بنابراین بهترین ک

 ز اتمامپس ا بلافاصله پس از افزودن سوبسترا به چاهک اول زمان گرفته شود. در این حالت

شود  روع میافزودن محلول متوقف کننده نیز از اولین چاهک ش ⸲زمان انکوباسیون سوبسترا

ودن ی افزو زمان لازم برای اضافه کردن محلول به تمام چاهک ها معادل زمان لازم برا

 بسترا به تمام چاهک ها خواهد بود.سو

که در  آنچه وتغییر در پروتکل انجام آزمایش: اختلافات اساسی بین پروتکل انجام آزمایش  -

 بروشور کیت ذکر شده است باید برای وجود تاثیر در رانش سنجش بررسی شود.

 این عدم آماده بودن معرف های کیت از نظر درجه حرارت سنجش قبل از استفاده: در -

 حالت باید مطمئن شد که تمام معرف ها به درجه حرارت اتاق رسیده باشند.

ردن حل ک مخلوط نشدن مناسب معرف ها) بویژه بعد از بیرون آوردن از فریز و یا پس از -

وشور روش مخبوط شدن آنها با بر ⸲معرف های لیوفیلیزه(: زمان مخلوط شدن معرف ها

 سی شوند.چک شود و معرف ها از نظر یکنواختی برر

 پایین بودن درجه حرارت انکوباسیون: درجه حرارت را چک نمائید. -

نوک  اتصالات ضعیف ⸲سمپلرها و دیس پنسرها: آلودگی نوک سمپلر ⸲نقص در پی پت ها -

 سمپلر به سمپلر و نشتی نوک سمپلر از عوامل رانش سنجش هستند.
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ب ی اغلورهای خشک برااستفاده از انکوباتور خشک به جای انکوباتور مرطوب: انکوبات -

 سنجش های ایمنی نامناسب هستند مگر اینکه در کیت توصیه شده باشند.

 باید نقص در انکوباتور: در این حالت درجه حرارت مناسب و لازم فراهم نمی شود و -

 انکوباتور را تعویض کرد.

ده چک ش نقص در محلول یا دستگاه شستشو: باید نحوره تهیه محلول و شستشو با بروشور -

 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

ت یا نقص در بهینه سازی و طراحی کیت: باید بررسی شود که غیر خطی بودن ثابت اس -

  تعیینی بالارقت های سریال از چندیدن نمونه با غلظت ها خیر؟ این امر به وسیلبه انجام

طور بمی شود. اگر طراحی کیت ضعیف باشد عدم خطی بودن در فرایند معتبرسازی کیت 

 واضح دیده دیده می شود.

اشد باشته معیوب بودن سیستم جداسازی آنتی سرم یا ماده نشاندار: اگر سازنده عقیده د -

 ز سریادر و غیر تیپک در سنجش است با یک کیت دیگر اکخ غیر خطی بودن یک پدیده ن

 ساخت دیگر باید تست تکرار شود.

ای  حدودهپدیده هوک با غلظت بالا در سنجش ایمونومتریک: این مشکل باید با آزمایش م -

بررسی  ده استکه به نمونه با غلظت صفر یا کالیبراتور صفر اضافه ش ⸲از غلظت های آنالیت

. ی شودمظت های اضافه شده از آنالیت در مقابل غلظت آنالیت رسم شود. سپس منحنی غل

 ( تبعیت نماید.Linearityتین منحنی باید از شرایط خطی بودن)

ترل و عدم صخت در کن ⸲خطا در غلظت کالیبراتورها: اگر این مشکل وجود داشته باشد -

 خطا در فیت کردن منحنی ممکن است دیده شود.
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ت باید ن حالن ذخیره شده یا منحنی کالیبراسیون سازنده: در ایخطا در منخنی کالیبراسیو -

 ردد.گمنحنی کالیبراسیون مجددا رسم شود و یا از کیت با سری ساخت دیگر استفاده 

نواع اادی که ا افرناهمگونی آنتی ژنیک در نمونه ها: برای مثال در بیماران مبتلا به تومور ی -

ران می بیما رده اند ناهمگونی آنتی ژنیک در اینخالص آنالیت را بصورت تزریقی دریافت ک

 ⸲ئین هاوپروتتواند عامل نامناسب بودن تست خطی بودن باشد. اغلب پروتئین ها بویژه گلیک

ز امولکول هایی هتروژن هستند و ممکن است در اشکال غیر معمول در طی دوره ای 

 ⸲ستنداوت هین انواع متفبیماریها وجود داشته باشند. سنجش ها وحساسیت آنها نسبت به ا

ید ثبت اص باخبنابراین سابقه پزشکی بیما از نظر وجود بیماری های خاص و یا تزریق مواد 

 شود.

ن و یماراباختلاف بین رفتار کیت های مختلف با در نظر گرفتن آنالیت موجود در نمونه  -

بتا ختار نسای ساداریک  استاندارد بین المللی: با استفاده از یک استاندارد بین المللی که 

واهد هتر خمشابه به آنالیت است و دارای تست بازیافت و خطی بودن مناسبی است نتایج ب

 شد.

نه: ری نمولیپمی و نحوه جمع آو ⸲وجود تداخلات ناشی از عوامل داخلی سرم نظیر همولیز -

 ظاهر سرم در این حالت باید چک شود.

ه نجر بمی طولانی مدت نمونه می تواند استفاده از نمونه های قدیمی و کهنه: نگهدار -

ولانی دوره ط برای تجزیه آنالیت مورد نظر گردد. بسیاری از آنالایت ها ناپایدار هستند و اگر

 ه تکرارنه تازدرجه سانتی گراد نگهداری شوند تجزیه می شوند. آزمایش باید با نمو -20در 

 شود.

 یکس غیرر ماترصورت تهیه ی کالیبراتور دتهیه کالیبراتور در یک ماتریکس غیر انسانی: در  -

ران بیما انسانی ممکن است آنالیت در اشکال مختلفی متفاوت از آنچه که در نمونه سرم

 ود.رار شیافت می شود وجود داشته باشد. باید آزمایش با نمونه سرم با غلظت بالا تک

  چکخای بالا دقت درون سنجی ضعیف: باید هماهنگی بین دوپلیکیت ها بویژه در غلظت -

بین  ت هایشود. آزمایش رقت برروی بیش از یک نمونه تکرار شود و رقت ها باید شامل رق

 ست آید.نیز باشد تا تصویر شفافی از پروفایل رقیق سازی بد 1:2نمونه خالاص و رقت 
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شور در برو چه کهاختلاف در پروتکل به کار رفته: به اختلافات بین پروتکل به کار رفته و آن -

ه شده توصی ر شده است باید توجه شود بویژه در هنگام رقیق سازی باید به رقیق کنندهذک

 توجه ویژه ای مبذول شود.

 شود. واستهاستفاده از رقیق کننده نامناسب:  رقیق کننده مناسب باید از سازنده کیت خ -

عدم صحت  ⸲نقص در وسایل: سایر علائم یک سنجش نامناسب نظیر عدم دقتعدم دقت -

ر دنقص  کنترل یا اتصال ضعیف باید بررسی شوند. این نشانه ها ممکن است سرنخی برای

 صورت وسایل و ملزومات مورد استفاده در سنجش باشند. با جایگزین کردن وسایل) در

 آزمایش مجددا انجام پذیرد. ⸲امکان( و یا سرویس آنها

 ین علتهای بالا یا پائین: اگر اعدم صحت مربوط به خطای فیت کردن منحنی در غلظت  -

ن ت کردوجود داشته باشد اختلاف بین ارزش کالیبراتور در حالت واقعی و در حالت فی

 منعکس کننده عدم صحت می باشد.

 

 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

یت چک وپلیکآزمایشات رقیق سازی باید با چندین نمونه با غلظت بالای آنالیت و بصورت د -

ر شخص شود که دقت بین دوپلیکیت ها مناسب است و هرگونه ناهماهنگی دشوند و م

 شکل منحنی رقیق سازی مورد بررسی قرار گیرد.

بت ثاست  هرگونه اختلاف در پروتکل انجام آزمایش با انچه که در بروشور کیت ذکر شده -

 شود.

 کیفیت روش رسم منحنی چک شود. -

 

 ( ضعیف سنجشRecoveryبازیافت) -9

 احتمالی:علل 

 برای اشتباه در استاندارد سازی: هرگونه عدم صحت بین کیت و دیگر کیت های موجود -

 ر کیرد.ه قرااندازه گیری یک آنالیت در الگوی ارزیابی کنترل کیفی خارجی باید مورد توج
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ه انی کزم ⸲عدم کالیبراتورهای یک سری ساخت از کیت: در این گونه موارد ارزش کنترل -

دید عرضه می شود تغییر می یابد. عدم صحت در رسم منحنی نیز یک سری ساخت ج

 ممکن است مشاهده شود.

رل تجزیه و تخریب استانداردهای مرجع سازنده کیت: رانش در سنجش در پروسه کنت -

ور کیفی خارجی مشاهده می شود. ارزش کنترل ممکن است همزمان با عرضه کالیبرات

 جدید بطور تدریجی تغییر یابد.

 د. ارزشعدم صحت مشاهده می شو ⸲کالیبراتور قبل از استفاده: در میزان کنترلتجزیه  -

 کنترل با یک کالیبراتور جدید چک شود.

کیت:  ازندهسخطا یا ناپایداری در منحنی کالیبراسیون ذخیره شده یا منحنی کالیبراسیون  -

جدد میون اسکنترل ها نیز تحت تاثیر این خطا قرار می گیرند. بازیافت سنجش با کالیبر

 بهتر می شود مگر اینکه در کالیبراسیون سازنده کیت نقص وجود داشته باشد.

 اوری:اشتباه در ساخت محلول غلیظ آنالیت برای اضافه کردن به نمونه جهت تست ریک -

ئی اردهاساخت محلول استاندارهای مرجع نیازمند مهارت و دقت خاصی است بویژه استاند

ازیافت ود و بشآمپول قرار دارند. روش تهیه استاندارد باید چک که به صورت لیوفیلیزه در 

 بین دو نمونه آمپول باید یکسان باشد.

منبع تهیه  ناپایداری آنالیت قبل و بعد از ساخت محلول یا استفاده از آنالیت ناخالص: -

ده ر استفایخ داآنالیت باید مشخص و بررسی گردد.برای تست بازیافت فقط از مواد تازه و تار

 شود. تفادهشود. برای تست بازیافت در صورت موجود بودن باید از استانداردهای مرجع اس

: نوع نالیتآاستفاده از ماتریکس های نامناسب برای حل کردن استاندارد و یا رقیق کردن  -

 شود. ماتریکس صحیح بر اساس توصیه بروشورکیت برای حل کردن استاندارد باید مشخص

لاسک وزین یا تعیین حجم: ترازو و وسایل حجمی نظیر پی پت و فخطاهای مربوط به ت -

 های حجمی از نظر کالیبراسیون چک شوند.

 خطاهای محاسباتی در تعیین بازیافت: تمام مراحل محاسبه ریاضی چک شود. -

ارای دعدم دقت در غلظت های بالا: در صورتی که نمونه استفاده شده برای ریکاوری  -

ک چت ها ین حد تعیین در کیت باشد در این حالت باید دوپلیکیغلظتی نزدیک به بالاتر

ود و شفاده شود و در صورت امکان غلظت پائین تری از آنالیت برای افزودن به نمونه است

 غلظت آنالیت در نمونه نیز پائین تر باشد.
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د موار ر اینداستفاده از واحد های مختلف یا استانداردهای بین المللی مختلف برای کیت:  -

 ود. باید با سازنده کیت تماس گرفته شود و از نوع استاندارد و واحد آن سوال ش

ه سرم هر نمونایکتریک و دارای همولیز: ظا ⸲لیمپیک ⸲استفاده از نمونه های کهنه و مانده -

ایش ا آزمباید چک شود و در صورتی که نمونه غیر معمول بود باید با نمونه جدید مجدد

 شوند.

 نقضاء وااریخ ف های باکیفیت نامناسب و یا در حال انقضاء: شرایط کیت و تاستفاده از معر -

 درجه حرارت نگهداری کیت چک شود.

دن وط کرمخلوط کردن نامناسب معرف ها و کالیبراتورها: تکنیک استفاده شدا برای مخب -

 چک شود در این شرایط ممکن است دوپلیکیت ها نیز دچار عدم دقت شوند.

ل عدم صحت در کنتر ⸲یگر نشانه های یک سنجش بد نظیر عدم دقتنقص در وسایل: د -

ه ستفاداباید چک شود. این نشانه ها ممکن است سرنخی برای وجود نقص در وسایل مورد 

 باشد.

قعی و لت واخطای متناسب کردن منحنی: در این موارد اختلاف بین ارزش کالیبراتور در حا -

شد. دقت درصد با 100عبارتی ریکاوری حدود  در حالت فیت کردن باید یکسان باشد و به

ضافه ونه اداشته باشید که خطای رسم منحنی می تواند بطور واضح غلظت نمونه پایه و نم

 شده را تحت تاثیر قرار دهد.

 ود.شخطای تکنیکی: تست توسط یک تکنسین دیگر انجام شود و هماهنگی نتایج بررسی  -

 

 حساسیت ضعیف سنجش-10

دقت اندازه گیری در غلظت صفر است. اما از نظر بالینی دقت میان سنجی  ⸲حساسیت سنجش

یک کنترل با غلظت بسیار کم آنالیت) اما قابل تعیین( حساسیت نامیده می شود. حساسیت 

 Diagnosticحساسیت تشخیصی) ⸲سنجش نباید با حساسیت تشخیص اشتباه شود

sensitivity تعیین شرایط بالینی.( عبارت است از توانائی یک سنجش برای 

 علل احتمالی: 
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 نقص در سری ساخت: در این گونه موارد حساسیت سنجش باید باکیت هایی با سری -

 ارزش کنترل ها و شکل منحنی بررسی ⸲ساخت های متفاوت چک شود. میزان سیگنال

رروی شده و با سنجش های قبلی و ادعای سازنده مقایسه گردد. حساسیت سنجش باید ب

تلاف می تواند برای تعیین اخ F-Testک سری ساخت بررسی شود. روش آماری بیش از ی

ستند بین سری ساخت های مختلف زمانی که این اختلافات از نظر آماری قابل توجه ه

 استفاده شود.

ور بروش نقص در بهینه سازی و طراحی کیت: حساسیت اندازه گیری شده با ادعای سازنده -

 ع داده شود.مقایسه شود و به سازنده اطلا

ار که ک ناهمگونی در چاهک ها: این مشکل باید ازسایر علل احتمالی افتراق داده شود -

ها تن ⸲دشواری است. مقایسه همزمان حساسیت سنجش با سری ساخت مناسب از نظر دقت

 راه متمایز آن است. وسایل مورد استفاده نظیر سمپلر ابتدا باید چک شود.

ای هغلظت های خیلی پائین: اگر شکل منحنی در غلظت  نامناسب بودن شیب منحنی در -

 وط بهپائین تخت است با سازنده کیت تماس حاصل نمائید. تین امر ممکن است که مرب

 خطا در فیت کردن منحنی باشد.

مخلوط  آنرا وط نشدن کامل کالیبراتور صفر: قبل از اضافه کردن کالیبراتور صفر حتمالمخ -

 نمائید.

این  عرف های کیت از نظر درجه حرارت سنجش قبل از استفاده: درعدم آماده بودن م -

ا بهای  حالت باید مطمئن شد که تمام معرف ها به درجه حرارت اتاق رسیده اند. معرف

 حجم زیادتر ممکن است نیازمند زمان طولانی تری باشند.

ک یف نواتصال ضع ⸲نقص در وسایل نظیر پی پت ها وسمپلر اتوماتیک: آلودگی نوک سمپلر -

اهش کنشتی در نوک سمپلر و یا ترشح مواد از نوک سمپلر از علل  ⸲سمپلر به سمپلر

حساسیت سنجش هستند. این عامل اغلب بوسیله دقت ضعیف در چند دوپلیکیت اول 

 کالیبراتور صفر در طی تست تعیین حساسیت مشخص می شود.

ب ی اغلتورهای خشک برااستفاده از انکوباتور خشک به جای انکوباتور مرطوب: انکوبا -

 سنجش های ایمنی نامناسب هستند مگر اینکه توصیه شده باشند.

نقص محلول و دستگاه شستشو: محلول و دستگاه شستشو باید چک شود. نحوه تهیه  -

 محلول شستشو با بروشور کیت مقایسه شود.
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 مراحل پیشنهادی برای تعیین مشکل

 محاسبه شده است. دقت درون سنجی ابتدا باید مطمئن شد که حساسیت سنجش درست -

ختل مبرای کنترل های با غلظت پائین محاسبه شود. اگر حساسیت با دقت درون سنجی 

رسنل است باید زمان شروع مشکل مشخص شود. معلوم شود که آیا بروز مشکل در بین پ

 متفاوت است یا خیر؟

ه در ک ریپلیکت ضعیفکالیبراتور صفر را در نواحی مختلف پلیت تحت سنجش قرار دهید.  -

 شد.سب بارپلیکت ضعیف در چاهک های ابتدایی پلیت می تواند دال بر پی پت کردن نامنا

رد. رار گیقآلودگی با ماده نشاندار و شکل منحنی مورد بررسی  ⸲تخلیه نامناسب چاهک ها -

 در روش های ایمونومتریک کیفیت روش شستشو چک شود.

کیت  نقضاءنید اگر این دو عامل نرمال بود تاریخ امیزان سیگنال و شکل منحنی را چک ک -

 ظاهر و بوی معرف ها را بررسی نمائید. ⸲و معرف ها

 کلیه وسایل و دستگاههای مورد استفاده رو مورد بازبینی قرار دهید. -

 

 همبستگی ضعیف بین دو کیت-11

 علل احتمالی:

 .نمایمشورت نمائیدعدم استاندارد کردن مناسب کیت در زمان طراحی: با سازنده کیت  -

 کنترل کیفی یک راه مفید برای بررسی عدم صحت روش است.

در  دریجینناپایداری در استانداردهای مرجع سازنده کیت: در این گونه موارد یک شیفت  -

ی شخص مممقادیر استانداردهای کیت مشاهده می شود که با معرفی کالیبراتورهای جدید 

 شود.

: خیره شده یا در منحنی کالیبراسیون سازنده کیتخطا در منحنی کالیبراسیون ذ -

 همبستگی ضعیف بین دو کیت با کالیبراسیون مجدد و رسم منحنی جدید برطرف می

 شود و یا با استفاده از کیت با سری ساخت دیگر این مشکل حل خواهد شد.
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ت رت مشواستفاده از آنتی بادی هائی با ویژگی متفاوت در هرسری ساخت: با سازنده کی -

تریک مونومشود. این مشکل بویژه باید زمانی مورد توجه باشد که تعدادی از روش های ای

 در مقابل استانداردهای بین المللی کالیبره می شوند.

 ید.نمائ استفاده از نمونه های کهنه و مانده: تست همبستگی را با نمونه تازه تکرار -

ی ین عامل موجب خطای آمارانتخاب محدوده کوچکی از غلظت برای تست همبستگی: ا -

( intercept( و عرض از مبدا )slopeدر همبستگی می شود. حدود اطمینان برای شیب)

 ئید.را چک کنید و تست را مجددا با نمونه هائی با غلظت های وسیع تر تکرار نما

 ن تعدادی همااستفاده از تعداد معدود نمونه: اگر تعداد زیادی نمونه در اختیار نیست ول -

ریب اری ضونه اگر دارای محدوده وسیعی از غلظت است مجددا تکرار شود تا از نظر آمنم

 اطمینان نتایج افزایش یابد.

ن و ای انجام فقط یک یا دو سنجش: به دلیل اینکه ناهمگونی بین سنجش ها وجود دارد -

 ادیاد زیناهمگونی در نتایج دخالت دارند بطور ایده آل مطالعی همبستگی نیازمند تعد

 سنجش است.

نقص در وسایل نظیر سمپلر: ارزش کنترل ها و دقت درون سنجی نیز ممکن است  -

سایل ود با دستخوش این نقص شود بنابراین در صورتی که ایندو نیز متاثر شده باشند بای

 جایگزین تست تکرار شود.

 

ه عدم صحت در کنترل: تغییرات ثابت در ارزش کنترل از یک دوره زمانی به دور-12

 زمان دیگر و یا از یک سری ساخت به سری ساخت دیگر

 علل احتمالی:

ر نقص در معرف های یک سری ساخت کیت: تغییر در ارزش کنترل باید بطور واضح د -

انی م. زمهمزمانی با تغییر در شماره ساخت معرف ها رخ دهد تا به این مشکل شک نمائی

ست استفاده می شود ممکن ا که انواع خاصی از وسایل یا برنامه فیت کردن منحنی

 تغییرات در کالیبراتورها یا معرف ها عامل عدم صحت باشد.
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مکن اهی مخطا در منحنی کالیبراسیون ذخیره شده یا منحنی کالیبراسیون سازنده کیت: گ -

 ا رسمباست با معرفی یک منحنی کالیبراسیون جدید تغییر در ارزش کنترل رخ دهد که 

 ی شود.منحنی جدید مشکل برطرف م

ردن کفیت  تغییر در برنامه فیت کردن منحنی: اختلاف بین ارزش های کالیبراتور درحالت -

 و مقادیر واقعی باید بررسی شود.

 حت بامحلول سازی نامناسب کنترل های لیوفیلیزه یا فریز شده: در صورتی که عدم ص -

 ساخت کنترل جدید همزمان شود باید به این مشکل شک کرد.

دید جنترل کویالهای کنترل: تغییر در ارزش کنترل همزمان با استفاده از  ناهمگونی بین -

 مشاهده می شود.

ز یک را ا تغییر غیر عمدی در کنترل مورد استفاده: پرسنل ممکن است بدون آگاهی کنترل -

ر کامل سری ساخت به سری ساخت دیگر جا به جا نماید. اگر تغییر در ارزش کنترل بط.

ا به جد به وقوع آن با تغییر در شماره ساخت کیت همزمان ناشد بای ثابت باشد اما زمان

 جائی در کنترل ها شک کرد.

سایر  رت درتغییر در درجه حرارت آزمایشگاه در زمان انکوباسیون در حرارت اتاق: در صو -

. ه شودعلل بوجود آورنده عدم صحت ثابت در کنترل باید به تغییرات درجه حرارت توج

ه بهد تا دحرارت در فصول سال باید همزمان با تغییر در ارزش کنترل رخ تغییرات درجه 

 بل ازقاین مشکل شک کنیم. اثرات سرمائی با گرمائی بر سنجش بیشتر در ابتدای صبح 

 راه اندازی وسایل گرمایش یا سرمایش اتفاق می افتد.

ن میا ر دقتتغییر پرسنل: در این مورد تغییر پرسنل ممکن است با دیگر تغییرات نظی -

 سنجی بطور همزمان رخ دهد.

ر دراتی تغیی ⸲نقص در حمام آب گرم یا انکوباتور: ممکن است با تغییر در ارزش کنترل -

 میزان سیگنال و یا شکل منحنی نیز رخ دهد.

ر ییر دنقص در پی پت یا سمپلر: در این حالت تغییر در ارزش کنترل ممکن است با تغ -

 سنجی همراه شود.شکل منحنی یا عدم دقت درون 
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ای فی برتذکر: شماره ساخت کیت و معرف ها باید بطور مداوم ثبت شوند و چارت کنترل کی

سنجش  10کنترل ها باید بطور منظم رسم شده باشد و ممکن است حتی به اطلاعات مربوط 

 قبلی نیز نیاز باشد.

 

بت در یک عدم صحت در کنترل: تغییر در ارزش تدریجی کنترل) تغییرات غیر ثا-13

 زمان یا با تغییر در سری ساخت کیت(

 علل احتمالی:

نترل تغییر تدریجی در سری ساخت کیت: گاهی در طول زمان تمایل تدریجی در ارزش ک -

 در سری ساخت های متوالی دیده می شود. این مسکل با تغییر در سری ساخت کیت

 مشخص می شود.

ز انترل کتغییر تدریجی در ارزش های  ناپایداری معرف ها یا نگهداری غیر صحیح آنها: -

 ه میزاندید بجابتدای استفاده از کین تا پایان کیت دیده می شود که با استفاده از معرف 

 اولیه باز می گردد.

ت غییراناپایداری کنترل ها: این مشکل از مهمترین علل تغییر در کنترل است. این ت -

د و ل از سری ساخت کیت رخ می دهتدریجی و در طی چند ماه ملاحظه می شود و مستق

مکن ماما  اگر چه کنترل های تحت تاثیر قرار گرفته ممکن است تغییر ارزش داشته باشند

 است این تغییرات در محدوده مرجع دیده نشود.

جه هی درعدم صحت درجه حرارت فریزر یا یخچال: این نیز یک علت شایع بوده چرا که گا -

موارد  درجه برسد و درجه حرارت فریزر در بسیاری از+ 15حرارت یخچال ممکن است به 

و  کنترل ⸲ردرجه می رسد که نتیجه این امر می تواند تخریب کالیبراتو -20فقط درشب به 

 معرف های کیت قبل از زمان مورد انتظار باشد.

رم یا گ تغییر در درجه حرارت آزمایشگاه: در مواردی که درجه حرارت بطور وسیعی سرد -

 ر میزان ارزش کنترل تاثیر خواهد گذاشت.می شود ب
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 خلاصه

رد ند موبطور خلاصه راهنمای زیر جهت حل مشکلات در الایزا توسط مصرف کنندگان می توا

 استفاده قرار گیرد:

 عدم تولید سیگنال و یا تولید سیگنال ضعیف-1

ا یزیمی حذف یا فراموش شدن انجام یک مرحله از الایزا مثلا اضافه نکردن کنژوگه آن -

 سوبسترا 

 ستند.عدم تهیه مناسب سوبسترا بویژه در مواردی که سوبستراها بصورت دو محلولی ه -

 محلول شستشو غلیظ تهیه شده است. -

 کنژوگه آنزیمی یا سوبسترا غیر فعال شده است. -

 ت.زم اسمناسب نمی باشد و حرارت انکوباسیون کمتر از حد لا درجه حرارت انکوباسیون -

 حجم سوبسترای اضافه شده به چاهک ها کافی نمی باشد. -

نانومتر  450ی به جا 405استفاده از فیلتر نامناسب برای قرائت نتایج) استفاده از فیلتر  -

 باعث کاهش جذب نوری قرائت شده میشود(

 تند.ه اند و هنوز برای انجام آزمایش سرد هسمعرف ها به درجه حرارت اتاق نرسید -

 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

 و رقت کنژوگه طبق بروشور تهیه نشده است. غلظت کنژوگه آنزیمی زیاد است -

 ه برایبالاتر از حد تعیین شد ⸲درجه حرارت انکوباسیون نامناسب است و درجه حرارت -

 سنجش می باشد.

 فرآیند شستشو کافی نبوده است و یا محلول شستشو بصورت رقیق تهیه شده است. -

 آلودگی آنزیمی با دیگر نمونه های سرمی وجود دارد. -

 تقاطع با دیگر نمونه ها و یا کنترل مثبت اتفاق افتاده است.آلودگی م -
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شده  برای قرائت جذب نوری از فیلتر صحیح استفاده نشده است. در صورتی که توصیه -

 مشاهده بالا باشد از فیلتر رفرانس استفاده شود و این امر انجام نشود یک جذب زمینه ای

 می شود.

 بوده است.سوبسترا قبل از مصرف با نور در تماس  -

 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

 شستشو به خوبی انجام نشده است. -

ود ها وج محلول ها به خوبی انجام نشده است و یا خطا در پی پت کردن معرفرقیق سازی  -

 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. -

 

 دقت ضعیف یا دوپلیکیت های ضعیف-4

 ن معرف هاخطا در پی پت کرد -

 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 -

 (edge effectوجود اثر حاشیه ای ) -
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 تمام چاهک ها دارای رنگ هستند.-5

 ده شده است.سوبسترا آلو -

 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. -

یندو الیت اسوبسترا از فعکنژوگه آنزیمی غیر فعال شده است.) با مخلوط کردن کنژوگه و  -

 معرف اطمینان حاصل می شود(

 شرایط نگهداری کیت مناسب نبوده است. -

 شستشوی زیاد چاهک ها و یا غلیظ بودن زیاد محلول شستشو. -
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