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  عيب يابي و رفع اشكال در تست الايزا
  )بروي كاغذ فيلتر حاوي نمونه خون پاشنه پا TSHبا رويكرد تست ( 

 
به عبارتي پيشگيري از اشكال بهتر . عبارت آشناي پيش گيري بهتر از درمان است، مصداق پاراكلينيكي نيز دارد

پيشگيري از ايجاد اشكال در روش الايزا اشاره ايي لذا اجازه دهيد ابتدا به مسائل . از يافتن و رفع اشكال است
  :داشته باشيم

  
  :نكات قبل از استفاده از كيت

 .كيت را از شركت و يا نماينده معتير تهيه كنيد )1

 .دقت كنيد كيت مورد استفاده داراي تاييديه كنترل كيفي از منبع معتبر باشد )2

 .اطمينان حاصل كنيداز شرايط حمل  و شرايط نگهداري صحيح كيت مورد نظر  )3

 .به تاريخ انقضاء كيت دقت كنيد )4

 .به ظاهر فيزيكي كيت اعم از بسته بودن درب آن، سالم بودن جعبه، عدم رطوبت جعبه دقت كنيد )5

مثلا محلول . با باز كردن كيت، از لحاظ كيفي و كمي به محتويات كيت طبق دستورالعمل كيت توجه كنيد )6
 .تعداد محلولهاي هر كيت مطابق بروشور كيت باشدنباشد و  T4در كيت  T3متعلق به 

 .ابتدا كيت را قبل از استفاده به دامي آزمايشگاه برسانيد )7

 .بروشور كيت را بدقت مطالعه كنيد )8

 .محلولهاي كيت را در صورت نياز طبق بروشور به روش صحيح به ميزان لازم تهيه كنيد )9

 .سندنمونه ها نيز همزمان با كيت به دماي آزمايشگاه بر )10

 .كليه مراحل انجام آزمايش را طبق توصيه سازنده و بروشور كيت انجام دهيد )11
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  :استفاده از كيتهنگام نكات 
 .از محلولهاي هر كيت براي همان كيت استفاده كنيد )1
 .از مصرف محلولهاي منقضي شده پرهيز كنيد )2
 .خودداري كنيداز مخلوط كردن محلولهاي كيتهاي مختلف علي الخصوص با سري ساخت متفاوت  )3
 .از مصرف محلولهاي مشكوك، مانند محلولهاي تغيير رنگ داده خودداري كنيد )4
 .در آماده سازي محلولهاي غليظ و يا ليوفيليزه دقت كافي به خرج دهيد )5
 .از تكان دادن شديد و كف كردن محلولها پرهيز كنيد )6
 .سترا، خودداري كنيداز برخورد نور مستقيم با محلولهاي ذكر شده در بروشور مانند سوب  )7
هنگام جابجايي ميكروپليت، برداشتن برچسب روي پليت و هنگام شستشوي چاهكها مراقب آلودگي  )8

 .چاهكها به يكديگر باشيد و از اين امر پرهيز كنيد
خصوصا ترتيب و جهت ريختن . ترتيب افزودن محلولها به چاهكها را طبق بروشور رعايت نماييد )9

 . ريختن محلول بازدارندهسوبسترا و ترتيب و جهت 
واگذاري ادامه تست توسط فرد ديگر اصلا توصيه نمي  .انجام يك تست توسط يك پرسنل انجام شود )10

 .شود

 .در ريختن محلولهاي مختلف و نمونه هاي متفاوت از سر سمپلر جديد استفاده نماييد  )11

 .از استقرار صحيح نوك سمپلر به سمپلر اطمينان حاصل نماييد )12

تعداد دفعات . رقت محلول شستشو به دقت رعايت شود. شستشو را با دقت و حوصله انجام دهيدمرحله  )13
 .از آلودگي چاهكها هنگام شستشو پرهيز شود. حجم محلول شستشو رعايت گردد. شستشو حفظ شود

 ).نمونه هاي ايكتر، ليپميك، هموليز(جايگاه و چاهك نمونه هاي غير عادي را يادداشت كنيد  )14

 . استانداردها را دوبل گذاشته، از تعداد استانداردها نكاهيدترجيحا  )15

 .از پرسنل با تجربه در انجام آزمايش استفاده شود )16

  اين امر شامل سمپلرها، انكوباتور و دستگاه خوانشگر مي باشد. از ابزار كاليبره استفاده شود
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تست هاي الايزا و پس از مرور اطلاعات فوق نظر شما را به معايب شايع در زمان انجام 
  .عامل مربوط به آن جلب مي نماييم

  :از جمله علل دقت پايين يا نتايج نا مناسب نمونه هاي دوبل مي توان فهرست وار با موارد ذيل اشاره نمود

  آسيب كنژوگه آنزيمي) 1

  آسيب سوبسترا يا كروموژن) 2

  عدم كيفيت نوك سمپلر) 3

  كاليبر نبودن سمپلر) 4

ش بينقص در مرحله شستشو، چنانچه شوستشو اتوماتيك باشد، اين امكان وجود دارد كه سرعت و فشار محلول ) 5

  از حد آهسته و يا تند باشد

  زمان انكوباسيون نامناسب) 6

  دماي انكوباسيون نامناسب) 7

  آلودگي چاهك به چاهك) 8

  خشك شدن ميكروپليت پس از شستشو) 9

  روپليتنگهداري نامناسب ميك) 10

  )Coating(اشكال در مرحله پوشش آنتي ژن يا آنتي بادي ) 11

  عدم ثبات مولكول تثبيت شده به روي ميكروپليت) 12
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  عدم تعادل حرارتي كيت قبل از استفاده) 13

  دقت نامناسب آنزيم) 14

  آلودگي محلول بازدارنده) 15

  آسيب كف چاهك ها) 16

  آلودگي كف چاهك ها) 17
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  قع جذب نوري چاهك ها بيش از حد انتظار است؟چرا در برخي موا

  غلظت بالاي كروموژن يا سوبسترا) 1

  اشكال در مرحله رقيق سازي محلول ها خصوصاً كنژوگه آنزيمي) 2

  عدم رعايت زمان انكوباسيون) 3

  عدم رعايت دماي انكوباسيون) 4

  )رقيق بودن محلول شستشو(كامل نبودن مرحله شستشو ) 5

  مرحله پوشش دادن چاهك هااشكال در ) 6

  اختلاط محلول هاي مشابه با سري هاي ساخت متفاوت) 7

  انتخاب نامناسب طول موج خوانش) 8

  كاليبره نبودن دستگاه خوانشگر) 9

  آلودگي كف چاهك ها) 10

  آسيب فيزيكي كف چاهك ها) 11

  كاليبره نبودن سمپلر) 12

  كروموژن -آلوده بودن ظرف آماده سازي سوبسترا) 13

  وجود ذرات غير قابل تشخيص با چشم غير مسلح در سوبسترا) 14

  وجود ذرات غير قابل تشخيص با چشم غير مسلح در كروموژن) 15
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  وجود ذرات غير قابل تشخيص با چشم غير مسلح در بازدارنده) 16

  آلودگي سوبسترا كروموژن با آنزيم) 17
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  چرا جذب نوري چاهك ها كمتر از انتظار است؟

  ه سازي يا رقيق سازي نامناسب كنژوگه آنزيميآماد) 1

  زمان انكوباسيون نامناسب) 2

  دماي انكوباسيون نامناسب) 3

  سوبسترا كروموژن ناكافي) 4

  آسيب سوبسترا و يا كروموژن) 5

  عدم اختلاط كافي محلول ها) 6

  اشكال دستگاه خوانشگر) 7

  تكان دادن اين مرحلهنامناسب در تست هاي نيازمند به ) Shaking(تكان دادن ) 8

  آسيب كنژوگه آنزيمي) 9

  آسيب ميكروپليت) 10

  )در كيت هاي داراي سيستم مذكور(آسيب بخش بيوتين دار ) 11

  )در كيت هاي داراي سيستم مذكور(آسيب بخش آويدين دار ) 12

  غلظت بالاي محلول شستشو) 13

  افزايش تعداد دفعات شستشو) 14

  هاي كيت قبل از استفادهعدم تعادل حرارتي محلول ) 15
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  چرا اصلاً ميكروپليت رنگ نمي گيرد؟

  عدم پوشش ميكروپليت) 1

  جابجايي استفاده از ميكروپليت) 2

  نريختن يا اشتباه ريختن كنژوگه آنزيمي) 3

  نريختن يا اشتباه ريختن سوبسترا) 4

  نريختن يا اشتباه ريختن كروموژن) 5

  استفاده از محلول شستشوي غليظ) 6

  .)استفاده نمي شود TMBخصوصاً در كيت هايي كه از (تخليه ميكروپليت قبل از محلول بازدارنده ) 7

  جابجايي استفاده از كنژوگه) 8

  جابجايي قرار دادن كنژوگه در كيت) 9

  )ALPخصوصاً در كيت هاي (جابجايي يا نريختن بازدارنده ) 10

  .وجود دارد در كليه موارد فوق فعاليت آنزيمي در ويال مربوطه
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  يا بلانك چيست؟ NSBدليل جذب نوري بالاي 

  افزايش نامناسب كنژوگه آنزيمي) 1

  شستشوي ناكامل ميكروپليت) 2

  آسيب محلول سوبسترا كروموژن) 3

  آلوده شدن چاهك هاي مذكور) 4

  جا افتادن چاهك هاي مذكور هنگام شستشو) 5

  افزايش درجه حرارت انكوباسيون) 6

  انكوباسيونافزايش زمان ) 7

  رقيق بودن محلول شستشو) 8

  )edge effect(قرار گرفتن چاهك هاي مذكور در پديده لبه ) 9
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  دليل جابجايي منفي استاندارد نسبت به انتظار چيست؟

  زمان انكوباسيون نامناسب) 1

  دماي انكوباسيون نامناسب) 2

  .)كيت به دماي محيط نرسيده است(عدم تعادل حرارتي محلول ها ) 3

  اشكال دستگاه خوانشگر) 4

  كاليبر نبودن سمپلر) 5

  )مثلا در اثر تنظيم نامناسب حجم سمپلر(حجم نامناسب استاندارد ) 6
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چرا گاهي نتايج منحني استاندارد مناسب است ولي پاسخ بيماران كلا بالا و پايين مي 
  باشد؟

  )TORCHخصوصا در مورد كيت هاي اتو ايميون و يا (دقت نامناسب نمونه ) 1

  تهيه نامناسب غلظت استاندارد ها در شركت سازنده) 2

  آماده سازي نادرست استاندارد هاي ليوفيليزه ) 3

  )T4,T3مانند (آسيب محلول بافري جابجا كننده در سنجش هاي تام ) 4

  افت مقادير استاندارد در اثر آلودگي )5

  ذوب و انجماد نمونه هاي استاندارد) 6

  ه هاي سرميتازه نبودن نمون )7

  نگهداري و ارسال نامناسب نمونه ها -جمع آوري) 8
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  چرا به طور اتفاقي برخي از چاهك ها رنگ بالاي كاذب دارند؟

  آلودگي چاهك) 1

  اشكال در مرحله پوشش دادن ميكروپليت) 2

  جا افتادن برخي از چاهك ها هنگام شستشو با دست) 3

  ه شستشوي خودكاردستگامسدود بودن برخي از مجاري شستشوگر  )4

  استفاده از نوك سمپلر هاي آلوده) 5
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  چرا تشكيل رنگ با تاخير و سرعت پايين انجام مي شود؟

  آسيب كنژوگه آنزيمي) 1

  افت نامناسب غلظت كنژوگه آنزيمي) 2

  )Abيا   Ag(آسيب مولكول تثبيت شده به روي ميكروپليت ) 3

  دماي پايين زمانهاي انكوباسيون) 4

  زمانهاي انكوباسيونكاهش ) 5

اين  H2O2دماي نگهداري نامناسب، آلودگي سوبسترا باعث افت ميزان (آسيب و ضعف سوبسترا كروموژن ) 6

  .)محلول مي گردد

  اختلاط نامناسب محلول هاي سوبسترا كروموژن) 7



 

١٤ 

 

  چرا گاهي جذب نوري نوارهاي حاشيه اي از مركزي بيشتر و يا كمتر است؟

مشهور است مهمترين عوامل بروز اين پديده عبارتند از عدم يكنواختي ) Edge effect(ه يده فوق به اثر لبپد

اغلب سوبسترا ها به نور حساس هستند تفاوت تابش نور به نوارها . حرارتي ويا تابش نور نوارهاي لبه اي و مركزي

انكوباسيون . د را بوجود مي آورداختلاف دماي نوارها نيز عينا همين ايرا. باعث تفاوت شدت نور در آنها خواهد شد

درجه سانتيگراد به دور از نور اين مشكل را برطرف مي كند اما چنانچه انكوباتور قبل از انكوباسيون متعادل  37در 

نشده باشد و يا در زمان انكوباسيون درب انكوباتور باز و بسته شود علاوه بر تغيير شيب حرارتي از قسمت نزديك 

. نسبت به بخش هاي عقب تر، تابش نور نيز يكنواخت نبوده و اثر لبه بخوبي حذف نخواهد شد به درب انكوباتور

لذا كليه اجزاي كيت را قبل از استفاده به دماي . عدم تعادل حرارتي معرف ها نيز مي تواند اثر مشابهي داشته باشد

سپس با پوشش كاغذ پشت چسب دار و درجه سانتيگراد رسانيده،  37انكوباتور را به دماي . آزمايشگاه برسانيد

  .حذف گرددقرار دادن در انكوباتور از اختلاف تابش نوري و درجه حرارت جلوگيري نماييد تا اثر لبه 
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  رفع اشكالات

در پاره اي از موارد اشكال به مرحله توليد كيت برمي گردد . عيب يابي، رفع اشكالات بسيار ساده مي باشدپس از 

در بسياري از موارد اشكال در فساد برخي از . به شركت سازنده و جايگزيني برطرف مي گردد كه با انعكاس مطلب

در مواردي اشكال . اجزاء كيت مي باشد كه بايد از كمپاني سازنده جزء مورد نظر باهمان سري ساخت را تهيه نمود

كر و يا دستگاه شستشوي خودكار مربوط به دستگاه ها شامل سمپلر ها، دستگاه هاي الايزا ريدر، انكوباتور، شي

مواردي كه به اشكالات اجرايي تست، . است كه با ارجاع به بخش سرويس شركت سازنده ايراد برطرف مي شود

اعم از رقيق سازي نامناسب، جابجايي استفاده از محلول ها، فراموش كردن استفاده از يك محلول، نوك سمپلرهاي 

  .يض و تكرار آزمون، قابل حل خواهد بودمربوط است با تعو... غير مطمئن و 

 

 

  

  

  

 دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی
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