
ELISA METHOD & 
QUALITY CONTROL

PRESENTED BY : R.GHAFOURI

MS. MEDICAL BIOCHEMISTRY

1



:رئوس مطالب 
مقدمه

معرفی انواع روش های ایمنولوژیک و الایزا

خطاهای قبل از انجام آزمایش در الایزا

خطاهای حین آزمایش در الایزا

کنترل و تضمین کیفیت در بخش الایزا

عیب یابی در الایزا

منابع

2



مقدمه. 1

نپروتئییابیولوژیکملکولهایبهآنزیماتصالروش۱97۱سالدرباراولینبرای
:EIA)ها ENZYME IMMUNE ASSAY)هایبنامدانشمنددوتوسط:EVA

ENGVALI&PETER PERLMANNرادیواکتیوموادباکارخطراتوجودبدلیل
مستقل‌طوربههلندوسـوئداستکهلمدانشگاهدر۱97۱سالدروشدمعرفی

.گردیدمنتشرخصوصایندرمقاله‌هایی

ENZYMEیاالایزا LINKED IMMUNOSORBENT ASSAYهایروشاز
لعامیکبهآنزیماتصالقابلیتوجود.باشدمیایمنواسیهایسنجشمتداول

ازمآنزیفعالیتگیریاندازهسپسوبادیآنتییاوژنآنتیمثلایمنولوژیک
.باشدمیروشاینازاستفادهسهولتدلیلسنجیرنگروشطریق
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...ادامه 

:بر اساس ماده لیبل شدهروش های ایمنواسیدسته بندی انواع •

(RIA)رادیو‌ایمونواسی‌(‌:‌I 135و‌I131 (رادیو‌ایزوتوپ1.

(IFA)فلورسنت‌ایمونواسی(‌:‌فلورسئین‌)فلوروفور‌2.

 (CLIA/ECLIA)کمی‌لومینسانس‌و‌الکتروکمی‌لومینسانس(‌:‌لومینول‌)‌لومینسانس‌3.

-HRP&ß-GALACTOSIDASE)‌آنزیم‌4. ALKALIN PHOSPHATASE‌:‌)الایزا(ELISA) 
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روش های ایمنولوژیکانواع . 2

کونژوگه آنزیمی باعث تغییر فعالیت آنزیم می گردد:‌هموژن.(ENZYME MULTIPLIED IMMUNOASSAY TECHNIQUE: EMIT) 

آمیلاز–بتا گالاکتوزیداز –G6PD–آنزیم های مورد استفاده در روش هموژن لیزوزیم •

.استفاده می شودDRUG ABUSEبرای اسکرینینگ مثل •

(معکوس و مستقیم ) با اضافه کردن آنزیم با کاهش یا افزایش فعالیت آنزیم روبرو هستیم •

.استهموژن‌رقابتی‌رابطه‌سیگنال‌و‌غلظت‌مستقیم‌دو نوع رقابتی و غیر رقابتی دارد ولی •

گرددکونژوگه آنزیمی باعث تغییر فعالیت آنزیم نمی :هتروژن.ELISA) :ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)
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سرعت بالاتر

مرحله شستشو نداریم

خطاهای انسانی کمتر

قابلیت اتومیشن دارد

طراحی مشکل تر 

حساسیت کمتر



الایزای مستقیم

.شودمیکوتچاهکدرژنآنتی1.

دهشلیبلبادیآنتیتوسطشدهکوتژنآنتی2.
.شودمیشناسایی(کونژوگه)

ثانویهبادیآنتیوجودعدمایرادومزیت:

متقاطعهایواکنشنبود

نداردوجودشناساییبرایقویهایسیگنال.

Advantages Disadvantages

Faster than other ELISA – the technique 

has fewer steps
Antigen immobilization is not specific -

may cause higher background noise than 

indirect ELISA. Mainly because all proteins 

in the sample, including the target protein, 

will bind to the plate

Less flexible - each target protein needs a 

specific conjugated primary antibody

No signal amplification - reduces assay 

sensitivity

Less prone to error – as less reagents and 

fewer steps are required

Best for: when analyzing the immune response to an antigen.
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الایزای غیر مستقیم

.آنتی‌ژن‌در‌چاهک‌ها‌کوت‌می‌شود1.

تصل‌به‌آنتی‌ژن‌اختصاصی‌خود‌م(‌نمونه)آنتی‌بادی‌اولیه‌2.
.می‌شود

لیـه‌کـه‌مشصصـا‌ع(‌کونژگه)آنتی‌بادی‌ثانویه‌لیبل‌شده‌3.
.آنتی‌بادی‌اولیه‌است‌اضافه‌می‌شود

ANTI-TOXOPLASMA / ANTI-RUBELLA: مثال

ANTI- HELICOBACTER PYLORI/ANTI-DSDNA & ANA

Advantages Disadvantages

High sensitivity - more than one 

labeled secondary antibody can 

bind the primary antibody
Possibility of background noise -

secondary antibody may be cross-

reactive

Longer procedure than direct ELISA 

technique - additional incubation 

step for secondary antibody needed

Economical - fewer labeled 

antibodies are needed

Greater flexibility - different 

primary antibodies can be used with 

a single labeled secondary antibody

Best for: determining total antibody concentration in samples.
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الایزای ساندویچ

Advantages Disadvantages

High sensitivity - 2-5 times 

more sensitive than direct or 

indirect ELISA
Antibody optimization can be 

difficult - cross-reactivity may 

occur between the capture and 

detection antibodies. Needs a 

standardized ELISA kit or tested 

antibody pair.

High specificity - two 

antibodies are involved in 

capture and detection

Flexibility - both direct and 

indirect detection can be used

Best for: analysis of complex samples, since the antigen does not 

need to be purified prior to measurement.

آنتـی‌بـادی‌شـکارچی‌و‌:‌دو‌نوع‌آنتـی‌بـادی‌اسـتفاده‌مـی‌شـود

(Capture&Detection)شناساگر

د‌و‌هر‌آنتی‌بادی‌باید‌برای‌یک‌اپی‌توپ‌ازآنتی‌ژن‌اختصاصـی‌باشـ

.اورلپ‌با‌منطقه‌دیگرآنتی‌ژن‌نداشته‌باشد

ایی‌بادی‌هایمان‌اپی‌توپ‌های‌متفاوت‌را‌شناسـآنتی‌یابیم‌اطمینان‌

.می‌کنند

که‌قـرار‌به‌آنتی‌ژنی-مستقیم‌یا‌غیر‌مستقیم-آنتی‌بادی‌شکارچی

.است‌شناسایی‌شود‌متصل‌می‌گردد

تعیین‌سطح‌سایتوکاین‌ها‌در‌پاسخ‌های‌ایمنی1.

.2HIVوت‌آنتی‌بادی‌و‌آنتـی‌ژن‌کـ)‌ساندویچ‌ترکیبی‌–نسل‌چهار‌

تشصیص‌زود‌هنگام‌ابتلا‌به‌عفونت.(می‌شود
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Direct capture

Indirect capture                         

.در‌چاهک‌ها‌آنتی‌بادی‌شکارچی‌کوت‌می‌شود-1

نمونه‌حاوی‌آنالیت‌مورد‌نظر‌اضافه‌می‌شود-2

آنتی‌بادی‌شناساگر‌لیبل‌شده‌یا‌کونژوگه‌اضافه‌می‌-3

.شود

ی‌بـادی‌اگر‌آنتی‌بادی‌شناساگر‌لیبل‌نشده‌باشد‌و‌آنتـ-4

ت‌روش‌شناساگر‌ثانویه‌استفاده‌شود‌اختصاصیت‌و‌حساسی

.افزایش‌می‌یابد
9



مهاری/ الایزای رقابتی

باشدمیطراحیجهتالایزاتکنیکترینپیچیده.

ندکمیرقابت-شدهطراحیکیتدرموجود-ژنآنتی/بادیآنتیمحدودمیزانبهاتصالبرایمیزانیکبهنمونهدرموجودبادیآنتی/ژنآنتی.

.باشدمیمعکوسخروجیسیگنالبانمونهدرنظرموردآنالیتغلظترابطه•

•PROCEDURE

.شودمیکوتهاچاهکدرشدهشناختهبادیآنتی1.

.شودمیاضافهشدهلیبلژنآنتیهمراهبهناشناختهژنآنتیحاوینمونه2.

.شودمیاستفادهشناساییبرایمربوطهسوبسترای3.

.بالعکسوبودخواهدضعیفتر(OD)سیگنالوماندهباقیشدهلیبلژنآنتیاتصالبرایکمتریجایگاهبالاترنمونهدرژنآنتیغلظتهرچه4.
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A golden tip in the

preparation of the kit: the

amount of conjugated

labeled antigen and coated

antibody should be

equal.



...ادامه 
COMETETIVE ELISA
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...ادامه 

Advantages Disadvantages

Main advantage - no sample 

processing is required and crude 

or impure samples can be used

Same limitations as base ELISA - as 

each ELISA technique can be 

adapted to a competitive format

More robust - less sensitive to 

sample dilution and sample matrix 

effects than the sandwich ELISA

More consistent - less variability 

between duplicate samples and 

assays

Maximum flexibility - it can be 

based on direct, indirect or 

sandwich ELISA

Best for: commonly used when only one antibody is available for the 

antigen of interest. It is also suitable for detecting small antigens that 

cannot be bound by two different antibodies such as in the sandwich 

ELISA technique.
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HOOK EFFECT

ت‌از‌در‌ایـن‌پدیـده‌غلظـت‌آنالیـ.‌عبارت‌است‌از‌کسب‌نتایج‌منفی‌کاذب‌در‌غلظت‌بالای‌آنالیـت(‌پدیده‌قلاب)پدیده‌هوک‌•
.بالاترین‌استاندارد‌نیز‌بسیار‌بالاتر‌است

نـی‌فزو.‌ی‌افتـدو‌آنتی‌بادی‌نشاندار‌در‌روش‌های‌ساندویچ‌یک‌مرحله‌ای‌بیشتر‌اتفاق‌م(‌نمونه)بدلیل‌ریصتن‌همزمان‌آنالیت•
(کوت‌شده‌و‌نشاندار‌آزاد)ی‌هر‌دو‌آنتی‌بادی‌صاتصال‌آنالیت‌به‌جایگاه‌های‌اختصاصی‌و‌غیر‌اختصا

AFP‌،CA-125‌،FERRITIN‌،PSA‌،PRL‌،TSH:‌در‌تست‌هایی‌مانند‌•

:از‌بین‌بردن‌اثر‌هوک‌•

و‌ی‌بـادیمرحله‌اول‌اضافه‌کردن‌سرم‌بیمار‌در‌نتیجه‌اشغال‌سایت‌های‌آنتـ)‌افزودن‌مرحله‌شستشو‌قبل‌از‌آنتی‌بادی‌ثانویه‌-۱
.(می‌کندسپس‌در‌مرحله‌دوم‌اضافه‌کردن‌ماده‌نشاندار‌که‌سایت‌های‌خالی‌را‌پر‌

.(نمونه‌های‌منفی‌با‌رقت‌بالاتر‌از‌همان‌سرم‌تکرار‌شود)تهیه‌رقت‌مناسب‌از‌نمونه‌-2

درهپدیدشروعآنهادرکهشوداستفادههاییکیتازلذاهستند،هوکپدیدهشروعمحدودهذکربهموظفسازندههایشرکت:توصیه

شودمیمشاهدهآنالیتبالایهایغلظت
13



اجزا کیت های الایزا

هیچگاه از آب 

مقطر به جای 

بافر شستشو 

استفاده نگردد
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پلی وینیل                                                       -2پلی استیرن  -1:  (SORBENT)پلیت-۱
– AGجداسازی عوامل درگیر در واکنش : نقش  AB (غیر درگیر در واکنش) از عوامل آزاد

فاده ی شروع استاستفاده از کل پانل استاندارد و یا کنترل های مثبت و منفی در ابتدا: CUT OFF CALIBRATORاستاندارد‌یا‌-2
.از کیت، همچنین در هر ران کاری الزامی می باشد

چرا آنتی بادی استفاده می کنیم؟ چرا کونژوگه می نامیم؟            ( آنتی بادی ثانویه: )آنزیم-کونژوگه‌-3
سوبسترا آن توانایی ایجاد رنگ داشته باشد-3سهولت اتصال به بیومولکول ها -2پایداری -1: ویژگی آنزیم

. (TMB)یک ماده کروموژنیک است که پس از تجزیه آنزیمی رنگ تولید می کند: سوبسترا-4

معمولا اسید سولفوریک برای توقف روند واکنش: متوقف‌کننده‌-5

محیط بافری پایداری را برای حفظ ساختار آنتی بادی فراهم می کند   -سالین بافر فسفات :‌بافر‌شستشو‌-6

PHتنظیم -TWEEN3نشسته کف چاهک توسط موادی مانند بلوکه کردن نقاط اتصال آنتی بادی های اضافی-2شتشوی مواد مزاحم -1

سرم‌کنترل‌-7

.ی گرددرند، آزاید باعث اختلال عملکرد و ساپرس شدن آنزیم مدرصورت وجود آزاید در سرم کنترل، در روش هایی که لیبل پراکسیداز دا



خطاهای قبل از انجام آزمایش.3
درخواست اشتباه پزشک1.

... (سن و –جنسیت ) ثبت اطلاعات هویتی اشتباه از بیمار 2.

FSHافزایش باعث سایمیتیدین، کلومیفن، لوودوپا ...(سابقه بیماری و یا مصرف دارو و ) اطلاعات ناکافی از شرایط بالینی بیمار3.

(وضعیت هنگام نمونه گیری –فعالیت فیزیکی –ناشتایی )نداشتن آمادگی قبل از انجام آزمایش 4.

(عدم توجه به تغییرات شبانه روزی هورمون ها)جمع آوری نمونه در زمان نامناسب 5.

پروژسترون، داروهای ضد تشنج، PTH ،ACTH( ژل تیوب –ظروف شیشه ای -ظروف پلاستیکی )ظروف مناسب برای جمع آوری نمونه 6.

.آنتی بادی می شودمهار منجر به ACTH-EDTAدر هپارین اختلال (پلاسما –سرم –خون کامل ) نوع نمونه جمع آوری شده 7.

FREE T4همولیز موجب کاهش کاذب (لیپمیک -ایکتریک -همولیز-بستن تورنیکه )کیفیت نمونه جمع آوری شده 8.

ACTHهموسیستئن، گاسترین، گلوکاگون و : شرایط جداسازی9.

دمای نگهداری نمونه10.

SHEAR EFFECT:20-دردمایبایدشوندمیگذاشتهکنارالایزاتستبرایکهسرمهای˚C4-درنگهداری،شوندنگهداری˚Cیخدلیلبه

یارشیباثربهکهشودمیذوبزماندرپروتئینیسومساختمانبهآسیبباعثسرمدرآبیکریستالهایتولیدبرایفرصتایجادوآرامزدن

FERRITINو(FT3.استمعروفقیچی , FT4) 15
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خطاهای انجام آزمایش.4



1. pipetting

.متصل شده باشدطور محکم بر روی پیپت به tipاطمینان از اینکه ( 1

.انجام گرددکردن معکوس روش پیپت ( 2

مواد چگالتر و کف زا

رقت سازی
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.اطمینان حاصل شودtipیا چاهک هوا در از عدم وجود حباب ( 4

.پرهیز گرددبرداشتبه انتهای محلول جهت tipاز فرو بردن ( 3
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.هنگام پیپت کردن، نوک پیپت زاویه دار نگه داشته شود و کف چاه را لمس نکند( 3

استفادهآلودگیازجلوگیریمنظوربهاستانداردهربرایمجزاهایtipاز(4

.شود
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2.Tempreture
.ها به دمای اتاق رسانیده شود مگربر خلاف بروشور کیت باشدکلیه ریجنت( 1

.درجه صورت می گیرد۳۷یا ۲۵معمولاً در دمای .دمای انکوباسیون رعایت گردد( 2

3.Leaching
،ODکاهشوچاهککفشدهکوتهایبادیآنتیبهآسیبازجلوگیریبرای1)

.شودنگهداریرطوبتتوسطکنخشکمادهحاویپاکتدرباقیماندههایچاهک

.نگردداستفادهانکوباسیونمرحلهدرپلیتسطحپوشاندنبرایفویلاز2)

بخاریلتشک).نگرددخارجکیسهازاتاقدمایبهپلیتدمایرسیدنازقبلتاهاتپلی3)

(پلیتپایداریکاهشوحرارتدرجهسریعتغییراتبدلیل
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4. WASHING
واشر شود از پلیتبه شدت توصیه می به منظور جلوگیری از زمینه های بالاتر ( 1

.شوداستفاده 

ذب و جکاهش بافر منجر به غلیظ منجر به .)بافربه دقت تهیه گرددغلظت محلول( 2

(بافر رقیق ایجاد جذب زمینه ای بالا

3 )PH(محلول شستشوی آماده به کار و آب مقطر. )محلول کنترل گردد

 soakingثانیه زمان خیساندن30هنگام شستشوی پلیت ها، چه به صورت دستی و چه با واشر ( 4

time  گرددرعایت.

carryدیگرچاهکبهچاهکیکازریجنتیانمونهناخواستهانتقال(5 over،کهزمانیاتفاقاین

وستیپازاستفادهعدم.استاهمیتحائزداریمهمزمانطوربهمنفیوبالابسیارتیترباتستهایی

(کاناله8سمپلریاواشرپلیت)سرنگیا
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5.Edge Effect
.ددارنپلیتکلنسبتبهکمترییابیشترODایحاشیههایچاهک(۱
رهغیرکالیبانکوباتور–نورودمااختلافبهسوبسترابودنحساس

22

6.TIME
.به‌زمان‌های‌انکوباسیون‌بسیار‌توجه‌کنید1)

دقیقه‌در‌هر‌ساعت‌تغییر‌5-+/به‌عنوان‌یک‌راهنمای‌کلی،‌زمان‌انکوباسیون‌نباید‌بیش‌از‌
.کند
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7.Tapping
ایتدرنهوشدهتشکیلهایکمپلکسفیزیکیشدنجداباعثاستممکنشدیدضربهصورتدر(1

.شویدODکاهش

ODخوانشدرتغییر(Tapping)پلیتازاضافیمایعاتشدنخارجبرایزدنضربهعمل(2

8.CONTAMINATION
:بررسی کارائی کونژوگه و سوبسترا به ترتیب زیر 1)

 میکرولیتر100+ رنگ آبی سپس = سوبسترا 200+میکرولیتر کونژگه10لوله اولstop = رنگ

زرد

100+ سوبسترامیکرولیتر100دوم لولهstop =عدم تغییر رنگ

از مخلوط کردن دو سوبسترا یا دو کونژوگه آنزیمی از دو سری ساخت با شماره 

های مختلف اجتناب کنید



زاو تضمین کیفیت در الایکنترل .5
تدوین و بازنگری 

دستورالعمل ها

کنترل و نگهداری 
تجهیزات

آموزش دوره ای کارکنان

کیت ها و مواد مصرفی
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...ادامه
دستورالعمل‌انجام‌آزمایش‌مطابق‌با‌الزامات‌استاندارد‌درآزمایشگاه-۱

:حوهنی‌آزمایشگاه‌مشتمل‌بر‌ندستورالعمل‌انجام‌کنترل‌کیفیت‌و‌نحوه‌تفسیر‌نتایج‌با‌تایید‌مسئول‌ف-2

.I(الایزا‌ریدر‌و‌سمپلر‌و‌دستگاه‌واشر‌)‌کیفیت‌تجهیزات‌معتبر‌کنترل‌استفاده‌از‌مواد‌کنترلی‌

.IIارزیابی‌و‌تایید‌صحت‌کیت‌

.IIIهاارزیابی‌صحت‌تست‌

:نگهداری‌سوابق‌انجام‌آزمایشات‌و‌کنترل‌کیفیت‌شامل‌-3

.Iنتایج‌الایزا‌بصورت‌الکترونیکی‌یا‌پرینت‌دستگاه‌‌(-CURVEبودن‌مشصص‌ODمشصص‌بـودن‌-شدهها‌و‌غلظت‌های‌خوانش‌
ردیابی‌بیمارانقابلیت‌-نتایجکنترل‌در‌پرینت‌

.IIتاریخ‌انجام‌آزمایش-تاریخ‌انقضاء‌کیت-استفادهمورد‌کیت‌و‌مواد‌کنترلی‌و‌شماره‌سری‌ساخت‌نام‌-نام‌انجام‌دهنده

.IIIتست‌های‌کمی‌و‌مقایسه‌با‌منابع‌معتبرمجاز‌برای‌تعریف‌خطای‌

.IVرسم‌نمودار‌های‌کنترل‌کیفیت‌و‌تفسیر‌نتایج

.V(مانند‌نمونه‌های‌با‌غلظت‌بالا‌و‌حد‌مرزی)‌اقدامات‌اصلاحی‌و‌تکرار‌آزمایشاتموارد‌عدم‌انطباق‌و‌ثبت‌
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مواد‌کنترلی

کیتکنترل‌داخل‌کیت‌یا‌سرم‌از‌کنترل‌مستقل‌سرم‌•

کنترل‌مثبت‌و‌منفی‌–سطح‌نرمال‌و‌پاتولوژیک‌کاری‌‌از‌دو‌در‌هر‌سری‌•

به‌صلاحدید‌مسئول‌فنیWHOتفسیر‌نتایج‌با‌استفاده‌از‌قوانین‌وستگارد،‌لوی‌جنینگ‌و•

مداوم‌نوع‌و‌یا‌سری‌ساخت‌کیت‌مقایسه‌با‌بروشور‌کیتتغییر‌•

نباید‌بزرگتر‌از‌عدم‌دقت‌مجاز‌تعیین‌شده‌تست‌در‌آزمایشگاه‌باشدعدم‌دقت‌کیتتوجه‌گردد‌دامنه‌.

تفسیر‌گردداستفاده‌از‌نمونه‌های‌شناخته‌شده‌قبلی‌خاص‌با‌های‌در‌موراد‌نبود‌سرم‌کنترل‌در‌برخی‌تست‌.

فرکانس‌انجام‌دوپلیکیت‌تست‌توصیه‌می‌شودهای‌کاری‌پر‌در‌نوبت‌.
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الایزا‌ریدر
نگهداری‌تجهیز

اطمینان از تمیز بودن سیستم و کانال های نوری•

دقیقه ای دستگاه در ابتدای شروع کار30گرم شدن •

باشدمحل قرارگیری یک میز ثابت و دور از وسایل ارتعاش زا•

بررسی مسیر حرکتی و ورود و خروج پلیت•

کنترل‌کیفیت‌تجهیز

صحت فتومتریک•

تکرار پذیری•

(LINEARITY)خوانش خطی •

(چاهک ها وسط از خوانش ) به منظور اطمینان عدم وجود زاویه حین حرکت در مسیر دستگاه ALINGNMENTسیستم •
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سمپلر

نرمال0/01نانومتر در برابر سود405-401با استفاده از پارانیتروفنل و طول موج1.

نانومتر630-620استفاده از رنگ سبز خوراکی در طول موج با 2.

2≥ عدم‌دقت‌‌%CVدرصد

3≥ عدم‌صحت‌%BIASاز ابزار شیشه ای کالیبره استفاده شود مانند بالن ژوژه کلاس :درصدA

گرددبا‌توجه‌به‌محدودیت‌های‌موجود‌در‌روش‌توزین،‌انجام‌آن‌پیشنهاد‌نمی‌.
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واشرپلیت
نگهداری‌تجهیز‌‌

(مرکز کف چاهک: چاهک گرد–نزدیک به کف : چاهک تخت )بررسی موقعیت سوزن ها از نظر تنظیم موقعیت افقی و عمودی •

بررسی یکسانی در پر شدن چاهک ها•

موثر بودن مکش•

تمیز بودن سر سوزن ها•

توجه به تاریخ اعتبار محلول بافر•

در صورت وجود بیمار مثبتRINSEاستفاده از وایتکس بجای محلول •

تجهیزکنترل‌کیفی‌
)  دقیقه انکوبه 5میکرولیتر کروموژن                 100بار شستشو                4دقیقه انکوبه                  5میکرولیتراز کونژوگه در یک استریپ                  100•

•RT & DARK                  )100 630نانومتر و رفرانس 450میکرولیتر متوقف کننده                    خوانش با فیلترOD باشد0/1باید زیر. 
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تصدیق‌و‌ارزیابی‌صحت‌کیت
بیمارانهای‌نمونه‌

دامنه‌قابل‌گزارش‌کیت‌باشنددر‌آنالیت‌غلظت‌

(ساعت‌2در‌طی‌)ممکن‌زمان‌انجام‌ارزیابی‌نمونه‌در‌کوتاهترین‌

ذاری‌نیازمند‌صحه‌گ...‌زمان‌انکوباسیون‌و‌-حجم‌برداشتی-هر‌گونه‌اعمال‌تغییر‌در‌روش‌انجام‌آزمایش‌مانند‌تغییر‌دما
.مجدد‌کیت‌می‌گردد

:تست های کمی

های‌استاندارد‌با‌بروشور‌کیت‌‌ODانجام‌پانل‌کامل‌استاندارد‌در‌ابتدای‌شروع‌کیت‌و‌مقایسه‌1.

آزمون‌رگرسیون‌2.

تر‌ونه‌در‌نظر‌گرفتن‌کمنمونه‌در‌غلظت‌های‌مصتلف‌محاسبه‌اختلاف‌خوانده‌های‌مربوط‌به‌هر‌نم5با‌استفاده‌از‌حداقل‌3.
تستTAE ½مجاز‌تست‌یا‌CVاز

: تست های کیفی

هاینمونهازاستفادهباBORDLINE

تکرار‌با‌روش‌مرجع‌و‌یا‌گزارش‌نتایج‌بصورت‌مشکوک:‌نحوه‌برخورد‌با‌موارد‌مشکوک‌:‌نکته‌ 30



رزیابی‌صحت‌تستا

CERTIFIED REFERENCE MATERIALS))تایید‌شده‌مرجع‌یا‌مواد‌مرجع‌مواد‌یا‌CRM/RMاستفاده‌از‌-۱

PEER GROUP MEANشرکت‌در‌برنامه‌ارزیابی‌کیفیت‌خارجی‌و‌تعیین‌بایاس‌با‌استفاده‌از‌-2

BIAS = EXPECTED – MEASURED/ EXPECTED X 100

تفاده‌ت‌خارجی‌وجود‌ندارند‌با‌اسروش‌ها،‌که‌به‌منظور‌تایید‌صحت‌تست‌هایی‌که‌در‌برنامه‌ارزیابی‌کیفیآزمون‌مقایسه-3

.و‌مقایسه‌هم‌خوانی‌انجام‌می‌گرددSPLIT SAMPLEاز‌
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ارزیابی‌عدم‌دقت‌پرسنل

انجام تکرار پذیری سمپلینگ پرسنل•

نیدکدرستمصتلفغلظتسهدر(پیکریکاسید)بیوشیمیدرکراتینینمحلولمانندزردرنگینمونهیک•

(OD=0.4-1.1-2.1استمناسب)ازوریصتهالایزاتمیزچاهک20درراآنازلاندا۱00وODآمدهبدستهای

.باشد%3ازکمتربایدشماعددبگیرید،CVخود
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(TROUBLESHOOTING)عیب یابی در الایزا 6.
 تولید سیگنال و یا تولید سیگنال ضعیفعدم

بسترا‌وگه‌آنزیمی‌یا‌سوبسترا‌عدم‌تهیه‌مناسب‌سوحذف‌یا‌فراموش‌شدن‌انجام‌یک‌مرحله‌از‌الایزا‌مثلا‌اضافه‌نکردن‌کونژ-۱

.بویژه‌در‌مواردی‌که‌سوبستراها‌بصورت‌دو‌محلولی‌هستند

.محلول‌شستشو‌غلیظ‌تهیه‌شده‌است-2

.کونژوگه‌آنزیمی‌یا‌سوبسترا‌غیر‌فعال‌شده‌است-3

حجم‌سوبسترای‌اضافه‌شده‌به‌چاهک.‌و‌حرارت‌انکوباسیون‌کمتر‌از‌حد‌لازم‌استباشد‌نمیدرجه‌حرارت‌انکوباسیون‌مناسب‌-4

.ها‌کافی‌نمی‌باشد

نانومتر‌باعث‌کاهش‌جذب‌نوری‌قرائت‌شده‌250به‌جای‌405از‌فیلتر‌نامناسب‌برای‌قرائت‌نتایج‌استفاده‌از‌فیلتر‌استفاده‌-5

میشود

.د‌هستندمعرفها‌به‌درجه‌حرارت‌اتاق‌نرسیده‌اند‌و‌هنوز‌برای‌انجام‌آزمایش‌سر-6

خراشیده‌شدن‌ته‌چاهک‌با‌نوک‌سمپلر-7

.معرف‌های‌کیت‌منقضی‌شده‌اند-8

.معرف‌ها‌به‌دلیل‌نگهداری‌غیر‌صحیح‌با‌کاهش‌فعالیت‌مواجه‌شده‌اند-9
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...ادامه
 جذب زمینهای بالا افزایش جذب نوری استانداردها یا نمونه ها

.‌‌طبق‌بروشور‌تهیه‌نشده‌استکونژوگه‌آنزیمی‌زیاد‌است‌و‌رقت‌کونژوگه‌غلظت‌-1

.ن‌شده‌برای‌سنجش‌میباشددرجه‌حرارت‌انکوباسیون‌نامناسب‌است‌و‌درجه‌حرارت‌بالاتر‌از‌حد‌تعیی-2

.استفرآیند‌شستشو‌کافی‌نبوده‌است‌و‌یا‌محلول‌شستشو‌بصورت‌رقیق‌تهیه‌شده-3

.آلودگی‌آنزیمی‌در‌نمونه‌های‌سرمی‌وجود‌دارد-4

.‌‌ستآلودگی‌متقاطع‌با‌دیگر‌نمونه‌ها‌و‌یا‌با‌کنترل‌مثبت‌اتفاق‌افتاده‌ا-5

انجام‌نشود‌وصیه‌شده‌باشد‌از‌فیلتر‌رفرانس‌استفاده‌شود‌و‌این‌امربرای‌قرائت‌جذب‌نوری‌از‌فیلتر‌صحیح‌استفاده‌نشده‌است‌در‌صورتی‌که‌ت-6

.یک‌جذب‌زمینه‌ای‌بالا‌مشاهده‌می‌شود

.سوبسترا‌قبل‌از‌مصرف‌با‌نور‌در‌تماس‌بوده‌است-7

.محتویات‌چاهک‌ها‌در‌طی‌انکوباسیون‌تبصیر‌شده‌اند-8

شده‌استیاکونژوگه‌آنزیمی‌آلوده‌پی‌پت‌نوک‌سمپلر‌با‌سوبسترا‌-9

.‌‌اکسید‌کننده‌آلوده‌شده‌استعواملی‌با‌یونهای‌فلزی‌یا‌سوبسترا‌-۱0

34



...ادامه
 استمنحنی استاندارد نامناسب شکل
.شستشو‌بصوبی‌انجام‌نشده‌است-۱
.معرفها‌وجود‌داردرقیق‌سازی‌محلولها‌به‌خوبی‌انجام‌نشده‌است‌و‌یا‌خطا‌در‌پی‌پت‌کردن‌-2
.معرفها‌به‌خوبی‌مصلوط‌نشده‌اند-3
.ته‌چاهک‌ها‌از‌طرف‌خارج‌آلوده‌شده‌است‌و‌کثیف‌می‌باشد-4
.از‌معرفهایی‌با‌سری‌ساخت‌متفاوت‌استفاده‌شده‌است-5

 دقت ضعیف یا دو پلیکیتهای ضعیف
در‌پی‌پت‌کردن‌معرفهاخطا‌-۱
دادن‌سطح‌چاهک‌ها‌با‌نوک‌سمپلر‌انتقال‌محلول‌ها‌از‌چاهک‌های‌کناریخراش‌-2
از‌حجم‌نامناسب‌محلولها‌وجود‌رسوب‌یا‌پارتیکل‌در‌نمونه‌و‌کنترلها‌استفاده‌-3
بودن‌سطح‌خارجی‌چاهک‌هاکثیف‌-4
((EDGE EFFECT)اثر‌حاشیه‌ای‌وجود‌-5
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ومسالکیتبالانمودارکنید،دقتمقابلشکلبه:مثال

آنزیمیعملکردنصفباولیکیتهمانپایینینمودار

استانداردهاODاینکهبابینیدمیکههمانطور،محلولهاست

بینفاصله،هاODکاهشباولیشدندکمیکسانتناسببا

یمپایینراتستحساسیتامرهمینوشدهکمنیزخطوط

میناتوانآنالیتکممقادیرتعییندرراماعملدروآورد

.سازد
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...ادامه
سوبسترا آلوده شده است. تمام چاهک ها دارای رنگ هستند.
.محلول‌شستشو‌آلوده‌شده‌است-۱
.رقیق‌سازی‌به‌خوبی‌انجام‌نشده‌است-2
.شستشو‌به‌خوبی‌انجام‌نشده‌است-3

تمام چاهک ها بدون تولید سیگنال هستند و فاقد رنگ می باشند  .
.یکی‌از‌مراحل‌الایزا‌فراموش‌شده‌است-۱
ن‌حاصل‌می‌اطمینادو‌معرف‌و‌سوبسترا‌از‌فعالیت‌این‌کونژوگه‌با‌مصلوط‌کردن‌.‌آنزیمی‌غیر‌فعال‌شده‌استنژوگه‌وک-2

(شود
.شرایط‌نگهداری‌کیت‌مناسب‌نبوده‌است-3
شستشوی‌زیاد‌چاهکها‌و‌یا‌غلیظ‌بودن‌زیاد‌محلول‌شستشو-4
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Problem Possible Source Correction

Poor background Contaminated negative control well
Change and use new pipette tips, containers and 

sealers

Poor R-squared Improper standard curve preparation Ensure accurate dilution procedure

Improper standard curve Ensure accurate dilution of the standard

Inaccurate Pipetting Check and Calibrate pipettes

Reused pipette tips, containers and sealers
Change and use new pipette tips, containers and 

sealers

Low OD Values Improper standard curve preparation Ensure accurate operation of the dilution

Improper standard curve dilution Ensure accurate dilution of the dilution

Inaccurate Pipetting Check and Calibrate pipettes

Incorrect incubation times Ensure sufficient incubation times

Incorrect incubation temperature Reagents balanced to room temperature

Conjugate or substrate reagent failure
Mix conjugate and substrate; color should 

develop immediately

No stop solution added Follow the assay protocol in the kit manual
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Possible causes Recommended troubleshooting

Excessive time was taken to add samples controls 

or reagents to the assay plate.

Be sure to have all materials set up and ready to use 

quickly. Use a multichannel pipette to add reagents to 

multiple wells simultaneously. Rack controls with 

samples and dispense them onto the plate at the same 

time as the samples.

Multichannel pipette was not functioning 

properly.

Verify pipette calibration and check that tips are on 

tight. Be sure all channels of the pipette draw and 

dispense equal volumes.

There was inconsistent washing or washer system 

malfunctioning.

Verify the performance of the washer system. Have 

the system repaired if any ports drip or 

dispense/aspirate poorly.

There was poor distribution of antibody in the 

sample.

If the sample was thawed or refrigerated, make sure 

it was mixed prior to dilution. Diluted samples also 

need to be mixed prior to adding them to the plate.

Replicates Within a Plate Show Poor Reproducibility



منابع
ابلاغی از آزمایشگاه جامع سلامتراهنمای فنی روش های کسب اطمینان از اعتبارنتایج آزمایشگاهی       •

دکتر حسین دارآفرین: تالیف اصول طراحی و استقرار سیستم مدیریت کیفیت در آزمایشگاه پزشکی      •

دکترحسین دارآفرین: مدیریت و کنترل کیفی تجهیزات در آزمایشگاه پزشکی           تالیف •

دکتر مهدی ابوترابی: نکات عملی و رفع مشکل در تست های الایزا          تالیف •

دکترعبدالرضا وارسته: روش های عملی در ایمنولوژی           تالیف •

جزوات و کارگاه های آزمایشگاه جامع سلامت•

2017دیویدسون –بیوشیمی هنری •

•WWW.BIO-RAD.COM

•HTTPS://PISHTAZTEB.COM/
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توفیق رفیق طریقتان باد

1402شهریور
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