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 زایالا در هاخطا نگاهی به انواع

  

بادي استوار است، گاهی  ژن و آنتی گیري کمپلکس رنگی آنتی دانید تستهاي الایزا برپایه اندازه همانطور که می

آید، که باعث بدست آمدن جوابهاي غیر  پیش میاوقات براي همکاران محترم در اخذ نتایج صحیح، مشکلاتی 

 هاي الایزا داشته باشیم، امید است با رعایت مواردیم تا مروري بر منابع خطا در روششود، لذا بر آن شد واقعی می

 .هاي الایزا حاصل شوندترین نتایج در تست یاد شده دقیق

  

  اسازي سرمگیري از بیماران و جد هنگام نمونه مهم به نکات

  .اطلاعات بالینی بیمار بطور کامل در یک برگ ثبت شودـ 

بستن گارو به مدت طولانی ممکن است  انجام گیرد زیرا برخی عوامل مثلاگیري از بیمار باید به دقت   نمونهـ 

  .گیري تست گردد موجب ایجاد خطا در اندازه

  .ینوژن و یا ذرات دیگر نباشددقت در نحوه جداسازي سرم از لخته به نحوي که سرم جدا شده حاوي فیبرـ 

  .ایکتریک و لیپمیک نباشد  ،)Lyses( الامکان لیز مورد استفاده حتی  نمونهـ 

هاي موجود جلوگیري شود زیرا باعث کاهش سطح هورمونهاي سرم  تا حد امکان از فریز و دفریز نمودن نمونهـ 

  .گردد می T4و  FT4بویژه 

  

  نکات قابل توجه قبل از انجام آزمایش

  .صورت گیرد 2ـ8 ℃ ها و همچنین نگهداري آنها باید در دمايحمل و نقل کیتـ 



یشگاهیآزما علوم گسترده يایدن  

WWW.LABWORLD.IR 

Pa
ge

2 

ها  بودن تمامی استانداردبندي مناسب و نیز موجود  کیت مورد مصرف از لحاظ اعتبار کمپانی سازنده آن، بستهـ 

  .کنترل گرددو کنترلهاي مثبت و منفی 

  شوندهاي مورد استفاده کنترل  هاي حجمی و سمپلر ابزارـ 

اطمینان از کارکرد صحیح دستگاهها و تجهیزات مورد استفاده بطور مثال اطمینان از صحت طول موج ـ 

صحیح دستگاه   کرومات پتاسیم و یا عملکرد ریدر به کمک استفاده از ماده رنگی با ثبات، نظیر بی هاي الایزا فیلتر

   )Washer(واشر 

به هر کیت به اندازه مورد نیاز در هر بار مصرف با دقت کامل و سازي بافر یا محلول شستشوي مربوط  آمادهـ 

  .هاي شستشوي نامناسب یا آب مقطر ناخالصو همچنین عدم استفاده از محلول سیونط استریلارعایت شرای

گونه مواد شوینده و پاك کننده و براي آزمایش عاري از هر  هاي یکبار مصرف و لوله استفاده از نوك سمپلرـ 

اي که با اسید سولفوریک رقیق، شسته شده و با آب مقطر دو بار تقطیر آبکشی شده باشد  از لوله شیشه سوبسترا

  .استفاده شود

  

   هاي الایزادر شروع انجام تست قابل توجه نکات

  .تمامی محلولهاي موجود در کیت قبل از مصرف باید به دماي آزمایشگاه برسد، و خوب مخلوط گردندـ 

سعی شود  ،اجزاي کیت باید از لحاظ کدورت و آلودگی قارچی و ذرات خارجی بررسی شوندقبل از مصرف، ـ 

پس از جداسازي تعداد  درب آن گشوده شود و سریعا اپاکت حاوي میکروپلیتها به دماي اتاق رسیده، بعد

  .وگیري شوداستریپ مورد نیاز به داخل کیسه منتقل گردند تا از ورود گرد و غبار و رطوبت به داخل آنها جل

  .در هر نوبت کاري استفاده شود  هاي موجود کیتها و کنترل از کلیه استانداردـ 

  .شود اجزاء کیت پس از استفاده بلافاصله به یخچال منتقل گردد زیرا منجر به افزایش پایداري کیت میـ 
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ایشگاه قرار داده آنرا در حرارت آزم) برحسب راهنماي کیت(دقیقه  15پس از محلول کردن سرم کنترل، ـ 

  .سپس مورد استفاده قرار گیرد

زدن و مخلوط نمودن محتویات چاهکها باید به  عمل بهم) العمل کیتمطابق دستور(ان هر یک از مراحل، در پایـ 

  . هاي مجاور جلوگیري شودانتقال محلول از یک چاهک به چاهکآرامی صورت گیرد، تا از ایجاد حباب یا 

هاي مساوي از این دو را با هم توان حجم ن سوبسترا و کونژوگه میطمینان از سالم بودجهت کنترل کیفی و اـ 

  .سرعت ایجاد شوده مخلوط نمود در اینصورت رنگ حاصله بایستی ب

و همچنین یکسان  ي از پرتاب قطرات به سایر چاهکهااز یک تکنیک ثابت در عمل پیپت نمودن براي جلوگیرـ 

آزمایش کننده خود باید  کها استفاده شود، براي این منظور در هر سري کاري،بودن شرایط براي تمامی چاه

  .عمل پیت نمودن را انجام دهد که این کار بایستی بطور مایل و چسبیده به جدار فوقانی چاهکها صورت پذیرد

  .اتصال محکم نوك سمپلر به بدنه سمپلر در حین کار الزامی استـ 

سمپلر آلوده با سوبسترا جهت   ها بخصوص سوبسترا و جلوگیري از برخورد نوكولدقت در استفاده مکرر از محلـ 

  .ممانعت از ایجاد آلودگی قارچی یا باکتریال ضروري است

محلول سوبستراي آماده کار باید در هر نوبت کاري تهیه شده و از مخلوط نمودن محلول تازه با محلول قبلی ـ 

  .جلوگیري شود

ماندن اثر انگشت و همچنین لبریز شدن محلول در سطوح زیرین چاهکها جلوگیري  از ایجاد خراش، برجاـ 

  .گردد

کلیه مراحل مطابق روش کیت مورد استفاده و بطور پیوسته و بدون انقطاع، باید صورت گیرد تا از خشک ـ 

  .شدن میکروپلیت پس از شستشو و همچنین آلودگی آنها جلوگیري شود
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ما در هنگام انکوباسیون، مانند باز بودن پنجره یا درب آزمایشگاه در محل آزمایش از نوسانات غیر تدریجی دـ 

  .جلوگیري نمائیم

  دقت در مراحل مختلف شستشو و عدم باقیماندن ذرات کونژوگه آنزیمی در کف چاهکهاـ 

  .ل نمودح 37، در صورت کریستاله شدن محلول شستشو، باید قبل از مصرف آنرا در دماي توجه داشته باشیدـ 

هاي مناسب و یا استفاده از ن با استفاده از پارافیلم یا چسبجلوگیري از تبخیر چاهک در مدت زمان انکوباسیوـ 

  .محفظه مسدود حاوي پنبه آغشته به آب مقطر ضروري است

  .هایی که با سري ساخت متفاوت و یا داراي اجزاي تاریخ گذشته هستند، استفاده نشودل هیچگاه از محلوـ 

شود لذا  باعث ایجاد نتایج پائین کاذب می )Hook Effect(باشیم که ایجاد پدیده هوك  باید توجه داشته  ـ

آزمایش را  شود براي جلوگیري از این پدیده سرم رقیق نشده و سرم یک دهم رقیق شده، مخلوط و توصیه می

  .انجام دهیم، تا اثر احتمالی هوك اصلاح شود

ها موجب کاهش یا را کوتاه نمودن زمان در برخی کیت، زیTime  &Tempretureدقت در رعایت دقیق ـ 

  .افزایش نتایج خواهد شد

واسطه شوك حرارتی و اختلاف حرارت محیط ه گراد ب سانتی درجه  37اي انکوباتور  یا اثر حاشیه Edge-Effectـ 

مجاور درب خارجی انکوباتور قرار هایی که گردد و عمدتا در سطح استریپ انکوباتور حاصل می کار و محیط داخلی

این امر . شود هاي ابتدایی حاصل میغیر یکنواخت خصوصا در استریپ )OD( گردد، و جذب نوري دارند ایجاد می

هاي الایزا در مکانهایی که باشد، لذا از انکوباسیون پلیت میبواسطه ورود ناگهانی سرماي محیط به داخل انکوباتور 

  .د پرهیز نمائیدشرایط محیطی متغیر دارن
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  هاي الایزاتست شستشوحله مر نکات مهم

لذا  ،باشد اختصاصی از محیط واکنش مییه کامل اتصالها و مولکولهاي غیرهدف اصلی از شستشو، دفع و تخل

  .رعایت دقیق تعداد دفعات و نحوه شستشو مهم است

سازي و حذف اتصالات  باشد که منجر به جدا ناشی از تخلیه سریع بافر می  فشار بالاي شستشو در روش دستیـ 

  .گردد می )OD(اختصاصی از کف چاهکها و کاهش کاذب 

اختصاصی نجر به عدم دفع کامل اتصالات غیرشستشو بعلت تخلیه آهسته بافر در روشهاي دستی م  فشار پائینـ 

  .گردد می )OD(و افزایش کاذب جذب نوري 

الزامی ) ش و تخلیهمک( چاهک، در فواصل شستشو )Soaking Time(گرفتن زمان خیس خوردن  در نظرـ 

اختصاصی کمک جداسازي و دفع کامل اتصالات غیر باشد، این مرحله به ثانیه می 20-40بین  است، و معمولا

  .نماید می

و جداسازي  یزاجهت جلوگیري از آسیب فیزیکی به چاهک الا) با سمپلر( روش دستیه براي شستشو بـ 

  .سعی کنید تخلیه نمونه بطور مایل صورت گیرد ،هاي پوشیده شده در کف چاهککمپلکس

در پروسه شستشو بهتر است تا نزدیک لبه فوقانی چاهک از محلول شستشو پر شود، پر کردن لبالب محلول ـ 

حجم مناسبی  میکرولیتر300حجم . (دهد شستشو در چاهکها احتمال آلودگی چاهک به چاهک را افزایش می

  )است

نکته مهم در شستشوي دستی و با سمپلر، جلوگیري از ایجاد حباب هوا در چاهکها و جلوگیري از سرریز شدن ـ 

  .گردد می ODمنجر به کاهش کاذب  باشد که نهایتا می  محلول شستشو و نیز تماس با کف چاهک

باشد  هاي ایزوتونیک شستشو دهنده میترین محلول یکی از مناسب) سالین بافر فسفات( PBSمحلول شستشو ـ 

  .هاي الایزا را دارددر سیستم Ab-Agکه کمترین اثرات تخریبی روي کمپلکس 
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ها بایستی بطور کامل تخلیه شوند، و هیچ قطره اضافی از به روش دستی در مرحله مکش، چاهک در شستشوـ 

رداندن یکباره میکروپلیت روي کاغذ جاذب و بدون پرز مایع بافر در کف چاهکها باقی نماند که این کار با برگ

  .باشد گردد، خشک نمودن بیش از حد و طولانی مجاز نمی انجام می

  .تر از واشر الایزا استفاده شود تر و دسترسی به نتایج دقیق شود جهت شستشوي سریعتر و راحت توصیه میـ 

  

  توقف واکنش و قرائت جذب نوري با میکرو پلیت ریدر

توقف کامل واکنش آنزیمی و جلوگیري از افزایش رنگ محیط آنزیمی پس از افزودن محلول اسیدي 

)Stopping(  بستگی به تکان دادن کافی و کامل)Shaking( تکان شدید باعث آلودگی . ها داردمیکروپلیت

د دور کم باعث چاهک به چاهک شده و تکان آهسته یا بکارگیري روتاتور معمولی با قطر چرخش زیاد و تعدا

و بروز  ODعدم اختلاط خوب معرفها و منجر به ادامه و پیشرفت جزئی واکنش در طی زمان در نتیجه تغییر 

  .گردد خطا می

  .شود از شیکرانکوباتور الایزا استفاده گردد جهت رفع مشکلات فوق توصیه می

  .بایستی در زمان تعیین شده انجام شود چاهکها توسط الایزا ریدر الزاما خوانش میزان جذب محتوي
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