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ــتگاه الايزا يك پارامتر مهم در كارايى دستگاه فوق  خطى بودن در دس
ــتن  ــرل صحت فتومتريك تا حدود زيادى با گذاش ــت چرا كه كنت اس
ــت. اما اگر  ــر ران كارى قابل كنترل اس ــتانداردهاى مختلف در ه اس
خطى بودن دستگاه دچار اشكال باشد تفاوت هاى فاحشى در  جوابها 
حاصل مى شود. جهت چك كردن Linearity دستگاه ابتدا بايد يك 
ــورى در طول موج 450 نانومتر يا نزديك  ــول با حداكثر جذب ن محل
به آن(محلول اسيد پيكريك پيشنهاد مى شود) انتخاب شود.  آن را در 
ــت را در طول موج 450 نانومتر  ــام چاهك هاى پليت بريزيد و پلي تم
قرائت كنيد. نتيجه جذب نورى تمام چاهك ها در صورت سالم بودن 
ــپس يكبار ديگر بدون پليت جذب نورى  ــتى >3  باشد س فيلتر بايس
ــورى براى تمام  ــرايطى بايد جذب ن ــم در چنين ش ــت مى كني را قرائ
ــد با  ــد. در صورتى كه نتايج بالا حاصل نش چاهك ها بين0/01 ± باش

شركت پشتيبان تماس بگيريد.
روشى ديگر

ــتگاه مقدار محتويات داخل well ها  ــى خطى بودن دس در بررس
حتما بايد يكسان باشد (چون مسير نورى path length چاهك هاى 

مختلف بايد حتمأ يكسان باشد).
ــيم  ــيم (3/1 گرم دى كرومات پتاس ابتدا معرف دى كرومات پتاس
ــپس 3/3 گرم پتاس  ــر حل كرده ، س ــر آب مقط ــى ليت را در 800 ميل
ــانيم) يك رقت  ــم را به يك ليتر مى رس ــه آن اضافه مى كنيم و حج ب
ــبت 1/2 ، 1/4 ، 1/8) و سپس با يك سمپلر ــريال تهيه كرده (به نس س
ــده هم به عنوان  ــده ، λ 200 از هر رقت (از رقيق نش λ 200 كاليبر  ش

الايزا ريدر يا خوانشگر الايزا كه به اسامى 
ميكروپليت ريدر و خوانشگر ميكروپليت 

فتومتريك نيز معروف است يك اسپكتروفتومتر 
تخصصى بوده كه به منظور قرائت نتايج 
تست الايزا طراحى شده است. بر خلاف 

اسپكتروفتومتر هاى معمولى كه قرائت 
جذب را در گستره وسيعى از طول موج ها 

تسهيل مى كنند ، الايزا ريدر داراى فيلتر ها يا 
گراتينگ هاى انكسارى بوده كه گستره طول 
موج ها را محدود كرده و معمولاً بين 400 تا 
750 نانومتر عمل مى كنند. در اين دستگاه ها 

ابتدا يك شعاع نورى از نمونه اى كه داراى قطر 
بين 1 تا 2 ميلى متر است عبور كرده و سپس 
يك سيستم آشكار كننده ، نور عبورى از نمونه 

را آشكار و تقويت مى كند.
كنترل كيفى الايزا ريدر 

ــد كننده  ــركت هاى تولي ــى ش ــراً برخ اخي
كيت هاى آزمايشگاهى جهت ارزيابى عملكرد 
ــرل كيفى معرفى  ــدر ، كيت هاى كنت ــزا ري الاي
ــتفاده از آنها مى توان عملكرد  كرده اند كه با اس
الايزا ريدر ، واشر و سيستم سمپلينگ را مورد 
ــن روش پارامتر هاى  ــرار داد. در اي ارزيابى ق
مهمى چون خطى بودن  (Linearity)، دقت 
ــر  الايزا ريدر (Precision) كارايى الايزا واش
(Efficiency) و صحت سيستم توزيع كننده 
 ( Accurasy) دستى(سمپلر ها ) يا دستگاهى

را مورد ارزيابى قرار  مى دهند.

 (Linearity) كنترل خطى بودن
ــد به طور  ــتگاه باي ــرل خطى بودن دس كنت
ــرار گيرد. هدف از اين  ماهانه مورد ارزيابى ق
ــتگاه در تبعيت از  ــت دس ــون تعيين قابلي آزم
ــت كه طبق اين  ــون بير(bear,s Law) اس قان
ــبت مستقيم با مقدار  قانون غلظت محلول نس
ــود كه كنترل  ــده دارد. توجه ش نور جذب ش

على خوش نژاد  –  مجتبى خشوعى پاريزى  – حسين عبادى فرد
آزمايشگاه رفرانس دانشگاه علوم پزشكى قم

كنترل كيفى و كاليبراسيون الايزا ريدر
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ــبه  ــدوده قابل قبول به صورت ذيل محاس مح
مى شود:

 

ــول براى رقت  ــه محدوده قابل قب در نتيج
1/4 ، 0/4524 – 0/4236  است .

TEST 186
ــك فيلترها مى توانيم از  همچنين جهت چ
ــتفاده كنيم چنانچه  برنامه Test # 186    اس
ــد عملكرد  ــت آمده بين 10-2 باش عدد بدس
ــر اين صورت  ــت در غي ــب اس فيلترها مناس
ــركت پشتيبان  ــتگاه را براى سرويس به ش دس
ارسال نماييد. براى انجام تست ابتدا دستگاه را 
روشن كرده و 15 دقيقه صبر كرده تا گرم شود 
 selection ــپس بعد از ظاهر شدن كلمه و س
ــدد  ــپس ع ــه Test را زده و س mode ، دكم
ــم. بعد از  ــرده و Enter مى كني 186 را وارد ك
ــدد براى فيلترهاى 0, 1, 2,  چند ثانيه چهار ع
ــود كه اگر اين اعداد بين 2-10  3 ظاهر مى ش
ــلامت فيلترها است (در  ــد نشان دهنده س باش
فيلترهاى نو اين عدد به 10 نزديك تر است و 

در فيلترهاى كهنه به 2 نزديك تر است).
 كنترل صحت فتومترى

ــى اين   آزمون صحت فتومترى براى بررس
ــورى به مقدار  ــئله كه آيا حداكثر جذب ن مس
مشخص در طول موج خاصى صورت مى گيرد 
ــدف تعيين تفاوت جذب  ، به عبارت ديگر ه
ــاهده شده  است. صحت  واقعى با جذب مش
ــپ در ارائه حداكثر  ــه توانايى لام ــرى ب فتومت
تابش فتوالكتريك ، نوع و كيفيت منوكروماتور 

(تك رنگ كننده) بستگى دارد.

ــه مى كنيم (از هر رقت  ــه 3 چاهك به طور متوالى اضاف ــت 1/1) ب رق
 ، Absorbance Mode ــود) سپس در در سه چاهك ريخته مى ش
ــر افتراقىnm 630 جذب آنها خوانده  ــا فيلتر اوليه nm 450 و فيلت ب
ــت آمده از ميانگين جذب نورى  ــده و با مقادير مورد انتظار به دس ش
ــت  ــتقيما از خوانش  OD معرف اصلى به دس 3 چاهك اول (كه مس

مى آيد) مورد مقايسه قرار مى دهيم.
 (Expected value) ــت آوردن محدوده مورد انتظار براى بدس
در هر رقتى ابتدا ميانگين جذب نورى بدست آمده براى محلول اصلى 
را به عنوان عدد پايه در نظر مى گيريم و سپس براى رقت هاى مختلف 

ضربدر ضريب رقت مى كنيم.
براى به دست آوردن محدوده مورد نظر در هر رقت از فرمول ذيل 

استفاده مى كنيم :
 

ــد  ــال اگر براى رقت 1/4 عدد مورد انتظار 0,438 باش TESTبه طور مث 186

 كنترل صحت فتومترى
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دستورالعمل هاى تهيه شده بوسيله سازنده آن دستگاه انجام گيرد. براى 
انجام كاليبراسيون ، نياز به در اختيار داشتن يك مجموعه از فيلتر هاى 
ــترى سوار شده بر روى يك پليت با همان اندازه هندسى مورد    خاكس
ــتفاده در تحليل ها  است. سازندگان دستگاه ها اين گونه پليت هاى  اس
كاليبراسيون را براى استفاده در هر طول موج تدارك ديده و در اختيار 

مصرف كنندگان قرار مى دهند.
ــيون حداقل به 3 محدوده از دانسيته نورى در  پليت هاى كاليبراس
ــط و زياد مجهز هستند. براى انجام كاليبراسيون  دامنه هاى كم ، متوس

رعايت فرايند زير الزامى است :
1- پليت كاليبراسيون را بر روى دستگاه قرار دهيد

ــده را انجام دهيد   ــيله پليت كاليبر ش ــك قرائت كامل به وس 2- ي
ــى كنيد كه آيا اختلافى ميان مقادير قرائت شده در هر چاهك از  بررس
ــورت وجود چنين اختلاف، پليت را 180  حفره ها وجود دارد. در ص
ــه چرخانده و عمل قرائت را مجدداً تكرار كنيد تا دريابيد كه آيا  درج
اين اختلاف بر طرف شده است يا خير؟ به طور كلى اگر نتايج پليت 
ــولاً نيازى به  ــا نتايج مورد انتظار بود معم ــول موج مطابق ب در دو ط

كاليبراسيون اضافى نيست.
ــى كنيد كه آيا پليت خوان ها نياز به كاليبراسيون دارند يا  3- بررس

خير.
ــل را مطابق  ــيون اين عم ــام كاليبراس ــه انج ــاز ب ــورت ني  در ص
دستورالعمل شركت سازنده دستگاه ادامه داده و سپس بررسى كنيد كه 
خطى بودن پليت خوان ها در همه مراحل بدست آمده است يا خير؟  
ــتگاه از يك پليت كاليبراسيون برخوردار  4- در صورتى كه اين دس
نيست مى توان عمل كاليبراسيون را با پر كردن حفره هاى پليت از يك 
محلول رنگى ، نسبت به قرائت كامل و سريع آن اقدام به عمل آورد و 

ــى صحت فتومتريك از محلول  براى بررس
ــيم (40 ميلى  رنگزاى قليائى دى كرومات پتاس
ــيم را در 800 ميلى ليتر  گرم دى كرومات پتاس
ــپس 3/3 گرم پتاس  ــر حل كرده ، س آب مقط
ــم را به يك ليتر  ــه مى كنيم و حج به آن اضاف
ــتفاده مى كنيم. با يك سمپلر ــانيم ) اس مى رس

 CV ــده و  λ 200 (كه به دقت كنترل كيفى ش
ــتقيمأ از معرف فوق به  ــت) مس آن زير 3  اس
 Absorption ــك ريخته و در داخل 5 چاه
Mode با فيلتر اوليهnm 405 و فيلتر افتراقى 
ــپس  ــم و س ــذب آن را مى خواني nm 630 ج
ــبه مى كنيم. عدد به دست  ميانگين آنرا محاس
ــد در محدوده  0/040± 0/235  قرار  آمده باي

گيرد.
 

 كنترل تكرارپذيرى
ــه  ب ــردن  ب ــى  پ ــراى  ب ــون  آزم ــن  اي
ــودن  ــف ب ــلال در كثي ــه اخت ــر گون ــود ه وج
ــيون  ــتگاه و كاليبراس ــا ، لنزهاى دس ــس گره ح
ــتگاه و يا  ــد كانال دس ــك يا چن ــاسب ي نامن
ــه در  ــت  ك ــتگاه  اس ــپ دس ــدارى لام ناپاي
ــش OD در  ــل 8 بار خوان ــن حالت حداق اي
ــپس ــود و س ــف انجام ش ــاى مختل غلظت ه
CV% (Coefficient Varia tion) آنرا محاسبه 

كنيد (كمتر از 3 درصد قابل قبول است).
ــراى انجام اين كنترل ابتدا يك رقت 1/2  ب
ــده براى كنترل خطى بودن  ،  از معرف تهيه ش
ــرف اصلى و معرف  ــپس از مع تهيه كرده و س
ــك اضافه كرده  ــده 200λ به 8 چاه ــق ش رقي
ــر اوليه  ــا فيلت و در Absorption Mode ب
ــذب  ــىnm 630 ج ــر افتراق nm 405 و فيلت
ــن ،انحراف  ــپس ميانگي ــم و س آن را مى خواني
ــبه  معيار(SD) و ضريب تغييرات آن را محاس

مى نمائيم.
كاليبراسيون الايزا ريدر 

 كاليبراسيون اليزا ريدر به عنوان يك روند 
ــيله يك  ــتى به وس ــت كه بايس ــى اس تخصص
تكنيسين يا مهندس آموزش ديده با استفاده از 

 كنترل تكرارپذيرى

كاليبراسيون الايزا ريدر 
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3- كشو پليت را تميز كنيد.
ــره  حف ــر  ه ــور  مح ــاق  انطب  -4
و  ــده  دهن ــار  انتش ــتم هاى  سيس ــا  ب

آشكار ساز را بررسى كنيد.
بروز خطا در قرائت اطلاعات

ــتگاه الايزا  ــيله دس قرائت هاى غلط به وس
ريدر مى تواند ناشى از عوامل زير باشد :

ــمت پائين  ــك ميكروپليت در س 1-  چاه
خش برداشته باشد.

2- از طول موج غلط استفاده شده باشد.
ــتگاه به طور غلط برنامه ريزى شده  3- دس

باشد.
ــور فعال كننده دستگاه  4- ميكرو پروسس
ــت دچار خطا  ــتفاده از طول موج درس در اس

باشد.
ــتگاه الايزا ريدر در معرض گرد و  5- دس
ــس زياد ، نور  ــزش ، الكترومغناطي خاك ، لغ
مستقيم خورشيد ، نوسان ، رطوبت و حرارت 

زياد قرار گرفته باشد.
ــاس  ــر اس ــتگاه ب ــم دس ــى منظ 6- بررس
ــا توصيه هاى  ــتورالعمل هاى توليد كننده ي دس

ارائه شده انجام نگرفته باشد.
ــتى  ــض لامپ يا منبع نور به درس 7- تعوي

انجام نگرفته باشد.
8- دستگاه بدون توجه به احتياط هاى لازم 

جا به جا شده باشد.
ــده ترين  ــه عم ــر ب ــدول زي ــه ج در ادام
ــت يك  ــه ممكن اس ــى ك ــكلات احتمال مش
ــود  ــرو  ش ــا آن روب ــدر ب ــزا ري ــتگاه الاي دس
و  ــش  پيداي ــى  احتمال ــت  عل ــراه  هم ــه  ب

راه حل هاى پيشنهادى اشاره دارد. 
منابع 

1 - كتاب الايزا – پيشتاز طب – 1385 
ــت نگهدارى تجهيزات   2 - كتاب مديري

پزشكى – دكتر محمد فلاح تفتى – 1390
3 – دستورالعمل كاليبراسيون الايزا ريدر – 

سازمان انتقال خون ايران

سپس با چرخاندن پليت به ميزان 180 درجه براى بار دوم عمل قرائت 
ــودن نتايج هر دو قرائت ،  ــان ب را مجددا تكرار كرد. در صورت يكس
ميانگين نتايج در هر رديف را به دست آوريد. بدين ترتيب پليت خوان 

كاليبره شده است.
ــى كنيد كه آيا پليت خوان ستون به ستون كاليبره است.  5- بررس
ــتگاه قرار داده و  ــن منظور يك پليت خالى و تميز را بر روى دس بدي
ــت را انجام دهيد. در صورت عدم وجود هر گونه اختلاف  عمل قرائ
ــت، مى توان گفت كه  ــتون هاى اول تا آخر پلي ــان مقدار ميانگين س مي

پليت خوان كاليبره است.
ــردن بعضى از  ــه نحوه كاليبره ك ــت ك ذكر اين نكته ضرورى اس
ــازندگان دستگاه و در قالب بروشور و جزواتى  دستگاه ها از طريق س

كه به همراه دستگاه به خريدار ارائه مى شود مشخص شده است.
 نگهدارى دوره اى الايزا ريدر 

دوره : هر سه ماه يكبار 
ــى كنيد. در اين رابطه با استفاده از  1- پايدارى نور لامپ را بررس
ــته اى را با دوره زمانى 30  ــده ، قرائت هاى پيوس يك پليت كاليبره ش
دقيقه با استفاده از يك پليت يكسان انجام دهيد. اين نتايج قرائت شده 

را مقايسه كنيد. در بين آنها نبايد هيچ گونه اختلافى مشاهده شود.
2- سيستم هاى حسگر نورى و نور دهنده را تميز كنيد.

بروز خطا در قرائت اطلاعات

 نگهدارى دوره اى الايزا ريدر 


