
های کنترل کیفی و مدیریت خطا ، روش الایزا  

 

 :چکیده

 (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)  مهمترين روشهای از يکی الايزا به عنوان Immunoassay 

کیفی و همچنین بررسی  های کنترل ند بازخوانی انواع روشکاربردهای فراوان در آزمايشگاه تشخیص طبی و تحقیقاتی نیازمبا

آمده اطمینان حاصل گردد. در  دست های به عمومی و اختصاصی تولید خطاهای احتمالی با آن است تا از صحت و دقت دادهجوانب 

های کنترل کیفی و همچنین رديابی خطاهای  ها و دستاوردها در مورد الايزا شامل روش ای از جديدترين يافته اين مقاله خلاصه

 .احتمالی مورد بررسی قرار گرفته است

 :مقدمه و تاریخچه

 آمدن پديد به منجر امر اين. شود آشکار ها واکنش اين نحوی به بايد نباشد رؤيت قابل بادی آنتی –ژن آنتی واکنش که مواردی در

 دار نشان موادی توسط ژن آنتی يا بادی آنتی ها، واکنش اين در. شد  Labeled Immunoassayنام به ها روش از جديدی نسل

. بود  radioimmunoassayروش بادی آنتی و ژن آنتی واکنش بررسی آزمايش انجام برای راه تنها الايزا، توسعه از قبل. شد می

 آيا که دهند می نشان کند، می فراهم را سیگنال که راديواکتیو با شده دار نشان بادی آنتی يا ژن آنتی از استفاده با روش اين در

 .خیر يا دارد وجود نمونه در خاص بادی آنتی يا ژن آنتی يک کمپلکس

منتشر شد، اما وجود خطرهای  ۱۹۶۰در سال   Bersoو  Rosalyn Sussman Yalow اين روش ابتدا در مقاله علمی

بادی را دنبال کنند. به  آنتی -ژن فراوان کار با مواد راديواکتیو محققان را بر آن داشت تا روشی جايگزين جهت رديابی واکنش آنتی

 ۱۹۶۶ در سال  Jerker Porathو  Wideهای متعدد، تکنیک جايگزين برای انجام اين کار توسط همین منظور طی پژوهش

      Antonدر دانشگاه استکهلم در سـوئد و  Peter Perlmann and Eva Engvall ، ۱۹۷۱معرفی شد و در سال 

Schuurs and Bauke van Weemen های  هايی را منتشر کردند که اين دانش را به روش طور مستقل مقاله در هلند به

 .تبديل کرده است   EIA /ELISAانجام



های کاربردی در زمینه کنترل کیفی، تکنیک  ها و اطلاعات موجود، همچنین عدم وجود پژوهش وجه به حجم دادهدر اين مقاله با ت

گیری صحت و دقت آن پرداخته شده است و از  های کنترل کیفی و اندازه ترين روش های اصلی و کاربردی آوری زمینه الايزا به جمع

های آزمايشگاه رفرانس در مقايسه و  ها همچنین دستورالعمل امور آزمايشگاههای اداره  های منتشرشده سنجه ها و گزارش متن

تطبیق با متدهای مورد استفاده جهانی استفاده شده است تا تمامی جوانب کنترل کیفی در آزمايشگاه تشخیص طبی و تحقیقاتی 

و مقالات منتشرشده   PubMedای اطلاعاتی نظیره طور جامع بررسی انجام شده باشد. در همین راستا ابتدا با استفاده از پايگاه به

های  ها و دستورالعمل بندی روش شده، سپس با مطالعه مقالات منتشرشده و دسته در آن، اصول اولیه و مفاهیم کاربردی شرح داده 

اين مقاله استفاده ها در  بندی رسیده و از آن های منتشرشده توسط آزمايشگاه رفرانس به جمع شده با مقايسه دستورالعمل انجام

 .شده است

:تعریف  

ELISA های سنجش ايمنی آنزيمی  شود و به عبارتی ارزيابی صورت رايج استفاده می ها است که به گونه روش نام عمومی برای اين

 .شود به نام الايزا شناخته شده است می  Coatژن بر روی يک فاز جامد بادی يا آنتی که در آنها آنتی

  TMBدارشـــده و بادی در سطح میکروپلیت با استــــــــفاده از آنزيم نشان آنتی-ژن ايجاد کمپلکس آنتیدر اين روش با 

(Tetramethylbenzidine)  که همان سوبسترا بوده، ايجاد سیگنال کرده و با رسم نمودار استاندارد بر اساس غلظت و جذب

دار کردن، از يک آنزيم  نند. در اين روش بجای راديو ايزوتوپ برای نشانک شده مقدار آنالیت موردنظر را محاسبه می نوری محاسبه

 IEMAبادی  و اگر آنتی   EIA (Enzyme Immunoassay)دار شود ژن نشان شود چنانچه آنتی استفاده می

(Immunoenzymometric Assay) شود نامیده می. 

های سازنده کیت الايزا و تیم کنترل کیفی منتشرکننده  شرکت دهنده، انجام واکنش توسط يکی از طور کلی در ساختار توضیح به

 مقاله به مقايسه اين دو روش کاربردی و ارزيابی هرکدام پرداخته شده است

 

 



 IEMA به نسبت EIA مزایای روش 

 :نشاندارسازی سهولت -１

 هزار از کمتر مولکولی جرم با هايی مولکول که بوده هاپتن جنس از اغلب ژن آنتی های مولکول ، EIAروش در اينکه به توجه با

 های واکنش به نیاز اغلب و ساخته محدود را نشاندارسازی موردنظر، های مولکول در عاملی های گروه محدوديت لذا باشند، می دالتون

 انواع دارای که گیرد می صورت بادی آنتی بزرگ مولکول روی بر نشاندارسازی چون  IEMAروش در اما دارد، پیچیده و تخصصی

  است پذير امکان عمومی و ساده های روش با راحتی به آن نشاندارسازی لذا است، عملکردی های گروه

 :ویژگی افزایش -２

 دو از استفاده IEMA روش در که درحالی شده، استفاده منفرد شناسايی برای بادی آنتی يک از اينکه به توجه با EIA روش در

 .است بیشتر EIA به نسبت IEMA ويژگی رو ازاين سازد، می میسر را مضاعف شناسايی امکان بادی آنتی

 :حساسیت افزایش- ۳

های نشاندارسازی  دار وجود داشته و همچنین جايگاه ها، کمپلکس نشان تک آنالیت به ازای تک  IEMAبا توجه به اينکه در روش

های بالقوه  دار و هم بیشتر بودن جايگاه و کمپلکس نشان يک بین آنالیت به بالقوه آن بیشتر است، لذا هم بدلیل رابطه يک

 .بیشتر است  EIAنسبت به  IEMAنشاندارسازی، حساسیت روش

 :.انکوباسیون زمان کاهش -4

بادی يک واکنش تعادلی دوطرفه بوده که طبق اصل لوشاتلیه با افزودن هر يک از  ژن و آنتی با نظر به اينکه واکنش آنتی

غالباً   IEMA رو بدلیل اينکه در روش نمايد، ازاين ن معادله، تعادل به سمت طرف ديگر پیشرفت میمواد در يکی از طرفی

منظور تشکیل کمپلکس در غلظت بالای آنالیت،  ها به بادی وجود نداشته و برای حصول اطمینان از کفايت آنتی رقابت

بالای مواد اولیه، سرعت به تعادل رسیدن يا زمان رود؛ در نتیجه غلظت  بادی بکار می همواره مقادير زيادی از آنتی

 .دهد انکوباسیون را کاهش می



 :عملکرد محدوده افزایش -5

گیری برای آنالیت بوده و فاصله بین اولین و آخرين نقطه استاندارد را شامل  محدوده عملکرد که محدوده قابل اندازه

های نسل  در تولید کیت  IEMAبنابراين ارجحیت تکنیکاست ،   EIAحدود صد برابر بیشتر از  IEMAشود، در روش می

در جهت ارزيابی فرآيند و کنترل کیفی   EIAها از روش جديد الايزا مورد توجه قرار گرفته، اما همچنان در بعضی از تست

هی بر های آزمايشگا های تحقیقاتی و تشخیص طبی اساس کار و طراحی کیت شود. امروزه در آزمايشگاه آنها استفاده می

 :شود بندی آنها انجام می رويکرد کلی و دسته ۳اساس 

 :الایزا بندی طبقه

Indirect Elisa (الايزای غیرمستقیم) 

Sandwich Elisa (الايزای مستقیم یا ساندویچی) 

Competetive Elisa (الايزای رقابتی) 

 :الایزای ساندویچ

ژن با  شود. در ادامه، نمونه مورد بررسی که حاوی آنتی میها کوت  بادی اختصاصی در کف میکروپلیت در اين روش آنتی

شوند  ژن آنها معلوم است به حفرات جداگانه اضافه می  های استاندارد که غلظت آنتی غلظت نامعلوم است و يک سری محلول

بادی  آنتی ژن در نمونه، بادی متصل گردند. پس از انکوباسیون به مدت زمان کافی، در صورت حضور آنتی تا به آنتی

کلونال است، با آنزيم  بادی دوم که اغلب پلی شوند و آنتی نشده پس از شستشو حذف می های متصل ژن چسبد. آنتی می

ژن بیشتری در محلول آزمون يا  کند و لذا هرچه آنتی ژن مثل يک پل عمل می شود. آنتی دارشده به حفرات اضافه می نشان

 .شود ادی دوم بیشتری متصل میب استاندارد وجود داشته باشد، آنتی

 در HRP[۱] نچسبیده، دوم های بادی آنتی حذف و شستشو و مرحله اين برای شده معین انکوباسیون زمان گذشت از پس

 قدرت افزايش برای. شود می داده دوم بادی آنتی به آن اتصال برای زمانی و گردد می اضافه شده تعیین غلظت و مناسب بافر

 … و لیگاند-لکتین يا و استرپتواويدين-بیوتین آويدين،-بیوتین کنندگی تقويت قدرت از دوم بادی آنتی به آنزيم اتصال



 اين در که است( Conjugation) شده  دار نشان آنزيم با قبل از دوم بادی آنتی ها کیت از برخی در البته. شود می استفاده

 شود. می يکی آنزيم و دوم بادی آنتی برای انکوباسیون زمان است چسبیده دوم بادی آنتی به قبل از آنزيم اينکه دلیل به حالت

ترين شستشوی يک الايزا است چرا که در صورت باقی ماندن کمترين مقدار آنزيم نچسبیده  پس از شستشوی نهايی که مهم

بر اثر آنزيم محصول رنگی ی بعدی برای اينکه سوبسترا  تواند موجب ايجاد رنگ اضافی در مرحله بعدی گردد، در مرحله می

زا )کروموژن( همراه باشد. با اضافه کردن سوبسترا و دادن زمان مناسب جهت انجام واکنش،  تولید نمايد بايد با يک رنگ

و تولید رنگ  Stop Solution (Sulfuric Acid) کننده شود، سپس با اضافه نمودن محلول متوقف زايی انجام می رنگ

ژن در نمونه آزمون است. در نهايت رنگ تولیدشده توسط دستگاه خوانده  نشانگر میزان آنتیزرد، میزان تشکیل رنگ 

شود تا منحنی  های استاندارد استفاده می های مربوط به محلول شود. از جذب نوری محلول رنگی ايجادشده در چاهک می

توان با بردن جذب نوری محلول  م نمودار میژن در استانداردها رسم شود و نهايتاً با رس میزان جذب نوری به غلظت آنتی

 .صورت دقیق محاسبه نمود ژن را به ها، مقدار آنتی های مربوط به نمونه رنگی ايجادشده در چاهک

 



 

 



 :الایزای غیرمستقیم

ژن  آنتیشود. در اين واکنش  های سرمی استفاده می بادی در نمونه بادی اختصاصی و يا تیتراسیون آنتی برای تعیین آنتی

ها  بادی به چاهک شود( و سپس نمونه حاوی آنتی استیرن( متصل شده )کوت می ها )از جنس پلی اختصاصی به جدار چاهک

دارشده  هیومن گلوبولین نشان شود. پس از افزودن نمونه و طی زمان انکوباسیون، شستشو انجام شده و سپس آنتی اضافه می

 .شود با آنزيم به چاهک اضافه می

های موجود  ها دارد. برای جلوگیری از جذب غیراختصاصی پروتئین شده در چاهک ژن کوت اصیت روش بستگی به آنتیاختص

 .شود کننده رقیق می وسیله بافر رقیق ژن، نمونه به در سرم و جلوگیری از اشغال نقاط اتصال آنتی

 

 :الایزای رقابتی یا مهاری  

دار است( برای اتصال به  بادی )که يکی از آن دو نشان ژن يا دو آنتی رقابت دو آنتیهای رقابتی، اساس سنجش بر  در روش 

دار با هم به سیستم اضافه شوند، روش را رقابتی  دار و غیرنشان لیگاند با مقدار محدود استوار است. اگر هر دو آنالیت نشان

دار اضافه گردد روش را مهاری يا  وباسیون آنالیت نشاننامند، ولی چنانچه ابتدا آنالیت اضافه شده و پس از يک دوره انک می

مرحله و قبل از اضافه نمودن آنالیت بعدی شستشو انجام شود يا  ۲نامند. در روش مهاری ممکن است در بین  بالکینگ می

 :های رقابتی عبارتند از است. انواع روش T ۳،T۴های رقابتی و مهارتی سنجش انجام نشود. مثال بارز روش



 :ژن ( روش رقابتی یا مهاری برای آنتیالف

شده در  بادی اختصاصی کوت ژن موجود در نمونه برای اتصال به يک آنتی دار و آنتی ژن نشان اساس اين روش بر رقابت بین آنتی

، استدار  ژن نشان دهنده همان آنتی شده بايد محدود باشد و ملکول سیگنال بادی کوت چاهک استوار است. در اين روش مقدار آنتی

 است. استوار روش مینه بر کلاسیک EIA و RIA اساس

در اين روش منحنی پاسخ دوز به صورت معکوس خواهد بود؛ بدين معنی که آنالیت نشان دار در حضور مقادير زيادی از آنالیت 

 غیرنشان دار موجود در نمونه به مقدار کمتری به آنتی بادی متصل می شود و در نتیجه سیگنال هم بوجود می آيد.

دار با فعالیت اختصاصی زياد تقويت شود، اما  وسیله استفاده از مولکول نشان اين روش ممکن است بهمحدوده تعیین آنالیت با 

بادی مورد استفاده تعیین  حداقل مقدار قابل تشخیص )کمترين مقدار از آنالیت که قابل تشخیص خواهد بود( توسط تمايل آنتی

 .اً توسط همین روش قابل تعیین هستندها عموم های خیلی کم از هاپتن شود، با اين وجود غلظت می

ژن از يک  گذارد، در نتیجه در روش رقابتی برای تعیین آنتی دار کردن روی خصوصیات هاپتن اثر می در برخی از موارد، نشان

ت پوشیده ژن با مقدار کم و ثاب ها ضروری است که فاز جامد توسط آنتی در اين نوع از سنجش شود، دار استفاده می بادی نشان آنتی

کند. در اينجا  دار رقابت می بادی نشان شده در چاهک برای اتصال به آنتی در اين روش آنالیت موجود در نمونه با آنالیت کوت شود،

 . شود لومینسانس استفاده می روش بیشتر برای سنجش به روش کمی  از اين هم منحنی استاندار معکوس است،

 :بادی ب( روش رقابتی برای آنتی

ژن  دارشده با آنزيم برای اتصال به يک آنتی صورت نشان دار و يکی به صورت غیرنشان بادی يکی در نمونه به اين روش بین دو آنتی در

دار کمتری به  بادی نشان بادی نمونه بیشتر باشد، آنتی بديهی است هر چه مقدار آنتی پذيرد، شده در چاهک رقابت صورت می فیکس

 .گنال نیز کمتر خواهد بود و در نتیجه منحنی استاندارد نیز معکوس استها متصل شده و سی چاهک



 

شود تا نتیجه فرآيند هم از نظر دقت و هم از لحاظ صحت  هايی گفته می ها و دستورالعمل کنترل کیفیت در آزمايشگاه به کلیه روش

 :شود کیفی در موارد زير دنبال می مورد تأيید قرار بگیرد، به همین منظور در رابطه با تست الايزا مباحث کنترل

 های غیر قابل قبول برای شناسايی تمامی داده - ۱

 (برای رديابی روند نتايج )دور شدن از نمودار کنترل - ۲

شود )زمانی که نتايج برای  ها در سطح قابل قبول انجام می برای تحقق بخشیدن به الزامات لازم برای شناخت خارجی که آزمون

 .(تر است گیرند، مهم المللی مورد استفاده قرار می بین اهداف تجاری

 الایزا های کیت عملکردی های شاخص تعیین

  (Diagnostic sensitivity)تشخیصی حساسیت



شامل تعداد افراد بیماری است که دارای آزمايش مثبت هستند و ارزش اصلی آن شناساندن افراد بیماری است که نتیجه آزمايش 

 ()گروه منفی کاذبمنفی دارند 

 (Diagnostic specificity) ویژگی تشخیصی

ويژگی تشخیصی شامل تعداد افراد غیربیمار است که آزمايش منفی دارند و ارزش اصلی آن تعیین افراد غیربیماری است که نتیجه 

 (آزمايش مثبت دارند )گروه مثبت کاذب

 الایزا های کیت در تشخیصی حساسیت و تشخیصی ویژگی گیری اندازه روش

 (گیری بر روی تعداد زیادی نمونه سرم کنترل مثبت و منفی )یا سرم رفرانس  اندازه -１

 های استاندارد و مرجع جداسازی افراد بیمار از غیربیمار با روش- 2

 ها  گیری معمول و روش مرجع و محاسبه آماری شاخص  مقایسه دو روش اندازه -3

  الایزا های کیت در اجرایی های شاخص

 ها از نظر  این شاخص.های اجرایی برای آن است های الایزا تعیین شاخص نخستین گام در ارزیابی کیت -4

 دهند. بسته به  هایی هستند که دقیق و صحیح بودن عملکرد یک کیت را نشان می تعریف شامل کلیه آزمایش

 کمی در مرحله نخست پس ازهای  ها متفاوت هستند. در کیت های الایزا این شاخص کمی یا کیفی بودن کیت

 شده از سوی سازنده اقدام  اطمینان از درست بودن منحنی استاندارد کیت و منطبق بودن آن با منحنی معرفی 

 .نمایند های اجرایی می به بررسی شاخص

 :ها به ترتیب عبارتند از این شاخص

  (precision)دقت یا بررسی تکرارپذیری کیت - ۱

  (Accuracy)بودن صحت یا بررسی صحیح-  2



 حساسیت- 3

   precisi)) دقت

 های آزمایشگاهی است. دقت به معنی  های اجرایی مسئله دقت در کیت نخستین معیار مهم در شاخص

 تکرارپذیری یک آزمایش است. برای محاسبه آن در اولین مرحله نیاز به تهیه یک نمونه ثابت داریم. این 

 ای باشد که مقدار  تواند پولد سرم )مخلوط سرمی(، سرم کنترل تجاری، سرم کنترل کیت یا هر نمونه نمونه می

 جای یک نمونه، سه نمونه ای که بهتر است به آن توجه شود این است که به پایدار و ثابتی دارد. دومین نکته

 اصل حاوی مقادیر بالا، متوسط و پایین صورت جداگانه مورد آزمایش قرار دهیم. این سه نمونه در را به 

 دهند که در این سه طیف، کیت دارای نتایج آنالیت موردنظر ما خواهند بود و این اطمینان را به ما می 

 بندی دقت  تکرارپذیری است. پس از تهیه نمونه، دومین اقدام تعریف سطح تکرارپذیری یا در اصل طبقه 

 دبندی کر به انواع مختلفی طبقهتوان  است؛ از همین رو دقت را می

  assay)-(intraسنجی درون

 بایست با یک نمونه، وضعیت تکرارپذیری را در طی یک آزمایش کاری و درون  در این نمونه دقت، می

 یک پلیت مورد ارزیابی قرار داد. این نوع دقت توانایی یک روش را برای تعیین مقدار یک نمونه در یک 

 .نماید میآزمایش ارزیابی 

 بار (  2۰دهیم )حداقل برای انجام این کار چندین استریپ از یک پلیت را با یک نمونه مورد آزمایش قرار می

 ، جهت  ODآمده و نه بایست دقت نمود تا از غلظت بدست کنیم. جهت محاسبه می و نتایج حاصله را ثبت می

 را محاسبه نموده و انحراف   X ها غلظت محاسبات استفاده نماییم، از همین رو نخست میانگین کلیه 

 ،۱۰۰آوریم. با تقسیم انحراف استاندارد بر میانگین و ضرب آن در عدد آنها را بدست می   (SD)استاندارد

 .دهنده میزان پراکندگی نتایج بدست آمده است آید که نشان بدست می  (%CV)ضریب تغییرات 

100CV% = SD/ X ×  



 نامند  می ی بدست آورد که آن را گزارش دقتتوان منحن های مختلف می در غلظت با ترسیم ضریب تغییرات

 .توان از آن برای تعیین طیف کاری که بیشترین میزان تکرارپذیری را دارا باشد، استفاده نمود و می

  assay)-(Inter سنجی میان

مقدار یک نمونه در طی آزمایشا ت اهمیت این نوع دقت در این نکته است که توانایی یک روش را در تعیین 

 .سنجد متعدد می

 :برای تعیین این نوع دقت دو راه وجود دارد

 گیرد. ساعت از یکدیگر انجام می 2روش نخست در طی دو آزمایش مختلف در طی یک روز و با فاصله 

 دارد: وجود راه دو دقت نوعبرای تعیین این  

 گیرد.  ساعت از یکدیگر انجام می 2روز و با فاصله روش نخست در طی دو آزمایش مختلف در طی یک 

 بایست  است، می   Run Precision -betweenدقت مابین آزمایشی برای تعیین این نوع دقت که مشهور به

 در هر بار انجام آزمایش هر نمونه را چهار بار مورد آزمایش قرار داد و محاسبات نیز همانند قبل انجام 

 .گیرد می

  در.   day precision-Between کنیم می بررسی را آزمایش نتیجه مختلف روزهای مابین دوم روش در

 .شود تست بار چهار بایست می آزمایش انجام بار هر در آزمایش مورد نمونه نیز روش این

         (Accuracy) :صحت 

    های  صحت در اصل بیانگر مقدار واقعی یک آزمایش است و میزان نزدیک بودن میانگین آنالیت

 دهد. به اختلاف حاصل از این دو، عدم صحت  شده را با مقدار واقعی آن مورد بررسی قرار می گیری اندازه

 .گویند می  Biasیا سوگرایی یا

 



 (interference)         تداخلات بررسی: 

 توانند هم باعث  یکی از موارد مهم مؤثر بر روی صحت یک کیت، مسئله تداخلات است. تداخلات می

 ها گردند. از  سوگرایی مثبت و یا نتایج مثبت کاذب و هم سوگرایی منفی و یا نتایج منفی کاذب در آزمایش

 ادی، فاکتور روماتوئیدی و اثر ب توان به تأثیر هتروفیل آنتی گردند می عوامل مختلفی که باعث بروز تداخل می

 ها هستند که در پی تماس مستقیم و یا  بادی های هتروفیل گروهی از آنتی بادی هوک اشاره کرد. آنتی

 های ملکول  FCهای ها با چسبیدن به قسمت بادی شوند. این آنتی غیرمستقیم با حیوانات در انسان ایجاد می

 ها شوند. فاکتور روماتوئیدی از عوامل دیگر  ت و منفی در آزمایشتوانند باعث سوگرایی مثب بادی می آنتی 

 های مولکول  FCبوده و علیه قسمت  IgMشود. جنس این فاکتور از جنس کننده محسوب می تداخل

IgG  های خود ایمنی مشاهده نمود توان در بسیاری از بیماران مبتلا به بیماری است. این فاکتور را می  

 ای با فرمت ساندویچی که در نمونه مقدار بسیار زیادی آنالیت وجود داشته  های یک مرحله گاهی در آزمایش 

 گردد.  های منفی مشاهده نمود که به این پدیده اثر هوک اطلاق می توان جواب باشد می

(hook effect)  اثر هوک:  

 های ایمونولوژی اتفاق افتاده و  عبارت از کسب نتایج منفی کاذب در غلظت بالای آنالیت است، در واکنش

 ژن یا  تواند آنتی های سرولوژی است. در این پدیده غلظت آنالیت که می معادل پدیده پروزون در واکنش

 بادی مورد  ژن یا آنتی بادی باشد، از بالاترین استاندارد نیز بسیار بالاتر بوده و لذا علیرغم زیاد بودن آنتی آنتی

 .گردد آزمایش در سرم، نتیجه منفی کاذب حاصل می

 های ایمنی سنجی باقی گذارد، تحقیقات  تواند بر آزمون کننده و نامطلوبی که اثر هوک می دلیل نتایج منحرف به

 سازی آن انجام شده است که یکی از آنها با توجه به اینکه زیادی در زمینه شناخت این پدیده و چگونگی خنثی



 تر از روش ای و مستقیم بودن روش آزمایش، شایع مرحله بدلیل تک  EIAپدیده هوک در روش 

IEMA  هایی  اده از چنین کیتهایی است. در شرایطی که ناچار به استف چنین کیت است؛ عدم استفاده از این 

 هایی استفاده شود که محدوده شروع پدیده هوک در آن قید  باشیم، برای اطمینان از صحت نتیجه، اول از کیت

 .های بالاتری از همان سرم تکرار نمود شده باشد و ثانیاً بایستی هر جواب منفی را با رقت

 شده  افتد، ولی تحقیقات انجام ر فزونی آنالیت اتفاق میالبته باید توجه داشت که اگرچه پدیده هوک غالباً در اث

 توسط محققان ثابت نموده که منحصراً بالا بودن میزان آنالیت تنها عاملی نیست که در بروز این پدیده دخالت 

 های مشابه و یا استفاده از  توپ ها، وجود اپی توپ داشته و لذا عوامل دیگری نیز نظیر توزیع و پراکندگی اپی

 تواند در بروز پدیده هوک مؤثر باشد  اند، می توپ مختلف تهیه شده بادی مونوکلونال که بر ضد دو اپی دو آنتی

 ای بودن آنها است که علت آن در  علیرغم دومرحله  IEMAهای که نمونه آن نیز ایجاد پدیده هوک در روش

  .مختلف استتوپ  بادی مونوکلونال بر ضد دو اپی نتیجه استفاده از دو آنتی

 بادی  ای، با افزودن نمونه و آنتی های ساندویچی یک مرحله مکانیسم این اثر به این شکل است که در آزمایش

 دار در  بادی نشان بادی )آنتی صورت همزمان بدلیل وجود مقدار بسیار زیاد آنالیت، هردو آنتی دارشده به نشان

 گردند و امکان ایجاد پل  های آنالیت اشغال می مولکول ها( توسط بادی موجود در کف چاهک محلول و آنتی

 رود. حاصل این مسئله  دار در محلول از بین می بادی نشان بادی موجود در کف چاهک و آنتی رابط مابین آنتی

 های باردار  توان در خانم ها است و بهترین مثال عملی آن را نیز می مشاهده نتایج منفی کاذب در آزمایش

  دید(.  HCG دار زیاد هورموندارای مق

 ای یعنی افزودن همزمان نمونه بیمار با  صورت یک مرحله ها به در این گروه از افراد چنانچه آزمایش

 توان با  کنژوگه صورت گیرد، احتمال مشاهده نتایج منفی کاذب وجود دارد. برای رفع این مشکل نیز می

 .ها تأثیر اثر هوک را از بین برد ای کردن آزمایش مرحلهرقیق کردن نمونه مورد آزمایش و یا با دو 



:حساسیت  (SENSITIVY) 

 گردد. حساسیت به دو  حساسیت بنا به تعریف به کمترین مقدار آنالیت که از صفر قابل تفکیک باشد اطلاق می

 :شود بندی می گروه آنالیتی و عملکردی تقسیم

 ( Analytical sensitivity) آنالیتی حساسیت: 

 بار استاندارد صفر را مورد  2۰کنند  ها از آن استفاده می در این نوع حساسیت که اکثر سازندگان کیت

 های  تر )در تست های ایمونومتریک( و یا پایین انحراف استاندارد بالاتر )در تست 2دهند و  آزمایش قرار می

 اً به بروشور کیت مراجعه نمایید و بایست حتم نمایند .جهت مشاهده این نتیجه می رقابتی( را محاسبه می

 های نتیجه کمتر از این حد  ذکر گردیده بود، گزارش  2٫۰IU/mlطور مثال  چنانچه حساسیت یک کیت به

 .خطا است

ساسیتح :  (Functional sensitivity) عملکردی 

  رقیق با روش این در. است پایین بسیار مقادیر با هایی نمونه در دقت میزان بر منطبق حساسیت نوع این

  آن در که غلظتی آن برای  precision profileمنحنی رسم و آنالیت پایین مقدار دارای سرم یا نمونه نمودن

  جهت. گردد می تلقی حساسیت عنوان به باشد، رسیده( درصد Cv  2۰ %)ضریب به حداکثر دقت، میزان

 های مختلف  غلظت پایین آنالیت را انتخاب نمود و از آن رقتبا  سرم نمونه بایست می حساسیت نوع این تعیین

 را محاسبه نمود. کمترین   %cvتهیه کرد و بر روی هر رقت چندین بار آزمایش انجام داد و ضریب تغییرات

 عنوان حساسیت عملکردی  درصد رسیده باشد به 2۰مقداری از آنالیت که در آن ضریب تغییرات به کمتر از 

 .گردد میتلقی 

 



 :منابع ایجاد خطا در الایزا

 (.کند عوض را خود کار روش قبلی اطلاع بدون است ممکن سازنده کمپانی) بروشور در ذکرشده روش رعایت عدم  -１

باز کردن فویل حاوی پلیت )بلافاصله بعد از آنکه از یخچال خارج شد(: پلیت سرد، بخار آب موجود در هوا را به   -２

ها  شود که در برخی تست ها خواهد نشست. این عمل سبب می کند که روی جدارهای چاهک میقطرات کوچکی تبدیل 

گیر  میکرولیتر( نمونه رقیق شود. در هنگام باز کردن فویل حاوی پلیت به کپسول نم ۱۰که حجم نمونه کم است )مثلاً 

سیلیکاژل موجود در آن دهد و یا گیر تغییر رنگ می ول نمموجود در آن دقت شود. اگر پوشش فوق سوراخ باشد کپس

 .چسبد به هم می

 وجود دلیل به همچنین و داشته پراکسیدازی فعالیت پروتئینی، ماهیت دلیل به هموگلوبین: نتایج روی بر همولیز اثر  -３

 جذب افزایش باعث کاذب طور به و کرده تسریع را کروموژن و هیدروژن پراکسید واکنش سرعت تواند می هم و آهن

 رسیدن تعادل به زمان و کند می تغییر دستخوش را بادی آنتی و ژن آنتی واکنش هموگلوبین طرفی از. شود نوری

 (.یابد می کاهش کاذب طور به که Free T4 مثل) دهد می افزایش را واکنش

 که(  ZN) روی تواند می فلزی های یون کننده شلاته عنوان به EDTA انعقاد ضد: شده استفاده انعقاد ضد تأثیر  -４

 شود می استفاده قند نگهدارنده عنوان به که سدیم فلوئور. کند  مهار را است فسفاتاز آلکالین آنزیم کوفاکتور عنوان به

 استفاده نشانگر ماده عنوان به آز اوره آنزیم از که هایی سنجش در بنابراین کند،  مهار را آز اوره آنزیم فعالیت تواند می

 . کند می تداخل است، شده

 آنها آنزیمی نشانگر که هایی سنجش در نباید هرگز و است پراکسیداز آنزیم قوی مهارکننده یک عنوان به آزاید سدیم

 شود. استفاده آزاید سدیم حاوی نمونه از است پراکسیداز

 چرا نباشند گرم و سرد باد معرض در و گرفته قرار سانتیگراد درجه ۱۸-2۵ دمای در باید زایی رنگ هنگام در ها پلیت- 5

 اعتبار بی با و شده زیاد یا کم زایی رنگ به منجر نتیجه در و داده تغییر را زایی رنگ واکنش سرعت تواند می محیط دمای که

 . کند(  invalid) اعتبار بی را شده انجام کار کل منفی و مثبت کنترل کردن

مدت بیشتر است(. در مرحله انکوباسیون و در اثر  کوتاههای  خطا در زمان انکوباسیون )خطای زمانی در انکوباسیون - 6

 .وجه از فویل آلومینیومی برای پوشاندن سطح پلیت استفاده نشود هیچ به -شود تبدیل می –آنزیم به یک محصول رنگی 

 

 



 :مشکلات مرتبط به شستشو

 گیرد. غیر  اند صورت می یافته به کف چاهک از ترکیباتی که متصل نشده عمل شستشو جهت جدا کردن ترکیبات اتصال

 .از ترکیبات محلول شستشو، نکات دیگری نیز باید مدنظر قرار گیرد

 سازی و حذف اتصالات اختصاصی  فشار بالای شستشو در روش دستی ناشی از تخلیه سریع بافر است که منجر به جدا

 .گردد می  (OD)ها و کاهش کاذب از کف چاهک

 های دستی منجر به عدم دفع کامل اتصالات غیراختصاصی و  فشار پایین شستشو به علت تخلیه آهسته بافر در روش

 صورت اتفاقی  سختی قابل تشخیص بوده و به مشکلات مربوط به شستشو به.گردد  می  (OD)نوریافزایش کاذب جذب 

 شوند. رفع این مشکل کالیبره کردن مجدد دستگاه شوینده است.  هایی که خیلی بالا و یا پایین باشد مشخص می با خوانده

 تر  گر رقت درست صورت نگیرد و محلول غلیظتر بوده و باید در آزمایشگاه رقیق شود. ا محلول شستشو معمولاً غلیظ

 شود و برعکس کاهش توانایی محلول یافته می های اتصال شده باشد، منجر به تخریب و جدا شدن مولکول از حد توصیه

 شود. مرحله  ای بالا می سازی زیاد باعث عدم جدا شدن اتصالات غیراختصاصی و ایجاد جذب زمینه شستشو بدلیل رقیق 

 اقل باید سه بار انجام شود و محلول اضافی باید تخلیه شده و یا آسپیره گردد. در نهایت باید محلول اضافه شستشو حد

 .گیر خالی شود داخل چاهک با کوبیدن بر سطح یک کاغذ یا دستمال نم

7 - Soak time ها کنده شود. عدم  شود که اتصالات غیراختصاصی از چاهک رعایت زمان خیس خوردن سبب می 

 های پلیت کاری خواهد شد و اگر تست فاقد چاهک  رعایت این موضوع موجب ایجاد یک رنگ زمینه در کل چاهک

 ثانیه  3۰شود. این زمان در بروشور کیت آمده است و بین  های کاذب می بلانک باشد این موضوع منجر به ایجاد جواب

 .تا چند دقیقه متغیر است

گریز و  گریز است بدلیل آنکه توزیع آنالیت بین دو فاز آب یک مولکول آب هایی که لیپمی در سنجش آنالیت - ۸

 دوست  آب



 شود وجود اسید  ها که به پروتئین حامل متصل می طور در بعضی از آنالیت شود و همین به دلیل وجود لیپید مختل می

 شود  کاذب میزان آنالیت آزاد می چرب آزاد ممکن است در اتصال آنالیت به پروتئین حامل تداخل نماید و سبب افزایش

 .ها ضروری است های تیروئیدی و استروئیدی(، بنابراین ناشتا بودن در این آزمایش خصوص هورمون )به

 ن تضعیف یا خنثی شدل کنژوگه و محلوآلودگی منجر به تواند  ل آن میباکتریاو آلودگی سمپلر ک ست با نوتماس د - 9

 ب غیراختصاصی به جذدر قا  FCرسپتوواسطه ر ها به کسترپتوکوها و ا فیلوکوکستاادد. گرف کنژوگه معر

 .گردند نژوگه میوکتضعیف تیتر دی کنژوگه و با نتیب آمنجر به جذده و محیط بودر   Gیمونوگلوبینا

۱۰ -EDGE EFFECT  واسطه شوک حرارتی و اختلاف حرارت  گراد به سانتی درجه  37ای: انکوباتور  یا اثر حاشیه 

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

 شود. این امر  ی ابتدایی حاصل میها غیریکنواخت خصوصاً در استریپ  (OD)شود و جذب نوری قرار دارند ایجاد می

 هایی که  های الایزا در مکان واسطه ورود ناگهانی سرمای محیط به داخل انکوباتور است، لذا از انکوباسیون پلیت به

 .شرایط محیطی متغیر دارند، پرهیز گردد 

  

 

  

 

 

 

  

 

 



  

 


