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٩۶اردیبھشت–سومویرایش 

ELISA CHECKکیت 

کاربرد 

این کیت شرکت پیشتاز طب جهت بررسی عملکرد دستگاه شستشو، صحت و خطی بودن دستگاه خوانشگر الایزا و همچنین دقت سمپلرها طراحی شده است.ELISA CHECKکیت 
فراهم می کند و همچنین جهت شناسایی و رفع مشکل بوجود آمده در طی انجام نتایج مستندي جهت تائید کالیبراسیون دستگاه ها و کنترل مراحل انجام کار با کیت هاي الایزا را

تست مورد استفاده قرار می گیرد.

مقدمه

د وقت این تجهیزات هر چنعملکرد.نتایج خواهد داشتو دقت آنها اثر مستقیم بر صحت عملکرد که چگونگی دارندتست هاي الایزا انجام و اخذ نتایج درمهمی در نقشتجهیزات 
عملکردآیند باید جهت بررسی علت آن می به دست قبولیکبار به صورت روتین و همچنین پس از تعمیرات باید مورد بررسی قرار بگیرد و همچنین در شرایطی که نتایج غیر قابل

از نظر خطی بودن الایزاکنترل دستگاه خوانشگر اشاره کرد.الایزاوانشگر خمی توان به دستگاه شستشو، سمپلرها و دستگاه تجهیزات جمله ایناز تجهیزات مورد بررسی قرار گیرند.
بصورت ماهیانه و از نظر صحت هر سه ماه یکبار پیشنهاد می گردد . 

آزمون هااساس 

الایزا :خوانشگربررسی صحت
در برابر کهبا میزان جذب نوري مشخصاز محلول هاي رنگیدر این آزمون هدف از این آزمون تعیین تفاوت جذب نوري واقعی با جذب نوري بدست آمده از دستگاه می باشد.

شده استفاده می شود .دستگاههاي کالیبره قرائت

:الایزاخوانشگربررسی خطی بودن 

استفاده شده است .نانومتر450موج ت و جذب نوري در طول رابطه خطی بین غلظبااز محلول رنگی هدف از این آزمون تعیین ارتباط بین غلظت و جذب نوري است و 

:الایزاخوانشگر سمپلر و تکرارپذیريبررسی 

.استفاده شده است نانومتر450ذب نوري مشخص در طول موج داراي جرنگیاز محلول هدف از این آزمون تعیین اختلال در حسگرها و مسیر خوانش دستگاه می باشد و 

شستشو :فرایندبررسی 

وجود جذب نوري غیر قابل از حد تعیین شده بالاتر می رود.در صورتی که شستشو ناقص انجام شود جذب نوري هاي غیر اختصاصی صورت می پذیرد واي اتصالاین تست بر مبن
تشو می باشد.ستشو اطمینان داشته باشید، مربوط به نقص در عملکرد دستگاه شساین تست در صورتیکه از صحیح بودن محلول شقبول در

حتویات کیتم

چاهک 96پلیت حاوي ) 1
.می باشدمیلی لیتر4. هر ویال حاوي)بر روي ویال درج شده استجذب نوريمقادیر اصلی(الایزاجهت بررسی صحت خوانشگر )A1,A2,A3(کدمحلول رنگی زرد) 2
.جهت بررسی خطی بودن دستگاه)L(کد محلول رنگی قرمزمیلی لیتر 2حاوي یک ویال ) 3
.)Enzyme conjugate(محلول کونژوگه آماده مصرف میلی لیتر 4حاوي یک ویال ) 4
Chromogen(محلول رنگزا میلی لیتر 4حاوي یک ویال ) 5 - Substrate(.
.)Stop solution(محلول متوقف کننده میلی لیتر 4حاوي یک ویال ) 6
رقیق 20/1). جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف، مقدار مورد نیاز را با آب مقطر به نسبت X20غلیظ (میلی لیتر محلول شستشوي 50محلول شستشو حاوي یک ویال ) 7

نمائید. 
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مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشد:

.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)630نانومتر (و در صورت امکان 450الایزا با طول موج خوانشگردستگاه ) 1
دقیق.يمیکرولیتر100سمپلر ) 2
آب مقطر.) 3

شرایط نگهداري : 

درجه سانتی گراد نگهداري نمائید .8تا 2یخچال بین دماي کیت را در) 1
.باشدمیهر یک از آنها ويتا پایان مدت انقضاء یاد شده بر ر( قبل از باز شدن درب کیت)تمحتویات کیريپایدا) 2

توضیحات عمومی : 

رارت اتاق برسانید. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه ح) 1
محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرند.ه بهتر است ب) 2
اکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد.متوقف کننده جذب نوري چاهکها حدپس از افزودن محلول) 3
براي مصرف در همین کیت طراحی شده است . فاصرمحتویات این کیت) 4
) از مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ساختهاي مختلف جدا خودداري نمایید.  5

مراحل انجام آزمایش : 

:الایزاخوانشگر بررسی صحت 

در هریک از چاهکهاي استریپ هاي دوم و سوم به وA1میکرولیتر از محلول 100سه استریپ (ستون چاهک) از پلیت الایزا را جدا نموده و در هر یک از چاهکهاي استریپ اول 
محدوده قابل قبول جذب نوري براي هر یک از محلولها روي فاصله قرائت کنید.630/450ریخته و در طول موج بصورت جداگانهA3و A2میکرولیتر از محلول هاي 100ترتیب 

لیبل ویال ها درج شده است . 

میانگین جذب نوري صورت پذیرفت که کالیبرهمتفاوت ریدرالایزابرروي سه دستگاه محلولهایک ازبراي هرعمل فوق،الایزاخوانشگر جهت بررسی صحت دستگاه عنوان مثال به 
سیون دارد .دستگاه نیاز به کالیبرا،در صورت وجود اختلاف قابل اهمیتذکر شده است . جدول زیرقرائت شده براي هر دستگاه در

A3A2A1

2.4 - 2.80.9 -1.10.20 محدوده قابل قبول (جذب نوري)0.29-

2.650.970.24Bio Tek (ELx800)

2.661.00.25ASYS  HITECH

2.550.970.24TECAN  (Sunrise)
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:الایزاخوانشگر بررسی دقت 

) CV(را تعیین نمائید . ضریب تغییرات) مربوط به جذب نوري (CVضریب تغییرات محلولهاي رنگی در مرحله قبل را محاسبه و جذب نوري بدست آمده ازمیانگین و انحراف معیار
≥باید یزا، دقت سمپلر و دقت عامل مختلف باشد که عبارتند از : دقت خوانشگر الا3لازم به ذکر است که درصد ضریب تغییرات بدست آمده در این مرحله می تواند متاثر از باشد.3%

کافی می باشد و نیز از یک سمپلر دقیق و کالیبره شده استفاده می نماید، این تست اپراتور انجام دهنده تست؛ بنابراین با فرض اینکه فرد انجام دهنده تست شخصی با دقت و مهارت
بیانگر میزان دقت خوانشگر الایزا می باشد.

:الایزاخوانشگر بررسی خطی بودن 

میکرولیتر از 100سپس اضافه کنیدمیکرولیتر آب مقطر 100و به سایر چاهک هاLمیکرولیتر از محلول رنگی با کد 100چاهک اول و دوم به را برداشته واز پلیتاستریپ دو
بصورت بعدي منتقل نمائید و این عمل راچاهک دورا به محلول این میکرولیتر از100،پس از مخلوط کردناضافه کرده و سوم و چهارمبه چاهک را Lبا کد محلول رنگی 

در زمان رقیق سازي از ومیکرو لیتر از محلول باشند 100چاهک آخر را دور بریزید . دقت نمائید که تمام چاهک ها حاوي دومیکرولیتر از100تا چاهک آخر ادامه دهید . دوپلیکیت
و میانگین جذب نوري قرائت نمائید)نانومتر620نانومتر ( و یا 630نانومتر و در مقابل فیلتر مرجع 450جذب نوري چاهک ها را در طول موج .تشکیل حباب جلوگیري به عمل آید 

ک اول به عنوان ه.جذب نوري دو چاجذب نوري ادعا شده در کاتالوگ را به صورت خطی قرائت کند هر رقت دستگاه باید در محدوده دو چاهک مربوط به هر رقت را محاسبه نمائید.
جهت بررسی خطی بودن دستگاه درصد باشد . 110تا 90از رنگ باید بین رقتدر هر )ریکاوريهمپوشانی ( معیار در محاسبه جذب نوري مورد انتظار استفاده می گردد. میزان 

ن مطابق با جدول زیر می باشد. آصورت پذیرفت که نتایج وتمتفاکالیبره ریدرالایزابرروي سه دستگاه سري5در طی ریدر عمل فوقالایزا

روش محاسبه درصد ریکاوري:

مقداریانگینمOD ( جذب نوري ) دو چاهک اول ( جذب نوري محلول رنگی کدL درصد در نظر می گیریم.100) را به عنوان معیار
ارمقدOD100 نموده تا مقدار32و 16-8-4- 2درصد بدست آمده از مرحله قبل را به ترتیب تقسیم بر اعدادOD.مورد انتظار هر رقت بدست آید
مقدار نتایج بدست آمده ازODضرب نمایید. 100همان رقت کرده و در عدد هر کدام از رقت هاي خوانده شده با دستگاه الایزا را تقسیم براعداد مورد انتظار

فرمول محاسبه درصد ریکاوري :   

X 100درصد ریکاوري :

این 1/2مورد انتظار رقتODمقدار،درصد در نظر گرفته شده است100، که این عدد به عنوان معیار میباشدBiotek2.498دستگاهODان مثال در جدول بالا میانگینبه عنو
بدست آمده است . 1.272باشد ولی در خوانش با دستگاه الایزا عدد = 2÷1.2492.498محلول می بایست

تایج فوق درصد ریکاوري بصورت زیر محاسبه می شود:  با توجه به ن
: درصد ریکاوري1021.272  =  100 ×%

1.249

میانگین جذب نوري 
دستگاه

Bio Tek

میانگین جذب نوري 
دستگاه

ASYS HITECH

میانگین جذب نوري 
دستگاه

TECAN
(Sunrise)

رقت

498/2438/2580/21
272/1222/1290/11:2
638/0610/0665/01:4
329/0306/0339/01:8
164/0154/0182/01:16
085/0077/009/01:32

بدست آمدهODمقدار 

مورد انتظارODمقدار 
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:دستگاه شستشوکنترل 

شستشو مرتبهچهارچاهک ها را ،سپس با محلول شستشوپنج دقیقه در دماي اتاق انکوبه نمایید .". دقیقاچاهک هاي یک استریپ بریزیدتمامی میکرو لیتر از کونژوگه را داخل 100
میکرولیتر 100با اضافه کردن سپس پنج دقیقه در دماي اتاق و تاریکی انکوبه نمایید.و را داخل هر یک از چاهک ها بریزیدحلول کروموژنممیکرولیتر از 100در مرحله بعد .دهید

انومتر استفاده نمایید. توصیه ن450دستگاه الایزاریدر با فیلتر به هر چاهک ادامه واکنشها را متوقف نمایید. براي سنجش جذب نوري از (Stop Solution)توقف کننده محلول م
نقص در باشد، بالاتر بودن جذب نوري نشانگر 1/0کمتر از باید جذب نوري به دست آمده از هریک از چاهک ها نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد.630می شود از فیلتر 

شرایط آسپیراسیون و تخلیه دستگاه را چک نمائید.روش تهیه محلول شستشو و، احتمالیمی باشد. جهت بررسی علل شستشو
حالت آزمایش مربوط به کنترل دستگاه در اینر مورد آزمایش قرار گیرد.ضجهت اطمینان ازعملکرد کیت حاکاري یک استریپ به عنوان کنترل داخلیسري در هر پیشنهاد می گردد 
می باشد .محلولهاي کیتنشانگر سالم بودن باشد که1/0بیشتر از به دست آمده باید جذب نوريدر این حالت .یددهانجام شستشودو بارتعداد واستریپشستشو را با یک 

سرویس نمی توان استفاده کرد و جوابهاي نامطلوب که بر اساس آزمونهاي این کیت حاصل می شود نشان دهنده نیاز بهالایزااز این کیت جهت کالیبراسیون دستگاه خوانشگر تذکر: 
دستگاه می باشد .توسط سازنده
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