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تعریف کیفیت
 .يد  آست كَ بدست هي ي اًظزببچيشردهْار یب ُدف بيي هقدف ختلا،اكيفيت 

 هٌد سبب  كيفيت  ًيبل بَ يك هحصْ ى سيداي ربز
ًِب ُستينسي آسباردستبًد، ّ ايٌدُب افزل كٌتز



QUALITY ASSURANCE
تضمین کیفیت

 به مجموعه فعالیت هاواقدامات سیستماتیکی

اطلاق می شودکه منجربه تولید یک جواب  

آزمایش صحیح ودقیق وقابل قبول 

.درآزمایشگاه شود



Path of Workflow
THE PATIENT                                Test selection Sample Collection

Sample Transport

Laboratory Analysis Examination 

Phase

Report CreationReport Transport

Pre examination Phase

Result Interpretation                   Postexamination Phase
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+

Quality Assurance
تضمین کیفیت
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Insulin / Gastrin /Calcitonin

Cortisol / T4  /Drug

GH / PRL / Cortisol / Renin

Transferin

Ferritin

Thyroid Hormones

Renin, Cortisol, thyroxine and drugs

The Quality Assurance Cycle

Before specimen collection



The Quality Assurance Cycle

Before specimen collection



Sample type: Blood

Many analytes are stable a period of time when store in whole blood 

Inhibin A level decline significantly even when store for short period in 

whole blood due to erythrocyte catalase interfrerence in certain enzyme 

based assay.

Homocyctein is unstable in whole blood and must separated and frozen 

within 1 hr

Low molecular mass polypeptide hormones such as                 

ACTH,Glucagon,Gasterin rapidly destroyed by enzyme present in blood

The Quality Assurance Cycle

Specimen collection



• Sample type: Serum 

• matrix of choice for all immunoassay. except PTH ,degrades significantly in serum compared to 
EDTA plasma

• Sample type: Gel tubes

Decrease

Anticonvulsants(phenobarbital , phenytoin, carbamazepin)

PTH 

Progesterone

Increase 

CRP in certain method on slide

The Quality Assurance Cycle

Specimen collection



LIPEMIA
FAT SOLUBLE COMPOUNDS LIKE STEROIDS

TURBIDIMETIC ASSAYS, FFA IN FT4

HEMOLYSIS
RELEASE OF PROTEOLYTIC ENZYME AND DESTROYED PEPTIDE 

INSULIN,GLUCAGON,PTH,ACTH,GASTRIN

RELEASE OF ANALYTE FROM RBC FOLATE

ICTER
MINIMAL INTERFERENCE BUT SOME REFERENCE INDICATE 

INTERFERENCE.

Invalid specimens

Endogenous Interference



Endogenous Interference
CLSI-ILA30A

2. Origins of Interfering antibodies



Endogenous Interference

CLSI-ILA30A

2. Origins of Interfering antibodies



Prolactin: multiple interferences

Anti-prolactin autoantibodies can be present in serum in the form of 

macroprolactin (macroPRL).





HETEROPHILE ANTIBODIES



Heterophile antibody and RF





         
HIGH DOSE HOOK 

EFFECT



HIGH DOSE HOOK EFFECT

 کسب نتیجه منفی کاذب

 درغلظت بالای آنالیت را

پدیده هوک یا قلاب می گویند



HIGH DOSE HOOK EFFECT

• Two-site immunometric assays, 

sample 

• and capture antibody are added 

simultaneously

• Example AFP, CA125, CEA, hCG, 

PSA

• prolactin and thyroglobulin



ENZYME – LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY 

(ELISA)

الایسا ًبهی عوَهی برای  رٍشْبی آًسین ایوٌَاسی است.

 آًتی شى یب آًتی ببدی بر رٍی یل فبز جبهذcoat  شذُ است.
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EIA

- Homogeneous   EIA  refers  to  any         antigen - antibody    

reaction   that                 does  not require a separation step .

- Heterogeneous  EIA needs physical         

separation  (washing)  of   free from          bound ligands



:مراحل آزمایش الایسا
جذب آنتی صى یا آنتی بادی به یک فاس جاهد:کوتینگ-1

اضافه نوودى استانداردها، نوونه های بیواراى ویا هعزف های دیگز نظیزکنتزل -2

انکوباسیوى وانجام واکنش ها-3

.جداساسی واکنش دهنده های آساداسآنهائی که به فاس جاهد هتصل شده اند:شستشو-4

اضافه کزدى هحلول کنضوگه آنشیوی-5

جداساسی کونضوگه های اتصال یافته اس نوع آسادتوسط شستشو-6

اضافه نوودى یک سیستن نوایانگز که در حقیقت سوبستزای کزوهوصى آنشین است وهنجز به  -7
.تشکیل رنگ هی شود

توقف واکنش آنشیوی وقزائت نتایج-8





            انواع الایزا
                 

1.Non-Competitive or Direct (Sandwich ) :

     a)Ab. Sandwich or Ag.capture :                         LH.FSH.HCG.PSA.TSH

     b) Ab.capture: Anti. HCV-Anti HiV-HbsAb
2-Competitive ELISA  :     

         a) Competitive for  antigen :T3-T4-ViT.D3-Testosteron

        b) Competitive for antibody :HbcAb

   





:   مقایسه روش های ایمونومتریک با ایمونواسای
IMMUNO  ASSAY EIA-Ag* IMMUNOMETRIC  ASSAY   EIMA-Ab

اوتی شن وشاودار است مًلکًل
پیچیدگی وشاودار سازی

عملکرد رقابتی
کم بًدن مکاوُای وشاودار سازی -حساسیت کمتر

.از مًلکًل َای وشاودار سیگىال دریافت می کىىد
برای غلظت َای بالا حساسیت دارد

استفادٌ از یک آوتی بادی-کمتريیصگی 
مىحىی استاودارد سیر وسيلی دارد

محديدٌ عملکرد پائیه
شیًع اثر ًَک

مًلکًل آوتی بادی وشاودار است
سًُلت وشاودار سازی

عملکرد غیر رقابتی 
زیادتر بًدن جایگاَُای وشاودار سازی -حساسیت بالا

َر مًلکًل یک سیگىال دریافت می شًد بٍ ازا
قادر بٍ تجسس مقادیر واچیس 

استفادٌ از دي آوتی بادی–يیصگی بیشتر  
مىحىی استاودارد سیر صعًدی دارد

حديد صدبرابر-محديدٌ عملکرد بالا

کاَش اثر ًَک



INDIRECT ELISA

 . براي تعیین آنتي بادي اختصاصي و یا تیتراسیون آنتي بادي در نمونه هاي سرمي استفاده مي شود

بزاي جلْگيزي اس جذة غيز اختصبصي پزّتئيي ُبي هْجْد در 
سزم ّ جلْگيزي اس اشغبل ًقبط اتصبل آًتي ژى ًوًَْ ببیدبب 

. ببفزرقيق كٌٌدٍ ًوًَْ رقيق شْد



PIPETTES AND BEST PIPETTING PRACTICE

Manual single 

channel

Manual multi-

channel

Electronic single 

channel

Electronic multi-

channel



WAYS TO OPTIMIZE PIPETTE PERFORMANCE

 Choose the right pipette for the job.

 Check for leaks or any other pipette malfunctions

 Choose the correct pipette tip

 Correct size

 Correct style

 Have pipettes calibrated and serviced regularly.

 Allow all liquids and equipment to equilibrate to ambient temperature before 
beginning work.

 Pre-rinse the pipette tip by aspirating and dispensing the sample liquid at 
least 3 times before aspirating a sample for delivery.

 Immerse the tip vertically into the sample liquid well clear of the container 
walls and bottom and at a depth of approximately 2 – 5mm below the 
meniscus.



GUIDE TO PIPETTING



RESULTS
After reading the results the standard curve is 

drawn were the concentration is blotted on  the 
X-axis and the absorbance on the Y-axis

Concentration ng/ml

Absorption  nm



The standards concentrations is specified on the x-

axis and the reading of each standard is specified on 

the y-axis and the standard curve is drawn

RESULTS



This standard curve is used to determine the 

unknown concentration of each sample by finding 

the opposite concentration to the absorbance

Concentration ng/ml

Absorption  nm

RESULTS



ELISA EQUIPMENT :
MICROPLATE READER

INSTALLATION REQUIREMENTS
1. A clean, dust free environment.
2. A stable work table away from equipment that vibrates
(centrifuges, agitators). 
3. An electrical supply source, which complies with the
country’s norms and standards. 

Maintenance:

- Checking the light source for cleaning

- After turning on , wait for 30 min. to warm up,



الایزا خًاوشگز صحت بزرسی -

الایزا خًاوشگز بًدن خطی بزرسی -

الایزا خًاوشگز تکزار پذیزی ي سمپلز تکزار پذیزی بزرسی -

شستشً فزآیىد بزرسی -



MICROPLATE (ELISA) READER
Calibration:

 With calibrate microplates covered with known filters in low, 

high and average wave lengths

- Put calibrate microplate in instrument and read the OD in all 

wells then turn the microplate 180 degree and read OD 

again 

- There must be no differences

GREY FILTER



MICROPLATE (ELISA) READER
Quality Control:

- Calibrated plates with known wave length and OD for 

all QC checks 

-If using chemical solutions ,linearity, photometric 

accuracy , wave length calibration are the same as 

spect.

 Precision (reproducibility):

- Using colored solution; methyl orange in 10mg%

( tween 20) in 492nm

-preparing different dilutions, read mean, Min.

and Max. OD then compare with company instructions

-Or calculate mean, SD and CV(accepted CV is ˂3%) 



BASIC MAINTENANCEFrequency: Daily

1. Review that optical sensors of each channel are

clean.

If dirt is detected, clean the surface of the windows of

the light emitters and the sensors with a small brush.

2. Confirm that the lighting system is clean.

3. Verify that the reader’s calibration is adequate.

When

the daily operations begin, let the reader warm up for

30 minutes. Next, do a blank reading and then read a

full plate of substrate. The readings must be identical.

If not, invert the plate and repeat the reading in order

to determine if the deviation originated in the plate or

the reader.

4. Examine the automatic drawer sliding system. It must

be smooth and constant.



PREVENTIVE MAINTENANCE
Frequency: Quarterly

1. Verify the stability of the lamp. Use the 

calibration plate,

conducting readings with intervals of 30 

minutes with

the same plate. Compare readings. There 

must be no

differences.

2. Clean the detectors’ optical systems 

and the lighting

systems.

3. Clean the plate drawer.

4. Verify the alignment of each well with 

the light emission

and detection systems.



MICROPLATE WASHER

 INSTALLATION REQUIREMENTS 

1. A clean, dust-free environment. 

2. A stable work table located away from equipment 

that generates vibrations, (centrifuges, and agitators). 

3.  An electric outlet in good condition with a ground pole.

ELISA Equipment :



MICROPLATE WASHER 

MAINTENANCE

Basic maintenance Frequency: Daily 

1. Verify the volume distributed. 

2. Test the filling uniformity. 

3. Verify the aspiration sub-system’s 

efficiency. 

4. Confirm the cleaning of the supply 

and extraction needles.

5. Clean the washer with distilled 

water after use, to remove 

every vestige of salt in the supply 

and extraction subsystems’ 

channels. The needles may be kept 

submerged in distilled water.

6. Verify that the body of the washer 

has been cleaned. If necessary, 

clean the exterior surfaces with a 

piece of cloth, moistened with a 

mild detergent. 



GOOD ELISA PRACTICE 

BEFORE RUNNING THE 

TEST

Equipment Documentation



GOOD ELISA PRACTICE 

BEFORE RUNNING THE TEST



GOOD ELISA PRACTICE 

RUNNING THE TEST



GOOD ELISA PRACTICE RUNNING 

THE TEST, INCUBATION

NO

TAPPING but NOT DRYING



GOOD ELISA PRACTICE 

RUNNING THE TEST, WASHING

Ensure about standard laboratory water used for 

wash working solution preparation

Ensure about stability of washing solution (MFQ 

brochure)

Check for any required soak time (MFQ brochure)

NO



7-HOW TO TREAT WITH THE REAGENTS?

Use reservoir for each reagent

Label the reservoir

Good ELISA Practice Running the test, 

Conjugate, substrate and stop



Don’t use the same reservoir for 

multiple regents

Don’t return the reagents to the 

stock



Good ELISA Practice, Reading and calculation

Don’t forget to use right filter

Don’t forget to use blank reading

Don’t forget to check plate back cleaning

Don’t forget to use correct formula for calculation 

based on mfq claim

Don’t forget to use correct Reference 

interval based on mfq claim



Good ELISA Practice, Check Standard curve



جدید( روش ها یا تجهیزات -کیت ها) تصدیق و صحه گذاری

 بزای یک ًْع آسهبیش(بب رادیْایوًْْاسی –هثلا الایشا )هقبیسَ دقت ّ صحت دّ رّش آسهبیشگبُی ●

 یب دّ کيت اس یک ًْع آسهبیش  بَ شکلی یک شزکت الشاهب هعتبز ّ داری تبئيدیَ کيفی ببشد

 اًجبم يك  یب چٌد تست بب ًتيجَ غيز طبيعي بب دّ كيت الايشا هتفبّت جِت هقبيسَ هيشاى خطی ● 
بْدى ُّوبستگی ًتبیج در اعداد ببلا ّ پبئيي ّ بزرسی  هقبیسَ ای تکزار پذیزی  صحت ّ حسبسيت 

ّ ّيژگي کيت جدید الایشا بب کيت هعتبز ّ هزجع الایشا



ELISA
TROUBLESHOOTING

53



رنگ زمینهو یا  منفیمقادیر بالای كنترل 
تصحیح ایزاد

در ٌّگبم شستشَ از سر ریس شذى هحلَل شستشَ از چبّنْبی پلیت بِ  -
.ینذیگر اجتٌبة مٌیذ

ّویشِ ابتذا مٌترل هٌفی را در چبّنْب ریختِ ٍ بعذ مٌترل هثبت را بریسیذ -  

دلایل احتمالی

آلَدُ شذى چبّل ّبی مٌترل هٌفی بب مٌترل هثبت
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  آلَدُ شذى ٍیبل مٌترل هٌفی
   

برای ّر ًوًَِ برداری از ًَك سوپلر جذیذ استفبدُ مٌیذ-
تَجِ داشتِ ببشیذ مِ ًَك سوپلر بِ اًذازُ مبفی بلٌذ ببشذ تب  --

لَلِ سوپلرتوبض پیذا ًنٌذًوًَِ ّب بب اًتْبی
شستشَی ًبمبفی ٍ یب آلَدُ شذى  تست را بب هَاد میت تبزُ تنرار مٌیذ -

مٌصٍگِمٌترل هٌفی بب آًسین
آًسین مٌصٍگِ از در ٌّگبم شستشَ هطوئي شَیذ مِ توبهی ببقیوبًذُ ّبی -

چبّل ّب خبرج شذُ اًذ
توبهی ًوًَِ ّب ٍ هَاد را در هرمس مف چبّل ّب بریسیذ ٍ از توبض ًَك  -

دیَارُ ٍ لبِ چبّل ّب بپرّیسیذسوپلر بب باشد کىصيگٍ رقیق شًد  OD NC>0.2 اگر*



مثبتپائیه كىتزل مقادیز 
ODپائیه

تصحیح ایزاد

20)هطوئي شَیذ مِ توبهی اجسای میت بِ دهبی اتبق رسیذُ اًذ
(درجِ سبًتی گراد 25تب 
لَلِ هطوئي شَیذ مِ ًَك سوپلرّب خَة ٍ هحنن فیت شذُ اًذ

سوپلرّب را چل مٌیذ تب گرفتِ ًشذُ ببشٌذ

دلایل احتمالی
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  زهبى تست هَاد داخل میت بِدر  -1
اًذدهبی اتبق رسبًذُ ًشذُ

است ًوًَِ موتر از هقذار لازم حجن -2
سَبسترا–مرٍهَشى هحلَل -3
بذرستی تْیِ ًشذُ است 

اسیذسَبسترا بِ آلَدگی  -4
(خزابی کٌتزل)ببمتریمٌترل هثبت بِآلَدگی -5 

زسوبسترا را درست قبل ا -محلول كروموژن 

كنیدوطبق بروشورتهیه آمادهاستفاده  

ذتنرار مٌی جذیذ هجذداً تست را بب یل میت



تصحیح ایزاد دلایل احتمالی
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انكوباسیون خیلی كوتاه استزمان -6

رطوبت به كیسه حاوی پلیتورود  -7

صحیح نم گیر داخل كیسه پلیت عملكرد 

استریپهائی كه مصرف را بررسی كنید

قرارداده و در آن  نمی شوند را دركیسه

ببندیدرا محكم

مقادیز پائیه كىتزل مثبت
ODپائیه

زمان انكوباسیونرعابت 

اتاق برای انكوباسیون سوبسترا دمای  -8

استخیلی پائین

بررسی دمای انكوباتور یا اتاق

انجام تمام مراحل تست بدون وقفهدر خلال انجام تستچاهكهاشدنخشك -9

ناكافی آنزیم كنژوگه غلیظ به محلولافزودن  -10

برای ایجاد محلول آماده كاررقیق كننده 
كنژوگه را دوباره با صحت كامل تهیه كنید



در تمام خانه های پلیت رنگ ظاهر شده
است

تصحیح ایزاد دلایل احتمالی
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مسدود شدن یا كافی ناشستشوی -1

كانالهای واشر الایزا

اطمینان از صحت عملکرد واشرالایزا

كالیبراسیون و تعمیرات روتینانجام 

در  گلبولهای قرمزوجود -2

نمونه را قبل از استفاده سانتریفوژ نمائیدنمونه

   خلالكنژوگه در تبخیر آنزیم -3
درجه 37انكوباسیون 

پوشانیدبرا با برچسب مخصوص  پلیت

انكوباسیون بالادمای  -4
دمای اتاق یا انكوباتور را چك كرده و در 

نظر كالیبره كنیدمیزان مورد



در تمام خانه های پلیت رنگ ظاهر 
شده است

دلایل احتمالی
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شدن چاهكها با آنزیم كنژوگهآلوده -5 

سوبسترا به آنزیم كنژوگهشدنآلوده -6

آنزیم كنژوگه را با دقت در مركز كف 

و از تماس نوك سمپلرچاهكها اضافه نموده

بپرهیزیدها  چاهكبا دیواره ها و لبه های  

 

عدم وجود ذرات مایع یا  ازنظربازرسی لوله سمپلر 

سمپلر بلندخشك شده خارجی و استفاده از نوك

بالای آنزیم كنژوگه درغلظت -7 

كنندهمحلول رقیق 
كنژوگه   از روی دستور كار كیت یك محلول

بسازیدكار تازه  آماده

تصحیح ایزاد



تعييي هيشاى اتصبلات غيز اختصبصی  NSB

 ّجْد بلاًک ابشار هٌبسبی جِت بزرسی کبرایی یک رّش جداسبسی 
.هی ببشد( شستشْ)

 ببشد بيبًگز ًبکبرآهدی شستشْ در حذف > 1.0اگز چبُک بلاًک دارای جذبی 
.اتصبلات غيز اختصبصی ليگبًدُبی آساد در هحيط سٌجش هی ببشد




