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• �N �$��!�
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• �������V�81��D?���%�S3�� 

• �������V�81�����X����%�S3�� 
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������(preanalytic)��������V�81���(analytic)����������V�81�����X���(post analytic) ����
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�����������������+�=�(	3��*7>��(�?��6�0%*���@�A"�����BC�����������5*�'3������%���-�'+����*7>��(�D�	��E1�������������������

 (Control button/Push button)�1%���@�1������/�F	C�����%�5���G.���	�����1���+��1�*7>�(

������*'��7���-3H��1�*7>�(�?�6�5	I�0	��J��%�-I�������*7>�(�@ I��+��'K+��*'���7����L�	��1%���$%*+��*E�M�

����������	�1����1���+��1�1	�E����%������������������������	�������1%����7N��)�*�+��%��8��*7>��(�?��6�%1���M�	���	��@�3�������

�21	O����1���+�P*Q�$1�-<��+�R	���	+��1�5�7"���5���G.���	�����%�%- ��1	�E�	+���*S6�%1���P*Q

����BC���$%*��T��5�7"��$-6	��.	+���,�%�G.���	��1	�E�	+���6	U����21	O�VW�	����6��1�@�F	�69��

�@ I�	+�)	�*7>�(�)�*+��4"#���4.%�*X��-I��+�0-�(1�4
<�Y���*'��+���*'��*A���

� ���6��6�@ I�5	Z'6������:.�%�8������#��[�����1�*A���6��6������7N����48�%*+�����1	+�

1���@ I�B>(����%�8��'�\���6��6��+�*7>�(�?�6��7O�%�1�-<�W�	��	��$-8��6��6����*S6�%

%�8��Z'3�9��
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����*'���)	��@ I�)�*+�Y�*7>�(�?�6�	+�48�%*+�1	:A��̂ ZE��4(��*'
+�*'��*A���Unwetted Tip�

�������0	3��_��4
<��*S6�%1����"��1%���7N�����BC���$-8�,	 6���-8	+��6��6��+���'�\��0�-+���`�O

�<���5�7"��	+��*7>�(�?�6�0�1%�@ I���	�����	����7N�%�8��'K8�P*Q�1%�%9��

�P*a��1	:A�����6�)	��*7>�(�*(����$%	&'(��	+�^ZE�*7>�(�b�7���%*A7����48�%�*S6�1%�-�	+

����	�*7>�(�*(����%- ��$%	&'(������'K8������-������4(-+�%��6�)1�%%�O�4K�	+9��
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�T ������0	3��_�*7>�(��+�*7>�(�?�6���	��5	a��

[T �cA��0	���1%�*7>�(�/'8�-
�6�%��� 

�T �������4"��P*Q�$1�-<��+�*7>�(�?�6�R	���	+�5�7"����7N��Y�	��]Y��<1%� 

]T �*7>�(�?�6��	��'"��0%*���	O�	��*C�0	���1%����%�,�1��0%*��	�1 

dT 	.�E�)	�� $1�-<��+�cA��,	 6�� ���BC� *7>�(�?�6��<1	O�)	�� $1	3��0-�����6

��.	+���*�.�0%*��`�O�	�6��1�#�1%� 	�� *7>�(�?�6��<1	O���*�.�PeI�1�S3���+� ��

�*C�0�-+�)���H1	C�`����+�0���<1	O�cN+�1%�$-6	�J�)��H��H1	C����-8�/f����-�	+��':�

-3A6�be<�%�O��+��1�*7>�(�?�6��O�%��	��'"�����L 

gT �5���G.������BC�5�7"����7N��,	�3�J���%�0%1���/�F	C5����7I*��	��5*'3���L�-�	+

�%*����	�����J�T���6	U��L%1���/�F	C�,�%�G.���	���1����%�B>(��9 

hT �*�i'��)	�*7>�(1%J�G7'N��)	��@ I�)�*+�@�S3���+	.�L�c�	��)�*+�%�8������#��

�%�8�$-6	O*H���+	N'6��@ I��+�0-�(1	�����1���+�5*'3�����%���*S6�%1���@ I�@�S3����@ I9 

��E��)�*+���-6	j�C�*S6�%1���@ I����c�+�����	�� �1�5*'3�����%�4(��*'
+�@ I�c�

-�(1�*S6�%1���1�-Z���+�@ I�0%*��@��	+�4
<�PWO�1%�-�+9��

��

�$%$��&�'���������(��$)*��$�+��

��*A���%*A7���4"#���4.%��(1*+�k�*_������	
'>�C��*A���!�"#�0��(�*:�	�����0	3��_�

�%1���@ I�48�%*+� 1%�4>�C1%���
��cZ6� ��%������#	I�1	S'6���4�&���/��l��)	����	6*+

-3A��	&���9��%��+��+	��1��/����H*��� 3(�m61���/�����n�1�����4(��,	 6���+	.��^��*8�4"�



�������������������������������������	
�������������������	
�������������������	
�������������������	
������������������� �� �� �� �
 

�d

�/�����n�1����$%	&'(���	������+�	
�	���	����=7\���(*'(%�,-��47���+���%�<���	+���	����*��-36	�

� `�A&�� �<1%(Resolution)�*7>�(� 5*'3�� )�*+� =(	3��J� `�A&�� �<1%Y�DY� ,*�� �7���� L��

�� 3(�m61�n�1����$%	&'(�������*��@S3��0��(�*:�	��������#��%%*�9� 

�4(�*'
+�*7>�(�4"#���4.%��(1*+��	��]%�8�,	 6��5	(�1%�1	+�9��

��

���������
��	�(��$)*��$��+�,���-�	�.*	�����

�7"��`�����$%	&'(�� 	+�n�1�/���1%�1%����1�O��:(�m61��X�� �1�-�	C�be<�	+���61�5

�2���5�_g�YTg[Y�)	
<���5�_�1%��3E�*'�6�1	C�	����*'��6	6�]Y��	��]Yd�4"#���*'��6	6�

%�8����5*'3���0��1�*A��4�7+	.���6���*7>�(�%*A7��9��

��
$��	���	�/���*�����#� �

�T���61�$%	���o��

• ����1�O��:(�m61��

	� 

• �*'�6�1	C��3E 

Paranitrohenol (C6H5NO3), indicator PH (5.4-7.5) MERCK Art. 6798��

J��3E�*'�6�1	C�1%�C���� $-���4(-+�)1�6�be<J1��	A�-6�� L����1�'(%�/��� 1%�$-8�$%	&'(������

�)�*+�$-8�-�.�*�%	Z��	+High purity- NIST SRM 938�Paranitrophenol�b	'��1%�21-3��

Tietz 1999 4(��p	:�6���+	.�L9 

[�T��@�-(�-�K��1-����Y��D�Y��3E��*'�6�1	C�)�	(�4.1�)�*+�)1	��5�7"���5	�*6�9 

9 Sodium hydroxide (NaOH) , Pure … MERCK Art. 6462��

�T�RW��)�����8�,����A��61�5�7"��4S7\���
��1%��	�6�%1���@ I��+��<���	+��J���

�4>�C���$q�q�/	+���:.L��

]T�)	
<���5�_�)�1�%�*'��'E�]Y���	�]Yd�����3E��*'�6�1	C�)�*+�g[Y�	�g�Y�*'��6	6�

���1�O��:(�m61�)�*+��

dTc�	���������
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gT����*���J�5*'3��4"����$*:�	�L��

hT�=(	3��*7>�(�?�6���

rT�*�Z��b����

�'A6� o�+	N'6�� 2���5�_��3E�*'�6�1	C�5�7"��4F�*.�)�*+�]Y��0	A������4(�� *'��6	6�

�1%�4F�*.]Yd%�<����6�*'��6	6�%1�%�9��

��

	
��.*	��

���6� �����1�O��:(�m611%�C���� $%	&'(�� 	+�� 3(�m61�n�1�,	 6��-8��'&�����1��6	��

�$*�O;�5�7"��%*����
��$�"6��e��-8	:���*�e>6	A����3E�*'�6�1	C(stock)��4(��$-8�0	�+�W�;9�

*���5�7"��	���0����	6��1�a+�	l�+����1�O��:(�m61�*�O��)	
	(1%�4(��*�;��+	.�$-8��s

%�8�$%	&'(���3E��*'�6�1	C����4(��*'
+����'8�-6�%*+1	��*�������1�'(%��%1����/���1%���9��

$�*���(��+�	�*7>�(�5�����1��+-6�8����@�KZ��o����

G��L�YYYT�YY*'��*A������

b�L�YYT�Y�����*'��*A�����

t�L����*'���)	
� I�Y*'��*A������

���p�E�)	
��*�����`�*��)�*+��K�	+���$*�O;�5�7"��`��4��m61���%��6���
��9������	 6����

��+e<�$%�-"��1%��1�%�O�%*A7���/�*'
+�	�*'��'E�=7\�]D�Y�$*�O;�)	��5�7"��-3�-���0	�6�

�%�-I�1%��+e<�)�1�%��0-8�k�.1��7I*�����BC����-6�������
���'S7\�	+���61]DY-38	+�9��

01��	�2�/���-�	�3�$24����	�&��5���$�����6�
7��������3*�8�7��������#� �

�G��$�*��)	�*7>�(J�YYYT�YY*'��*A����oLdD�d�1%�:(�m61�1%�C�,*���7����YY��7���

%�8��I�*�Z��b�*'�9��J��$�*��/���$*�O;�5�7"��1%�m61�4S7\dD�d4(��-#1%�,*���7��L��

�b� $�*��)	�*7>�(� J�YYT�Y*'��*A���� oL�dd� 1%� �:(�m61� 1%�C� ,*���7����YY�

��%�8��I�*�Z��b��*'���7�J9��$�*��/���$*�O;�5�7"��1%�m61�4S7\�dd�-#1%�,*���7��

4(�L��
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����t�$�*��)	�*7>�(�J�������*'���)	�*7>�(�Y�*'��*A����o�LddD����������:�(�m�61�1%�C����,*��

��1%�YY�����%�8��I�b��*'���7���J�9��������$�*��/���$*�O;�5�7"��1%�m61�4S7\ddD������-�#1%�,*���

	��ddY�4(��-#1%�,*��7��L��

9�1��
7���������3*�8��7������:�;*�'$��	
)�3�$24����	�&��5���$�����6#� �

���G��$�*��)	�*7>�(J�YYYT�YY*'��*A����oL][��`���1%���3E�*'�6�1	C�1%�C�,*���7���

��������I��*�Z��b��*'���%�8�J�9���������$�*��/���$*�O;�5�7"��1%�m61�4S7\][����*�'�1%�,*����7���

4(�L��

����b�$�*��)	�*7>�(�J�YYT�Y�*'��*A�����oL][���������1%����3E�*'�6�1	C�1%��C�,*���7����YY�

���������I��*�Z��b��*'���7����%�8�J�9����$�*���/����$*�O;�5�7"��1%�m61�4S7\][���,*�����7��

4(��-#1%L��

�t�$�*����)	�*7>���(�J����*��'���)	�*7>���(�Y*��'��*A�����o�L][Y�1%���C�,*�������7��

����1%����3E�*'�6�1	C�YY����������I��*�Z��b��*'���7�����8%��J9�9����������$�*���/����$*��O;�m�61�4S7\

][Y4(��-#1%�,*���7��L��

��

��<���
��	��� �

��-'+�� �1�*A��4�7+	.� 	��4.%�,-��1�-Z��c 3(���1	:�+��*7>�(�%*A7���4.%��(1*+�)�*+

��
�� �5*'3�� %1��� *7>�(�@ I��+� �<��	+� �� $-8*�;�n�1�k:_�=(	3����61� $*�O;�5�7"�������

	<�1%����$%�B>(�%%*�����RW��4C��C����$%	&'(��	+���$-�H�)����A�5�-<�)	3:��*+���J�T�L��

�uN���1�-Z�*�Z��b�J�:(�m61����$%	&'(���1�#�1%L�	����%�(Y�DY5	�*6���J�$%	&'(���1�#�1%

�3E�*'�6�1	C���L%�8�����'N�1����*��1%��%	���1	�K+�4.%�	+���9%1���*7>�(����$%	&'(��	+�B>(5*'3����

;�5�7"�����E	s�����*���+���$-8�48�%*+���61�$*�O��%�8����9�be<�0������0%*��v�7N�����BC

=(	3�� 6̀W+��+	Z�� 1%� 	�� ���)1�6J�3E�*'�6�1	C�)�*+� %�(�����1�O� �:(�)�*+*�Z��b�L��4F�*.

����%%*�9����1�O��:(�m61�)1�6�be<�4F�*.�)�*+��+	N'6��2���5�_�-8�*�;�W:.�����6��6	��

g[Y	��g�Y��3E�*'�6�1	C�)�*+��*'��6	6�]Y�	��]Yd-8	:���*'��6	6�9��
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t�$�*���d��d��d���YY�D���

b�$�*����Y������Y���Y�D���

b�$�*���[Y��[��[Y���Y�D���

b�$�*���[d��dD[��[d���Y�D���

*�b�$���dY��d��dY���Y�D���

b�$�*����YY���Y���YY���Y�D���

G��$�*���[YY��[��[YY����D���

G��$�*���dYY��d��dYY����D���

G��$�*����YYY���Y���YYY����D���
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)1�6�be<�)	��$-6��O1	����P�*"6����/��6	���B>(JOD�L��Y�=�*s����:(	"������

$-6��O�P�*"6���	�(CV%)����4(-+�-��9��
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 CV�o���P�*"6��=�*s(Coefficient of variation) 

SD��o1	����P�*"6���

mean�o����)1�6�be<�/��6	���	���

 n�o$-6��O�%�-����	���

xi�o�����*��)1�6�be<��
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Y�DY�B>(�$-6	(1�@ I��+�5	�*6��4C��C�	+RW� A����$*�O;�m61����*'���7��Jb�$�*��L��+

�-�F	�6�v�7N�����E	s��0�9��

�KA��3*�8��5I�&�'�����(��
7�����FFF010FF��+���<	00G0��#��� �

���$q�q�/	+�YY�����������������%��(�	�+��3E�*'�6�1	C�)�*+���*�Z��b��	+����1�O��:(�)�*+��1�)*'���7���

Y�DY�������B>(�$-6	(1�@ I��+�5	�*6������RW��4C��C�	+A����Y������$*�O;�m61����*'���7��J���G��$�*�L���+�

-�F	�6�v�7N�����E	s��0�9��
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��������0	3��_�����BC�����4"�#�5��7"����'O��3A���������������������������������������������������������������������������������������(�1%��.�-�I�5��7"����$-�8����


��<����'N�1���������4F�*.�����(�*��)1�6�be��%�8�9�/��6	���������1	����0��3�+�	��$-6��O���4"#��K�	Z

�%�����$%	&'(��*7>�(�%*A7���4"#��(1*+1%�9��

4"#��aO	8 (Bias) -������4(-+�*���5��*E�������4(�o��
��
��

ected

observedected
Bias

exp

exp
%

−
= x 100 

 ��

expected ��o�)1�6�be<�/��6	���$q�q�/	+�1%�$-8���
��5�7"����$-6��O��

observed�o��)1�6�be<�/��6	���Y4(��$-���4(-+�4.%�,-���+	��1���7I*��1%�������9��

�����<���o���������������1%�4"#���4.%��(1*+�4(��*'
+�	�O�%	 ���������0-6	(1��.�-I��+�1�S3���+

�%*���,	 6����1�`�9��

��

���5I�L� �*��<�L� ��
,����
C��

������������>�(�0	�-6�	(�^(���$-8�	�%��0������	�*7>�(�4�&���5*'3��)�*+��K�	Z��1	����/����*7

)�*+Inaccuracy (Bias) �� JCV%L Imprecision �-8	:���9���)1�y�3E�)	�Z�1��5	:6-+�����*H

��������������������������F	��%��4�.%�,-�����4"�#�,-���*�%	�Z����1���+��%*�A7���4��&���%�:
+������	���	����1��+�������

�4(���'E	��c�	��1	�K+���6�	
'>�C��*A���0	�-6�	(�9��

�������������)1	�K+��'�&����	a'N����+��<���	+�������������5��:.���+	.�0������*X��-�I����	
'>�C��*A�

��4.%�,-�[��zM�%CV���4"�#�,-���5��:.��+	.�0�����*X��-I�����zM% Bias����%	
3���C

%���� 9��

�'A6�o�����������b	�N'6��	
�	���	����$%	&'(��%1���)	�*7>�(�{�3���+��<���	+����$-8�%	��)	�1	���

�������������*'AH����7:.�$-8�,W����	 ��)	�1	��������H*����4(��$-8�����������+	.�0������	�+���3�����-8	:

%1�%�)%	����7#	E���77���/�+�M<�*���O*+�5�:.9��

� �
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?$N����

���48�%*+��1��'+	U�@ I����	�*7>�(�{��6������O*+�1%�-3�	�6�J�)	�*7>�(Fixed VolumeL��

����%�<���1�#�1%Bias�������5�:.��+	.*�\���������������*7>��(�)	��3��11%�21-3���	�W_�����$%	&'(��	+�0���

*+�@ I%��6�!�"a���1��'8�%�9��

�����������������G7'N��)	
� I�1%�*��i���6��*�����48�%��<���-�	+�*�i'��)	�*7>�(�@�S3��%1���1%

+�����%�����5	����4+	U�0������9��������*���i�������3���/�-+�������������@� I�1%�*�'���*�A����YY�*�'��*A���������

J��z��*��i�L���@ I�1%����Y��|�	+���6*'��*A�������*'���*A�������*��i�J�3���Yz�*��i���L�-8�-���O9�

%�8�,	 6��*:'���4�*8�^(���0��(�*:�	��@�S3������4(��*'
+��e9��

��

�������	������3�5���

��� ,	 6�� $-6�	(�����1�'(%�R	(�� *+� *7>�(�)1�-
�6��1%���;�=	������ %*�eC

���p%	#�*7>�(�{��6��*'��+%1���-8	+9��

� ��	+�0��������1�	�*7>�(�=7\���<1	O�)	��4�K.���7��BC���%*�������0�+	#�5�7"

%��6�`�O�p	���)	�%�1%�*�Z��b��	+���A+�����9��

� �5�7"����0%*���6�&�-s�)�*+gY�z%�8������#����6	C�*C�����9�*7>�(�{��6������O*+

-3'K���W������+	.���69��

� �*7>�(�?�6�$-61�-
�6�cN+�0%*���������<1	O�}��(�)��'K8����BC“Tip holder”�

J�7���`����+�����6	����+��'�\��b��(�	+�	��$�*���hY%*������,	 6���<1%��L�1�-Z��	+�0�'K�C�-�	+

�=7\�����*7>�(�$�*���/\�1�������Silicone grease%�8�)1	��/\�1���-8	:���9��

� %�8���<�*��*7>�(�$�*���)	�3��1��+�-�	+�*7>�(��7O�%�)	
'�K.�0%*�������)�*+9��

��

?����
����

�T -6�������*7>�(��+��+*s-�	�6�21	O�0��(�*:�	������1��7�(��/���9��

[T ���������������%1���M�	�����-8	+�)-I�1%�-�	+��'8�%*+�5�7"��@ I��=(	3��*7>�(�*(�b	N'6��	+

%%*�6��7O�%�)	
'�K.9 
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[[

�T 4(��{�3���$%���*7>�(�?�6�	+�4(%�R	��9 

]T ������������������c�N+�-��	+���-�61�O�4�#	O�	+�%����*�	(���)-�(���)	��5�7"��cA���1�#�1%

���?�6�$-61�-
�6��*7>�((Tip-holder)����������A�'(WC��Z7I���0�'K�C���$-8��	+(O-ring)����+��N+

%�8��'K8�*�Z��b��	+9 

dT %�8��'8�e������)�1��7
C��+�5�7"��)�	I�*7>�(�-�	:6���*�9 

gT ������������������0���F	��%��@� I�$%�-�"�����21	�O��� I�)�1�*+��1�*�i'��)	�*7>�(�-�	:6���*�

%*��@�S3�9 

��

��	��������	���������� �

/�*'�
�����������1�*�.��+	��1���%1���	�*'��'E�*'A>(��1%����)%1������������O���-�3�1	:��-�6*��

�'(��O	6�)	�1�6���c6�1���2���5�_�4"#��`�*'��'E�4"#���0%�+���

� �

0�1��O����B2Linearity�� �

�����c6���O���$-8�be<�1�6�/�+���O�v	:�1��0��1%����4(��)��$%�-"��/�����0�����/������P-�

%1�%�%�<��*'��'E�9%��0�����c�	����/���1�(1*+�4.1�*��1%�)1�6�be<�4"#�,-�%�8���9���

������������������0	�A���-I�	��4K�	+�������%��6�$%	&'(��0��������&7'N��)	
�7"�������+	��1��/���)�*+

�-38	+�1�-�	C9��*�U	��47�+�������������������*���i����)1�-��	C�c�	�����4�.1�)	��O����:.������	��*�i'��pH����

	�%���*�U	��1%�-�	+��	
�7"��1%�4E*��5*'3��4"���1�$-8�%	����������n�1�/������$%	&'(�9��

���8�)	�*'7�E����$%	&'(���0	A����1�#�1%�)�� solid glass filter���3����	�<��,���-�%�-36	�

�-8	:����:.�n�1�)�*+�J4(���+	�'(%��+	.�0	:�'�C�)	
'�*8�k�*_����	�*'7�E�/��L9��

�
%'���
��O����B2���	���	�&��5�����3K�'P���
�=���&�6#� �

��������2���5�_�1%�0%�+���O��(1*+�)�*+d]Y���5�7"�����*'��6	6�HiCN����2���5�_�1%]Yd�

������3E�*'�6�1	C�5�7"�����*'��6	6YrDY������*'��1%�5����7��������2���5�_�1%���]Y������5��7"�����*'��6	�6�

)%��@�(	'C��	��*�%%*�����$%	&'(�9��
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[�

�������2���5�_�0%�+���O��(1*+�4
<d]Y�*'��6	6������������������	�+�0��O�0%���6�v��7N��	+�4K�	+

�����)��$*�O;���/�A+�1%(Stock)�����������%�-I�)1�6�be<�	+�/�+�7�����4��0	�(�5�7"�����[�����%��8���
��9�

�J�������0%*����E	s�����5	X��1��+�YY����/�+��7�����	�+�0��O�*�'��*A����g/l��hY����+�d���*�'����7���

��������%�-I�)1�6�be<�	+���7"����/�A+�1%YwD[�����-������4(-+��L9���0�����*������@����6��6�/�+�7����

����������%�8��E	s��/�A+�1%��+�4K�	+������0�O����)*'��+�@ I-8	+�9�����������$*��O;�5��7"��/�������B>(

���.�-I]������%�8������
��4.1�J���5	X��1��+[D������]D������rD�����gD��L������$*��O;�5�7"��)1�6�be<��

���$-8���
��)	
'.1�����������������4F�*.��/�A+�1%�`6W+��+	Z��1%�$-8�%	��2���5�_�1%����%%*���	�d��$-6��O�

�-���4(-+�9�����������$-8�$-�	���1�-Z��0��3���+�$-8�4F�*.�)1�6�)	
+e<JObservedL�����'E*��*S6�1%�

����%�89��

��������)1�6�be<��4.1�*��1%�	�O�0������:(	"��)�*+�JODL�������1%����5�7"������'.1���%�-I]DY�

�����8�����:(	"��0���+��<���	+�	
'.1�*�	(�)	�O�0�������b	N'6��	3:��0��3���+�-8	+���be�<�	���%

�-�	�+�4(-+�1	S'6��%1���9��

���������4.1�	+��6��6�)1�6�be<�*���5	X��1��+]D�����%�-I���]DY���-8	+�9�������1	�S'6��%1����)1��6�be<

�4.1�)�*+[D��%�8�����:(	"��*����1�a+�o��

������������������������������������������������������������������������������������������������� ���

��

��

�1�-Z� X�1	S'6��%1���1�-Z����$-���4(-+JExpected�L�����4�.1�1%���6��6�)1��6�be�<[D���

-8	+����9�,-��0�������G7'N��)	
'.1�)�*+�1	S'6��%1���)1�6�be<��:(	"�����BC�=��*��/�-+

�5��*E����$%	&'(��	+�4.1�*��4"#Bias���/�������%%*��9��

100*
exp

exp

ected

obserevedected
Bias

−
=��

�������������1%�/�+��7�����4���0	�(��6��6�G7'N��)	
'.1�)1�6�be<�4"#�,-��0�������*���5	X�

�-�%����0	�6��1*'��'E�$	�'(%�`�9��

��

�	���DQ=���<	��

]DY��]D���

x��[D���
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�������2���5�_�1%�0%�+���O��(1*+�)�*+]Yd�*'��6	�6������3E�*'�6�1	C�5��7"�����YrDY����7���

���$%	&'(��*'��1%�5����%%*��95�7"��/�����
���*_�o��

��3E�*'�6�1	C�5���`��0���~��D��w,*����

�5����7���`�~��w��DY,*����

���
��)�*+����3E�*'�6�1	C�YrDY�����������������4K��	+������*����:(	"�����$%	&'(��	+���*'��1%�5����7����

��[rrD������3E�*'�6�1	C���J����:�*Z��1��+�D������,*���7������L��������@�-�(�-�K���1-���*�'��`��1%

(Na OH)�Y�DY%�8��I�5	�*6��9��

0.13911 × 0.08 = 0.0111288 �M,*��  11.11288 �7���,*�  ~ 11.1 ��������7���*�,     

�%�-I�1%��+e<�5�7"��/��[�%��(�1%�G7'N��)	
'.1���
��	+���48�%�-���O�(Na OH)�

Y�DY������5	�*6�����������be<�$%�-"��1%�0%�+���O�0���0.1���	��2������2���5�_�1%��1]Yd����1%���*'��6	�6

����%��6��(1*+��%�(�`6W+��+	Z�9����������4�S7\�	�+���	
�7"����
��	+�5	X��1��+0.06�����0.04�����0.02����

0.01���0.005����$-���4(-+�*�����	'6�*'��1%�5����7��Bias4(��$-�%*���:(	"��9��

���1��6	�� �%�-I�)1�6�be<�-8��'&��W:.�0.4����-�36	��=�(	3��	�+���$%�%�1�*.�?W���1�

-��	�6��:(	"���1�4S7\�*��1	S'6��%1���)1�6�be<�*���5	X���9 

��

��

%Bias� �(OD observed)� �
3��E�������	���DQ=��

(OD expected) 

	
N'���	���DQ= 

0.91 2.094 2.075 

0.18��1.663 1.66 

1.12 1.259 1.245 

1.97 1.017 1.037 

0.48 0.826 0.83 

- 0.415 - 

2.1 0.212 0.207 

�	���DQ=���N�R��

0.463��0.02 

x��0.04��
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&*�=S10��
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�������2���5�_1%�0%�+���O��(1*+�)�*+�]Y*'��6	6���)%�5�7"��������C��	��*�����$%	&'�(��@��(	'

���%�8�9��

����)%�1%�C��5�7"����
��)�*+�������1%��1�@�(	'C��	��*�oven�����1�*I�	+���Y���'6	(��<1%�����%�*��

���������$%*��`�O�4�	KA���-���+200���7�������������`�1�&�(�-�(��	+��1�0��,*�Y�DY����@ I��+�5	�*6�

���-�6	(*+�*'���9����-��F	�6�)1�-�
�6�$*�������8�1%�$*�O;�0��3�+��1�5�7"��/���9��7"���$*��O;�5�

����%�-I�1%��+e<[���������������`�1�&��(�-��(��1%��G7'N��)	
'.1���
��	+���48�%�-���O�Y�DY����5	��*6�

�����������be<�$%�-"��1%�0%�+���O�0���0.1���	�2�����������5��_1%��`�1�&��(�-��(��`6W+��+	Z��1%��1�

�2���]Y%��6��(1*+�*'��6	6��9�4S7\�	+���	
�7"����
��	+�5	X��1��+200���150���100��� 50��

25���10����$-���4(-+�*�����	'6�*'��1%�,*���7��Bias4(��$-�%*���:(	"��9��

�������%�-I�)1�6�be<��:.�5	X���+	���0.4������*����5	�X��-�36	��=�(	3��	+���$%�%�1�*.�?W���1�

-��	�6��:(	"���1�4S7\�*��1	S'6��%1���)1�6�be<9��

��

��

��

��

 

Bias % DQ=�������	���

3��E��

�	����	���DQ=

	
N'��� �

�&��5���N�R

:�;*�'$��	
)  µmol/L  

3��1.908��1.852��0.08��

2��1.418��1.389��0.06��

1.2��0.937 0.926��0.04��

T��0.463��T��0.02��

2.6��0.225��0.231��0.01��

2.6��0.113��0.116��0.005��

�	���DQ=���N�R��

0.493��50 

x��25��
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[g

&*�=T10��

Bias % -+�)1�6�be<�4(

$-����

1	S'6��%1���)1�6�be<��)%�5�7"��4S7\���	��*�

@�(	'C  mg/L   

1.8��2.007��1.972��200 

0.5��1.486��1.479��150��

0.5��0.991��0.986��100��

-��0.493��T��50��

0.8��0.245��0.247 25��

4��0.095��0.099��10��
��

���������*X��-I�4.1�*��1%��	 ��4"#�,-��0����d��z����%	
3��C����%�89��������/����4�(��*�'
+����

%��6�/�����$-6�	(�����1�'(%�R	(�*+��1�1�-Z�9��

��

91U��'��';��5I��

���������������@��(	'C��	���*��)%�5�7"�����$%	&'(��	+�)*'��'E�4"#��(1*+��o�������c��+dY�����7���

�����������������1�*�I���<1%�1%�4�	K�A���-���+��1�@�(	'C��	��*��)%����,*���Y�������%�*����'6	�(���<1%�
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Relative Centrifugal Force(RCF)���*����5��*E�	+����'8�%�0�1�%�4�*(�����{	�8��+���'K+
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RCF= 1.118 × 10
-5  

×  r  ×  (rpm)
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���)%�%1�*.��+* �1�-Z������������������������1.118×10
-5
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���*'��'6	(�=KI*+�q�&�*'6	(�{	�8 r   = 



�������������������������������������	
�������������������	
�������������������	
�������������������	
������������������� �� �� �� �
 

[w

�q�&�*'6	(�cO*H���*������{	�81�-Z��J�1�"��L��	��$��-6�q�&�*'6	(�0�1%����)	
'6�)*��

%����9��

����Z�.%�1%�1�%�=KI*+�cO*H�4�*(rpm   = �����

�q�&�*'6	(�)�*�6 RCF *���6��7�(���+�0��'����1%��6�/�������6�,�9��
��

��
���

��������������q�&�*'6	(�{	�8���������O�0-����	+�4	I�/���1%g�������1�:��1	S'6��%1����������%����-3�

������4(-+�4�*(��0���-���9�����������������1-�.�0%1���4�(-+�)�*�+�p��E��A�8�1%�5	�X��0��3�+500g��1%�

����0��{	�8����)q�&�*'6	(hd�7�����)�1�4�*(�4(��,����4(��*'�[dYY���Z�.%�1%�1�%��@�S3

%%*�9��

��

_�%��'�
��`����� �

�1�	38�)	��q�&�*'6	(J(Horizontal- head /Swinging- bucket�)	��q�&�*'6	(�����������

�-6�����$%	&'(���:_�u�N���)	
�	���	����1%�*'��+����-3'K��q�&�*'6	(��������6����4+	U9��



����
��������������������������
��������������������������
��������������������������
����������������������	����	����	����	����� �� �� �� �
 

�Y

���������������	�I�1%���)%�����4���s��G�.���4�	I�1%�	�������1�	38�)	��q�&�*'6	(�1%��4��*I�5

-61�%��ZE��4��s��9��

����������������������1��"����+�4:K�6�4�+	U��������)�1�%�5	�I�����1%�	�������4+	U�������)	�q�&�*'6	(�1%

����q�&�*'6	(��-38	+�9�����������q�&�*'6	(��{�6�/���4�*(��������������-8	+*'��+��7:.�%1����+�4:K6�-6���

$-8�%	 ���)*'��+�)	�*��0��0�1%���������+�4��	Z��47�+�cO*H�0	���1%����	+�	�%����%�19��

�������P*a���{��6��+��<���	+�-�	+�$	���	����1%�q�&�*'6	(�b	N'6��J�������	��6�%1����4�*�(�-�36	�

��5�:.��+	.�)	�%�*X��-I�L999%*����1�#�$	�'(%���	�	��1%�21-3���3E��	a'N����6��9��

�q�&�*'6	(����$%	&'(��1%�@
���	A6�o��

• +�b1%�	+��1�q�&�*'6	(�-�	:6��6���1�1	��1%�4O�-6��1	���+��	9��
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  كنترل متغيرها در بخش انجام آزمايش

توان به دو روش استفاده از نمونه كنترلـي و تعمـيم            متغيرهاي مرحله انجام آزمايش را مي     

دلتـا  ( و نيز استفاده از نتـايج بيمـاران         ) كنترل كيفيت آماري    ( نتايج آن به پاسخهاي بيماران      

  .تحت كنترل قرار داد...) چك، آزمايشهاي مضاعف و

  

  كنترل كيفيت آماري

)  بعنوان نماينده يك گروه از نمونه هاي بيماران( نمونه كنترلي ،  در كنترل كيفيت آماري

مورد آزمايش قرار گرفته و نتايج آن با مقدار مورد انتظار كه اغلب بصورت يك محدوده تعريـف                  

 انتظـار قراربگيـرد،   اگر نتيجه آزمايش نمونه كنترلي، در محـدوده مـورد  . گردد شده، مقايسه مي  

پاسخهاي آزمايش بيماران نيز قابل قبول شناخته مي شوند و بـرعكس اگـر خـارج از محـدوده                   

مورد انتظار قرائت شود، احتمال وجود خطا در سيستم آزمايش مطرح شده و طبيعتا پاسخهاي               

  . شوند بيماران نيز غيرقابل قبول شناخته مي

  

  انتخاب مواد كنترلي

  : كنترلي موارد زير بايد مورد توجه قرار گيرند  در انتخاب مواد

بايست براي مـدت طـولاني پايـدار و در عـين حـال فاقـد مـواد                    كنترل مي : پايداري   .1

در اين حالت مصرف كننده اين امكان را دارد كه مواد كنترلي مورد             . گر باشد    نگهدارنده مداخله 



        پزشكيپزشكيپزشكيپزشكيكنترل كيفيت در آزمايشگاههاي كنترل كيفيت در آزمايشگاههاي كنترل كيفيت در آزمايشگاههاي كنترل كيفيت در آزمايشگاههاي 
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يكـسال ،    ست كنترلهـا بـراي مـصرف      بهتر ا . (نياز خود را براي مدت مشخص، يكجا تهيه نمايد        

  )خريداري شوند

بهتر است كنترل با توجـه بـه نمونـه انـساني          : مشابهت با نمونه انساني مورد آزمايش        .2

 ....  و CSFبعنوان مثال كنترلهاي با پايه سرم، ادرار ، خون، . مورد آزمايش انتخاب گردد

ال آلـودگي بـا عوامـل بيمـاريزا         باشند ولي به علت احتم      كنترلهاي با پايه انساني ارجح مي     

  . گيرند بعضا كنترلهاي با پايه سرم گاوي نيز مورد استفاده قرار مي

ويالهاي مختلف كنترل بايد هموژن و يكنواخت بوده و غلظـت آناليتهـاي             : يكنواختي   .3

 .موجود در آنها يكسان باشد

بايـد  بـراي انتخـاب سـرم كنتـرل     : (Matrix effect) اي  عـدم وجـود اثـرات زمينـه     .4

اي    همخواني آن با معرفهاي مورد استفاده در نظـر گرفتـه شـده  واز عـدم وجـود اثـرات زمينـه                      

 .اطمينان حاصل گردد

ويال  بدون نشتي بوده و به حجم رساندن و نگهداري كنترل به             : بسته بندي مناسب     .5

 .سهولت انجام شود

 قيمت ارزان و تعداد زياد مصرف كنندگان  .6

 مثل باكتري ، قارچ ، ويروس و پريون : ا عاري از عوامل بيماريز .7

باشـند امـا در زمـان         هر دو نوع كنترلهاي ليوفيليزه يا كنترلهاي مايع قابـل اسـتفاده مـي             

بعنوان مثال خطا در بـه حجـم رسـاندن          . انتخاب بايد مزايا و معايب هريك در نظر گرفته شود           

ر حاليكه كنترلهاي مـايع، آمـاده   كنترلهاي ليوفيليزه ممكن است منجر به بروز مشكلاتي شود د       

در عين حال مواد موجـود در كنترلهـاي مـايع ممكـن اسـت در برخـي روشـها            . مصرف هستند 

 .تداخل نموده و باعث خطا شوند

المكان دو غلظت مختلف از كنتـرل اسـتفاده          براي كنترل داخلي كيفيت ، بهتر است حتي       

 ارجـح  (Decision level)  بـاليني يـري گ انتخاب غلظتهاي نزديك به محـدوده تـصميم  .  شود

برخـي پيـشنهاد    .  بـراي گلـوكز      ليتـر   گـرم در دسـي       ميلـي  200 و   126مانند غلظـت    . باشد  مي

نمايند غلظت كنترلها طـوري انتخـاب شـوند كـه محـدوده گزارشـدهي روش آزمايـشگاهي                    مي

(Reportable range)  ه بعنـوان مثـال اگـر بنـا بـر ادعـاي سـازنده، محـدود        . را پوشش دهنـد
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ليتـر اسـت، مـي تـوان          گـرم در دسـي       ميلـي  400 تـا    30گيري گلوكز ،      گزارشدهي كيت اندازه  

 .ليتر را انتخاب نمود گرم در دسي  ميلي380 و 40كنترلهايي با غلظت تقريبي 

ــشخص    ــادير مـ ــكل داراي مقـ ــه دو شـ ــي بـ ــواد كنترلـ ــادير (assayed)مـ ــد مقـ                     و فاقـ

قابل اسـتفاده    (precision) بررسي دقت و هر دو نوع آنها براي       موجود   unassayed)( مشخص

  .مي باشند

كـاليبراتور  .توانند بعنوان جايگزين كاليبراتور استفاده شـوند          مواد كنترلي نمي  :   1نكته  

رود و داراي مقـدار مـشخص         اي است كه براي كاليبراسيون روش آزمايشگاهي بكار مـي           ماده

رود و اغلـب      راي كنترل كيفيت روش آزمايشگاهي بكـار مـي         كنترلي ب  مادهاست درحالي كه    

  .باشد  داراي محدوده غلظتي مي

در خريدكاليبراتور و مواد كنترلي به همخـواني معـرف باكـاليبراتور و كنتـرل                : 2نكته  

توانيد از شركت پشتيبان كيت ومعرف اسـتعلام          اين موضوع را مي   . تجاري توجه داشته باشيد   

  .نمائيد

بايست با وسائل حجمـي مناسـب و          ه حجم رساندن مواد كنترلي ليوفيليزه مي      ب : 3نكته  

  .طبق دستور سازنده صورت پذيرد

  

  خطاي مجاز

اولين قدم در اجراي فرآيند كنترل داخلي كيفيت در بخش آناليتيك ، تعيين خطاي مجاز         

 اجتنـاب   عليرغم تمامي تلاشها، وجود خطا درآزمايـشگاهها حتـي در بهتـرين شـرايط             . باشد  مي

بطوريكه حتي اگر در يك آزمايشگاه، يك كارشناس، آزمايش ثابتي را با دسـتگاه         . باشد  ناپذيرمي

و معرف مشخص بر روي نمونه واحد، به دفعات انجام دهد، اخذ نتايج مشابه و يكسان در تمامي                 

يط بايست با در نظر گـرفتن مجمـوع شـرا           پس مسئول آزمايشگاه مي   . رسد    موارد بعيد بنظر مي   

و نيز با توجـه بـه سـطح         ...)  نوع دستگاه يا معرف مورد استفاده ، تجربه كاركنان و           (آزمايشگاه  

برحـسب  ( و عدم صـحت  ) SD  يا %CVبرحسب ( كيفيت مورد نياز خود ،  ميزان عدم دقت 

Bias يا Bias% (ويا مجموعا خطاي كلي مجاز خود را مشخص نمايد.  
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در نظـر  % 2 معـادل  %CVاي كلـسترول و بـر حـسب     بعنوان مثال اگر عدم دقت مجاز بر      

  .گردد  محاسبه مي زير به شكلmg/dL  200گرفته شود ، ميزان پراكندگي نتايج براي غلظت 

  
mean

SD
CV

100*
% =                 

200

100*
%2

SD
=            SD = 4 

  

 سترول يك نمونه با غلظت واقعياگر كل% 95گيريم، به احتمال  از محاسبات بالا نتيجه مي

mg/dL 200 ــدازه ــار ان ــد ب ــدوده     چن ــايج در مح ــود، نت ــري ش ــي mg/dL 8±200گي   يعن

2SD±meanقرار خواهد گرفت .  

بينانه و بر اساس شرايط آزمايشگاه ، بصورتي انتخاب شود كه بتواند              خطاي مجاز بايد واقع   

در عـين حـال آنقـدر       . ازد، شناسايي نمايد  س گيري باليني را متاثر مي      ميزاني از خطا، كه تصميم    

  . كوچك نباشد كه باعث رد كاذب مكرر نتايج گردد

  %8 مجاز خود را بـراي انـدازه گيـري گلـوكز     %CVبعنوان مثال اگر آزمايشگاهي ميزان 

مـوارد احتمـال   % 95 در   داشـته باشـد،  mg/dL 126 اي با  غلظت واقعي تعريف نمايد و نمونه

 ارائه دهد كه اين طيـف غلظتـي وسـيع، مشخـصا             mg/dL 146-106دوده  دارد نتايجي در مح   

 مجاز خـود    %CVاگر اين آزمايشگاه ميزان     .  گيري پزشك خواهد شد       باعث  اشتباه در تصميم    

 خواهد داشت كه mg/dL 129-123  نتايجي بينmg/dL 126 تغيير دهد در غلظت% 1را به 

د سـري هـاي كـاري مكـررا و بطـور كـاذب              شو  اگرچه براي پزشك مطلوب است، ولي باعث مي       

اين امر خود منجر به افزايش دفعات تكرار آزمايش، .   شناخته شوند (False rejection)مردود 

  .گردد صرف هزينه و خستگي كاركنان مي

 اسـتفاده گرديـده ذيـلا         خطـاي مجـاز    هاي مختلفي كه براي تعيين مقادير       روشهاو فرضيه 

  .بطور مختصرمعرفي شده است

 1963ايـن فرضـيه در سـال      : )(Reference Intervalستفاده از محدوده مرجـع  ا -1

 CVدر اين روش با استفاده از فرمول زير ميـزان خطـاي كلـي و                .  مطرح گرديد  Tonksتوسط  

 . گردد محاسبه مي

 

 

Allowable error = 2CV =                                                       × 100 
  

1/4 reference interval 

       Mean of interval 
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جاييكه محدوده مرجع تحت تاثير عوامل مختلفي مثل گروه مورد بررسي ، مشخصات             از آن 

  . امروزه كمتر استفاده مي شودروش آزمايشگاهي وغيره قرار دارد، اين روش

  با نظر سنجي از پزشكان ، خطاي Barnett ، 1960در اواسط دهه   : نظريه پزشكان    -2

 . مجاز را تعيين نمود

 ( Proficiency testing) ش از نتـايج آزمـون مهـارت    در ايـن رو : شرايط موجـود   -3

    متـدهاي موجـود بـراي تعيـين خطـاي مجـاز اسـتفاده        bias   ومقادير عدم دقت و عدم صحت

 .مي شود

  بـااين   CLIA (Clinical Laboratory Improvments Amendments)در قـوانين 

 .  كميت  تعيين شده است80روش مقادير خطاي مجاز براي حدود 

در مورد برخي پارامترها ، گروههـاي كارشـناس         : نظريه افراد و گروههاي كارشناس       -4

 TG,HDLمثال آن مشخص نمودن خطـاي مجـاز  . مجاز را تعيين نمودند Bias و CVمقادير 

,Chol,LDL توسـطNational cholesterol education program ( NCEP )    مـي باشـد .

 . باشد دي از آزمايشها قابل دستيابي ميمقادير حاصل از اين روش براي تعداد محدو

دراين روش تغييرات يك پارامتردر مدت زماني مـشخص، در بـدن            : تغييرات بيولوژيك    -5

           within subject يك فرد و افراد مختلف اندازه گيـري و بـر اسـاس ضـريب انحـراف درون فـردي      

 .گردد اسبه مي محBias و CV ، مقادير  between subjectو بين افراد مختلف

مقادير خطاي مجاز براي هر يك از كميتها متفاوت بوده و آزمايشگاه بايـد قبـل از اجـراي         

كنترل كيفيت ، با استفاده از يكي از مراجع فوق مقادير عدم دقت و عدم صحت مورد نياز خـود    

، هارا براي ليپيد  %CV مقادير عدم دقت مجاز برحسب       2-1بعنوان مثال جدول  . را تعريف نمايد  

  .دهد از ديدگاههاي مختلف نشان مي

     2-1جدول

Biologic variation NCEP  Test  
3% 3% Chol  

3.6% 4% HDL  

4.2% 4% LDL 

10.5% 5% TG  
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همانطور كه در جدول مشاهده مي شود حتي براي يك كميت، خطاهـاي مجـاز متفـاوتي            

براساس نيازها و امكانات خـود از  بايست  نمايد آزمايشگاه مي لذا مجددا تاكيد مي. شود مطرح مي 

  .هر يك از آنها استفاده نمايد

 آمده و   1 و تغييرات بيولوژيك در پيوست شماره        CLIAاهداف كيفيت براساس معيارهاي     

  .توان به آدرسهاي زير مراجعه نمود براي كسب اطلاعات بيشتر مي

http://www.westgard.com/biodatabase1.htm 

http://www.westgard.com/clia.htm 

http://www.westgard.com/europe.htm 

  

  كليات نمودار كنترلي 

تايج آزمايش نمونـه هـاي كنتـرل بـا مقـدار مـورد انتظـار،                رايجترين روش براي مقايسه ن    

درنمودار كنترلي ، غلظت حاصله از آزمايش سرم كنتـرل ، روي     . استفاده از نمودار كنترلي است    

اگر . شود نموداري بامحدوده مشخص،  علامتگذاري و  بصورت گرافيكي  و ساده نمايش داده مي        

 شرايط تحت كنترل و عملكرد سيـستم مناسـب          نتايج درون محدوده مشخص شده  قرار گيرد،       

مشاهده نتايج خارج از محدوده نشانگر بروز مشكل بوده و لزوم بررسـي             . شود    تشخيص داده مي  

  . سازد  عملكرد سيستم را مطرح مي

 كنترلي بـه دفعـات بـا اسـتفاده از روش مـورد               براي بدست آوردن محدوده نمودار،  نمونه      

  . گردد ش و سپس ميانگين و انحراف معيار نتايج حاصله ، محاسبه مياستفاده آزمايشگاه ، آزماي

اي مكـررا     همانطور كه در شكل مشاهده مي شـود ،بطـور معمـول در صـورتي كـه نمونـه                  

. برخـوردار باشـند   )توزيع گوسـين    (رود نتايج حاصله ، از توزيعي نرمال            آزمايش شود انتظار مي   

  ± SD 3ها در محدوده خوانده% 7/99 و  ± SD 2دوده  خوانده ها در مح% 95 دريك توزيع نرمال 

 قرار گيـرد  ± SD 2پس احتمال اينكه خوانده اي بطور اتفاقي خارج از محدوده  . گيرند قرارمي

ــارتي% (5حــدود  ــين 1بعب ــده20 نتيجــه ب                % 3/0 تنهــا ± SD 3و در مــورد محــدوده )  خوان

  .باشد مي)  خوانده1000 نتيجه بين 3(
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بايـست تـاثير نتـايج        براي اينكه نمودار كنترلي مقدار و محدوده مناسبي داشته باشد مـي           

توانـد ميـانگين را       زيرا وجود حتي يك خوانـده پـرت مـي         . را به حداقل رساند    (Outliers)پرت  

  .جابجا نموده و محدوده چارت را بسيار وسيع نمايد

پرت را كه بطور معمول نتايج خارج ازمحدوده         توان نتايج     براي جلوگيري از اين مشكل مي     

3SD ± mean    هـا   اين محدوده بستگي  به تعـداد خوانـده        . ( شوند ،حذف نمود     در نظر گرفته مي

 خوانـده محـدوده      30يابد بطوريكـه بـراي تعـداد          ها افزايش مي    داشته و با افزايش تعداد خوانده     

3.14SD ± meanخوانده محدوده 400 و براي SD mean ±3.83  بعنوان محدوده قابل قبـول 

     .)شود شناخته شده و نتايج خارج از اين محدوده  بعنوان نتايج پرت در نظر گرفته مي

 3SD±meanاز آنجائيكه احتمال بدست آوردن تـصادفي يـك نتيجـه خـارج از محـدوده               

  (outliers)باشد ، وجود حتي يـك نتيجـه پـرت             مي)  نتيجه 1000 نتيجه بين    3 ( 003/0فقط

  .  سازد احتمال وجود مشكل را مطرح كرده و پيگيري را الزامي مي

  

  اجراي گام به گام كنترل داخلي كيفيت

  . را مشخص نمائيد%CVبا توجه به شرايط آزمايشگاه عدم دقت مجاز بر حسب  -1

 .المكان در دوغلظت انتخاب كنيد نمونه هاي كنترلي مناسب را حتي -2

 : خوانده بدست آيد20 بار آزمايش نمائيد تا 20راههاي زير ، هاي كنترلي را به يكي از  نمونه -3

  .حاصل گردد)  هفته4( روز كاري 20بهتر است اين تعداد خوانده از تكرار آزمايش در )  3-1

  . روز كاري است10روش ديگر، انجام آزمايش بصورت دوتايي در   )3-2

  ونهـاري ، نمـ روز ك5 توان در يـوق مـكان اجراي روشهاي فـدم امـ در صورت ع)3-3

  . باردر هر روز آزمايش نمود4كنترلي را        
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        طولاني شدن اين مرحلـه و آزمـايش نمونـه كنترلـي در روزهـاي كـاري مختلـف، باعـث                     

     تـري   مي شود با تاثير متغيرهايي كه بطـور معمـول در آزمايـشگاه وجـود دارنـد، نتـايج واقعـي                    

 كوتاهتر شود تاثير متغيرها كمتر شده و نتايجي نزديـك بـه هـم               هر چه اين مرحله   . بدست آيد 

بديهي است در اين شرايط محدوده چارت بسيار كوچك و غيـر واقعـي شـده                . گردند  حاصل مي 

  .يابد افزايش مي  (False rejection)وطبيعتا در مراحل بعدي موارد رد كاذب نتايج 

. س فرمولهـاي زيرمحاسـبه نمائيـد      ميانگين ، انحراف معيار و ضريب انحراف را براسـا          -4

هـاي نـرم افـزاري يـا بـه روش دسـتي قابـل           انحراف معيار با استفاده از ماشين حساب يا برنامه        

  .محاسبه است

 بدست آمده را با عدم دقـت مجـازي كـه قـبلا     %CV) يا  (SD  قابليت تكرارپذيري -5

اگر نتايج در محدوده خطاي مجاز قرار داشت ، كار را طبق بند             . ايد، مقايسه نماييد    تعيين نموده 

عوامل ايجاد خطا را جستجو و پـس از رفـع مـشكل ، مجـددا                در غيراين صورت    .  ادامه دهيد    6

در صورتيكه عليرغم بررسي متغيرها ، مـشكل رفـع نـشده باشـد بـا               .  را اجرا نمائيد   1-4مراحل  

 .كننده فرآورده يا دستگاه تماس بگيريد توليد

 براي هر غلظت از نمونه كنترلي، بااستفاده از ميانگين و انحراف معيار، چارت كنترلي  -6

  .را مانند شكل زير ترسيم نماييد

1
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−

−

=
∑

n

meanxi
SD  

n

x
mean

i∑
=  

   
  

  
  

  

CV :   ضريب انحراف(Coefficient of variation)  

SD :انحراف معيار  

mean : ميانگين  

 n :ها  تعداد خوانده  

xi :  هر تك خوانده  
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 المكان دو كنترل در دو غلظت مختلف را مورد آزمايش قـرار داده              در هر سري كاري حتي     -7

 . نتيجه را روي منحني مربوطه علامتگذاري نماييد و

اي اطـلاق      سري كاري به مدت زمان يا تعـداد نمونـه          CLSI (NCCLS) بر اساس تعريف  

  . گيري ثابت باشد ت سيستم اندازهگردد كه طي آن صحت و دق مي

پس تعداد دفعات آزمايش سرم كنترل به مواردي ماننـد پايـداري روش و سيـستم مـورد                  

اگر سيستمي براي مدت زمان مشخص يـا تعـداد آزمـايش معـين پايـدار                . استفاده بستگي دارد  

  .است ، در اين فاصله يكبار آزمايش نمونه كنترلي كافي است

 بـراي ترسـيم     نبايـد ه در بروشورهاي كنترلهاي تجاري درج شـده          محدوده اي ك   :نكته  

 اين محدوده عمدتا براسـاس آزمـايش سـرم كنترلهـا در           .چارت كنترل كيفيت استفاده شود    

شود و متغيرهاي متعددي مانند اختلاف دستگاهها ، شـماره          آزمايشگاههاي مختلف تعيين مي   

در نتيجه محدوده منـدرج در      . گذارند    مي ساختهاي مختلف كيت و كاليبراتور برروي آن تاثير       

 البته در شروع كـار ،     .باشد  بروشور بسيار بزرگتر از محدوده حاصل از عملكرد يك آزمايشگاه مي          

  .تا زماني كه  تعداد نتايج به حد مطلوب نرسيده ، محدوده سرم كنترل قابل استفاده است

توان از محدوده منـدرج در بروشـور            لازم بذكر است حتي در ابتداي كار، تنها در صورتي مي          

كنترل استفاده نمود كه كنترل با روش آزمايشگاهي مورد استفاده همخـواني داشـته و ايـن                 

  . موضوع مورد تائيد سازنده معرف يا دستگاه قرار داشته باشد

z.asadzadeh
Highlight

z.asadzadeh
Highlight
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تواند باعـث   بايد توجه نمود كه افزايش تعداد كنترلها در هر سري كاري اگرچه مي          :نكته  

لـذا  . گردد هتر خطا شود ولي بعلت افزايش ميزان رد كاذب باعث افزايش  هزينه مي             تشخيص ب 

  . گردد در هر سري كاري يك يا دو كنترل آزمايش شود پيشنهاد مي

  : مثال

آزمايشگاهي براي اندازه گيري كلسترول كيت جديدي خريـداري نمـوده و بـراي ترسـيم                

 و دو سـرم كنتـرل بـا     باانتخ ـ% NCEP  3 مجاز را  براساس نظر       %CVچارت كنترل كيفيت    

 بـار  20 روز كـاري 5 طـي  را (Decision level) غلظتهاي نزديـك بـه غلظـت تـصميم گيـري     

  .باشد ن بشرح زير مي كه نتايج آآزمايش نموده است

  

  : را بشرح زير تعيين نموده است  %CV براي سهولت كار، گرد وانحراف معيار را ميانگين و 

  

  2-2جدول
  

 توان  قرار دارد، مي(%3) حاصله در محدوده خطاي مجاز تعيين شده %CVاز آنجائيكه 

  .نمود چارت را ترسيم و نتايج كنترلها را روي آن مشخص 
  

  

  تفسير نتايج 

فيت معيارها يـا قـوانين مختلفـي توسـط سـازمانها يـا              براي تفسير نتايج چارت كنترل كي     

 در نظر "خارج از كنترل" يا " تحت كنترل"كارشناسان وضع شده  است كه  براساس آنها نتايج

CV% SD(mg/dL) mean (mg/dL)   

  1كنترل   200  5 % 2.5

  2كنترل  252  7 % 2.8

1كنترل   2كنترل        

 روز اول 247 263 261 257  روز اول 200 207 190 205

 روز دوم 250 251 254 258  روز دوم 205 197 204 205

 روز سوم 255 260 239 256  روز سوم 196 209 196 197

 روز چهارم 243 253 236 249  روز چهارم 202 200 204 196

 روز پنجم 254 244 250 257  روز پنجم 190 196 200 198
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اي هستند كه در اين مجموعه   نمونهWHO 3، وستگارد و  Levey –Jenning .شود گرفته مي

  .گيرند مورد بحث قرار مي

  

  .باشد نين توسط آزمايشگاه مجاز ميانتخاب هر يك از اين قوا

  

   Levey –Jenningچارت كنترلي  -1

 بــه  Jenningو  Levey  توســط1950چارتهــاي كنترلــي بــراي اولــين بــار در ســال  

براي  Shewhartآنها نشان دادند چگونه روشهاي كنترلي كه توسط         . آزمايشگاهها معرفي شدند  

 محاسبه ميـانگين و محـدوده بـراي روشـهاي           تواند با   استفاده درصنعت مطرح گرديده بود ، مي      

  .آزمايشگاهي استفاده شود

  :دنبال نمائيد   مراحل زير راLevey –Jenningبراي ترسيم واستفاده از چارت كنترلي 

      . بار آزمايش و ميانگين و انحراف معيـار را محاسـبه نماييـد             20نمونه هاي كنترلي را      -1

  ) ام به گام كنترل داخلي كيفيت  در بخش اجراي گ5 تا 1مطابق مراحل ( 

                 بطور دستي يا با استفاده از نـرم افـزار يـك چـارت كنترلـي ترسـيم كنيـد بطوريكـه                 -2

 . را در بر گيرد  SD±mean 4 مقدار نمونه كنترل بوده و محدوده yمحور 

 يـا بيـشتر باشــد   2اگـر تعـداد كنترلهــايي كـه در سـري كــاري اسـتفاده مـي شــود        -3

3SD±mean       اما اگر در هر سري كاري يك كنترل        .  را بعنوان محدوده قابل قبول انتخاب كنيد

 .را ملاك قرار دهيد2SD ± mean شود محدوده آزمايش مي

ميانگين و محدوده مورد قبول خودرا بصورت خطوط افقـي ترسـيم نمـوده و خطـوط                  -4

لهـا را آزمـايش و      در هـر سـري كـاري كنتر       . عمودي را مشخصه زمان انجام آزمايش قرار دهيد       

 .نتيجه را روي چارت علامتگذاري كنيد

باتوجـه  ( SD ±   mean 2 يا SD  ± mean 3ماداميكه نتايج در محدوده مورد انتظار -5

قرار داشته باشد، نتايج تحت كنترل و با خـروج از ايـن محـدوده خـارج از                  ) به محدوده منتخب  

 .شود كنترل شناخته مي
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  mg/dL 4 و انحراف معيار200 در مورد كلسترول با ميانگين Levey –Jenningمثال چارت كنترلي 
  

  
  

 Levey–Jenningبعلت سهولت كـار بـسياري از آزمايـشگاهها از چـارت كنترلـي               : نكته  

 3SD ±meanهـاي  نمايند ولي بايد در نظر داشت استفاده از  هريك از اين محـدوده    استفاده مي 

ال  انتخـاب شـود احتم ـ     3SD± mean باشـد اگـر محـدوده          داراي معايبي مي    2SD±meanيا  

اگـر  . است% 5كمتر از  ( False rejection)شناسايي خطا كاهش مي يابد در حاليكه رد كاذب 

يابد اما ميـزان   در نظر گرفته شود ، احتمال تشخيص خطا افزايش ميSD ±  mean 2محدوده 

  .يابد افزايش مي (False rejection)رد كاذب 

، ميـزان رد كـاذب      (n)شوند  يش مي با افزايش  تعداد كنترلهايي كه در هر سري كاري آزما          

باشد ولي ايـن ميـزان     مي% 5رد كاذب    (n=1) استفاده از يك كنترل    در صورت . يابد  افزايش مي 

  . رسد  مي% 18به  (n=4)  كنترل4و براي % 9 به (n=2)   كنترل2براي 

بعنوان مثال اگر آزمايشگاهي در هر سري كاري دو غلظت نمونه كنترلي را بصورت دوبـل                

 كنتـرل را آزمـايش كـرده و رد كـاذب نتـايج ايـن                4ايش نمايد، در واقع در هر سري كاري         آزم

  .رسد مي% 18آزمايشگاه به 
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  :تفسير چارت كنترلي با قوانين چندگانه وستگارد  -2

 به منظور افزايش احتمال تشخيص خطا و كاهش مـوارد رد كـاذب نتـايج، قـوانين چندگانـه                   

اين قوانين طوري طراحي شده اند كه ضمن حساس بودن به . گرديدتوسط وستگارد و همكاران ارائه 

  .رسانند  مي01/0خطاهاي تصادفي و سيستماتيك ، ميزان رد كاذب نتايج را به كمتر از 

 بـار آزمـايش و ميـانگين و انحـراف           20براي استفاده از اين قوانين، نمونه هاي كنترلي را          

 در بخش اجـراي گـام بـه گـام كنتـرل داخلـي               5ا   ت 1مطابق مراحل   . (معيار را محاسبه نماييد   

  .هاي كنترلي را آزمايش نمائيد سپس در هر سري كاري نمونه) كيفيت 

 قرار دارند ، نتايج بيمـاران را گـزارش نمائيـد             2SD±meanماداميكه كنترلها در محدوده     

و نتـايج   ، كار را متوقف خارج شد SD2±meanيكي ازكنترلها از محدوده  ولي به محض اينكه 

  . كنترلها را از نظر وجود يكي از قوانين زير بررسي نمائيد
  

1 2s    يك كنترل خارج از محـدوده SD2 ±    بمعنـي هـشداربوده و لـزوم 

  .سازد بررسي ساير قوانين را مطرح مي

1 3s       يـك كنتـرل خـارج از محـدوده SD3 ±   باعـث رد نتـايج شـده و        

  . شروع خطاي سيستماتيك باشدمي تواند نشاندهنده خطاي راندوم يا

2 2s          دوخوانده متوالي همسو و خارج از محدودهSD2±      باعـث رد نتـايج 

  .باشد شده و به خطاي سيستماتيك حساس مي

R 4s   يك خوانده خارج از محدوده SD2 +    و ديگـري خـارج از محـدوده    

 SD2 -باشد    باعث رد نتايج گرديده ونشانگر خطاي راندوم مي.  

4 1s  4   خوانده متوالي و همسو،  خـارج از محـدوده  SD1 +   يـا SD1-  

  .باشد شود و به خطاي سيستماتيك حساس مي باعث رد نتايج مي

10 x  10        بالا يـا پـائين ميـانگين و        ( خوانده متوالي در يك طرف ميانگين

شـود و بـه خطـاي          باعـث رد نتـايج مـي       )بدون توجه بـه انـدازه انحـراف       

  .باشد سيستماتيك حساس مي
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لازم به ذكر است كه قوانين چندگانه وستگارد بين سريهاي كاري مختلـف و نيـز بـين دو           

 ممكـن اسـت   22sبعنوان مثال در مورد قـانون     . باشند    غلظت نمونه كنترلي نيز قابل استفاده مي      

 يـا در   قرار گرفتـه باشـد  SD 2يك خوانده ديروز و يك خوانده امروز، همسو وخارج از محدوده 

) نتايج هـر دو كنتـرل           (2 و خوانده ديگر در كنترل     1يك سري كاري، يك خوانده در كنترل        

  . قرائت گردند2SDخارج از محدوده 

  با   يك سري كاري است كه در آن بايد دو خوانده بدست آمده از          R4sمورد استثنا  قانون     

 فاصـله  SD4 وت، نتايج بـا هـم   اگر در دو سري كاري متفا.  فاصله داشته باشندSD4 يكديگر 

  . داشته باشند ، اين قانون كاربرد ندارد

زات و نيز كامپيوتري شدن بسياري از       هاي تجهي    با توجه به پيشرفت    2006در سال    :نكته  

 به عنوان هـشدار حـذف   2s 1اول اينكه قانون .  دو تغيير در قوانين وستگارد ايجاد شدها، برنامه

  دارد، ±2SD حتي در شرايطي كه نتيجه در محدوده 1s 4 و x 10ين گرديد و پيشنهاد شد قوان

شـود ولـي انجـام صـحيح آن در      اين امر اگر چه منجر به تشخيص سريعتر خطا مي   . اعمال شود 

همچنين با توجه بـه شـرايط       . مواردي كه چارت بصورت دستي ترسيم شده بسيار مشكل است         

 تفسير بدرستي انجـام نـشده و هزينـه اجـراي            فعلي برخي آزمايشگاهها، ممكن است استفاده و      

نمايـد چنانچـه چـارت بـصورت دسـتي ترسـيم              لذا مولف توصيه مـي    .كنترل كيفيت را بالا ببرد    

شود، مطابق با نظريات قبلي وستگارد، قوانين زماني بررسي شوند كـه حـداقل يـك  نتيجـه                     مي

  . قرائت شده باشد2SD±mean خارج از محدوده 

قـوانين   ) 3مضرب ( كنترل در هر سري كاري 6 يا 3در صورت استفاده از  تغيير دوم اينكه    

  . باشند تفسير  تا حدي متفاوت مي

                 ســتگارد تــوان بــه ســايت و بــراي كــسب اطلاعــات بيــشتر در مــورد تغييــرات فــوق مــي

   .مراجعه نمود

  

  

z.asadzadeh
Highlight



            در آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميكنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت 
 

 

57

هر سري كاري نمايش     در   يك كنترل در شكلهاي زير قوانين وستگارد با آزمايش         : 1مثال  

  .داده شده است
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 در هر سري  كاري ، نمايش دو كنترلدر شكلهاي زير قوانين وستگارد با آزمايش  : 2مثال

  .ستداده شده ا

  

 هـر دو كنتـرل خـارج از         در سري سـوم كـاري     

  2s 2هستند پس براسـاس قـانون    +  SD 2محدوده 

  .شود اين سري كاري  رد مي

به احتمال زياد يك خطاي سيستماتيك در اين        

    .محدوده غلظتي وجود دارد

  
  

 كنتـرل بـا غلظـت بـالا ،           در سري چهارم كاري   

  قرار گرفته و احتمال خطـا        -2SDخارج از محدوده    

سـري  ( از آنجاييكـه سـري كـاري قبلـي        . وجود دارد 

رد شده است فقط سري چهارم از نظـر وجـود           ) سوم

بـا  .  گـردد    بررسـي مـي     R4s  و    22s  و    13sقوانين  

 قانون نامبرده ، اين سري كاري       3توجه به عدم وجود     

 .قبول مي شود ولي بايد به هشدار توجه نمود

  

 

  

  

 نتيجه  كنترل با غلظت بالا       درسري هفتم كاري  

 قرار گرفته كـه باعـث رد        ± 3SDخارج از محدوده      

  .گردد اين سري كاري مي

  .به احتمال زياد يك خطاي راندوم وجود دارد

  

  

   



            در آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميكنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت 
 

 

59

 كنترل با غلظت بالا ،  خارج        در سري نهم كاري   

 قرار گرفته و احتمال خطا وجـود  -SD 2از محدوده 

  R4s  و    22s  و    13sچارت از نظر وجود قوانين      . دارد

 قـانون   3با توجه بـه عـدم وجـود         .  بررسي مي گردد  

شود ولي بايـد بـه       نامبرده ، اين سري كاري قبول مي      

    .هشدار توجه نمود

    
  

 در چارت كنترل با غلظـت       م كاري در سري ده  

بالا ،  دو خوانده متوالي در دو سـري كـاري متـوالي،              

 قرار گرفته كه با توجـه بـه   – 2SDخارج از محدوده   

  .گردد  باعث رد سري دهم مي22sقانون 

به احتمال زياد يك خطاي سيستماتيك وجـود        

  .دارد

    

  

 ـ  در سري يازدهم كاري    ا غلظـت بـالا ،        كنترل ب

قرار گرفته و احتمـال خطـا       + 2SDخارج از محدوده    

    22s  و    13sچارت از نظر وجـود قـوانين        . وجود دارد 

 3با توجه بـه عـدم وجـود         .  گردد   بررسي مي   R4sو  

شـود ولـي     قانون نامبرده ، اين سري كاري قبول مـي        

    .بايد به هشدار توجه نمود
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  سري دوازدهم كاري در چارت هر دو كنتـرل ،        در  

دو خوانده متوالي در دو سري كاري متوالي، خـارج از       

 قرار گرفته با اعمال قانون در هـر دو        + 1SDمحدوده  

 خوانده متوالي خارج از  4گردد كه     مشاهده مي  غلظت

 ،  41sعليرغم وجود قانون    .وجود دارد + 1SDمحدوده

يك از نتايج، خارج    از آنجاييكه درسري دوازدهم هيچ    

ــدوده ــد   2SDاز مح ــاري تايي ــري ك ــستند ، س   ني

ــي ــك خطــاي    م ــوع ي ــال  وق ــد احتم ــا باي ــردد ام گ

  .سيستماتيك را در نظر داشت
  

  

 

 

  

  

  كنترل بـالا خـارج از        در سري چهاردهم كاري   

      و كنتــرل ديگــر خــارج از محــدوده+ 2SDمحــدوده 

2 SD-  قرار گرفته پس با قـانون R4s اري سـري ك ـ   

  .شود رد مي

  .به احتمال زياد يك خطاي راندوم وجود دارد

   
    
  

  بررسي نتايج در سريهاي در سري بيستم كاري 

 5  نتيجه در غلظـت بـالا و          5دهد كه     قبلي نشان مي  

نتيجه در غلظت پائين در يـك طـرف ميـانگين قـرار             

 باعــث رد ســري بيــستم 10x بــا قــانون گرفتــه كــه

  .گردد مي

به احتمال زياد يك خطاي سيستماتيك وجـود        

  .دارد
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   WHOقوانين 

در كتب مختلفي كه با موضـوع تـضمين كيفيـت در آزمايـشگاه توسـط سـازمان جهـاني                    

خوريـد كـه دو       هاي كنترلي برمـي   بهداشت چاپ گرديده است، به روشهاي گوناگون تفسير چارت        

  :نمونه آن كه در دسترس مولفين اين مجموعه قرار گرفته با ذكر منبع ذيلا آمده است

  

)2002(Basic Quality assurance for intermediate and peripheral Laboratories  

 

  

 طح كيفيـت مـورد نيـاز خـود هـر يـك از             آزمايشگاه مي تواند براساس شرايط و س       :جه  تو

  .ايد  را انتخاب نمWHO يا Jenning Levey  ،Westgrad روشهاي تفسير

بطور معمول چارتهاي كنترلي هر ماه بـازبيني و تمـام مقـاديرمعتبر بـراي محاسـبه                  : نكته

  .شود ميانگين و انحراف معيار ماه بعد لحاظ مي

بـل  وقتي پراكندگي نتايج نزديك به ميانگين و در اطراف آن  باشد، عملكرد سيـستم قا     •

  .قبول است

دهـد كـه سيـستم از      نـشان مـي   SD ±mean 2وجود يك خوانده  خارج از محدوده  •

  .كنترل خارج شده و براي يافتن خطا بايد اقدام فوري صورت گيرد

نشانگر ) حتي اگر از ميانگين عبور كنند       ( هفت خوانده پياپي با سير صعودي يا نزولي          •

  .د شناسايي و اصلاح شوديك اتفاق تدريجي در سيستم بوده كه باي

ها بطور پياپي  و ثابت دريك طرف ميانگين نشانگر وجـود              مشاهده يك سري از خوانده     •

bias باشد كه بايد شناسايي و اصلاح گردد  مي.  

گيري است كه نياز      پراكندگي زياد نتايج در اطراف ميانگين نشانگر دقت نامناسب اندازه          •

 .به اصلاح دارد

         1998/LAB/  assurance in Hematology  WHOQuality   

  هشدار  SD ±mean 2 يك خوانده خارج از محدوده  •

  )خطاي سيستماتيك يا راندوم( غير قابل قبول   SD ±mean 3 يك خوانده  خارج از محدوده  •

  )خطاي سيستماتيك( غير قابل قبول   SD  ±mean 2 دو خوانده پياپي خارج از محدوده  •

  )خطاي سيستماتيك( غير قابل قبول  -SD 1يا  + SD 1لي خارج از محدوده  خوانده متوا4 •

  )خطاي سيستماتيك( هشدار     خوانده متوالي يك طرف ميانگين6 •
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 منظور از مقادير معتبر ، مقاديري از كنترل است كه بـر اسـاس روش تفـسيربكار گرفتـه                   

  . شده است شده  قابل قبول بوده و براساس آن نتايج بيماران گزارش

  

  ع خطاانوا

  

   .روي نمودار زيرين نيز نمايش داده شده است خطاهاي ذكر شده در طول زمان ،

  

  همانطور كه قبلا گفته شد در شرايط    

رود   معمول ، با تكرار آزمايش، انتظـار مـي        

نتايج در دو طرف ميانگين پخـش شـده و          

منحنـي  ( پراكندگي مناسب داشته باشـند    

  ) .aسمت چپ 

اگر نتايج بطور ثابت بيشتر يـا كمتـر         

منحنـي وسـط    (از ميانگين ، قرائت شـوند       

b (    داده است كـه    خطاي سيستماتيك رخ

در نتيجــه آن ميــانگين نتــايج نيــز تغييــر 

  .يابد  مي

اگر عليرغم ثابـت مانـدن ميـانگين ،         

پراكنــدگي نتــايج افــزايش يابــد ، خطــاي 

ايـن  . راندوم يا تصادفي اتفاق افتاده اسـت      

ــراف     ــافتن انحـ ــزايش يـ ــا افـ ــا بـ خطـ

معيارمشخص شده و منحني بجاي شـكل       

ــه ــي  زنگول ــدا م ــي  پي ــاي پهن ــد اي،نم            كن

  ) .cمنحني سمت راست (
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  اقدامات اصلاحي

صرف نظر از قوانين تفسير ، قرائت كنترل خارج از محدوده مورد انتظار ، بدين معناست 

در اين حالت بايد . بايد گزارش شوندكه نتايج بيماران از كيفيت مناسب برخوردار نبوده و ن

  .مشكل را جستجو و آنرا برطرف نمود

بسياري از مراجع علمي معتقدند در يك برنامه كنترل كيفيت كه بطور مناسبي طراحي شده ، 

بايد به محض مشاهده خطا ، عامل ايجاد آن را جستجو و پس از رفع، اقدام به آزمايش مجدد كنترل 

 به حجم رساندن مجدد يك كنترل تجاري و آزمايش آن ، اولين ، اغلبوع عليرغم اين موض. نمود

چرا كه . گيرد اقدامي است كه پس از مشاهده يك نتيجه نامناسب ، توسط آزمايشگاه صورت مي

احتمال بروز مشكلاتي در خود كنترل تجاري مانند افت غلظت ، آلودگي ، تبخير يا مسائلي از اين 

ساير موارد ايجاد )راندوم يا سيستماتيك ( ل بعدي باتوجه به نوع خطا  در مراح .دست وجود دارد

  .خطا در نظر گرفته و جستجو مي شود

  :مثالهايي ازعوامل ايجاد خطا به تفكيك نوع خطا ، ذيلا آمده است

  

  خطاي راندوم 

  دماي ناپايدار �

  كننده نوسانات جريان الكتريكي دستگاه قرائت �

  ال نمونه يا معرفوجود حباب هوا در زمان انتق �

  عدم رعايت حجم برداشتي از نمونه يا معرف �

  عدم رعايت زمان انكوباسيون �

  ناپايداري معرف �

  عدم رعايت شرايط نگهداري نمونه  �

 ...اي مورد استفاده ، نوك سمپلر و    آلودگي ظروف شيشه �

 ...آلودگي  نمونه كنترلي ، معرف و   �

  كننده اشكال در سيستم قرائت �

� ...  
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  ماتيكخطاي سيست

اشكال دركاليبراسيون مانند درنظرگرفتن ارزش نادرست براي كاليبراتور، تهيه نامناسب،  �

  ...آلودگي ، افت، تغليظ، تغييرشماره ساخت و 

  عوض كردن معرف بدون تغيير در كاليبراسيون �

  تخريب تدريجي معرف �

  عدم رعايت دستورالعمل سازنده براي تهيه معرف �

  تغيير در دماي انكوباسيون  �

  دهنده نمونه يا معرف مانند سمپلر خطاي ثابت دروسايل انتقال �

� ... 

بايد در نظر داشت كه برخي مشكلات بوسيله آزمايشگاه  قابل حل نبوده و لازم است به        

  . شركت پشتيبان دستگاه يا معرف اطلاع داده شوند

  

  Cumulative Sum (Cusum) Control chart  چارت كنترلي تجمعي

Cusum وشي است كه جمـع جبـري اختلافـات نتـايج آزمـايش نمونـه كنترلـي را بـا                     ر

نمايـد وبـه خطاهـاي سيـستماتيك حـساس            ميانگيني كه در ابتدا تعيين شده بود، بررسي مـي         

شـوند     قرائت مي ) بالاتر و پائينتر  ( در شرايط معمول، نتايج كنترلها در اطراف ميانگين         . باشد  مي

 صعودي پيدا كنند،  جمع جبري اختلافات نتايج با ميانگين، افزايش           اما  اگر نتايج سير نزولي يا      

  .شود مطرح مي خطاي سيستماتيك يافته و احتمال بروز

  : دو راه وجود داردCusumبراي اجرا و تفسير چارت 

• V-mask    

  (decision limit)محدوده تصميم گيري  •

تر بوده و قابليت اجراي  ه، ساد(decision limit)از آنجائيكه روش محدوده تصميم گيري

  .شود كامپيوتري نيز دارد ،  در اين دستورالعمل راجع به اين روش توضيح داده مي

مطـابق  . ( بار آزمايش و ميانگين وانحـراف معيـار آن را محاسـبه نمائيـد        20كنترل را    -1

  )  در بخش اجراي گام به گام كنترل داخلي كيفيت 5 تا 1مراحل 
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 و خـط مركـزي آن       Cusum نـشانگر    yد كه در آن محور      چارت كنترلي ترسيم نمائي    -2

Cusum باشد)  توجه كنيد67به منحني صفحه (  صفر . 

 بايـد دو   (decision limit)  بـروش محـدوده تـصميم گيـري    Cusumبراي تفـسير   -3

 محدوده را مشخص نمائيد

• Kl    وKu  1  كه بطور معمول SD± mean شود  در نظر گرفته مي. 

• hl   و hu2.7وده كنترل است و اغلب   كه محدSD±شود  براي آن در نظر گرفته مي.  

  mean±1SDدر هر سري كاري يك نمونه كنترل آزمايش و نتيجه آن را با محدوده  -4

در اين مرحله   .  را اجرا نكنيد   Cusumمقايسه كنيد ماداميكه نتيجه در اين محدوده قرار داشت          

  .شود علامتگذاري چارت انجام نمي

 خارج شد ، اختلاف نتيجه مشاهده شده      mean±1SD كنترل از محدوده     به محض اينكه   -5

اين اختلاف در مثال زير بـصورت  (  محاسبه نمائيد Ku ) (mean+1SDيا  Kl (mean-1SD) را با 

di  نمايش داده شده است.( Cusum    در هر سري از جمـع جبـري اخـتلاف جديـد) di (   بـا جمـع 

 .شود ت آمده ، روي منحني علامتگذاري ميعدد بدس. آيد بدست ميCsi) (جبري قبلي

6- Cusumبر اساس شيب منحني پيگيري مي شود تا زمانيكه  

جهت منحني عوض شود يعني علامت جمع جبري از مثبت به منفـي يـا بـرعكس از                   •

 .منفي به مثبت تغيير يابد، كه در اينجا شرايط تحت كنترل قرار گرفته است

فراتـر رود كـه در ايـن حالـت شـرايط از       hu  و hl   (2.7SD±)مقدار جمع جبري از  •

 .گردد  تا زمان شناسايي عوامل ايجاد خطا قطع ميCusumلذا . كنترل خارج شده است

  :مثال

 و انحراف 100گيري نموده و ميانگين      در نمونه كنترلي اندازه    گليسريد را   آزمايشگاهي تري 

هـاي كـاري خـود را محاسـبه            محـدوده  3 بدست آورده و مطابق موارد ذكر شده دربند          5معيار  

  .نموده است

  

  

100 – 5 = 95 mean – 1SD Kl  

100 +5 = 105 mean+1SD  Ku  

-2.7× 5 = - 13.5 2.7SD-  hl    

+2.7× 5 = + 13.5 2.7SD+  hu  
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  . درج نموده است2-2سپس در هر سري كاري ، نمونه كنترل را آزمايش ونتايج را در جدول

  . نمايش داده شده استCsi و جمع جبري بصورت diبصورت  Ku يا   Klاختلاف هر روز با

  

   2-2جدول

  

 واحـد   5 قرائت شده  كـه       110همانطور كه مشاهده مي شود در روز اول ، نتيجه كنترل              

نمـايش داده  + 5 بـصورت  di شروع شـده و اخـتلاف       Cusumبوده است لذا     )Ku) 105بيش از   

پـس  باشـد     مـي  ) Ku) 105 واحـد كمتـر از       5خوانده شده كه    100ترل  روز دوم كن  . شده است 

. آيـد    صفر بدست مي   Csiو  ) دو عدد داخل بيضي     ( جمع جبري + 5 بوده كه با     -5 برابر diمقدار  

  .يابد  ادامه ميCusum عوض نشده پس Csi  هنوز علامت

Cusum  در دو حالت متوقف مي گردد :  

از مثبت به منفي  Csi وز ششم مثال فوق ، علامتدر ر. تغيير يابد   Csi وقتي علامت •

  .نشان مي دهد شرايط تحت كنترل در آمده است  تغيير يافته كه
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مثال اين مورد روز شانزدهم است كه در .  خارج شود hu يا  hlحد از Csi  وقتي مقدار •

رج در اين حالت شـرايط از كنتـرل خـا   .  است13,5يعني  hu رسيده كه بيش از  14 بهCsi  آن

  .پس بايد خطاهاي احتمالي شناسايي و رفع گردد. شده است

  .مثال فوق در منحني زير نيزنمايش داده شده است

  

Cusum نسبت به چارت كنترلي Levey – Jenning   حساسيت بيشتري نسبت بـه خطـاي 

باشـد زيـرا قـوانين        اين برتري در مورد قوانين چندگانه وسـتگارد ، صـادق نمـي            . سيستماتيك دارد 

  .اند كه خطاهاي سيستماتيك و راندوم را شناسايي نمايند مختلف وستگارد طوري طراحي شده

  

   براساس نتايج آزمايش بيماران كنترل كيفيت

 نتايج بيماران اغلب بعنوان مكملي براي روشهاي معمول كنترل كيفيت ،بر اساس QC مكانيسمهاي

نمايند ، اما بعضا   را بطور كامل تامين نميQCگير بوده و مقاصد  اين روشها وقتاگرچه . گردند طراحي مي

  . قابل تشخيص نيستند QCموفق به يافتن خطاهايي مي شوند كه در تكنيكهاي معمول 

 از بيماران مورد بررسي گروه و نيز نتايج يك انفراديبراي اين امر نتايج هر بيمار بطور 

  .قرار مي گيرند 

   بيمار بطور انفرادينتايج هر -1

نتيجه آزمايش هر بيمار محصول نهايي عملكرد آزمايشگاه است ولي متاسفانه بررسي 

  .نتيجه تك تك بيماران شاخص حساسي براي شناسايي خطاها نمي باشد

  .براي بررسي نتايج هر بيمار از روشهاي زير استفاده مي شود
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  هماهنگي با علائم باليني

ي با علائم باليني بيمار در آزمايشگاههايي كه تعداد زيادي از بيمـاران             مقايسه نتايج آزمايشگاه  

     ضمن اينكه افراد مختلـف در زمـان ابـتلا بـه بيمـاري             .كنند ، تقريبا غير ممكن است        را پذيرش مي  

واحد ، نتايج آزمايشگاهي يكساني نداشـته و الزامـا هميـشه علائـم بـاليني بـا نتـايج آزمايـشگاهي                      

  .نداردهماهنگي كامل 

اين مشكلات، ارزش اين روش را محدود به موارد واضحي ماننـد بدسـت آمـدن بيلـي روبـين                    

  .نمايد طبيعي در فرد مبتلا به ايكتر مي

ازآنجائيكه پزشكان بطور مرتب با اين مسائل مواجه هـستند ، بايـد ترتيبـي اتخـاذ شـود كـه                     

  .بيل را به آزمايشگاه منتقل نمايندپزشكان ضمن همكاري نزديك با آزمايشگاه ، مشكلاتي از اين ق

  

  هماهنگي با ساير نتايج آزمايشگاهي

اگر يك گروه از آزمايشها در زمان و مكان واحد انجام شود ، مسئول آزمايشگاه مي تواند 

  T4 و  TSH مانند ارتباط ميزان . ارتباط آنها را بررسي نمايد

  

  در آزمايشگاه(duplicate)آزمايشهاي مضاعف 

ايـن روش در    .  كار نمونه ها در در دو لوله ريخته شده و دوبار آزمايش مي شوند                براي اين 

مواردي كه كنترلهاي پايدار تجاري در دسترس نمي باشد و يا بعنوان مكمل روشـهاي معمـول                  

  .كنترل كيفيت كاربرد دارد

امـا  توان عدم دقت نتايج را بررسي نمود          با انجام آزمايشهاي مضاعف در يك آزمايشگاه مي       

اگر اين بررسي در دو آزمايشگاه انجام شود، خطاي سيستماتيك نيز در آن دخيل و تفـسير آن                  

  .مشكل مي شود

 (d) براي اين بررسي  در يك آزمايشگاه، تعدادي نمونه بصورت دوبل آزمايش ، اختلافات               

d)  رسانده مي شود   2آنها محاسبه و به توان      
2
 فرمول  سپس انحراف معيار اختلافات بر اساس     . (

  .زير بدست مي آيد



            در آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميكنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت 
 

 

69

n

dof
SD

2

2

∑
=  

  با هم اختلاف داشته باشند غير قابل قبول شناخته 2SDهر جفت جوابي كه بيش از 

  .مثال اين روش در بخش كنترل كيفيت  در آزمايشهاي خونشناسي آمده است. مي شوند

  

  دلتا چك با نتايج قبلي

مقايسه شود، برخي خطاهـا ماننـد جابجـايي نمونـه يـا             اگرنتايج جديد هر بيمار با نتايج قبلي        

اساس اين روش براين موضوع استوار است كه مقادير آناليتها در بدن يك             . گردد جواب، شناسايي مي  

 دلتـا چـك را در    Ladenson.فرد در مدت زماني مشخص  ، در محدوده مشخصي تغيير مي كنـد  

  . آمده است2-3سي نموده كه در جدول روز براي تعدادي از آناليتها برر3مدت زماني 
  

     2-3جدول

  
 

Limit checks  

اي قرار گرفته كه با شرايط فيزيولوژيك منافات  آزمايش بيماراني كه نتايج آنها در محدوده

 .دارد بايد از نظر احتمال اشتباهات تايپي مانند قرار دادن مميز در محل اشتباه ،  بررسي گردد

  .مقادير اين محدوده بستگي به متد مورد استفاده دارد

   . آمده است2-4مثالهايي از اين محدوده ها در جدول
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     2-4جدول

  

  كنترل كيفيت براساس نتايج بيماران متعدد -2

    مطالعات آمـاري نتـايج بيمـاران بـصورت گروهـي، در تـشخيص خطاهـاي سيـستماتيك                 

shifts and drifts)( باشد اما توانايي شناسايي خطاهاي راندوم را نداشته و نمي تواند  مفيد مي

مقادير حاصله از نتايج هـر      . جايگزين روشهاي معمول كنترل كيفيت با مواد پايداركنترلي گردد        

بيمار علاوه بر متغيرهـاي بخـش آناليتيـك ، تحـت تـاثير متغيرهـاي متعـددي ماننـد شـرايط                  

شـود كنتـرل    اين مسئله باعـث مـي  . لوژيك ، پاتولوژيك و پرآناليتيك قرار دارددموگرافيك ، بيو  

كيفيت بر اساس نتايج بيماران متعدد ومحاسبه ميانگين نتايج آنها ، نـسبت بـه بررسـي نتـايج                   

  .انفرادي هر بيمار ارجحيت داشته باشد

يـانگين  ميزان تغييرات ميانگين يك گـروه بيمـار بـا شـاخص آمـاري انحـراف معيـار از م                   

(Standard error of mean) يا به اختصار SEMشود كه خود حاصل تقسيم انحراف   بيان مي

 بعبارتي هر چه تعـداد بيمـاران مـورد    .باشد معيار نتايج يك گروه بيمار بر مجذور تعداد آنان مي       

  . بودبررسي افزايش يابد، ميانگين نتايج ، متحمل تغييرات كمتري خواهد

مقادير ميانگين تابعي از مشخصات مراجعين به آزمايشگاه مانند نسبت زن به مرد ، نسبت               

بيماران بستري در بيمارستان ، ارجاع از كلينيكهاي تخصصي و همچنين متغيرهاي پرآناليتيك             

، باشد و با تغيير هر يك از اين مـوارد   مانند مدت بسته بودن تورنيكه و نحوه نگهداري نمونه مي   

بـا  QC از آنجائيكه هيچيك از اين پارامترها دربرنامـه هـاي معمـول    . شود دستخوش تغيير مي



            در آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميدر آزمايشهاي بيوشيمي و ساير آزمايشهاي كميكنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت كنترل كيفيت 
 

 

71

تواند بعنوان مكملـي مناسـب       كنترلهاي پايدار قابل بررسي نيستند، استفاده از نتايج بيماران مي         

  . براي ساير تكنيكهاي كنترلي ، استفاده گردد

  

  رانروشهاي آماري براي پايش ميانگين نتايج بيما

 average of normal(AON) يكي از راههاي استفاده از نتايج بيماران، محاسبه ميـانگين نرمـال  

 است و همانطور كه از نام آن مشخص مي باشد ، از ميانگين نتايج نرمال  mean of normalيا

آيد، پس بايد ابتـدا نتـايج غيرطبيعـي را براسـاس محـدوده مرجـع حـذف و سـپس                       بدست مي 

  .محاسبه نمودميانگين را 

توان پس از گروه بندي افراد بر اساس شـرايط، اقـدام بـه محاسـبه ميـانگين                    همچنين مي 

 شناخته شده و شـاخص حـساستري بـراي شناسـايي خطاهـا      weighted meanنمود كه بنام 

  . باشد خصوصا براي تستهايي مانند اندازه گيري پروتئين و آلبومين مي

 از رود ، كانتر بكار مي اي براي پايش دستگاههاي سل سترده كه امروزه بطورگBulls الگوريتم

  . نمايد   براي ارزيابي اندكسهاي خوني استفاده مي)moving average(ميانگين متحرك 

 در فواصـل زمـاني مـشخص و          شد بررسي ميانگين نتـايج بيمـاران       همانطور كه قبلا گفته   

  . كند ه آزمايشگاه كمك ميمقايسه آن با نتايج قبلي در تشخيص خطاهاي سيستميك ب

  

  تشخيص نهاييبررسي هماهنگي نتايج آزمايشگاه با 

نتايج  و ميزان موارد منفي و مثبت كاذب نگر انجام شده اين مطالعات اغلب بصورت گذشته  

اين روش كيفيت نتايج آزمايـشگاه را       . نمايد    آزمايشگاهي را براساس تشخيص نهايي بررسي مي      

  .كند  در درازمدت ، كنترل مي
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  مقدمه اي براصول كنترل كيفي در آزمايشگاه خونشناسي

هاي تضمين كيفيت     آزمايشهاي هماتولوژي مانند ساير تستهاي آزمايشگاهي نياز به برنامه        

 باشـند ،    مـي  quantitativeاز آنجائيكـه بـسياري از آزمايـشهاي همـاتولوژي ، كمـي            . مناسب دارند 

  .ين مجموعه براي كنترل كيفيت آنها استفاده نمودتوان از موارد ذكر شده در فصل دوم ا مي

در اين فصل ضمن مرور مطالب گذشته ، موارد خاص مربوط بـه آزمايـشهاي همـاتولوژي                 

  .شود مطرح مي

متناسب با شـرايط موجـود       آزمايشگاه هماتولوژي    هرتوصيه سازمان جهاني بهداشت      بنابه

مي بايست جهـت    ... كار رفته، تنوع آزمايشها و    نظير تعداد كاركنان، تعداد نمونه ها ،  تجهيزات ب         

  :اجراي برنامه تضمين كيفيت  از تعدادي از روشهاي كنترل كيفي زير  استفاده نمايد

  :برنامه هاي دائمي

   مقايسه نتايج دستگاه سل كانتر با گسترش خون محيطي-

   مقايسه نتايج دستگاه سل كانتر با وضعيت باليني بيمار-

  : هبرنامه هاي روزان

   استفاده از نمونه كنترل در هر سري كاري-

   رسم نمودار كنترل با استفاده از نمونه كنترل-

     برروي تعدادي از نمونـه هـاي بيمـاران         duplicateدوتايي  مضاعف يا    انجام آزمايشهاي    -

  ) نمونه در هر سري كاري4-3 معمولا (

 آزمـايش  (ز نمونه هاي بيمـاران  برروي تعدادي ا (Check Test)  انجام آزمايش بازبيني-

   ) نمونه از سري كاري قبلي 3-4
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  )delta check( بررسي تفاوت نتايج يك بيمار با آزمايشهاي قبلي خودش -

در صـورت اسـتفاده از       MCV   ، MCH   ، MCHC محاسبه ميانگين اندكسهاي خـوني       -

  سل كانتر

   دستيهايدر صورت استفاده از روش MCHC  محاسبه ميانگين-
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  )سل كانتر(دستگاههاي شمارشگر سلولي اتوماتيك اصول كار با 

  

 (gauge)كار با دستگاه سل كانتر نظير روشن كردن دسـتگاه ، توجـه بـه گيجهـاي                    -1

شستشوهاي روزانه ، هفتگي ، (، نگهداري دستگاه )  برحسب نوع دستگاه و در صورت نياز(فشار 

بايـست بطـور كامـل مطـابق  كاتـالوگ            مي... ، خاموش كردن آن و      )  زمماهيانه و ساير موارد لا    

تـاريخ وشـرح آمـوزش توسـط         .دستگاه يا آموزش كارشناسان شركت پـشتيبان صـورت گيـرد            

 .شركت پشتيبان مي بايست بصورت مستند موجود باشد 

درصورت تعويض كاربر دستگاه ، مـي بايـست از آمـوزش وي در مـورد چگـونگي كـار بـا                      

 .  گاه و نحوه نگهداري و اصول كنترل كيفي اطمينان حاصل نمود دست

 كليه موارد مربوط به نگهداري دستگاه ، از قبيل تـاريخ  انجـام  شستـشوهاي لازم ،                    -2

 . بايست ثبت ونگهداري شوند تعمير ، سرويس  ويا تعويض محلولها مي

امكـان ثبـت و    دستگاه ارزيابي و در صورت Back groundهر روز شمارش زمينه يا  -3

 .نگهداري شود 

در صورت وجـود نمونـه بـه تعـداد زيـاد بهتـر اسـت در فواصـل آزمايـشها ، دسـتور                         -4

 .اجرا شود شستشوي دستگاه

 بطور كلي دستگاههاي سل كانتر هر شش ماه يكبار مي بايـست كـاليبر شـوند ولـي                   -5

 يا سرويس ، قابـل قبـول        اندازي،  پس از هر بار تعمير       انجام اين امر در مواردي مانند ابتداي راه       

در صورتيكه موجب تغييـر مـشخص در        (نبودن نتايج كنترل كيفي روزانه ، ويا تعويض محلولها          

 .  باشد نيز ضروري مي)  نتايج خون كنترل و يا نمونه بيماران شده باشد 

بايـست نمونـه خـون كنتـرل بـا            هر روز قبل از شروع آزمايش بر روي نمونه ها ، مي            -6

با دستگاه آزمايش شده و پس از اطمينان از قابل قبول بـودن نتـايج آن بـا      معتبرتاريخ انقضاي 

توضـيح در مبحـث      . ( نمـود نسبت به آزمايش نمونه مراجعين اقدام        استفاده از نمودار كنترل ،    

 .)كنترل كيفيت سل كانتر آمده است 
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سـتگاه ،    در صورت عدم وجود خون كنترل و يا براي كامل كردن  ارزيابي عملكـرد د                -7

توضـيح ايـن روش در مبحـث        . (  اسـتفاده شـود      T-Brittinبايست  روزانه از آزمون آماري        مي

 .) كنترل كيفيت سل كانتر آمده است 

در مبحـث   .( عدم دقت وعدم صحت دستگاه بطـور مـنظم انجـام گـردد              ميزان بررسي -8

  .)كاليبراسيون و كنترل كيفيت سل كانتر آمده است 

ايمني و جلوگيري از بروز اشكالات مربوط به نوسانات برق وجود           جهت رعايت اصول    :نكته  

  .سيم اتصال به زمين و تثبيت كننده نوسانات برق براي سل كانتر ضروري مي باشد 

  

  محلول هاي سل كانتر

محلولهاي دستگاه مي بايـست بـا تـاريخ انقـضا و سـري سـاخت مـشخص از شـركت                      -1

  پشتيبان ويا ساير شركتهاي معتبر تهيه شوند

            وجــود ذرات اضــافي و نــامحلول در ايــن محلولهــا باعــث تــداخل در شــمارش زمينــه -2

)Background(و خطا در شمارش سلولهاي خوني خصوصا پلاكت مي گردد . 

 . هنگام تعويض هر محلول تاريخ بازشدن روي آنها ثبت گردد -3

  .هيچگاه ته مانده محلول قبلي به محلول جديد اضافه نشود  -4

  

  

  راسيون و كنترل كيفيت سل كانتركاليب

  

  كاليبراسيون

 جهت كاليبراسيون سل كانترها كاليبراتورهاي تجارتي وجـود دارد كـه مقـادير هـدف يـا                 

اين سوسپانسيون سلولهاي خـوني درصـورت       . اند   مورد نظر درآنها با روشهاي مرجع كاليبر شده       

ت دستورالعملهاي كارخانه سـازنده     داشتن تاريخ انقضاي معتبر وتاييديه هاي لازم و بشرط رعاي         

موفقيت روند كاليبراسيون را مي تـوان بوسـيله       .براي كاليبراسيون دستگاهها مناسب مي باشند       

آزمايش نمونه كنترل  ، مقايسه نتايج دستگاه با انجام روشهاي مرجع  بر روي چند نمونه خـون    

  .قرمز تاييد نمود و كنترل دقيق ميانگينهاي متحرك در مورد شاخصهاي گلبولهاي 
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 درصورت عدم دسترسي به كاليبراتورهاي تجارتي ياوجود هرگونه شكي نسبت بـه اعتبـار              

براي كاليبراسيون بايد از خـون      . آن استفاده ازخون كامل جهت كاليبراسيون ضروري مي باشد          

و بار بـا     نمونه خون كامل طبيعي د     3براي اينكار پارامترهاي حداقل     . طبيعي تازه ، استفاده كرد    

گيري شده و پس از محاسبه ميـانگين هـر    روشهاي مرجع دستي و دو بارنيز با سل كانتر  اندازه        

پارامتر با  روش دستي و دسـتگاهي، بـا اسـتفاده از فرمـول زيـر فـاكتور كاليبراسـيون تعيـين                       

  . براي افزايش دقت اين امر مي توان از تعداد نمونه هاي بيشتري استفاده نمود.گردد مي

  

   

(Calibration Factor) = 

 

  

لازم به ذكر است روشهاي مرجع براي انداره گيري هموگلـوبين ، هماتوكريـت و شـمارش      

با ( هماسيتومتر هموگلوبين ، ميكروهماتوكريت و استفاده از       مت گلبولهاي سفيد به ترتيب سيان    

ي تك كاناله ،به عنوان     اخيرا در كتب مرجع كولترها    . باشند   مي) نئوبار اصلاح شده     درجه بندي 

روش مرجع براي شمارش گلبولهاي سفيد ، گلبولهاي قرمز و پلاكتها عنوان شده اند كـه بعلـت        

 بـراي شـمارش سـلولهاي       هماسـيتومتر عدم دسترسي به اين تجهيزات در كشور ما كماكـان از            

  ايـن  خوني استفاده مي شود ولي بعلت خطاي زياد در شـمارش گلبولهـاي قرمـز و پلاكتهـا بـا                     

   . پشتيبان صورت گيرد شركتتوسطروش ، بهتر است كاليبراسيون اين دو پارامتر 

 گرم در ليتر وبا سل كانتر 140اگر ميانگين اندازه گيري هموگلوبين به روش دستي : مثال

 گرم در ليتر باشد، فاكتور تصحيح كاليبراسيون دستگاه با استفاده از فرمول زيـر محاسـبه                 145

  :مي گردد

%44.3100
140

145140
−=×

−  

 .كاهش يابـد   % 44/3 در نتيجه ضريب كاليبراسيون دستگاه براي هموگلوبين مي بايست          

كاهش يافتـه و   %  44/3بايست   بوده مي100بعنوان مثال اگر ضريب كاليبراسيون دستگاه قبلا       

  . تنظيم گردد56/96روي 
  

 

 
×  100    

  

  ميانگين روش دستي_  ميانگين روش دستگاهي 

 

  ميانگين روش دستگاهي
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اليبراسيون جديد با اسـتفاده     در بعضي از انواع سل كانترها مثل گروه سيسمكس ضريب ك          

  :از فرمول كاليبراسيون مندرج در كاتالوگ ، مستقيما به ترتيب زير محاسبه مي شود

  
    

  

  

 كيفيتل نترك

توان   تجارتي دردسترس مي باشند ميهاي كنترل سلولهاي خوني كه بطور از نمونه -1

براي . فاده و نتايج حاصله را بر روي نمودار ثبت نمود هرروز صبح و به فواصل درطي روزاست

رسم نمودار، مي بايست نمونه كنترل ، به دفعات و درفواصل مختلف با دستگاه آزمايش شود تا 

پس ازمحاسبه ميانگين و انحراف معيار هاي .خوانده براي هر پارامتر حاصل گردد 20حداقل 

1SD ± ، 2SD ± 3 وSD ± قادير آنها بر روي محور عمودي و روزها بر روي براي هر پارامتر م

همانطور كه در فصل دوم توضيح داده شد ، تفسيرنمودار كنترل  . گردد ور افقي ثبت ميمح

   .  صورت مي گيردWHOكيفيت با استفاده از قوانين لوي جنينگ ، وستگارد يا 
  

 WHO/ LAB/1998  )توصيه سازمان جهاني بهداشت( تفسيرنمودار كنترل
  

(1) One control value outside the mean ± 2SD                            

Warning 

(2) One control value outside the mean ± 3SD                           

Reject:SE or RE 

(3) 2 consecutive controls exceed mean  ±2SD                          

Reject:SE 

(4) 4 consecutive controls exceed mean +1SD or mean -1SD    

Reject:SE 

(5)6 consecutive controls on one side of the mean                     

Warning:SE  
 

SE=Systematic error  

RE=Random error 
 

 در صورت فقدان خون كنترل و ياجهت كامل شدن روند كنترل كيفيت سل كانترمي توان -2

 ،WBC،RBCباتوجه به پايداري پارامترهـايي نظيـر  .از نمونه هاي خون بيماران استفاده نمود 

Hb، HCTدرجـه سـانتيگراد،   4 سـاعت دردمـاي   24هاي خوني درنمونه خون به مـدت  و اندكس 

باشند را پس از آنـاليز        نمونه كه داراي مقادير طبيعي مي      10 " وترجيحا 5 ميتوان در روز اول حداقل    

  

  ×فاكتور كاليبراسيون قبلي

 

  

  روش دستييانگين م

 
  

  روش دستگاهييانگين م

 

  

      (Calibration  Factor) = 
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دار بـين     مورد آزمايش قرار داد و وجود اختلاف معني        "دريخچال نگهداري نموده ودر روز بعد مجددا      

   محاسبه نمودT-Brittinمقادير نمونه هاي جفت را با استفاده از آزمون آماري  

 
1

)(
)(

2

2

−

−

=

∑
∑

n

n

d
d

SD
  

  

SD

nd
tn =  

  nتعداد جفتهاي مورد بررسي                     

          d)  روز به روز(اختلاف بين دو خوانده 

  SD  انحراف معيار اختلافات                         

 10 و بـراي  78/2 نمونه از 5براي هر متغير محاسبه گشته كه اگر مقدار آن براي t مقدار 

مي توان گفت كه بين مقادير شمارش شده در دو          % 95 بيشتر باشد ، با اطمينان       26/2از  نمونه  

وجود اختلاف معنـي دار بـراي يـك متغيـر بيـانگر اشـكال       . روز ، اختلاف معني دار وجود دارد   

  . مناسب صورت گيردبايست اقدام احتمالي بوده كه در صورت تداوم آن جهت رفع اشكال مي

  نمونه خـون بـا       5 صورتيكه نتايج حاصل از اندازه گيري هموگلوبين         در: مثال 3-1جدول  

استفاده از يك دستگاه سل كانتر در دو روز متوالي مطابق جدول زير باشد، عملكرد دستگاه  بـا                   

  : به صورت زير بررسي مي گرددT-Brittinكمك فرمول 

  3-1جدول 

  

28.0
72.4

56.0
==tn                             72.4

4

5

9
91

=

−

=SD  

g/L g/L 



        پزشكيپزشكيپزشكيپزشكيكنترل كيفيت در آزمايشگاههاي كنترل كيفيت در آزمايشگاههاي كنترل كيفيت در آزمايشگاههاي كنترل كيفيت در آزمايشگاههاي 
 

 

82

كمتــر اســت ، نتــايج  ) نمونــه 5 بــراي  tمقــدار   ( 78/2 بدســت آمــده  از tچــون عــدد 

  . هموگلوبين دستگاه قابل قبول مي باشد 

در صورت استفاده از خون .دستگاه بدو صورت انجام مي شود       (CV)ررسي عدم دقت     ب -3

ز نمونه كنترل  كه طي روزهاي متوالي با دسـتگاه           كنترل ، مي توان با استفاده از نتايج حاصله ا         

     هر پارامتر را محاسبه نمود ودر صورت عدم دسترسـي بـه خـون كنتـرل ،      CVآزمايش شده، 

مي بايست از نمونه هاي روزانه براي اينكار استفاده كرد بدين ترتيب كه هـر مـاه دو يـا بيـشتر                      

 هـر پـارامتر     CVش قرار داده و از نتايج بدست آمده         نمونه را حداقل ده بار با سل كانتر مورد آزماي         

 هـر پـارامتر  بـا ادعـاي دسـتگاه كـه در كاتـالوگ                 CVدر صورت عدم مطابقت     . را محاسبه نمود    

  بررسـي عـدم دقـت دسـتگاه        . مربوطه آمده است تماس با شـركت پـشتيبان ضـروري مـي باشـد              

  . طبيعي و غيرطبيعي الزامي مي باشدخصوصاً هنگام نصب و راه اندازي با استفاده از نمونه هاي

اگرنتايج شمارش گلبولهاي سـفيد يـك نمونـه توسـط دسـتگاه سـل               : مثال   3-2جدول   

كانتري به قرار زير باشد ،  ميزان عدم دقت دستگاه بـراي  شـمارش مـورد فـوق بـه روش زيـر                         

  :محاسبه مي گردد 

  3-2جدول 

  
  

  

2( )xx − ( )xx − WBC   

0.0009 -0.03 7.6 

0.017 -0.13 7.5 

0.029  0.17 7.8 

0.0009 -0.03 7.6 

0.017 -0.13 7.5 

0.073 0.27 7.9 

0.017 -0.13 7.5 

0.0009 -0.03 7.6 

0.017 -0.13 7.5 

0.029 0.17 7.8 

 

1

)( 2

−

−

=
∑

n

xx
SD 

SD =√ 0.201 / 9 = 0.148 

  

x

SD
CV

100
%

×
=  

 

  0.148/ 7.63×100=1.9%

Σ ( )xx − = 0.201   
Σx=76.3 

63.7=x  

/L109×  
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ــايي      -4 ــصورت دوت ــشها ب ــامي آزماي ــام تم ــان انج ــدم امك ــورت ع              (Duplicate)  درص

 آزمايش شوند   Duplicate)( نمونه  به صورت مضاعف       3-2  حداقل مي بايست درهرسري كاري   

 .تا با بررسي اختلاف خوانده ها از طريق محاسبات آماري از وجود خطاهاي تصادفي آگـاه شـويم                     

         ، احتمـال وجـود خطـاي تـصادفي را مطـرح              2SDافزايش اختلاف بـين دو خوانـده بـيش از           

  :نمونه هاي دو تايي را نشان مي دهدSD فرمول زير طريقه محاسبه . مي نمايد

n

d
SD

2

2

∑
=

  

       به شرح زير )Duplicate( نمونه در دو بار اندازه گيري 5مقدار هموگلوبين : مثال 

  :مي باشد 

       

  بين دو نتيجه آزمايش در نمونه سوم ، نمايانگر بروز خطاي تصادفي 2SDتفاوت بيشتر از

  . و لزوم تكرار آزمايش برروي همان نمونه مي باشد

  اسـت كـه در   Check Test)( يكي ديگر از روشهاي كنترل كيفيت آزمايش بـازبيني  -5

بدين ترتيـب كـه در      .قابل اجرا مي باشد     ) يخچال  ( داري نمونه ها در دماي مناسب       صورت نگه 

 در يخچال نگهداري     با درب بسته   نمونه پس از آزمايش    3-2 حداقل   ابتداي سري كاري يا صبح    

شده و در انتهاي سري كاري و يا بعداز ظهر مجددا مورد آزمايش قرار گرفته و نتـايج حاصـل از    

 مورد بررسي قرار گرفته كه اختلاف نتايجDuplicate test   فرمول استفاده ازاين دو آزمايش با

d
2  d  

  
  اندازه گيري دوم

)g/L(  

  اندازه گيري اول

)g/L(  

4  2  122  120  

4  2  163  161  

100  10  100  110  

0  0  140  140  

4  2  132  134  

112        

SD=
n

d

2

2

∑
 = 

10

112
 =3.34       2SD=6.7 
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اگر نمونـه هـا درسـت نگهـداري شـده باشـند هرگونـه        .قابل قبول مي باشد 2SD محدوده  در

          تغييــري در نتــايج خــارج از ايــن محــدوده نــشاندهنده اشــكال درعملكــرد دســتگاه ويامعرفهــا 

اي بررسي هموگلوبين مناسب بوده و به ميـزان كمتـر بـراي شـمارش               اين آزمايش بر   .مي باشد 

گلبولهاي قرمز و سفيد كاربرد دارد ولي براي هماتوكريت بخصوص اگر فاصـله زمـاني آزمـايش                 

  . ساعت باشد كارايي ندارد6نمونه ها  بيش از 

  .، يكسان باشندمورد استفاده قرار مي گيرند بازبيني و  هايبهتر است نمونه هايي كه براي آزمايش

، بـدليل ثابـت     ) بيمـار  100حـداقل روزي    ( در مراكز آزمايشگاهي با پذيرش بيمار زياد         -6

       در فواصـل روزهـا و  (MCHC, MCH, MCV)بـودن مقـادير ميـانگين شاخـصهاي گلبـولي      

در . هفته ها، مي توان از اين شخصها جهت ارزيـابي كيفيـت عملكـرد دسـتگاه اسـتفاده نمـود                   

ونه هاي مورد آزمايش در روزهاي مختلف از نظر ميـزان اندكـسهاي خـوني تفـاوت                 صورتيكه نم 

مشخصي با يكديگر نداشته باشند كه منجر به تأثير بارز بر روي ميـانگين هـا گـردد هـر گونـه                      

تغيير مشخص در ميانگين اندكسها نشاندهنده تغيير در كاليبراسيون يا اختلال عملكرد دستگاه             

 حـداقل  MCHC, MCH, MCV اندكـسهاي  ±SD 2  ميـانگين و   در ايـن روش، . مي باشد

 سـپس روزانـه                 . بيمار توسط سل كـانتر محاسـبه شـده و نمـودار رسـم مـي گـردد                  300-500

روزانـه بـا ثبـت نتـايج ميـانگين           تايي تقـسيم نمـوده و        20نمونه هاي بيماران را به گروه هاي        

ونه انحراف از مقادير مجـاز بـه سـهولت شناسـايي      نمونه بر روي نمودار، هر گ    20اندكسهاي هر   

لازم بـه ذكـر مـي باشـد جهـت           . مي تواند نمايانگر عملكرد نامناسـب دسـتگاه باشـد          شده كه   

 تايي، بايد اين نكته را به خاطر 20اطمينان از قابل قبول بودن اين روش، در انتخاب نمونه هاي   

 نمونـه داراي  7 و در هر دسته نيز بيش از      داشت كه نمونه ها بصورت اتفاقي انتخاب شده باشند        

اين روش در حال حاضر بـصورت برنامـه نـرم افـزاري بـر روي                . شرايط كلينيكي يكسان نباشند   

  .بسياري از سل كانترها نصب مي باشد

 (Delta check)مقايسه مقادير بدست آمده از يك نمونه با نتايج قبلي نمونه همان فـرد   -7

ظير تغييرات فيزيولوژيك و روزانه پارامترهـاي خـوني ، تحـت درمـان              به شرط درنظرداشتن نكاتي ن    

قرارگرفتن فرد به هر دليل و تغييرات باليني كه باعث تغييرشـمارش سـلولها مـي گردنـد ، بعنـوان                     

باتوجه به تغييرات روزانه طبيعي مقادير خون در يك فرد ،           . روشي جهت كنترل كيفي بكار مي رود        

لازم به ذكر است .  از مقادير ذكر شده در زير نشان دهنده خطا مي باشد وجود اختلافات واضح بيش

 . هفته باشد ، توصيه نمي گردد3-2روش در صورتيكه فاصله بين دو آزمايش بيش از استفاده از اين 
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g/dL 2 Hb 

 0.05 PCV 

fL >6 MCV 

Pg >  5 MCH 

Normal  to  abnormal WBC 

Reduced or increased by more than 50% Platelets 

در اين روش نتايج حاصله      :  نتايج دستگاه سل كانتر با گسترش خون محيطي        مقايسه -8

 توسط سل كـانتر بـا تعـداد سـلولهايي كـه در لام خـون محيطـي                   WBCاز شمارش پلاكت و     

در جدول زير ارتباط ميانگين تعداد سلولهاي شمارش شـده در           . گردد ، مقايسه مي  شمارش شده 

بعنـوان مثـال اگـر      . ن محيطي با تعـداد تخمينـي سـلولها نـشان داده شـده اسـت               گسترش خو 

 گلبول سفيد ديده شود ، تعداد گلبولهاي        3-6) ×40( درگسترش خون محيطي با عدسي شيئي     

 . هزار خواهد بود7-10سفيد بين 

  بكنترل كيفي ميكروسكوپي شمارش سلولهاي خوني با استفاده از يك گسترش خوني مناس 3-3جدول 

  

  

  دستگاه ميكرو هماتوكريت

  : دستگاه ميكروهماتوكريت مي بايست داراي مشخصات زير باشد

   سانتي متر ، 8 شعاع چرخش بيشتر از -1

  ثانيه،30كثر سرعت در عرض  توانايي رسيدن به حدا-2

 دقيقه بدون 5 در محيط بمدت حداقل g هزار 15-10 حدود RCF توانايي ايجاد -3

  .C 45افزايش دما از 

  )  ثانيه30با قابليت تنظيم حداقل ( داشتن زمان سنج اتوماتيك -4

ميانگين تعداد گلبولهاي سفيد 

شمارش شده در هر ميدان ديد 

  )×40( با بزرگنمايي زياد

                        تعداد تخميني 

  گلبولهاي سفيد

) \L109×(  

  ميانگين تعدادپلاكتهاي 

  شده در هر ميدان ديدبا  مارشش

  )×100ديد روغن (بزرگنمايي زياد

    تعداد تخميني 

  پلاكتها

)109×(  

3-2  7-3  3-2  100-50  

6-4  10-7  6-4  150-100  

1-7  13-10  1-7  250-150  

20-11  18-13  20-11  500-250  
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RCF=ميدان نسبي سانتريفوژ  

RPM=دور در دقيقه  
  

RCF= Relative  Centrifugal  Field  

RPM = Revolution Per  Minute                                                   

RCF=1.118 ×10-5
× r × RPM2   

    

 كنترل كيفي و بررسي كاليبراسيون دستگاه ميكروهماتوكريت

  :براي كنترل كيفي دستگاه توجه به موارد زير ضروري مي باشد

   سرعت سانتريفوژ-

   زمان سنج دستگاه-

  اكثر توان در تجمع سلول ها  حد-

وزمان سنج دستگاه بترتيب با تاكومتر كاليبره و كرونومتر ) دوردقيقه( سرعت سانتريفوژ

  . قابل بررسي ميباشند

  :براي بررسي حداكثر توان تجمع سلولي مي توان از روش زير استفاده نمود

 انـد انتخـاب      كه به خوبي مخلوط  شـده       K2EDTAدو نمونه خون تازه حاوي ضد انعقاد        

  هـر        سـپس  آنهـا ثبـت ميـشود،    مقـادير  و  نمونه ها به مدت دو دقيقه سـانتريفوژ شـده      .گردد  مي

زمان سانتريفوژ را افزوده تا زمانيكه ميزان دو هماتوكريت اندازه گيـري شـده پـي در                  ثانيه ،  30

مـودن گلبولهـاي   اين  زمان به عنوان حداقل زمـان لازم جهـت متـراكم ن   . پي بدون تغيير بماند 

  اين آزمايش بهتر است حـداقل بـا يـك نمونـه داراي هماتوكريـت         . قرمز در نظر گرفته مي شود     

 نمايـانگر ارزيـابي دسـتگاه ميكروهماتوكريـت جهـت           3-4جـدول   .  يا بيشتر نيز انجام شود     5/0

  .بررسي حداكثر توان تجمع سلولي مي باشد

   3-4جدول 

PCV 
Time 

Sample 1 Sample 2 

2.0 0.40 0.59 

2.5 0.39 0.58 

3.0 0.38 0.57 

3.5 0.38 

(minimum packing time) 

0.56 

4.0 - 0.55 

4.5 - 0.55 

(minimum packing time)  
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موجود در جدول بالا نشان ميدهد زمان لازم جهت متـراكم نمـودن  گلبولهـاي                هاي    يافته

كمتـر از  ونه اي با ميزان هماتوكريـت   قرمز براي دستگاه ميكروهماتوكريت مورد آزمايش،  در نم        

  . دقيقه مي باشد5/4، 5/0 دقيقه وبراي نمونه اي با مقدار هماتوكريت بيشتر از 5/3 ،5/0

در صورتيكه  ارزيابي عملكرد دستگاه ميكروهماتوكريت بصورت مستقيم امكانپذير نباشـد            

تگاه بـه روش  سازمان بهداشـت جهـاني جهـت بررسـي تـوان دس ـ         توان از روش توصيه شده     مي

  :زيراستفاده نمود

ميلي گرم K2 EDTA) 5/1 و حاوي ضدانعقاد5/0چند نمونه خون با هماتوكريت كمتر از 

، 7 ،   5 ،   3پس از بيست بار سروته نمودن به صورت دوتايي به مدت            )  براي هر ميلي ليتر خون    

) g( دسـتگاه     دقيقه سانتريفوژ و نتايج ثبت ميگردد كه در صورت مناسـب بـودن تـوان               11 و   9

   . به بعد مي بايست بدون تغيير باقي بماند 5نتايج حاصله از دقيقه 

كـش    اي كـه هماتوكريـت آن بـا خـط           توان نمونه  جهت بررسي ابزار قرائت هماتوكريت مي     

متر دارد را   سانتي 5 قرائت گرديده و طول ستون سلول و پلاسماي حدود           5/0ميكروهماتوكريت  

 معمولي طوري قرار داد كه ابتداي ستون گلبول قرمـز روي خـط              كش  انتخاب كرده و روي خط    

قرار گـرفتن انتهـاي     . متر قرار گيرد     سانتي 5كش و انتهاي ستون سلول و پلاسما روي           صفر خط 

متر نـشاندهنده صـحت قرائـت توسـط ابـزار قرائـت                سانتي 5/2بالاي ستون سلول بر روي خط       

  .باشد  مورد استفاده ميهماتوكريت

  

  فيت آزمايشهاي انعقاديكنترل كي

براي انجام  آزمايشهاي انعقادي مانند ساير آزمايشهاي كمي در هر سري كاري مي بايست             

از نمونه پلاسما كنترل ودر صورت عدم دسترسي به پلاسما كنترل از مخلـوط پلاسـماي افـراد                  

  . استفاده نمودpooled plasmaطبيعي 

انتخـاب  ( ندرج در فصل دوم همين مجموعـه        الامكان معيارهاي م    نمونه كنترلي بايد حتي   

استفاده از دو كنتـرل در دو سـطح مختلـف مـورد توصـيه مراجـع                 . را اخذ نمايد  ) مواد كنترلي   

  .باشد المللي مي بين

تـوان از مخلـوط پلاسـماي افـراد طبيعـي             در صورت عدم دسترسي به كنترل تجاري، مي       

pooled plasmaفاكتورهاي انعقادي در افراد مختلف و با نظر به اختلاف غلظت.  استفاده نمود 
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بايـست پلاسـماي حـداقل     ، براي تهيه اين نمونه مي% 100توجه به لزوم وجود فعاليت انعقادي       

پـس از   . با هم مخلـوط شـود      )كنند   نيز مصرف نمي   OCPغير حامله كه    ( مرد و زن طبيعي      20

 -20يكي كوچك تقسيم و در دماي      هاي پلاست   توان نمونه را در لوله      اطمينان از عدم آلودگي مي    

  .نگهداري نمود) باشد  ارجح ميدرجه سانتي گراد  -50دماي كمتر از ( گراد  درجه سانتي

 بـار آزمـايش و سـپس    20 ، نمونـه تهيـه شـده ،    pooled plasmaبراي تعيـين محـدوه   

  .باشد مي2SD ±  meanمحدوده مورد انتظار  .شود ميانگين و انحراف معيار نتايج محاسبه مي

  ماننـد نمونـه بيمـار    pooled plasmaدر هر سري كاري مي بايـست نمونـه كنتـرل يـا     

ميزان مجاز پراكندگي نتايج برحسب     . آزمايش و نتيجه آن با محدوده مورد انتظار مقايسه گردد         

CV باشد مي% 5 حداكثر.  

ميزان .  مي بايست بصورت دوتايي انجام شوند خصوصاً با روش دستيآزمايشهاي انعقادي

ين امر ميانگين نتايج براي ا. تفاوت دونتيجه حاصله معياري براي قابل قبول بودن نتايج است

ميانگين با هم فاصله  % 10كه حداكثر به اندازه اي  آزمايشهاي دوتايي محاسبه شده و دو نتيجه

  .د شود و در غير اين صورت تكرار آزمايش ضروري مي باش داشته باشند، قابل قبول تلقي مي

 ميزان حداكثر تفاوت قابل قبول بين نتايج آزمايشهاي دوتايي بر روي يك 3-5جدول 

  .نمونه را بر حسب نتيجه آزمايش نشان مي دهد

  

 3-5جدول 

حداكثر تفاوت قابل قبول بين نتايج دو   )ثانيه (نتيجه آزمايش  

  )ثانيه(آزمايش

20-0  2-1  

60-21  6-2  

100 -61  10-6  

100>  20-10  
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  :براي كنترل كيفيت در آزمايشگاه ميكروب شناسي بايد به موارد زير توجه داشت

كنترل كيفيت آزمايشهاي تعيين حساسيت ميكروبي، محيط هاي كشت، رنگهـا ومعرفهـا،     

  .)لوپ، فور، اتوكلاو وانكوباتور(ابزار و دستگاهها

ناسـي انتخـاب    نظر بـه اينكـه هـدف نهـايي كليـه فعاليـت هـاي آزمايـشگاه ميكـروب ش                   

بيوتيك جهت درمان بيمـار مبـتلا بـه عفونـت ميباشـد ، بعـد ازمبحـث شـيوه           مناسبترين آنتي 

هاي باكتريايي كه بـراي كنتـرل كيفيـت كليـه مـواد در آزمايـشگاه                 نگهداري و استفاده ازسويه   

 طـرز    نحوه كنترل كيفيت محيط هاي كشت و سپس        ميكروب شناسي مورد نيازهستند در ابتدا     

 جهت تلقـيح در     ،سازي سوسپانسيون ميكروبي لازم     مك فارلند براي استاندارد    5/0ورتتهيه كد 

محيط مولر هينتون آگار و نيز روش انجـام آزمايـشهاي تعيـين حـساسيت ميكروبـي و كنتـرل              

  .كيفي آنها ذكر گرديده است

سپس به دليل قرار داشتن آزمايش هاي ادراري در زمـره شـايعترين آزمايـشهاي روتـين،                  

  .ترل كيفيت لوپ ادراري آورده شده استكن

  

  هاي باكتريايي نگهداري و استفاده از سويه

  .توان از روشهاي طولاني مدت و كوتاه مدت استفاده نمود هاي باكتريايي مي براي نگهداري سويه

  

  نگهداري طولاني مدت

 اعم از هوازي    هاي ميكروبي   دهد كه كليه سويه     مدت باكتريها اين امكان را مي      نگهداري طولاني 

. ونيز بيهوازي ، ماهها و حتي سالها به صـورت زنـده نگهـداري شـوند               ) بارشد سريع ويا سخت رشد    (

و نگهـداري در   (Freeze drying)بهترين روشهاي نگهداري طولاني مـدت شـامل ليوفيليزاسـيون    

  .اشدب مي) در ديپ فريز يا در نيتروژن مايع ( گراد يا پايين تر   درجه سانتي-70دماي 
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  :ويا نيتروژن مايع ) گراد يا پايينتر  درجه سانتي-70 تا-50(نگهداري در ديپ فريز  -1

   TSA ( Trypticase Soy Agar )باكتري مـورد نظـر را روي محـيط مغـذي ماننـد پليـت      

خون گوسفند و در مورد ميكروارگانيسمهاي سخت رشد روي محيط آگار شكلاته كـشت              % 5حاوي  

گراد و در صـورت نيـاز تحـت            درجه سانتي  35±2 ساعت در دماي     18-24ت  پليتها را به مد   . دهيد

  . براي هر باكتري انكوبه نمائيدCO2شرايط 

ها را بررسي نمـوده و در صـورت نيـاز،             بعد از انكوباسيون، خالص بودن و مورفولوژي كلني       

ظـي در  سپس از باكتري رشـد يافتـه ، سوسپانـسيون غلي    . تستهاي بيوشيميايي آنرا انجام دهيد    

اين . تهيه نمائيد ( Cryoprotective)كننده از سرما  ليتر از يك محيط محافظت  ميلي100-50

. گيرد  محيط براي جلوگيري از تخريب سلولهاي باكتري در شرايط انجماد مورد استفاده قرار مي             

 ، خـون گوسـفند يـا خرگـوش دفيبرينـه      Skim milkتوانـد   كننده از سرما مي محيط محافظت

  .باشد% 10-15  حاوي گليسرول با غلظت نهايي Tryptic Soy Broth (TSB)ل يا استري

اي يا پلاستيكي   در ويالهاي شيشهmL  1- 5/0حجمسپس از سوسپانسيون باكتريايي فوق به 

  .آماده نمائيد،  مصرف يكسالبه مقدار ذخيره خود را  هايويال. كوچك استريل توزيع كنيد 

گراد به مدت يكسال   درجه سانتي-70 تا -50توان در برودت    ميها را     ويالهاي حاوي سويه  

هاي با رشـد سـريع     درجه مي توان سويه-70در صورت عدم دسترسي به فريزر      . نگهداري نمود 

  :رايط توجه به نكات زير ضروري استدر اين ش.  درجه نيز نگهداري نمود-20را در فريزر 

زا و نيـسريا گنـوره در ايـن دمـا قابـل             هاي سخت رشد مانند هموفيلوس انفلـوآن        سويه •

  . درجه نگهداري شوند-70باشند و بايد در  فريزر  نگهداري نمي

شود بـراي      بنابراين توصيه مي   . دارند كوتاه تري هاي بارشد سريع در اين دما عمر          سويه •

  : ، طبق روش زير كشت داده شوند يكبار هر چند ماه،ها اطمينان از حيات سويه

سوسپانسيون .  ذوب نمائيد، زير آب جاري ولرمسريعاًآنرا زر بيرون آورده و يك ويال از فري

 تلقيح كرده و )در مورد باكتريهاي سخت رشد (  را روي محيط آگار خوندار يا شكلاته ذوب شده

.  انكوبه نماييدCO2 درجه ودر صورت نياز در شرايط 35±2 ساعت در دماي 18-24به مدت 

قبل از هر اقدام بايد از . رودمي  بكار working control ترل كاري كناين باكتري براي تهيه

ويال مورد استفاده بعد از ذوب شدن بايد دور . خالص بودن نمونه ، اطمينان حاصل كرد

  .انداخته شده و بهيچوجه مجددا فريز نگردد
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عبارتست ازكشت مجدد از كشت ذخيـره فريـز شـده كـه     :  working controlكشتهاي 

  .شود استفاده مي.. ترل كيفيت محيط كشت وبراي كن

پـس از آن ، نمونـه بايـد دور          . توان انجام داد       پاساژ پشت سر هم مي     3از كشت ذخيره تا     

  working controlانداخته شده و از يك كشت ذخيره فريز شده ديگـر بـراي تهيـه كـشتهاي    

هـا را افـزايش       وتيپي سـويه  ، احتمال تغييـر فن ـ    ) پاساژ 3بيش از   ( پاساژهاي مكرر . استفاده شود 

  .دهد مي

، از كشت ذخيره فريز شده ، روي پليـت يـا آگـار شـيبدار      working control براي تهيه

در مورد . روز تا زماني كه رشد مناسبي بدست آيد، انكوبه نمائيد تلقيح  و آنرا به مدت يك شبانه      

 درجه سانتيگراد يـا در      2-8ن در   توا   اين پليت يا آگار شيبدار را مي       ،ارگانيسمهاي با رشد سريع   

ها را    بعد از هر پاساژ، خالص بودن و مورفولوژي كلني        .  هفته نگهداري نمود   4دماي اتاق تا مدت     

  .بررسي نمائيد

  

  : استفاده از روغن معدني در دماي اتاق -2

 را با شيب كم در لولـه تهيـه   Brain Heart Infusion Agar (BHIA) محيط كشت -1

 پنومونيـه و    وكوسپسند مانند گونوكك ، مننگوكـك ، اسـترپتوك           باكتريهاي مشكل  براي. نماييد

 از اتوكلاو و رسيدن به      BHIA محيط   هموفيلوس آنفلوانزا ، محيط شكلات آگار را پس از خروج         

      مـاري   در بـن  آن قـرار دادن   سـپس  وخـون گوسـفند     % 5با افزودن   گراد     درجه سانتي  50دماي  

  .نمائيد دقيقه تهيه 15ه مدت گراد ب  درجه سانتي80

گراد به مدت      درجه سانتي  170( را در حرارت خشك     ) يا پارافين مايع    (  روغن معدني    -2

  .استريل نمائيد) يكساعت 

  . كشت  دهيد ، ميكروب مورد نظر را روي محيط-3
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  :كشت عمقي و نگهداري در دماي اتاق  -3

 وخـانواده   هاپـسند نيـستند ماننـد اسـتافيلوكك         اين روش فقط براي باكتريهايي كه مشكل      

  .رود انتروباكترياسه بكار مي

  . را باعمق زياد در لوله تهيه نماييدTSAيك محيط كشت آگار بدون كربوهيدرات مانند  -1

 . در اين محيط تلقيح نماييدباكتري را بصورت كشت عمقي -2

 . درجه انكوبه نمائيد35 ساعت در اتو 24اين محيط را  -3

 . با درپيچ يا چوب پنبه ببنديد،در لوله را -4

 .اي كه كاملا در لوله را بپوشاند رو ببريد به گونهدار را در پارافين مايع ف لوله در پيچ -5

 .كشتها را در حرارت اتاق نگهداري نمائيد -6

 . نمائيد كشتهرساله سوش موردنظر را تجديد -7

  

 بـراي نيـسريا و      )CTA(ين تريپتيكيس آگار    ئكشت عمقي در محيط سيست     -4

  :استرپتوكك 

  . را در لوله تهيه نماييد CTAمحيط  -1

 . در اين محيط كشت دهيد عمقيرطوه باكتري را ب -2

 .گراد انكوبه نماييد  درجه سانتي35 ساعت در اتو 24محيط را بمدت  -3

 .پنبه يا در پيچ ببنديد در لوله را با چوب -4

 .اي كه كاملا در لوله را بپوشاند دار را در پارافين مايع فرو ببريد به گونه لوله در پيچ -5

براي . و هفته كشت را تجديد نمائيد  درجه نگهداري و هر د35براي نيسريا لوله را در  -6

 .استرپتوكك لوله را در حرارت اتاق نگهداري كرده و هر ماه تجديد كشت كنيد

 

  : براي باكتريهاي بيهوازي Cooked meat محيط كشت  -5

  . كشت دهيدCooked meatهاي حاوي محيط  باكتري را  در لوله -1

 .كوبه نماييدگراد ان  درجه سانتي35 ساعت در اتو 24محيط را بمدت  -2

 .پنبه يا در پيچ ببنديد در لوله را با چوب -3

 .كشتها را در حرارت اتاق نگهداري نمائيد -4

 .هردو ماه كشت را تجديد نمائيد -5
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  نگهداري كوتاه مدت

شـوند ، بـه      كه براي كارهـاي روتـين روزانـه اسـتفاده مـي     working control كشتهاي

  :شوند روشهاي زير تهيه مي

  سريعباكتريهاي با رشد  �

  .دار كشت دهيد اي درپيچ  لولهTSAسوش مورد نظر را در سطح محيط  -1

 .گراد انكوبه نماييد  درجه سانتي35 ساعت در اتو 24محيط را بمدت  -2

 .پس از رشد كامل، لوله را در يخچال نگهداري كنيد -3

 .هر ماه كشت را تجديد نمائيد -4

   استرپتوككها �

  .كشت دهيد) دار اي درپيچ لوله( سوش مورد نظر را در سطح آگار خوندار شيبدار -1

 .گراد انكوبه نماييد  درجه سانتي35 ساعت در اتو 24محيط را بمدت  -2

جهت اسـترپتوكك پنومونيـه ،      . ( پس از رشد كامل، لوله را در يخچال نگهداري كنيد          -3

 .)محيط را در دماي اتاق نگهداري كنيد

  .هر ماه كشت را تجديد نمائيد -4

  كك و هموفيلوس  مننگو �

  .اي يا پليت كشت دهيد مورد نظر را در سطح محيط آگار شكلاته لولهسوش  -1

 .گراد انكوبه نماييد  درجه سانتي35 ساعت در اتو 24محيط را بمدت  -2

 .پس از رشد كامل، لوله را در حرارت اتاق نگهداري كنيد -3

  . هفته كشت را تجديد نمائيد2هر -4

   گونوكك �

  .ت دهيدسوش مورد نظر را در سطح محيط آگار شكلاته كش -1

 .گراد انكوبه نماييد  درجه سانتي35 ساعت در اتو 24محيط را بمدت  -2

 . نماييد درجه نگهداري35در دماي نمونه را  -3

 . روز يكبار كشت را تجديد نمائيد2هر -4
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   محيط هاي كشتتكنترل كيفي
   

  مقدمه

 بطـور    و محيط هاي كشت نقش اساسي را در آزمايشگا ه ميكـروب شناسـي ايفـا مـي كننـد                  

 .گانيسم هاي بيماريزا بكار ميروندريوگرام  ميكروابتعيين هويت و آنتي   جهت جداسازي،ه ايستردگ

       بسياري از آزمايشگاهها بطور روتـين محـيط هـاي كـشت مـورد نيـاز بـراي مـصارف تشخيـصي و                      

 ت كيفي ـ،همه جهت اطمينان از اينكه محيط هاي كـشت  با اين .خودشان تهيه مي نمايند تحقيقاتي را 

         . كنتـرل كيفـي مناسـبي بكـار گرفتـه شـود            روشـهاي خوب و نتايج مطلوبي داشته باشند بايـستي         

   .در نظر گرفت  رازيرهاي كشت معيارهاي   در تهيه و مصرف محيط  بايستي  به اين هدف  براي رسيدن

  

  مواد خام 

ه آنهـا   ي ـيت مواد خام مورد اسـتفاده در ته       فكيفيت محيط ها بطور مستقيم بستگي به كي       

 سـه معيـار     .دي است كه در تهيه محيط هاي كشت بكار ميرود         رآب يكي از مهمترين  موا      .دارد

قـدرت هـدايت      شامل وجود يونهاي مـس،     ي كشت مهم  آب  مورد استفاده در تهيه محيط ها           

 در آب مورد استفاده جهت تهيـه  ، در شرايط ايده آل نبايد يون مس. مي باشد pHالكتريكي و

شت وجود داشته باشد چون خاصيت مهار كنندگي براي ميكـرو ارگانيـسم هـا را                محيط هاي ك  

 آب مورد استفاده بهتر pH بوده،ميكروزيمنس 15قدرت هدايت الكتريكي آن بايد كمتر از . دارد

  .باشد 5/5 است كمي اسيدي باشد ولي در هر حال نبايد كمتر از
  

  پتري ديش 

         معمــولا . هيــه محــيط نيــز اهميــت داردكيفيــت پتــري ديــش هــاي مــورد اســتفاده در ت

                   درصـورت اسـتفاده از     . يـا اشـعه گامـا اسـتريل مـي كننـد            و ديـش هـا را بـا اتـيلن اكـسايد          پتري  

وجود يا  به روش كروماتوگرافي    كه با اتيلن اكسايد استريل شده باشند بايستي          ييپتري ديش ها  

اتـيلن اكـسايد داراي خاصـيت مهـار كننـدگي بـراي              .شـود  اين ماده بررسي     عدم وجود بقاياي  

ديش هاي شيـشه اي بايـستي از پتـري          ي  در صورت استفاده از پتر    . ميكروارگانيسم ها ميباشد  

ي از جـنس قليـائي    ياستفاده از پتري ديش هـا     . ليكات استفاده كرد  يروسوي از جنس ب   يديش ها 

  . دممكن است موجب آزاد سازي قليا در داخل محيط كشت گرد
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  استريل كردن محيط هاي كشت

 معمـولا  بـراي اسـتريل        . يك مرحله اساسي در تهيه محيط هاي كشت اسـت          ،استريل كردن 

همه ارتباط نزديكي بـين مـدت زمـان          با اين  .دننكردن محيط هاي كشت از اتوكلاو استفاده مي ك        

بـه   منجـر حرارت بيش از حـد ممكـن اسـت           .لازم جهت استريل كردن و  حجم محيط وجود دارد         

در . اي دارد  و مـدت زمـان آن اهميـت  ويـژه           بنابراين تنظيم دمـا    .تخريب محيط هاي كشت گردد    

دقيقه براي استريل كردن يك ليتر محيط        15درجه سانتيگراد به مدت      121شرايط معمولي دماي    

در صورتيكه حجم محيط كشت بيش از يك  ليتر باشد ممكن است مدت زمـان                 .كشت كافي است  

. دريكنترل دما و فشار اتوكلاو بايستي بطور مداوم انجام گ         كنترل كيفي اتوكلاو،   .  لازم باشد   بيشتري

            ژيـك واز انـديكاتورهاي بيول    .براي كنتـرل اتـوكلاو از انـديكاتورهاي شـيميائي اسـتفاده مـي كننـد               

       راBacillus stearothermophilus  كننـد اسـپور   كه جهت كنترل كارآرائي اتوكلاو استفاده مـي 

 .باشد مي توان نام برد كه بصورت تجاري قابل دسترس مي

  

  پارامتر هاي فيزيكي

معيارهـاي   .محيط كشت هاي تهيه شده بايد از لحاظ فيزيكـي و ظـاهري بررسـي شـوند    

يخ زدگـي   ترك خوردگي، حفره، ناصافي سطح محيط، ظاهري قابل بررسي شامل وجود حباب،

. ميلي متر است 4  كشت پليتي هايضخامت محيط .يز اهميت داردخامت محيط نض .مي باشد

pH     ازاتـوكلاو كـردن و پـس از آن     يكـي ميباشـد كـه بايـد قبـل        ز نيز از مهمترين معيارهاي في                 

 .ددرگمتر كاليبره شده اندازه گيري pH  با

  

  نگهداري  محيط هاي كشت تهيه شده

نحـوه   تگي به نوع اجزا تشكيل دهنـده محـيط،  طول عمر محيط هاي كشت تهيه شده بس  

تـابش   .تمامي محيط هاي كشت بايد دور از نور نگهداري شوند          .نها دارد آري و انبار كردن     انگهد

  نور به محيط هاي كشت موجب تشكيل مواد باكتريواسـتاتيك و باكتريـسايد ماننـد پراكـسيداز                 

 درجـه سـانتيگراد     4د در دمـاي     اغلب محيط هاي كشت كه در پليت تهيه مي شـون           .مي گردد 

اشد ولي اگر در در داخـل كيـسه هـاي پلاسـتيكي بـسته            ب حداقل طول عمر آنها يك هفته مي      

طـول عمـر     . هفته قابـل مـصرف هـستند       4-3بندي شوند بطوريكه هوا داخل آنها نفوذ نكند تا          

در . ردمحيط هاي كشت حاوي آنتي بيوتيك بستگي به پايداري آنتي بيوتيك موجـود در آن دا               
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از سوي ديگر بـا     . مجموع محيطهاي حاوي آنتي بيوتيك را در عرض يك هفته بايد مصرف كرد            

 بـدليل افـزايش غلظـت    ،گذشت زمان اينگونه محيط هاي كشت رطوبت خـود را از دسـت داده          

ها را بايد قبل از مصرف به دمـاي    پليت دماي.آنتي بيوتيك قدرت انتخابي آنها افزايش مي يابد       

 ساعت در دماي اتـاق بـاقي بمانـد بـراي مـصرف              8اگر پليت محيط كشت بيش از       . نداتاق رسا 

محيط هاي كشت تهيه شده در لوله در مقايسه با محيط هاي كشت پليتـي                .سب نمي باشد  امن

درجه سانتيگراد نگهـداري     4 اغلب اين محيط هاي كشت اگر در دماي          . دارند تري عمر طولاني 

  .  اشندماه قابل مصرف مي ب 3-6شوند 
   

  علل اشكالات رايج در محيط هاي كشت : 4-1 شمارهجدول 

  علت  اشكال

   پائين كـه موجـب هيـدروليز آگـار          pHحرارت بيش از حد،       نرم بودن آگار

  و عدم حل شدن  توزين غلط، مخلوط نكردن خوب. مي گردد

pHآب ناخالص، حرارت بـيش از       ،استفاده از شيشه هاي قليائي       نامناسب 

ــو  ــد، آل ــيميائي،ح ــري   دگي ش ــدازه گي ــرارت pHان  در ح

 متر استاندارد نـشده و اسـتفاده از         pH ه از داستفا نامناسب،

  پودرهاي محيط كشت خراب شده

استفاده از شيشه آلات كثيف، استفاده از        ناخالص بودن آب،    رنگ نامناسب

حـرارت دادن بـيش از       پودرهاي محيط كشت خراب شـده،     

    نامناسب pH حد و

حرارت دادن بيش از حد، استفاده از پودرهاي محيط كشت            ن محيطشد تيره

  خراب شده

 اسـتفاده از    ،)سـوزاندن محـيط   (حرارت دادن بـيش از حـد          سميت

  پودرهاي محيط كشت خراب شده

   رشد ضعيف

   ارگانيسمميكرو

يا شيشه آلات آلوده، اسـتفاده از پودرهـاي          استفاده از آب و   

 ـ   وتوزين غلـط     محيط كشت خراب شده،    هـم زدن    هعـدم ب

  .كافي محيط و حرارت بيش از حد

                                داشتن خاصيت ضعيف

  يا افتراقي انتخابي و

يا شيشه آلات آلوده، اسـتفاده از پودرهـاي          استفاده از آب و   

م زدن   ه ـ عـدم بـه    توزين غلط و   ، محيط كشت خراب شده   

  .كافي محيط و حرارت بيش از حد
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  في محيط هاي كشت كنترل كي

 سويه هاي .براي كنترل كيفي محيط هاي كشت از سويه هاي كنترل كيفي استفاده مي كنند  

بل ا قAmerican Type Culture Collection (ATCC)كنترل كيفي از منابع مختلف مانند 

  . 1تهيه مي باشند

    

  محيط هاي كشت روش انجام آزمون كنترل كيفيت ميكروبيولوژيكي

 كلنـي   3-5بعـد از انكوباسـيون      .  ارگانيسم كنترل را روي پليت تهيـه كنيـد         يك كشت از  

 استريل سوسپانسيون كـرده وآن را بـراي چهـار يـا پـنج      BHI وTSB  كمي له را در مقدارزواي

اسـتاندارد نـيم مـك      (كدورت را با استاندارد نيم مك فارلند تنظيم كنيـد            .ساعت انكوبه نمائيد  

به اين روش مي توان يـك       . ) مي باشد  13/0  تا 08/0جذب  اراي  د nm625فارلند در طول موج     

 سـاعته تهيـه و كـدورت آن را مطـابق روش             24سوسپانسيون در سرم فيزيولوژي از كلني هاي        

  .فوق تنظيم نمود

 يـك محـيط كـشت پليتـي،     (Nutritional activity)براي آزمايش ظرفيت مغذي بودن 

پليـت   بـه هـر   ر نرمـال سـالين رقيـق نمـوده و        د 100بـه    1سوسپانسيون اوليـه را بـه نـسبت         

 تعداد كلني هاي مـورد انتظـار در         .ميكروليتر از سوسپانسيون رقيق شده را تلقيح مي نمائيم        10

اگر براي محيط هاي خاصي  كلني هاي ايزوله بدسـت نيايـد              .باشد  عدد مي  1-2×104هر پليت 

  .سيون بايد ده بار رقيق تر تهيه شودنسوسپا

  محيط هاي كـشت انتخـابي،  (Inhibitory activity)رفيت مهاركنندگي براي آزمايش ظ

 نرمال سالين يا آب تخليص شده رقيق نمـوده و در  در 10به  1ت سوسپانسيون اوليه را به نسب

 تعـداد  . ميلي ليتر سوسپانسيون رقيق شـده تلقـيح مـي كنـيم    01/0 يا ميكروليتر 10هر پليت 

جهت اجتناب از رشد زياد بـاكتري در  .  مي باشد1-2× 105 پليت كلني هاي مورد انتظار در هر

 .ي از محيط هاي كشت انتخابي ممكن است نياز باشد كه سوسپانسيون ده بار رقيق تر شودضبع

ميلـي ليتـر از    01/0 ميكروليتـر يـا   10لوله بايد با   هر،براي آزمايش محيط هاي كشت لوله اي

                                                 
  .هاي صنعتي ايران تهيه نمود  در حال حاضر باكتري هاي فوق را مي توان از مركز كلكسيون قارچها و باكتري -1

http://www.irost.org/persian/ptcc  

http://ptcc.irost.org  
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به تلقـيح كمتـر يـا        گاهي ممكن است  . تلقيح شود سوسپانسيون اوليه مطابق با نيم مك فارلند        

  .بيشتر نياز باشد

مـده  آ 4-2محيط كشت مورد كنترل كيفي را بعد از تلقيح تحت شرايطي كـه در جـدول                 

 سـاعت  در     24-48 ساعت يا    18 -24به طور نرمال مدت زمان انكوباسيون        .ئيداست انكوبه نما  

شكلات  آگار و محيط هاي كشت براي جداسازي انتخابي          . مي باشد  درجه سانتي گراد     2±35

 24-48 سـاعت و     18-24 انكوبـه شـوند و در        Co2 %5-10گونه هاي نيسرياي بيماريزا بايد در       

 سـاعت انكوباسـيون در      48 كشتها عمومـا بـه حـداقل         ،براي بي هوازي ها   . ساعت بررسي شوند  

 درجـه سـانتي گـراد در    42 پليتهـا بايـد در  ،ترآگـار براي كمپيلوباك. شرايط بي هوازي نياز دارند  

  . ساعت انكوبه شوند48  به مدتCo2روفيليك غني از ئشرايط ميكروآ

  

  تفسير نتايج 

شنهادي براي  ييك محيط كشت زماني قابل قبول مي باشد كه با همه سويه هاي آزمون پ              

ي كلني ها بـارز      رشد كافي داشته و خصوصيات رشد و مورفولوژ        ، 4 -2محيط كشت در جدول     

 در ضمن اينكـه   ، رشد بعضي از ارگانيسمهاي خاص مهار مي شود        ،در محيط هاي انتخابي   . باشد

ضي موارد واكنـشهاي رنگـي خـاص يـا          عدر ب . اجازه رشد كافي به ارگانيسم هاي ديگر مي دهد        

  . آمده است بايد ايجاد شود4-2هموليز همچنانكه در جدول 
  

  

   محيطهاي كشت باكتريولوژيك متداول كنترل كيفيت4-2جدول شماره 

  محيط كشت
شرايط ومدت 

  كوباسيونانزمان 
  نتايج مورد انتظار  ارگانيسم هاي كنترل

  بتارشد هموليز   19615 يوژنااسترپتوكوكوس  پ

  آلفايز رشد همول  6305استرپتوكوكوس  پنومونيه 

  رشد   25923ئوسوراستافيلوكوكوس ا

   ژلوزخون دار

Sheep Blood 

Agar    

  CO2يا  هوازي و

 ساعت 24-18

 C °35دماي

  رشد  25922اشريشيا كولي

  رشد  43069  آنيسريا گونوره
  شكلات آگار

CO2 

 ساعت 24و  48

  رشد       10211  نزااهموفيلوس آنفلو  C °35دماي
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  رشد پس از كشت مجدد  14028في موريوم سالمونلا تي

  9290شيگلا سونئي 

، رشد پس از كشت مجدد

  ممكن است 

  بوسيله محيط سلنيت 

  مهار شود

محيط غني 
كننده براي 

باسيلهاي انتريك 
(GN)broth 

  هوازي
  ساعت24-18 

  C °35دماي

  25922اشريشيا كولي

پس از )  كامل-نسبي (مهار 

 رشد پس از -كشت مجدد 

  كشت مجدد از 
GN Broth 

  14028يفي موريوم انلا تسالمو
 هاي بيرنگ كلني رشد،

  تاكهربايي

   25922اشريشيا كولي
 سياه،-كلني هاي آبي رشد،

  جلاي سبز فلزي

ائوزين متيلن بلو 
EMB 

  هوازي
  ساعت24-18

  C °35دماي

  )رشد جزئي(عدم رشد   29212 انتروكوكوس فكاليس

  14028يفي موريوم اسالمونلا ت
   آبي كلني هاي آبي تا رشد،

  مركز سياه متمايل به سبز با

  12022شيگلا فلكسنري 

كلني هاي سبزتا  و رشد

  متمايل به آبي سبز

   با مركز سياهرنگ

  29212انتروكوكوس فكاليس 
  ، مهار نسبي رشد

  كلني هاي زرد

هكتون انتريك 
 HEآگار 

  هوازي
  ساعت24-18

  C °35دماي

  25922اشريشيا كولي

   مهار رشد كامل و

  در صورت  يا نسبي،

   برنگكلني ،رشد

  ل تا صورتي ماي زرد 

  به نارنجي

   كلني هاي صورتي،رشد  25922   اشريشيا كولي

  12453پروتئوس ميرابيليس 

،  كلني هاي بيرنگ،رشد

  ممانعت از سوارمينگ 

  )تا اندازه اي(

  14028يفي موريوم اسالمونلا ت
  رشد، 

  كلني هاي بيرنگ

  مكانكي آگار
  هوازي

  ساعت24-18

  C °35دماي

  هار رشد نسبيم  29212انتروكوكوس فكاليس
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  25923ئوس وراستافيلوكوكوس ا
 با هالة زردرشدكلني هاي 

   ساعت  48پس از 

استافيلوكوكوس 

  12228اپيدرميديس

   قرمز  با هالةرشد كلني هاي

  ساعت48رنگ پس از 

مانيتول سالت 

  آگار

 ساعت و 24هوازي 

   ساعت48

  C °35دماي

  )نسبي (عدم رشد  12453پروتئوس ميرابيليس 

  14028يفي موريوم اسالمونلا ت

  

  رشد،كلني هاي بيرنگ با 

  در مركز رنگ سياه يا بدون و

  هاي بيرنگ كلني رشد،  12022شيگلا فلكسنري

مونلا شيگلا سال  )كامل( رشد مهار  29212انتروكوك فكاليس

  آگار

   ساعت24هوازي 

  C °35دماي

  25922اشريشيا كولي

  

  يا نسبي،  كامل و( مهار رشد

  رت رشد كلني هاي در صو

 تا قرمز گل سرخصورتي 

  )همراه با رسوب

  رشد   25285باكتروئيدوس فراژيليس
تيو گليكولات با 

  و يا بدون معرف

 ساعت 48ي وازه

  درپوش (

   )محكم شده

  C °35دماي  
  رشد  25923ئوسوراستافيلوكوكوس ا

محيط كشت    رشد   25922اشريشيا كولي  

اي  ولهلهاي 

 BHIمانند

    TSBو

  هوازي

   ساعت24-48

  رشد  25923 ئوسوراستافيلوكوكوس ا  C °35دماي

  14028يفي موريوم اسالمونلا ت
  -كلني هاي قرمز -رشد

  مركز سياه

  كلني هاي قرمز-رشد      12022شيگلا فلكسنري

  )سبين( مهار رشد  29212 انتروكوك فكاليس

زايلوز ليزين 

دكربوكسيلاز 
XLD 

   ساعت24هوازي 

  C °35دماي

  25922 اشريشيا كولي

  -نسبي تا كامل( مهار رشد

   تاكلني هاي زرد

  )قرمز متمايل به زرد

  

  فارلند مك تهيه كدورت نيم

 براي آزمايش تعيين حساسيت، بايد از       ي تلقيح  سوسپانسيون براي استاندارد كردن غلظت   

  .شود ، استفاده نمود كه براي تهيه آن به روش زير عمل مي (BaSo4)استاندارد سولفات باريم 
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    mol/l (Bacl2) (1.175% W/V Balc2.2H2O) 0.048ليتر از كلـرور بـاريم     ميلي5/0

 و بـا هـم زدن   كـرده  اضـافه   mol/L   (1% V/V) 0.18 ليتراسيد سولفوريك  ميلي99/ 5به را 

  .مداوم سوسپانسيون تهيه نمائيد

توسط اسپكتروفتومتر در كووت    چگالي صحيح استاندارد با تعيين جذب اين سوسپانسيون         

  . باشد13/0 تا08/0 نانومتر بايد بين 625جذب در . شود متر تعيين مي  سانتي1به قطر 

هـاي    دار هـم انـدازه بـا لولـه          هـاي درپـيچ      ميلي ليتر در لولـه     4-6از سوسپانسيون حاصله    

  .شود سوسپانسيون باكتريايي ريخته مي

  .شوند اق نگهداري ميها محكم بسته شده و در دماي ات در لوله

شوند تا كـدورت      قبل از هر بار استفاده ، استاندارد با ورتكس مكانيكي به شدت همزده مي             

  .شود اي جايگزين  تازه در صورت مشاهده ذرات بزرگ ، بايد استاندارد. يكنواختي بدست آيد

  . شودگيري زهاستاندارد سولفات باريم ، بايد بصورت ماهانه جايگزين گرديده يا جذب آن اندا

  

  كنترل كيفيت ديسك هاي آنتي بيوتيكي جهت انجام آزمايش تعيين

 disk diffusion agarروش  حساسيت ميكروبي به 

   

  هدف 

  : پايش و ارزيابي موارد زير مي باشد ،هدف از برنامه كنترل كيفي

  صحت و دقت روش انجام آزمايش تعيين حساسيت  •

 ين آزمايشمواد و وسايل به كار برده شده در ا •

 . عملكرد افرادي كه آزمايش را انجام داده و نتايج بدست آمده را قرائت مي نمايند •

به منظور دست يابي بهينه به اين اهداف در دسترس داشتن سويه هاي كنترل كيفي 

  . تهيه شده از مراكز معتبر ضروري است 

  : عبارتند از CLSIسويه هاي كنترل كيفي پيشنهادي توسط

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Escherichia coli ATCC 25922 

Escherichia coli ATCC 35218 

Haemophilus influenzae ATCC 49247 

Haemophilus influenzae ATCC 49766 
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Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 

E.coli ATCC 35218     فقط به عنوان يك ميكروارگانيسم كنترلي براي تركيبـات ممانعـت

  . كننده بتالاكتاماز، مثل تركيبات حاوي كلاولانيك اسيد، سولباكتام يا تازوباكتام پيشنهاد مي شود 

Enterococcus faecalis ATCC 29212  )   يـاE.faecalis ATCC 33186(   بـراي 

. سولفامتوكسازول استفاده مي شـود    / ارزيابي  محيط مولر هينتون آگار با ديسك تري متوپريم           

شود در  يا بزرگتر ايجاد مي mm 20محيط كشت قابل قبول ، هاله عدم رشد واضحي به قطر   در

 يا در داخل هالـه ،       مي شود  محيطهاي كشت غير قابل قبول ، هاله عدم رشد ايجاد ن           حاليكه در 

ايـن كـار بـه      . گـردد  ايجـاد مي   mm 20د كم مشاهده مي شود و يا هاله اي با قطر كمتـر از               رش

  . منظور بررسي مقادير غير قابل قبول  تيميدين در محيط كشت مزبور است 

Enterococcus faecalis ATCC 29212   آمينـو      همچنين براي كنترل ديـسكهاي 

  .گليكوزيد با دوز بالا به كار مي رود

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603  به عنوان يك سويه كنترلي براي

 .  به كار برده مي شود ESBLآزمايشات 

  

  ديسك آنتي بيوتيكي/  قطر هاله عدم رشد سويه كنترلييتكنترل كيف

و با اسـتفاده  disk diffusion سويه هاي كنترل كيفي  را بايد به روش استاندارد آزمايش 

  تفاده مـي شـود    س ـده از نمونه هاي كلينيكي ا     شكه براي سويه هاي جدا      از همان مواد و روشي      

محـدوده قطـر هالـه      . د  نمـو مقايسه و بررسي    ) 3ضميمه   ( CLSIبا جداول   را  نتايج  و  آزمايش  

عدم رشد قابل قبول براي هر سويه كنترلي نسبت به يك ديسك آنتي بيوتيكي در جداول فوق                 

  . فهرست شده است 

     ميانگين قطر هالـه عـدم رشـد ناشـي از خطـا در روش انجـام آزمـايش                  چنانچه تغيير در    

.  ناشي از تغيير در حساسيت ذاتي باكتري نسبت به آن آنتي بيوتيك مي باشد              "نباشد ، احتمالا  

  . در اين صورت لازم است كشت تازه از سوش كنترل تهيه شود 
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   ؟ انجام دادبايد درچه فواصل زماني  را يتآزمايش كنترل كيف

     انجام آزمايش روزانه_الف 

 روز متـوالي آزمـايش      30براي هر سويه كنترلي با يك ديـسك آنتـي بيـوتيكي بايـد                

. تعيين حساسيت انجام و نتايج با مقادير قابل قبول اشاره شده در جداول فوق مقايسه گـردد                

    خواهـد  مورد خارج از محدوده كنترل باشد نيـاز بـه اقـدامات اصـلاحي                3چنانچه بيشتر از    

  . بود ، كه در ادامه توضيح داده مي شود

   انجام آزمايش هفتگي _ب 

               يـك مـورد از    تنهـا    در صـورتيكه  .  روز متـوالي انجـام دهيـد       30، يا   20آزمايش را براي     -

           ديـسك / كنترلـي   قطر هاله عـدم رشـد بـراي هـر سـويه            نتيجه 30 مورد از    3و يا حداكثر     20

         ، كنتـرل كيفـي روزانـه        قرار گيرد   در جداول  مندرجوتيكي خارج از محدوده قابل قبول       آنتي بي 

  . را به هفتگي تغيير دهيد

ــين زمانيكــه يكــي از    - ــه و هــم چن ــار در هفت ــرل كيفــي هفتگــي را يكب ــايش كنت                آزم

تغييـر كنـد،    ) ه آگار يا ديسكهاي تهيه شـده از يـك سـازند           مانند سري ساخت  (عوامل آزمايش   

  . انجام دهيد 

 خـارج از محـدوده قابـل قبـول باشـد ، انجـام               ،اگر هر يك از نتايج كنترل كيفي هفتگـي        

  .  اصلاحي مورد نياز است اقدامات

اگر ديسك جديدي خريداري شده يا محيط مولرهنتيـون آگـار از سـازنده ديگـري تهيـه                  

 روزه مـورد كنتـرل      30 يا   20ساس برنامة   گرديده قبل از ورود به برنامة هفتگي مي بايستي بر ا          

  .كيفي قرار بگيرد

  

  (Corrective actions ) اصلاحي اقدامات

  : نتايج خارج از محدوده قابل قبول به دليل خطاهاي مشهود و واضح شامل_الف 

  استفاده از ديسك اشتباه -

 استفاده از سويه كنترلي اشتباه -

 آلودگي واضح سويه  -

  و شرايط اشتباه انكوباسيوناستفاده غيرعمدي از دما  -
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         . دوبـاره تكـرار شـود         ،  و پـس از اصـلاح آزمـايش         مكتـوب   ،  ايجاد خطا  دليل  بايد دراين حال 

                     ، عمليـات اصـلاحي بيـشتري مـورد         مـورد نظـر قـرار گرفـت       اگر نتايج گزارش شـده در محـدوده         

  . نياز نمي باشد 

در اين حال بايد اقدامات     . نامشخص است محدوده كنترل   نتايج خارج از    عامل ايجاد    _ب  

  .اصلاحي فوري بشرح زير انجام شود

 روز متوالي تكرار    5براي  ،  ديسك آنتي بيوتيكي    / آزمايش را جهت يك سويه كنترلي        -

  . و همه نتايج را ثبت كنيد 

 قطرهاله مطابق جـداول و در محـدوده قابـل قبـول باشـد ، عمليـات                  5اگر اندازه هر     -

 .  مورد نياز نمي باشد  بيشتريصلاحيا

خارج از محدوده قابل قبـول باشـد ، بـه           ،   قطر هاله عدم رشد      5 اگر اندازه هر يك از       -

 . عمليات اصلاحي اضافي نياز است 

 . آزمايشهاي كنترلي روزانه بايد ادامه داده شود تا به دليل نهايي مشكل پي برده شود  -

 

  اضافي عمليات اصلاحي 

 خطاي مـشاهده شـده بعلـت        "ات اصلاحي فوري مشكل را حل نكرد ، احتمالا        وقتي عملي 

بايـد  در اين حالـت     .  ايجاد شده است  اشكال كلي در سيستم و نه يك خطاي تصادفي          يك   بروز

  :مانند.دنبررسي شوموارد بيشتري 

  قطر هاله هاي عدم رشد اندازه گيري و ثبت  صحيح  -

دور از رطوبـت و  ( يسكها و مواد مورد استفاده  درعايت تاريخ انقضا و شرايط نگهداري     -

 )در دماي مناسب

در محـل تاريـك و   ( رعايت تاريخ انقضا و شرايط نگهداري تور بيديتي نيم مك فارلند        -

 و تكان دادن قبل از مقايسه با سوسپانسيون ميكروبي) حرارت اتاق 

 دما و اتمسفر انكوباتور  مناسب بودن  -

 سويه هاي كنترل دن نبوآلوده تغييرنيافتن يا   -

 سوسپانسيون تلقيح با استاندارد نيم مك فارلند   مطابقت صحيح -

 مـدت زمـان      بايـد تـازه بـوده و       پليت كشت ( استفاده از پليت كشت تازه براي تلقيح         -

 ).  ساعت ، نباشد24بيشتر از انكوباسيون آن 
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 . توان كنترل كيفي هفتگي را برقرار كرد وقتي مشكل بر طرف شد ، مي

             وابدهي نتايج بيماران زماني كه نتـايج كنتـرل كيفيـت خـارج از محـدودة قابـل قبـول                   ج

 نتايج آنتي بيـوگرام بـا ديـسك مـورد نظـر و بـاكتري                ااگر به نظر مي رسد كه منبع خط       : است

         استخراج شده از بيمار را متأثر خواهد كرد ، نتايج آنتي بيوگرام بـا ديـسك فـوق قابـل گـزارش             

              ي بـاكتري جـدا شـده از همـين بيمـار           ايط نتايج قبلي آنتي بيوگرام بـرا      در اين شر  . نمي باشد   

 ارسـال   ري را جهت تشخيص به يـك آزمايـشگاه        در صورت لزوم باكت   . را مورد بررسي قرار دهيد    

  .نمائيد

 

  نگهداري ديسكهاي آنتي بيوتيكي

 و پايين تر تا زمان مصرف -C 14˚ در فريزر   و پايين تر ، يا     C 8˚ ديسكها بايد در يخچال    -

  . نگهداري شوند

 تمامي ديسكهاي گروه بتالاكتام مانند پني سـيلين ، آمپـي سـيلين ، كربنـي سـيلين ،                    -

بايد در فريزر نگهـداري     ... تيكارسيلين ، اگزاسيلين و نسل اول ، دوم و سوم سفالوسپورين ها و              

 حداكثر به مـدت يـك    ،ا بر اساس كار روزانه آزمايشگاه رهاشوند ، و فقط مي توان مقداري از آن      

  . هفته در يخچال نگهداري نمود 

ــات      - ــنم ، ســفاكلر و تركيب ــساس مثــل ايميپ ــي بيوتيكهــاي ح ــضي آنت                   حــاوي بع

          كلاولانيك اسيد يـا سـولباكتام  اگـر تـا هنگـام مـصرف در فريـزر نگهـداري شـوند ، پايـداري                         

  . واهند داشت بيشتري خ

  .  مواد جاذب رطوبت نگهداري شوند ي ديسكها بايد در ظروف داراي درپوش محكم و حاو-

 از يخچـال     ،  تا دو ساعت قبل از استفاده      كديسكهاي آنتي بيوتيكي بايد ي    ظروف حاوي    -

  . يا فريزر خارج شوند تا به درجه حرارت اتاق برسند 

  

  روش تعيين حجم لوپ

هاي باليني بويژه ادرار به منظور تـشخيص   اي بدست آمده از كشت نمونه  ه  براي شمارش كلني  

بايـست همـواره از       آزمايشگاه مـي  . عفونت لازم است از لوپهاي استاندارد با حجم معين استفاده شود          

ليتـر    هاي موجـود در هـر ميلـي         هاي ادراري استفاده وتعداد كلني        لوپهاي كاليبره جهت كشت نمونه    

  .ا گزارش نمايدر ) (CFU/mlادرار
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سـاده تـرين    . شـود   سنجي و توزين استفاده مي       از روشهايي مانند رنگ    بررسي حجم لوپ  براي  

سنجي از طريـق اسـپكتروفتومتر يـا فتـومتر بـه       روش براي بررسي حجم لوپ استفاده از روش رنگ    

لعمل روش  در ايـن دسـتورا    . باشد  كمك مواد رنگي مانند متيلن بلو ، كريستال ويوله و اوانس بلو مي            

  .سنجي با استفاده از اوانس بلو توضيح داده شده است رنگ

  

  ابزار و مواد مورد نياز تعيين  حجم لوپ با استفاده از ماده رنگي اوانس بلو

دسترس بـوده و   اين ماده به صورت پودر تجاري قابل .(Evans Blue)پودر اوانس بلو  -1

  .شود به آساني در آب حل مي

 آب مقطر -2

 لوله آزمايش -3

 پيپت يا سمپلر -4

 اسپكتروفتومتر يا فتومتر كاليبره -5

 كاغذ ميليمتري -6

  

  روش انجام

1- 20mg         غلظت اين محلـول  .  ميلي ليترآب حل نماييد 10 از پودر رنگي اوانس بلو را در

0.2g/100  باشد مي .  

 1mlي باقيمانده  ها   ودر هر يك از لوله     2ml لوله آزمايش انتخاب كرده ، در لوله اول          6 -2

برداشـته در لولـه   (0.2g/100)  از محلول ذخيره اوليـه   (ml 0.02) لاندا 20. يزيدآب مقطر بر

 از لوله اول برداشته و در لوله دوم بريزيد ، از لوله 1mlسپس . اول ريخته و كاملا مخلوط نماييد    

ليتـر از لولـه شـشم را        در انتها يـك ميلـي       . دوم ، در لوله سوم و اين عمل را تا آخر ادامه دهيد            

 محلول خواهيد داشت كه رقت نهايي بدست آمده در هر 6به اين ترتيب  . شته و دور بريزيد  بردا

 .يك و ميزان ماده رنگي موجود در آن بشرح زير خواهد بود
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 محلول حاصله  را به كمـك اسـپكتروفتومتر در           6 از  هر يك  (OD)ميزان جذب نوري     -3

 . بدست آوريد620nmطول موج 

 1 لولـه آزمـايش برداشـته و در هـر يـك              10جهت تعيين حجم لوپ مـورد بررسـي ،           -4

 .ليتر آب مقطر بريزيد ميلي

 لوپ تحت كنترل را بطور كاملا عمودي وارد محلول ذخيره اوليـه نمـوده ، از محلـول                   -5

 بار تكرار و در فواصل لوپ را روي         10اين كار را    .  آزمايش فرو بريد     هاي   لوله رنگي برداشته و در   

 . از سوزاندن لوپ خودداري نماييد. كاغذ خشك كن قرار دهيد تا كاملا خشك شود

 .  قرائت نمائيد620nmها را در طول موج    بعد از مخلوط كردن ، جذب هريك از لوله -6

يم نماييد كه در آن ، محور افقي نشانگر رقتهاي          متري نموداري ترس    بر روي كاغذ ميلي    -7

 . تهيه شده و محور عمودي نمايانگر جذب نوري هر رقت باشد

تـوان    با قرار دادن ميانگين جذب بدست آمده از لوپ كنترلي، روي محور عمـودي مـي                -8

  .ضريب رقت لوپ كنترلي را از روي محور افقي بدست آورد

هاي بدست آمده از كشت  يتر ادرار ، بايد تعداد كلنيل جهت تعيين تعداد كلني در هر ميلي

بطور مثال اگر ضريب رقت لـوپ مجهـول         . روي پليت را در عكس ضريب رقت لوپ ، ضرب كرد          

 ضـرب و نتيجـه را       100 را در    500 عدد باشد ، بايد      500هاي روي پليت        و تعداد كلني    100/1

  .گزارش نمود cfu/ml 000/50    بصورت

  

    

  

  

 20λاز محلول  

  رقت0.2g/100ذخيره 

0.3125λ  0.625λ  1.25λ  2.5λ  5 λ 10λ مقدار ماده رنگي  
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نيز براي بررسي ميزان حجم برداشتي توسط لوپ باكتريولوژي وجود دارد روشهاي ديگري  

  توان به روش توزيني مندرج در كتاب كه از بين آنها مي
  

Elmer W.koneman, Color Atlas and text book of Diagnostic microbiology, 

5th edition, Wiliams & Wilkins 1996, page 96  
  

ستفاده از ترازوي بسيار حساس تغييرات وزن ديسك كاغذي بعـد           اشاره كرد كه در آن با ا      

  .  گردد از افزودن يك لوپ آب مقطر روي آن، محاسبه مي

  

  اتوكلاو

اگر چه اتوكلاو بهترين وسيله براي استريليزاسيون است، بايد تصديق كنـيم كـه طـولاني                

كس محتـوي   شدن مرحلة گرمايي، سبب كاهش كيفيت مواد مغذي در محيط هاي كشت كمپل         

بنـابراين  . قند، مواد معدني و فلزي مي شود و در نتيجه به محيط هاي كشت زيان وارد مي كند    

در چرخة استريليزاسيون بايد از زمان كوتاهتر و دماي بالاتر استفاده كنـيم تـا عـلاوه بـر آنكـه                     

  . ارگانيسم نيز كشنده تر باشد ميكروآسيب كمتري به محيط كشت وارد مي شود، براي

 

  چرخة استريليزاسيون

 )C121-˚C 20˚(زمان بالا رفتن دما در محفظة اتوكلاو :  1مرحلة  •

 )>C121-˚C 100˚(زمان نفوذ گرما به داخل ظرف محيط كشت   : 2مرحلة  •

  )C121˚(زمان نگهداري در دماي مقرر  : 3مرحلة  •

  )C121-˚C80˚(زمان پايين آمدن دماي محفظه  : 4مرحلة  •

 

  نانواع استريليزاسيو

 استريليزاسيون محيط هاي كشت و محلول ها •

  استريليزاسيون مواد مصرفي آلوده   •

  استريليزاسيون مواد خشك بسته بندي شده   •
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  استريليزاسيون محيط هاي كشت و محلولها

درپيچ .  آنها را پر نكنيد3/2بيشتر از . بهتر است از لوله و ارلن درپيچ دار استفاده شود        •

 .آنها را شل كنيد

      بايــد فاصــلة اشــياء از يكــديگر و از . رار دادن اشــياء بــر روي يكــديگر بپرهيزيــداز قــ •

 .  سانتي متر باشد تا بخار جريان يابد5ديواره هاي اتوكلاو حداقل 

 دقيقـه  15معمـولاً  (زمان و دما را طبق دستور شركت سازنده . درب اتوكلاو را ببنديد   •

  .تنظيم كنيد) C121˚در 

 . بايستي تا حد امكان كوتاه باشداستريليزاسيون ييدن به دمازمان لازم براي رس •

براي مثـال   . چرخة استريليزاسيون بايد متناسب با زمان نفوذ گرما در نظر گرفته شود            •

 دقيقه از زمـان رسـيدن محفظـه بـه           15محتويات يك ظرف يك ليتري محيط كشت بايد طي          

 .، به اين دما برسدC121˚دماي 

  

  مصرفي آلودهاستريليزاسيون مواد 

مواد مصرفي آلوده را جدا نموده و در كيسه هاي قابل اتوكلاو شـدن قـرار دهيـدو بـر                   •

 .نصب كنيدBiohazard روي آنها برچسب 

              يـا  كـرده براي اطمينـان از نفـوذ بخـار بـه همـة قـسمتهاي كيـسه، گـرة آنـرا شـل                        •

           كيـسه 4/3بـيش از  . فه كنيـد آب بـه آن اضـا   )  ليتـر  3/0(قبل از محكم كردن گره، يك پيمانه        

 .را پر نكنيد

براي جلوگيري از مسدود شدن آبگذر اتاقك اتوكلاو توسط آگار مـذاب، كيـسه هـا را                  •

  .داخل سطل قرار دهيد

 دقيقـه در    15-30يـا   C121˚ دقيقه در    30-60زمان لازم براي استريليزاسيون زباله،       •

˚C 134مي باشد.  

امـا محـيط كـشت      .  دور بريزيـد   عادينرا مثل زبالة    وقتي آگار ذوب شده، سفت شد آ       •

 .محتوي سلنيت را بايد بصورت زبالة مخصوص منهدم كنيد
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  استريليزاسيون مواد خشك بسته بندي شده

بسته ها را طوري در اتوكلاو قرار دهيد كه حداكثر چرخش بخار  در بين آنهـا ايجـاد                    •

 .شندشود و با ديواره هاي اتوكلاو نيز تماسي نداشته با

 دقيقـه بـا خـروج       25زمان لازم براي استريليزاسيون مواد خشك بسته بندي شـده ،             •

 .مي باشدC 121˚ دقيقه بدون خروج بخار در دماي 30سريع بخار يا 

  

  نحوة نگهداري

لوازم فرعي  . صفحة كف اتوكلاو را از سوراخ آبگذر اتاقك جدا كرده، تميز كنيد           : روزانه •

 .سطح آب ژنراتور را كنترل كنيد. آب و صابون بشوييدمثل طبقات و سيني ها را با 

 .سوپاپ اطمينان را بررسي كنيد. آبگذر و درزها را تميز كنيد: هفتگي •

  .آب دستگاه را تعويض نماييد: ماهانه •

  .داخل و خارج دستگاه و قسمت بيروني آبگذر را تميز كنيد:  ماه3هر  •

  .د، بازرسي شوشركت پشتيباندستگاه توسط :  ماه6هر  •

  

  

  كنترل كيفيت
  

  تست شيميايي

سه عامل زمان، بخار و دما را كنترل مـي كنـد و از زرد بـه بـنفش                   : TSTنوار كاغذي    -

 . در هر سري كاري از اين نوار استفاده كنيد. تغيير رنگ مي دهد

ــاريخ  Sterility-Record:برچــسب  - ــر ســنجش اســتريليتي، امكــان ثبــت ت  عــلاوه ب

در . يل كننده و نام  محيط كشت بر روي اين برچسب وجـود دارد             استريليزاسيون، نام فرد استر   

 . هر سري كاري از اين برچسب استفاده كنيد

  

  تست بيولوژيك

  بطـور هفتگـي   ATCC 7953استفاده از ويال حاوي اسپور باسيلوس استئاروترموفيلوس 

  .توصيه مي شود
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  ايمني

 .از دستكش مقاوم به حرارت و محافظ چشم استفاده كنيد •

 رسيد كنـار درب     C 60˚د از آنكه فشار اتاقك اتوكلاو به صفر و دماي آن به حدود              بع •

منتظر بمانيد تا ظروف كمي خنك شوند، سـپس آنهـا را حمـل       . اتوكلاو بايستيد و آنرا باز كنيد     

 .كنيد

                 هرگز در هنگام روشن بودن دسـتگاه اقـدام بـه بارگـذاري يـا خـارج نمـودن وسـايل                     •

  .ننماييدو مواد 

                هرگز در هنگام روشن بودن دسـتگاه و اتـصال آن بـه پريـز اقـدام بـه تميـز نمـودن                       •

  .آن نكنيد

 .هرگز پيچ هاي محكم كنندة درب را در هنگام كار دستگاه شل و سفت نكنيد •

  

 

  )اون(فور

  

نـد، امـا   اون براي استريل كردن موادي كه نمي توانند بطور كامل تحت نفوذ بخار قرار گير     

اون  .  را تحمـل كننـد، بـه كـار  مـي رود        C180 - 160˚مي توانند دماي بالاي مورد نياز مثـل         

بويژه براي ظروف شيشه اي مثل لوله آزمايش، پتري ديش، پي پت و نيز براي آلات فلزي مثـل          

   .                                                  پنس، اسكالپل و قيچي به كار مي رود

، نشانگر درجه حـرارت،     )جهت چرخش هواي متراكم در سراسر اتاقك      (اون بايد داراي فن     

 .ترموستات و تايمر، طبقات مشبك، قفل داخلي درب و عايق بندي مناسب جداره ها باشد

  

  استريليزاسيون در اون

ل ميتوان از فوي ـ  ،  الذكر جهت استريل نمودن آنها در اون           براي بسته بندي وسايل فوق     -1

 .آلومينيومي يا كاغذ كرافت و سربطريهاي پنبه اي استفاده نمود

 بايد دقت شود كه كاغذ و پنبه نسوزند چون پنبة نيم سوز مواد ضد بـاكتري فـراّري را            -2

 .متصاعد مي كند
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 و آنهـا را در     بـسته  سانتي متر از انتهاي فوقاني پي پتها را با پنبة غير جـاذب               2 حدود   -3

  . ده، درب آنها را ببنديدظروف فلزي قرار دا

     درپوش لوله هاي آزمايش را با كاغذ آلومينيومي پوشـانده و آنهـا را بطـور عمـودي در جـا         -4

    .مي كند درپوش، لبة لوله را از آلودگي از طريق هوا در طي ذخيره سازي حفظ. لوله اي قرار دهيد

ريل نمـود كـه درپـوش و     در صورتي مي توان بطري هـاي درپـيچ دار را در اون  اسـت            -5 

پروپيلن  يا لاستيك سيليكون ساخته شده باشد تا در دماي            آستري آنها از موادي مثل فلز، پلي      

  .استريليزاسيون از شكل طبيعي خارج نشود

ف شيشه اي يا فلـزي  و را در ظرPetroleum Jelly پودر، روغن، چربي و گريس مثل -6 

 .يا عمق  يك سانتي متر تجاوز نكند، استريل نماييد گرم 10ودر اندازه هاي كوچك كه از وزن 

مـواد را  . ئن شويد  قبل از قرار دادن ظروف شيشه اي در اون، از خشك بودن آنها مطم          -7 

  .به گونه اي در اون قرار دهيد كه هواي داغ در اطراف و مابين آنها در جريان باشد

 كـه اتاقـك بـه دمـاي اسـتريل            زمان نگهداري استريليزاسيون از زماني آغاز مي شود        -8 

 تا همة قسمتهاي اتاقك و مواد داخل بهتر است مدت زيادتري در نظر گرفته شود     انتخابي برسد   

  ). ساعت2  به مدت C180-160˚  (آن به دماي مورد نظر برسند

د، ن به دليل عايق بودن دستگاه، چند ساعت طول مي كشد تا اشياء داخل آن خنك شو-9

 اتاقك، ظروف  و مواد داخـل آن تـا دمـاي     زماني كهدرب اون را تا .  فن باشد  مگر آنكه مجهز به   

اگر هواي سرد ناگهان وارد دستگاه شود ممكن است ظروف    .  باز نكنيد   خنك شوند  C60˚حدود  

 .  شيشه اي ترك بخورند

  

 ري نحوة نگهدا

  .، بازرسي شودشركت پشتيبان ماه توسط 6بطور ماهانه داخل آن تميز وهر 

  

  رل كيفيت كنت

. و مشاهدة تغيير رنگ مناسب از قرمز به سـبز  Browne ويال شيشه اي : تست شيميايي

  .از اين ويال در هرسري كاري استفاده كنيد
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اسـتفاده  از نـوار كاغـذي حـاوي اسـپور  باسـيلوس سـوبتيليس واريتـة                   : تست بيولوژيك 

  . بطور هفتگي توصيه مي شود ATCC 9372نايجر

  

  ايمني

  . دستكش مقاوم به حرارت و محافظ چشماستفاده از

  

  

  انكوباتور

  

انكوباتور محفظه عايق بندي شده ايست كه براي نگهـداري دمـا و رطوبـت كنتـرل شـده                   

بعـضي انكوباتورهـا بـراي نگهـداري ميـزان           . بكار مـي رود   محيط براي رشد ميكروارگانيسم ها      

 )Capnophilic( دوسـت     بـراي ميكروارگانيـسم هـايي كـه دي اكـسيد كـربن             CO2دلخواه از   

  .هستند ، تجهيز شده اند 

   :CO2 انكوباتورهاي بدون _الف 

  .تنظيم كننده دما را روي دماي مورد نظر قرار دهيد �

وقتي درجه حرارت به دماي مورد نظر رسيد ، دما را در هر روزكاري كـه از انكوبـاتور                    �

  .  ثبت كنيدQCشود، روي برگه  استفاده مي

  . ايمن روي سيني ها يا قفسه ها قرار دهيد نمونه ها را به طور �

مي توانيد با قراردادن يك تشتك پر از آب متناسب با اندازه اتاقك در كف انكوبـاتور ،                 �

  .محيط مرطوب ايجاد نماييد 

  :  دار CO2 انكوباتورهاي _ب 

   .كنيد در هر روز استفاده ثبت QCدر برگه را  CO2سطح دما و  �
  

  :نكته 

 ، تا زمان شارژ مجدد آن مي توان از جار محتوي شـمع   CO2سول گازدر صورت اتمام كپ

  كرد استفاده CO2جهت انكوباسيون نمونه هاي نيازمند 
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  نحوه نگهداري 

 .همه انكوباتورها بايد به طورماهانه با محلول صابون ملايم تميز شوند  �

 ـ         CO2به منظور رعايت موارد ايمني ، كپسولهاي         � ا زنجيـر     بايد بـه صـورت ايـستاده ب

زمانيكه از سيلندرها استفاده نمي شود ، سوپاپها و درپوشها بايد ،            . شوندسنگين به ديوار محكم     

سيلندرهاي خالي را روي حمل كننده سيلندر گازبه طور محكـم بـا     . به طور محكم بسته شوند      

O(هرگز سيلندرهاي گاز را در دماي بـالاتر از          . زنجير نگهداري كنيد    
C52  (O

F125 داري  نگه ـ

 . سيلندرها را در وضعيت افقي قرار ندهيد . نكنيد 

   :CO2 انكوباتورهاي بدون _الف  

          زمانيكه دماي انكوباتور خارج از محدوده قابل قبول براي واحد مورد نظر باشد ، 

 :اقدامات اصلاحي مطابق موارد ذيل انجام شود مي بايستي 

 . را بررسي كنيد ، خاموشكليد هاي روشنمنبع برق ، پريز برق و  •

 . را بررسي كنيد )Set Point(دماي تنظيمي  •

 . اطلاع دهيد شركت پشتيباناگر دستگاه هنوز درست كار نمي كند ، به  •

  :  دار CO2 انكوباتورهاي _ب 

هر روز آن را پاساژ داده و رشدش را . يك كشت از نيسريا گونوره در انكوباتور قرار دهيد 

  .نياز كامل دارد ،  CO2 ارگانيسم به  ميكروناي. بررسي نماييد 
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  شناسي نكات مهم  كنترل كيفيت درآزمايشهاي انگل

  

آوري نمونــه ،  شناســي بايــد مراحــل جمــع بــراي اطمينــان از درســتي آزمايــشهاي انگــل

سازي، نگهداري معرفهـا و ارائـه گـزارش نهـايي تحـت كنتـرل بـوده و آزمـايش بـه روش              آماده

  :باشد  براي دستيابي به موارد ذكر شده رعايت نكات ذيل ضروري مي.  انجام شوداستاندارد

 .آوري نمونه بايد به روش استاندارد انجام شود مراحل جمع �

انجام آزمايش كامل مدفوع و گزارش كامل از نظر رنگ، قوام، خون، موكوس، غـذاي                �

  .باشد ضروري مي... وWBC ،RBCهضم نشده ، 

محلولهـا بايـد    . در موقع استفاده يا بصورت هفتگي بررسي گردد       كيفيت معرفها بايد     �

 .عاري از هر گونه آلودگي باكتريايي يا قارچي باشند

  .بوده و در صورت كمرنگ شدن بايد دور ريخته شود محلول يد به رنگ چاي پررنگ  �

بايست نمونه مدفوع حاوي گلبول سفيد و عاري از انگل           براي كنترل كيفيت محلول يد مي     

اگر گلبولهاي سـفيد توانـايي جـذب رنـگ يـد را             . آميزي نمود   ا با محلول يد مورد آزمون، رنگ      ر

در رنگ آميزي بـا محلـول       .  ها نيز قادر به جذب محلول يد خواهند بود          ياخته  داشته باشند، تك  

اي و كروماتين     اي به رنگ قهوه     ياخته بايد به رنگ زرد طلايي و مواد نشاسته          يد، سيتوپلاسم تك  

  .اي روشن تا تيره مشاهده شود سته به رنگ قهوهه

و روش سولفات   ) اتر  (  اتيل استات    -جهت كنترل كيفيت آزمايش تغليظ با فرمالين       �

 :روي بايد به نكات زير توجه داشت 

...) قـسمتهاي حـاوي موكـوس ، خـون ،           ( برداشت نمونه از قسمتهاي مناسب مدفوع        .1

  .انجام پذيرد

  .ستاندارد تهيه شوندروش ا مواد و محلولها به .2

  .سرعت و زمان سانتريفوژ رعايت شود .3

  .گسترش با غلظت مناسب تهيه شود .4

  .لوله محتوي رسوب تا پايان مراحل انجام آزمايش و گزارش نهايي نگهداري شود .5
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محلـول سـرم فيزيولـوژي ،       . معرفهاي مورد استفاده بايد در زمان آزمايش، بررسي گردنـد         

 . شفاف و بدون آلودگي مرئي باشندسولفات روي و فرمالين بايد

هاي مثبت شناخته شده تغلـيظ و كيفيـت           براي كنترل كيفيت آزمايش تغليظ، بايد نمونه      

خـصوصا پـس از     ( بايست حـداقل هـر سـه مـاه            اين اقدام مي  . گردد  مطلوب ارگانيسمها بررسي    

  .انجام پذيرد) كنترل سرعت سانتريفوژ

هـاي   وزن مخصوص در نمونـه . اهانه بررسي شودوزن مخصوص سولفات روي ، بايد بطور م     

در غير اينصورت بـا اضـافه       . باشد    مي  20/1هاي نگهداري شده در فرمالين        و در نمونه  18/1تازه  

هـاي    در صورت خريد سولفات روي، بايد نمونه      . شود  آب مقطر تنظيم مي   كردن سولفات روي يا     

  .يفيت مطلوب انگلها بررسي گرددشناخته شده حاوي انگل ، مورد آزمايش قرار گرفته و ك

بررسـي  * 10در مرحله گزارش نهايي بايد تمامي سطح لامل با عدسي با بزرگنمـايي               �

 لام با بزرگنمايي  3/1، حداقل   * 10در صورت عدم مشاهده مورد مشكوك در بزرگنمايي         . گردد

 . بررسي گردد *40

براي بررسي، از نور زياد اسـتفاده  شوند، نبايد  ها باعث انعكاس نور مي  ياخته  از آنجائيكه تك  

  .شود

نظر به اهميت كيفيت عملكرد سانتريفوژ و ميكروسـكوپ در آزمايـشهاي            :توجه  

  .شناسي بايد به نگهداري و كنترل كيفيت اين تجهيزات توجه ويژه داشت انگل
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��=:@����&�����.�'�A)	���B����
�10 : 4 = 2.5   

       ��
/,�%�&��
���#������#��$��5�
4,��#�����=�*C�()�&Fraser���(�:,���"��'�#�����D�

���
�ALT����$���6.1�����!��'��

���"#��$��%�&�
�����/01���� �#��9�������+���4��=:!�()�&CLIA���(�:,���"��'

���9����B��(�)*$����
������ALT�/01�#�� 50U/L����$��20%�&���'��)��#�����D����

�
��
�10U/L�E��=:!�()�&�F����!��'��

  50 × 20% = 10                                                        

��7&�4����
�CV%���+��G�&��
���)�
	������)!'                 

    
mean

SD
CV

100
%

×
=��

�%�&��D��
�CV%��
�������ALT ���"#��$��%�&��
��CLIA���$���H�I�HJK�LJJ ×HMN�

��
/,�%�&��
���Fraser����$��LNI��HJKLJJ×LMO�)���"�)��'��

���6�)�����,�����,�)?������)?����+�P:���.�����&���������Q��>���D
�R;)��(�R�-��

���,���S�,���#��������9�'��
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���������	
���������������Qualitative� �

��

�����������������	
������������������	����	����������	������������� !���"#�$�%��&'��(��

�'#)"�*+#��,�-�.�/"�*��������$�&�0��� ��1'��23��.&#�4��

�5 ��	����	��������� !������������������&��/��6!� ����7�	8	� �����*9��+��	����	����	��*�����������"�&

�:;9��<#)9����������������6��$�:=>��.&#��&'��(���?2@7��"���	A�B-���:=>��'&�#����&�'�<���:3�@��

��?"����"	8�&�	C������'&#������VDRL���

D5 �������������� !���������������E��	�$������&��)��F�������	����?�����.��7����G�3�	��

�����&�/��H�I����������	/�����2����?"����"�&�%����������:�=>�� ��JK�:3��0/)��L��� !�M#"�*��*+#���

�?$���*2$�'� �"�������������� !�*��6�$% 

��������2"!�N�	2$��O���*;P@��*��*+#�����0?Q)7�������������������� !�&'�R
���2�������?��������"S

������������������T���������������� !�U�V"���6�$�:=>�� ��JK��W9���X�S#��	3����$���%����Y��>��6�#�?9�

��2"!�N�	2$���������#�	=�����J@"&<#��Z@@"�	A����Z3�	���2"S�����������7�8����/2�#��	2"!��?3	�����	;

������T��� #;3�	��F������	���&�������������� !�U�V"��' �3%��

[5 �������������� !��������&�/������������	����	��������� !��������	����*+#�������"�&

���6'#������2I��*�positive predictive value ���1 �+��X$TK�*���<������O)���������?7'�

���)"�-������&��9\C�%���1�	�8�0���������>�FTA – ABS�����������	���VDRL���RIBA����	���

�:��]7�F���C�^�&��Neutralization:��]7���	��B�?2@7�%��

:$�'�*+#��	� �'&�#��*������������������ !�:��� ��6�?)
����	�%��

• ������������'#$�1'��23����?����:=>������	2?�� ���&����	3�	7�&'�%��������	���1�Z�_�:�3��	�2��

����*"#)"���:��,I�'�����	2?�����������	��'���?����:=>����7�`�������"�@�"��*�"#)"������&��V��Y	2?�a��T�"

�"#$�L��� !�%��

• �������������������&�.�+&��?����1�	�)7�,)9��&#2�3'�����b��\��:�� ��1'��23�����&����"�E��	$

''	8�:��_&�*=9+% 

• ������2"!�Y�����L?����&'�*���;��#_����2"!�6S�������'�:���I'��'����������?"������"&PH���E�c�

�d3�?��:�	������'���d3�?�	A��(shaking)*"#)"�����A	9��:=@"�����"#$�:��_&���7% 
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• � �	��Y�)2���Hook effect���Prozone'#$�*2A	8�	f"�&'�% 

• ��?"���:��.��2���*�Detection limit'#$�*+#��% 

• �2����A	9���"#$�*���1 ���.&#���6�/)��% 

• #;8!#���	f"� ����A	9��"#$��3&	��g"&�	h����6#3�?�% 

• *"#)"�''	8�U�V"��d3�?��#c?��L��� !�M#"�G�3��	��*"#)"��&����"����	8% 

• ����L��� !�'&#��&'IF���	��"��'�	�f"�G�3��	������"�*V2"���1'��23��d3�?��*8�i"#�� ��
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