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(ELISA)

درکیفیتکنترلبرایاصلدرالیزاتست .استغربالگریبیوشیمیدرعمومیروشی(ELISA)الایزاتست•
.شدتهگرفبکارانسانبیماری هایبرخیدرآزمایشگاهیتشخیصروشعنوانبهسپسوآمدبوجودگیاه پزشکی

٬ستان هابیماردراستفادهبرایجهانیاستانداردیواستخوندرویروسکشفبرایاستانداردآزمایشیکالایزا•

.می باشدایدزتشخیصدربویژهخونانتقالسازمان هایوخونبانک

   ندمان)ویروسیکبهآلودهشخصبدندرکهآنتی بادیمیزانبلکهنمی شودجستجوویروسخودالایزادر•
(HIV) شودمیگرفتهاندازه٬شدهولیدت.

تریفوژسانبالادوردروشدهگرفتهخونینمونهیکآندرواستدقیقنسبتاًوارزانآزمایشیکالایزاتست•
اضافهخونسرمبه(ردیابیموردویروسبهبسته)معرفمادهیک٬ذراتازخونسرمجداسازیازپس.می شود
ازیریجلوگبرایغالباً.سازدمیمشخصراموردنظرویروسضدپادتن هایوجودومی کندرنگیرامحلولکهمی شود

.می شوداستفادهتأییدبرایبلاتوسترنتستازالیزاشدنمثبتازپس٬الیزادرکاذبمثبتنتایج
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. ود در این روش بجای رادیو ایزوتوپ برای نشاندار کردن از یک آنزیم استفاده می ش•
چنانچه آنتی ژن نشاندار شود

•EIA (Enzyme Immunoassay ) 

 IEMA ( Immunoenzymometric Assay) و اگر آنتی بادی نشاندار شود•

.نامیده می شود•

•ELISA شودنامی است عمومی برای اینگونه روشها ، که به صورت رایج استفاده می

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assayاختصاری از کلمات ، ELISAواژه الایزا •

است
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•ELISA سریعتستیکRapid ) )یآنتیابادیآنتیگیریاندازهوشناساییبرای
ازدجامفاز،الایزاتکنیکدر.دیگراستموادیاوهاوباکتریهاویروسبرابردرژن
جامدازعملکردف.استشدهتشکیلدیگرموادیااسترنپلیجنسخانه9۶پلیتیک

میفاقاتجامدفازبهاتصالباکهاستنمونهدربادیآنتییاژنآنتیکردنثابت
افتد



:طبقه بندی الایزا 

:تکنیک الایزا به چند روش تقسیم می شود •
• Direct Elisa 1-الایزای مستقیم

• Indirect Elisa 2-الایزای غیر مستقیم
• Sandwich Elisa 3-الایزای ساندویچی

• Competitive Elisa 4-الایزای رقابتی
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الایزای مستقیم

بهودشدادهتشخیصبایدکهاینمونهدرموجودبادیآنتییاژنآنتیروشایندر•
مکملژنآنتییابادیآنتیسپسوشودمیکوتجامدفازسطحبرمستقیمطور
آنتیایژنآنتیوجودصورتدر.شودمیاضافهسیستمبهاستشدهنشاندارکهآن

مشابهروشاین.شودمیایجادمناسبسیگنالنمونه،درنظرموردبادی
وداردنتشخیصیهایکیتدرچندانیکاربردامااستمستقیمایمونوفلورسانس

.شودمیاستفادهتحقیقاتیکارهایدربیشتر
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الایزای غیرمستقیم

ر نمونه های سرم این روش برای تعیین آنتی بادی اختصاصی و یا تیتراسیون آنتی بادی د•
ق شده به اساس آزمایش بدین نحو است که معمولا سرم رقی. مورد استفاده قرار می گیرد

ی ژن آنت. اضافه می شود( میکرو ویال یا چاهک)آنتی ژن های کوت شده در فاز جامد 
مونه ردیابی کوت شده آنتی ژن اختصاصی مربوط به آنتی بادی است که قرار است در ن

.شود
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وبولینگلهیومنآنتیشستشومرحلهیکوانکوباسیونزمانطیونمونهافزودنازپس•
بادیآنتیازکلاسیچهاینکهحسببر.شودمیاضافهچاهکبهآنزیمباشدهنشاندار

برایمثلااستمتفاوتنیزاستفادهموردایمنوگلوبولینآنتینوعدارداهمیتردیابیبرای
آنتیاز IgAکلاسردیابیبرایو IgGهیومنآنتیاز IgGکلاسبادیآنتیردیابی
.شودمیاستفاده IgAهیومن
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ویروسروبلا،ا،توکسوپلاسمعلیهبربادیآنتیتعیینروشاینمورددرمثالهابهترین•
البته.باشدمیسرمدر IgGو IgAو IgMکلاسهایازهلیکوباکترپیلوریوسیتومگال

درشودمیاستفاده captureروشازعموماعواملاینعلیهبر IgMتعیینبرایامروزه
کدچاهکهایرویبه IgMکلاسازنمونهدرموجودهایبادیآنتی captureروش
اختصاصیژنآنتیازتشخیص،برایسپسوشدهجذب IgMهیومنآنتیباشده

مزدوجصورتبهآنضدنشانداربادیآنتییاواستشدهنشاندارآنزیمکهمربوطه
.شودمیاستفاده
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ساندویچیالایزای
:شودمیتقسیمدسته2بهخودالایزاساندویچروش
Ab sandwichیا Ag captureروش

Ag capture :اینگیردمیقراراختصاصیبادیآنتی2بیندرژنآنتییکروشایندر
داختناندامبهبرایبادیآنتییکازروشدراینشودمیمحسوبالایزاروششایعترینروش
شدهنشاندارآنزیمباکهدومبادیآنتیوشودمیاستفادهالایزاچاهکهایرویبرژنآنتی
اقلحدبایدژنآنتیروشایندرکهاستذکرقابل.کندمیعملشناساگرعنوانبهاست
یناحیه2دارای
اندازهروشاینبارزمثالهایباشدبادیآنتی2هراتصالبهقادرتاباشدمتفاوتژنیکآنتی

است...و PSA ، FSH ، LH ، TSH، HCGگیری
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Antibody capture

Ag sandwich or direct Ab capture :
کوتژنیآنتیکازکهصورتبدین.گیردمیقراراستفادهموردبادیآنتیسنجشتعیینبرایروشاین

ازادیبآنتیهمانوشودمیاستفادهآناختصاصیبادیآنتیانداختندامبهبرایجامدفازرویبرشده
بادیآنتینتیجهدرباشدمینشاندارصورتبهاماژنآنتیهمانپذیرای( Fab)دیگرخودبازویطریق

ولینایمونوگلوبکلاسهرازتوتالبادیآنتیروشایندر.گرددمیساندویچژنآنتی2بیندراختصاصی
بارزمثالتاسنمونهدربادیآنتیتشخیصبرایروشهاترینحساسوتریناختصاصیازیکیواستمیسر

باشدمی HBs Abوپالیدومویواکس،ترپونماپلاسمودیومعلیهبربادیآنتیگیریاندازهکیتروشاین
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الایزای رقابتی یا مهاری
که)یبادآنتیدویاژنآنتیدورقابتبرسنجشاساسرقابتیروشهایدر

تواراسمحدودمقداربالیگاندبهاتصالبرای(استنشانداردوآنازیکی
وندشاضافهسیستمبههمباغیرنشاندارونشاندارآنالیتدوهراگر.است
یکزاپسوشدهاضافهآنالیتابتداچنانچهولی.نامندمیرقابتیراروش
مینگبلوکییامهاریراروش.گردداضافهنشاندارآنالیتانکوباسیوندوره
نمودناضافهازقبلومرحله2بیندراستممکنمهاریروشدر.نامند

.نشودانجامیاشودانجامشستشوبعدیآنالیت
روشهایانواع.باشدمی T4و T3سنجشمهارتیورقابتیروشهایبارزمثال

:ازعبارتندرقابتی
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:ژنآنتیبرایمهارییارقابتیروش
مونهندرموجودژنآنتیونشاندارژنآنتیبینرقابتبرروشایناساس
.استراستواچاهکدرشدهکوتاختصاصیبادیآنتییکبهاتصالبرای

ملکولوباشدمحدودبایدشدهکوتبادیآنتیمقدارروشایندر
کلاسیک EIAو RIAاساساست،نشاندارژنآنتیهماندهندهسیگنال

.استاستوارروشهمینبه
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:بادیآنتیبرایرقابتیروش
وشاندارغیرنصورتبهنمونهدریکیبادیآنتیدوبینرقابتروشدراین
شدهکوتژنآنتییکبهاتصالبرایآنزیمباشدهنشاندارصورتبهیکی

ونهنمبادیآنتیمقدارچههرکهاستبدیهیپذیرد،میصورتچاهکدر
سیگنالوشدهمتصلچاهکهابهکمترینشانداربادیآنتیباشدبیشتر

.اشدبمیمعکوسنیزاستانداردمنحنینتیجهدروبودخواهدکمترنیز
.است HBcضدبادیآنتیگیریاندازهروشاینمثالترینشاخص
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:الایزااجزاء
اینشواکنکهگیرندمیقراریکدیگرکناردرعناصریالایزامتددر

یومولکولبگیریواندازهتشخیصبهمنجرنهایتدریکدیگرباعناصر
.پرداختخواهیمعناصراینمعرفیبهادامهدرگرددمینظرمورد
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:ميکروپليت های الایزا 

می باشند که می تواند در جنس ، رنگ و (  microwell) میکروول ۶۶میکروپلیت های الایزا عمدتا شامل 

پلی استیرن ، فیزیک و شیمیایی تنوع زیادی داشته باشند برای مثال جنس این میکروپلیت ها می تواندخواص 

.اشدرنگ پلیتها نیز بسته به متد الایزا میتواند شفاف ، سیاه و یا سفید ب. پلی پروپیلن باشند

ندی در این مبحث از خواص فیزیکوشیمیایی این میکروپلیتها می توان به ظرفیت اتصال آنها اشاره کرد تقسیم ب

یت های با ظرفیت عمدتا به سه دسته پلیتهای با ظرفیت اتصال پایین ، پلیتهای با ظرفیت اتصال متوسط ، و پل

کل ظاهری این اتصال بالا تقسیم بندی می گردند از دیگر خواص فیزیکوشیمیایی میکروپلیت ها می توان به ش

شکل  vو (  round buttom) ته گرد (  flat buttom) میکروول ها اشاره کرد که می توانند ته صاف

میکروپلیتها در متد الایزا درواقع نقش. معروف هستند(  uncoated) خام چنین پلیتهایی به پلیتهای . باشند

.یک فاز یا محیط جداکننده را بازی می کنند
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وتکهایمیکرویالاینداخلیسطحدرراخاصیبیومولکهایرفتهبکارمتدبهبستهالایزامتددر

(coating)بهمتصلهاپتنهای،هابادیآنتی،ژنهاآنتیتوانندشاملمیبیومولکولهااینکنندمی

دوبههایالمیکرویداخلیسطوحبههابیومولکولاینکوتینگ.باشندهاپروتئینورسپتورهاپروتئین،

اتصالاتککمبهکوتینگوغیرکووالانسیاتصالاتکمکبهکوتینگشاملکهشودمیانجامعمدهصورت

کوتیومولکولبمصرفبودنپایینبهتوانمیکووالانسیاتصالاتکمکبهکوتینگمزیتهایاز.کووالانسی

محکم،هاولبیومولکدرستفضایییابیجهت،شوندهکوتبیومولکولفضاییتغییرساختارعدم،شونده

.کرداشارهشدهکوتهایمیکروپلیتبالایبسیارپایداریبالطبعوپلیتبهاتصالاتبودن

سهیلا عباسی 23



:استانداردها 
شکنبرهمرفتارکهشودمیناشیآنجاازاینوشودمیاستفادهاستانداردچندینازمعمولاالایزادر

دقیقاامایشیمیایهایواکنشدیگرهماننداستغلظتبهوابستهچهاگرژنآنتیبادیآنتیشیمیایی

بهستانداردادوداشتنبابتوانکهکندنمیتبعیتخطیمعادلهیکازسادهشیمیاییواکنشیکهمانند

.کندمیمطابقتبالاترو2درجهمعادلهیکدرالایزااجزاکنشبرهمرفتارواقعدریافتدستآنمعادله

الایزادر.داشتخواهیماستانداردمنحنیازتریدرستشکلباشدبیشترنقاطتعدادهرچهحالتیدرچنین

.دادقرارسنجشموردرابالاونرمال،پایینمقادیربتوانتاگرددمیاستفادهاستاندارد۶عمدتااز
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:کونژوگه
یاوآنزیمهببادیآنتیکونژوگهوآنزیمبههاپتنکونژوگهعمدهاشکالبهتواندمیالایزامتددرهاکونژوگه
 Horse Radish (HRP)داردزیادیکاربردالایزامتددرکهآنزیمی.باشدآنزیمبهآویدینکونژوگه

Peroxidase ونژوگهکدرکهآنجااز.شودمیاستفادههمفسفاتازآلکالینماننددیگریآنزیمهایازامااست
چهویساختارازنظرچهگردندمیمحسوبناپایداریبیومولکولهایهاوآنزیماستشدهاستفادهآنزیمازها

.هستندحساسهاکنندهمهاروآلودگی،دمامانندعواملیبرابردرآنزیماتیکفعالیتازنظر
کنندهدارپایمحلولهایدرمعمولاراهاکونژوگه.باشدمیمهمیمقولههاکونژوگهداشتننگهپایداربنابراین

محلولهایایننوعبههاکنژوگهپایداریمیزانکنندمیتهیههستندنیزدارندهنگهمواددارایکه
کنژوگهکهیمحلولدارینگهدمایالبتهداردبستگیکنژوگهغلظتبهومحلولهااینغلظتبه،پایدارکننده

بیشترهکنندپایدارمحلولدرکنژوگهغلظتهرچهکهآنجاییاز.کردفراموشنبایدرااستشدهتهیهآندر
.استبیشترنیزآنپایداریباشد
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:کروموژنوسوبسترا
باسپسگذاردمیتاثیراختصاصیبصورتآنبررویآنزیمکهاستشیمیاییمادهسوبسترا

بادیآنتی(نظرموردآنالیتسنجش،واکنشاینازشدهایجادثانویهترکیباتیارنگردیابی
.گرددمیمیسر)ژنآنتییا

سترایسوبمثالبطوراستمتفاوتمختلفهایآنزیممورددرپروسهاینکهاستذکربهلازم
مورددرهصورتیکدر،کندمیعملنیز)رنگزاماده(کروموژنعنوانبهفسفاتازآلکالنآنزیم
عملرنگزامعرفبعنوان،اکسیژنهآبسوبسترا، HPR Horse Radish Peroxidaseآنزیم
استفادهرنگزامعرفبعنوان OPDو TMB ، ABTSماننددیگریترکیبازبایدوکندنمی
.کرد

رنگیرتغیدچارسوبستراازشدهتجزیهموادتاثیرتحتکهایستمادهرنگزامادهیاکروموژن
.گرددمی
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:محلول شستشو 
به انضمام درصد مشخصی از  Trisیا  PBSمحلولی است متشکل از بافر 

مراحل الایزا ،که باعث جهت شستشو بین  Tweenیک دترجنت مانند 
.جداسازی پیوندهای غیر اختصاصی متصل شده به چاهک می شود 
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:محلول متوقف کننده 
ود محلول بسته به اینکه جهت بررسی میزان فعالیت آنزیم از چه متدی استفاده ش

متوقف کننده ممکن است مورد نیاز باشد
ست به محلول به عبارتی دیگر اگر شیوه بررسی فعالیت آنزیم کینتیک ا. یا نباشد

محلولهای . است باید استفاده گردد end pointمتوقف کننده نیازی نیست و اگر 
و محلول HRPبرای توقف فعالیت آنزیم H2SO4و  HClاسیدی مانند 

NaOH  برای توقف فعالیت آنزیمALP مورد استفاده قرار می گیرد
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الایزا ریدر 
ک نیز معروف است الایزا ریدر یا خوانشگر الایزا که به اسامی میکروپلیت ریدر و یا خوانشگر میکروپلیت فتومتری
وسیله به منظور این. ، یک اسپکتروفتومتر تخصصی بوده که به منظور قرائت نتایج تست الایزا طراحی شده است

.تعیین حضور آنتی بادی ها یا آنتی ژن های اختصاصی در نمونه ها به کار می رود
م یا ثانویه به این تکنیک بر اساس تشخیص یک آنتی ژن یا آنتی بادی هاروی یک سطح جامد به صورت مستقی

ر خوانده شوندکمک آنتی بادی های نشاندار و ایجاد محصولاتی استوار است که می توانند توسط اسپکتروفتومت
نانومتر می ۶30،4۶2،4۵0،40۵فیلتر 4این دستگاه قادر به خواندن مونو کروماتیک یا بیکروماتیک پلیتها با 

مزیت خوانش در سیستم های دو موج آن است که از مزیت تصحیح جذب نوری برخوردارند و در آنها. باشد
می نقصهای ناشی از سیستم نوری، تغییرات چاهک به چاهک و حجم نهایی چاهکها بطور اتوماتیک بر طرف

.می گویند  Differential Filters ))به این فیلترها فیلتر افتراقی. گردد
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(هاچاهکدهندهشستشو)واشرپليتميکرو
ودفعمنظوربهتستازمرحلههردرکهاستشستشو ، ELISAتستمهممراحلدیگراز

صورتودبهشستشو.گیردمیانجامواکنشمحیطازاختصاصیغیرهایمولکولکاملتخلیه
ترتیبدینباستدستیشستشویشستشو،روشترینابتدایی.شودمیانجامخودکارودستی

.نندکمیخالیسینکدرراآنسپسوریختههاچاهکرویبرپیپتباراشستشومایعکه
بهنجرمآید،میوجودبهبافرسریعتخلیهعلتبهکهدستیروشدرشستشوبالایفشار

فشارهمچنینشود،میکاذبکاهشوهاچاهککفازاختصاصیاتصالاتحذفوجداشدن
واصیاختصغیراتصالاتکاملدفععدمباعثبافر،آهستهتخلیهازناشیشوشستپائین

.شودمینوریجذبکاذبافزایش
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ورتصدرشود،پرشستشومحلولازهاچاهکفوقانیلبهنزدیکتادستیروشدراستبهتر
همچنین.کندمیپیداافزایشچاهکبهچاهکآلودگیها،احتمالچاهکلببهلبشدنپر

چاهککفباتماسوهادرچاهکهواحبابایجادشستشو،محلولشدنسرریزازباید
.کردجلوگیری

حتیکهشوددقتوشدهانجامکاملطوربهتخلیهومکشبایدنیزهاچاهکتخلیههنگامدر
بسیار)دستیشستشوی(شستشوروشایناما.نماندباقیهاچاهککفدربافرمایعازایذره

واشرخودکارهایدستگاهروایناز.دارد پیدرراکاربرومحیطآلودگیخطروبودهگیروقت
ELISA وترسریعبالاتر، ایمنیودقتبرعلاوهکهاستآمدهوجودبههاپلیتشستشویبرای

.دهندمیانجامراشستشوعملترراحت
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هاکنندهتقسيموسمپلرها
میکاناله12و8،تکصورتبهمعمولاایمنیسنجشدررفتهبکارسمپلرهای

رد.گرددمیاستفادهمصرفیکبارهاینوکازآنهاازاستفادهبرایوباشند
نیزونکالیبراسیبرایوبودهپیستونیکدارایکانالهرکانالهچندسمپلرهای

نیزمصرفیکبارنوکهای.شوندکالیبروبررسیجداصورتبهکانالهاازهریکباید
توجهئلهمساینبهانتخابموقعبایدوبودهمتفاوتیکدیگربااندازهوکیفیتدر

.شود
ازاستفادهکهباشندمیکاناله۶۶وتکصورتبهنیزاتوماتیکهایکنندهتقسیم

.نیستشایعزیادآنها
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ELISAنحوه کاربرد صحيح نوک سمپلر و سمپلردر 
بودن نوک در صورت الزام به استفاده از نوک سمپلر مصرف شده نوک سمپلر بایستی اتوکلاو شده و باز-1

تک تک نوک سمپلر ها چک شده باشد
-محکم نشدن نوک روی بدنه سمپلر منجر به ریزش نمونه یا معرف و بروز خطا می گردد -2

مپلر بد جا انداختن اورینگ سمپلر در هنگام نظافت و سرویس سمپلر منجر به ریزش مایع از نوک س-3
.  وبروز خطا می گردد

تضعیف یا تماس دست با نوک سمپلر و الودگی باکتریال ان می تواند منجر به الودگی محلول کنژوکه و-4
قادر به جذب غیر اختصاصی  FCاستاف و استرپتوکوک بواسطه رسپتور . خنثی شدن معرف کنژوکه گردد

.بوده و منجر به جذب انتی بادی کنژکه و تضعیف تیتر کنژوکه می گردددر محیط  Gایمونوگلوبین 
صوصا زمانی که خ) خصوصا البومین ( چسبندگی ترکیبات پروتئینی سرم و پلاسما به سطح نوک سمپلر -۵

ی راه حل اساس( نوک را داخل لوله غوطه ور می نماییم منجر به تخلیه سرم اضافی و بروز خطا می گردد 
از برداشت نمونه از سطح خارجی سرم و عدم غوطه ورکردن نوک در سرم یا پاک کردن متناوب نوک ها با گ

.یا دستمال بدون پرز می باشد
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اسیدایمعرفیاسرمبهالودگیلحاظبهسمپلرمخروطهفتگییاروزانهکنترل-۶
.شودانجامباید

.استلازمسرمپایینهایحجمدرنمونهمعکوسبرداشتتکنیکبهاشنائی-7
شودانجاممرتبطوربهبایدسمپلرهاوزنیکیفیکنترل-8
ترپائینمترمیلی۵تا2)ببریدپائیننمونهدرصحیححدتاالامکانحتیرانوک-9
(لولهدرنمونهسطحتقعراز

چاهکلداخبهبالاازنبایستیویابدتماسچاهکتهبانبایستیسمپلرنوک-10
.شودچکانده
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انکوباتور
ها در پلیت در انکوباتور قرار داده می شود که دارای دمای کنترل شده بوده و واکنش

(روش های الایزا لازم نیستبرای همه . )آن محل انجام می شوند 
:نکاتی مهم در مورد دما 

تا 20) تقریباً نیم ساعت قبل از شروع تست تمامی اجزای کیت را به دمای اتاق -
.برسانید ( درجه سانتی گراد 2۵

اعث دمای پائین تر از حد لازم می تواند ب. دمای انکوباتور را بطور مرتب چک کنید
.کاهش ابزوربنس شده و دمای بالاتر از آن باعث افزایش ابزوربنس میشود 

درجه سانتی گراد می باشد2۵تا 20دمای مناسب برای انکوباسیون در دمای اتاق 
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الایزاشيکر
کهچرااست، ELISAتکنیکهایبخشترینمهماز( shaking)هامیکروپلیتدادنتکان
روتاتورزااستفاده.دارداسیدیمحلولافزودنازپسآنزیمیمحیطرنگتغییردرزیادیتاثیر

باعثاهمیکروپلیتآهستهدادنتکاننتیجهدروکمدورتعدادوزیادچرخشقطربامعمولی
وبروززمانطیدرواکنشجزئیپیشرفتوادامهنتیجهدروهامعرفنشدنمخلوطخوب
.شودمیخطا

میهمباپلیتمیکروهایچاهکشدنآلودهباعثنیزهاپلیتاینشدیدتکانهمچنین
.شود

میفتهگرکاربههامیکروپلیتمحتویاتکردنمخلوطبرایکهاستدستگاهی ELISAشیکر
دروهامعرفمناسباختلاطباعثکمچرخشقطرباسریعحرکتبا ELISAشیکر.شود

زمانرلکنتسیستمبهمجهزامروزیشیکرهای.شودمیزمانطیدرواکنشپیشرفتنتیجه
.استدیجیتالصورتبهدورکنترلو
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مراحل بيوشيميایی تکنيک الایزا
.می شوند(  Coat) چاهک های موجود در پلیت با آنتی بادی ها و آنتی ژن ها پوشیده-1
درجه 37نمونه ها، کنترل ها و استانداردها به چاهک ها اضافه شده و در دمای اتاق یا -2

طول در. سانتیگراد برای یک مدت زمانی معین، طبق دستورالعمل تست انکوبه می شوند
ونه، آنتی انکوباسیون، بسته به حضور یا عدم حضور و مقدارآنتی ژن یا آنتی بادی موجود در نم

 Coatژن  ژن نمونه به آنتی بادی کوت شده به پلیت، یا آنتی بادی موجود در نمونه به آنتی

.شده در پلیت باند می شود
فاده از پس از انکوباسیون، آنتی ژن ها یا آنتی بادی های آزاد، شستشو داده شده و با است-3

.میکرو پلیت واشر و یک بافر شستشوی مناسب، برداشته می شوند
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می است که در مرحله بعد، یک آنتی بادی ثانویه، به نام کونژوگه، اضافه شده که حاوی آنزی-4
.به منظور ایجاد یک تغییر رنگی، با یک سوبسترا واکنش خواهد داد

ه با سپس یک دوره زمانی ثانویه از انکوباسیون شروع می شود که در طی آن، کونژوگ-5
.کمپلکس آنتی ژن آنتی بادی در چاهک ها پیوند برقرار خواهد کرد

ونژوگه پس از انکوباسیون، یک دوره شستشوی جدید انجام می شود که سبب برداشت ک-6
.متصل نشده از چاهک ها خواهد شد
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داد و سبب آنزیم با سوبسترا واکنش خواهد. در مرحله بعد، سوبسترا اضافه می شود-7•
س آنتی این واکنش نشان خواهد داد که چه مقدار کمپلک. تغییر رنگ محلول خواهد شد

. ژن آنتی بادی در پایان تست وجود خواهد داشت
آنزیم وقتی که زمان انکوباسیون کامل می شود، یک معرف برای توقف واکنش-8•

ه، جلوگیری می سوبسترا به آن اضافه شده که از تغییرات بیشتر در شدت رنگ ایجاد شد
.این معرف عموما یک اسید رقیق است. کند

عیین مقادیر نتایج حاصله برای ت. در پایان، پلیت بوسیله الایزا ریدر خوانده می شود-9•
..نداختصاصی یا حضور آنتی ژن ها یا آنتی بادی ها در نمونه به کار برده می شو
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.شوندمیاستفادههاکنترلواستانداردهابرایهاچاهکازبرخی:توجه
کنترلواستانداردها.شوندمیبردهکاربه cut-offنقاطتعریفبرایاستانداردها

مقابلرداطلاعاتارزیابیوتستنتایجگیریاندازهبرایوهستندمعینیمقادیرها
دردهشتوصیففرایند.شوندمیبردهکاربهکنترلهربرایمشخصیهایغلظت

مراحلباهمراهکهدارندوجودالایزاهایتستازبسیاریاگرچهاست؛عمومیبالا
.هستنداختصاصیمتغیرهاییا
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