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 به نام خدا

        مقدمه

اقل بتـا تالاسـمي و بـدنبال آن          عملكرد مناسب و قابل قبول آزمايشگاههاي غربالگري تالاسمي ، نقش مهمي در يافتن زوجهاي ن              

جلوگيري از تولد نوزادان مبتلا به بيماري تالاسمي بتا ماژور داشته كه اين امر از لحاظ مادي و معنوي نه تنها براي خانواده بيمـار        

ايشگاهها جـز  عملكرد صحيح و قابل قبول براي اين آزم. بلكه براي سيستم بهداشتي كشور نيز از بار گرانبهايي برخوردار مي باشد       

با آگاهي كامل كاركنان از اهميت آزمايشها ، كاربرد صحيح  تجهيزات ، روش صحيح انجـام آزمايـشها ، آشـنايي بـا برنامـه هـاي                            

 .تضمين  كيفيت و لزوم مستند سازي، ميسر نمي گردد 

ري تالاسـمي تهيـه گرديـده ، تـا           بنا بر ضرورت امر فوق ، اين دستورالعمل جهت استفاده روزمره كاركنان آزمايـشگاههاي غربـالگ               

ضمن آموزش اصول استاندارد انجام آزمايشهاي مربوطه  و روشهاي كنترل كيفي ، گام كوچكي جهت ارتقاء كيفيت عملكـرد ايـن                     

 . آزمايشگاهها بردارد
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 تجهيزاتي كه در آزمايشگاههاي محيطي غربالگري تالاسمي مي بايست موجود باشد
 برداري    تجهيزات لازم براي نمونه

 برداري با دسته قابل تنظيم  و حفاظي جهت جلوگيري از افتادن بيمار   لي نمونه صند-1
  تخت معاينه-2
  دستكش يكبار مصرف-3
  با ضد انعقاد CBC ظرف جمع آوري خون بصورت لوله خلاء يا لوله هاي يكبار مصرف با تاريخ انقضاي معتبر  يا شيشه هاي -4

EDTA)  با ارجحيتEDTAغلظت با )   دي پتاسيكmg   25/0+ _ 5/1به ازاي هر ميلي ليتر خون  
   (٢٣G – ١٩) سوزن -5
   بازوبند -7
  به عنوان ضدعفوني كننده%  70 ايزوپروپيل الكل يا اتيل الكل -8
  cm 5/7*5/7 يا cm   5*5اي با ابعاد   گاز پارچه-9
. ) اي استفاده شود   گردد و بهتر است از گاز پارچهجهت جلوگيري از خونريزي در محل خونگيري استفاده از پنبه توصيه نمي (

 . وجود باند و گاز جهت پانسمان در صورت نياز ضروري مي باشد
   جهت دفع سرسوزنهاي آلوده )  ( Safety box ظرف يا محفظه اي ايمن-10
  روتاتور جهت مخلوط نمودن خون -11
 سيني يا جا لوله اي جهت حمل نمونه -12

 
 براي محل انجام آزمايشتجهيزات لازم 

  روتاتور جهت سروته نمودن نمونه-1
  سل كانتر با تائيديه آزمايشگاههاي رفرانس -2
  با تائيديه آزمايشگاه رفرانس A٢ كيت هموگلوبين -3
  A٢ لوله مدرج براي جمع آوري هموگلوبين -4
  دستگاه ميكروهماتوكريت -5
  لوله ميكروهماتوكريت وخمير مسدود كننده-6
  خط كش ميكروهماتوكريت -7
  ميكروليتر1000 ، 250 ، 100 ، 50 ، 20 ،10 سمپلر هاي -8
  محلول استاندراد هموگلوبين-9

  محلول درابكين -10
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  فوتومتر يا اسپكتروفوتومتر-11
 )Aحتي المقدور كلاس ( ميلي ليتر 100 و10ميلي ليتر، بالن ژوژه 10 و 5   پي پت -12 

  )pipette filler(كانيكي  پر كننده پي پت م-13
 ) C6-2( يخچال -14
   آب آزمايشگاهي درجه دو-15
  فور و اتوكلاو-16
 )Safety Box( ظرف دفع مواد آلوده -17
 g  01/0 ترازو حساس   -18

 ٭ دستگاه الكتروفورز ، مواد ومعرفهاي لازم -19 
اسيد سولفوريك و هيدروكسيد سـديم  جهـت كنتـرل كيفـي              رنگ سبز خوراكي ، پودر بي كرومات پتاسيم ، پارانيتروفنل ،             -20

 ٭فوتومتر يا اسپكتروفوتومتر وسمپلرها
   ٭ تاكومتر-21
 وزنه هاي استاندارد جهت كنترل كيفي ترازو-22

 
 
 
   ،22 تا 19  با توجه به عدم امكان دسترسي تمامي آزمايشگاههاي غربالگري تالاسمي به اقلام  اشاره شده در بندهاي٭

وان در هر دانشگاه يك آزمايشگاه را به اقلام مذكور و همچنين به تجهيزاتي نظير سل كانتر كاليبره و اسپكتروفوتومتر يا فوتومتر مي ت
مجهز نمود تا جهت اجراي برنامه هاي كنترل كيفي خصوصا كنترل كيفي  ابزار پايه  ساير آزمايشگاههاي تابعه  نيز مورد ... كاليبره و

 .يرداستفاده قرار گ
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 : در آزمايشگاههاي غربالگري تالاسمي  موجود باشدمدارك و سوابقي كه مي بايست

 شناسنامه سل كانتر -1
مانند نگهداري هاي  روزانـه ، هفتگـي و ماهانـه بـر اسـاس نـوع دسـتگاه و  طبـق                        (سوابق مربوط به نحوه نگهداري سل كانتر        -2

  ٭) كاتالوگ مربوطه 
 سوابق مربوط به خدمات پشتيباني شركت مربوطه -3
 ٭سوابق كاليبراسيون و كنترل كيفي سل كانتر-4
 ٭سوابق كنترل كيفي اسپكتروفتومتر يا فوتومتر مورد استفاده-5
 ٭…سوابق كنترل كيفي ساير  ابزار وتجهيزات مورد استفاده نظير يخچال ، دستگاه ميكروهماتوكريت ، سمپلرها ، ترازو و-6
                                            ٭ مورد استفاده A٢سوابق كنترل كيفي كيت اندازه گيري هموگلوبين -7
 ٭ سوابق كاركنان مربوطه شامل مشخصات فردي ، ميزان تحصيلات ، تاريخ شروع  و خاتمه كار ، سابقه  واكسيناسيون -8
  سوابق انجام آزمايشها-9

 روش كار با سل كانتر موجودمدارك مربوط به -10
 سوابق مربوط به اقدامات اصلاحي انجام شده در صورت قابل نبودن نتايج كنترل كيفي-11

 
.                         حداقل مدت زمان نگهداري سوابق مربوط به كاركنان ، نحوه نگهداري وكنترل كيفي تجهيزات دو سال مي باشد٭

 
د اين دستورالعمل دركليه آزمايشگاههاي غربالگري الزامي بوده و مطالعه آن براي كليه كاركنان بخش  پذيرش ، نمونـه گيـري و                        وجو (

 ).آزمايشگاه ضروري مي باشد
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 آوري نمونه خون وريدي دستورالعمل جمع

 . هاي خلاء جايگزين آن گردد  وزن استفاده نشود و لوله   بدليل رعايت اصول ايمني بهتر است از سرنگ و سرس-1
 .گير بايد از دستكش استفاده نمايد  نمونه-2
 . مطابقت دهد )براساس اسناد معتبر (گيري مشخصات برگه درخواست آزمايش را با مشخصات مراجعه كننده   قبل از نمونه-3
گيري نشسته و دست خود را جهت برجسته شدن  دلي نمونه هنگام نمونه گيري ، مراجعه كننده مي بايست بر روي صن-4

. اي كه بازو تا مچ دست در يك خط مستقيم قرار گيرند  برداري قرار داده  ، به گونه كرده و روي دسته صندلي نمونه وريدها مشت
 .باز و بسته نمودن مشت بدليل ايجاد تغييردر خون توصيه نمي گردد

 . كننده نبايد غذا ، مايعات يا آدامس در دهان خود داشته باشد گيري مراجعه  در هنگام نمونه* 
 دقيقه نيز بر روي بازوي فرد ، بسته نماند ، يكگيري بسته شود و بيش از  متر بالاي ناحيه نمونه  سانتي5/7-10 بازوبند  بايد -5

، هماتوكريت وساير  ند شده با پروتئيندر غير اين صورت توقف موضعي خون باعث تغليظ خون و افزايش كاذب تمام تركيبات پيو
در صورتي كه مراجعه كننده مشكل پوستي داشته باشد بازوبند بايد بر روي لباس بيمار يا گاز . اجزاي داخل سلولي مي گردد

توان با ماساژ  در مواردي كه وريدهاي سطحي كاملاً مشخص نباشند مي. بسته شود طوري كه پوست او مورد فشار قرار نگيرد
 .دادن از مچ تا آرنج و يا به كمك وسيله گرم كننده موضعي  باعث اتساع وريدها گرديد

 بدليل سطحي بودن، بهتر ثابت شدن ، كمتر دردناك بودن نسبت به ورود سوزن و احتمال كمتر median cubital وريد -6
 . جحيت دارد براي خونگيري ار) در صورت قرارگيري نادرست سوزن در رگ ( آسيب رسيدن به عصب 

 : موارد زير بايد در انتخاب وريد مناسب در نظر گرفته شود * 
 . نواحي سوخته التيام يافته نبايد انتخاب شوند _
 . گيري صورت گيرد  نبايد نمونه) بدليل ايجاد خطا در نتايج آزمايش ( از ناحيه هماتوم :  هماتوم _

 . اي دورتر از محل هماتوم صورت گيرد  گيري از ناحيه د بايد نمونهدر صورتي كه وريد مناسب ديگري قابل دسترسي نباش
 بصورت حركت دوراني از داخل به خارج تميز 70%گيري به كمك گاز آغشته به ايزوپروپيل الكل يا اتيل الكل   ناحيه نمونه-7

 . د گير گيري صورت  نمونه) به منظور جلوگيري از هموليز(شود و پس از خشك شدن موضع درهوا  
 . در صورت نياز به تماس مجدد پوست جهت لمس وريد مناسب ، موضع مجددا بايد ضدعفوني گردد * 
به .  درجه يا كمتر در حالي كه قسمت مورب نوك آن به سمت بالا است ،  وارد وريد شود 30 سر سوزن مي بايست با زاويه -8

 . رددمحض ورود خون بداخل سرنگ يا لوله خلاء بايد بازوبند بازگ
 : در صورت استفاده از لوله خلاء بايد تمهيدات زير صورت گيرد 

 . الامكان سوزن در رگ ثابت نگه داشته شده و لوله با فشار به سوزن مرتبط شود   حتي_
 .ها بايد تا خاتمه مكش پر از خون شوند   لوله_
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. ي جابجا نموده تا بدرستي درون وريد قرار گيرددر صورت عدم ورود خون به داخل سرنگ يا لوله خلاء ، ابتدا سوزن راكم* 
، اگر خونگيري كماكان موفقيت آميز نبود ، ) گردد  جابجايي بيش از حد سوزن به دليل ايجاد درد براي نمونه دهنده توصيه نمي(

 صورت عدم موفقيت بيش در. گردد  گيري اوليه يا استفاده از بازوي ديگر بيمار پيشنهاد مي گيري مجدد در محل زير نمونه نمونه
 .گيري را انجام دهد و  در صورت نياز پزشك را مطلع نمايد  از دو بار بهتر است فرد  ديگري خون

پس از . هاي خلاء  ، مراجعه كننده مي بايست مشت خود را باز نمايد   پس از جاري شدن روان خون به داخل سرنگ يا لوله-9
 . ز رگ خارج گرديده و گاز تميز با فشار كم بر روي موضع قرار داده مي شود گيري، سرسوزن به آرامي ا پايان نمونه

 با استفاده از ظروف يا محفظه هاي مخصوص دفع ايمن سرسوزن ، سرسوزنهاي آلوده  از سرنگ جدا شده و نمونه خون به -10
 .)ي سوزن گذاشته نشود يادآوري مي گردد ، سرپوش سوزن به هيچ عنوان رو.(آرامي در ظروف مربوطه تخليه شود 

با دست يا (  بار سروته نمودن ظرف حاوي نمونه با ماده ضدانعقاد مخلوط شود 10 تا5 نمونه مي بايست بلافاصله با حداقل -11
 . ولي شدت مخلوط كردن نبايد به حدي باشد كه موجب ليز نمونه گردد ) روتاتور 

درصورتي كه . ريزي و يا بوجود آمدن هماتوم كنترل گردد   بندآمدن خونگيري،مي بايست موضع از نظر  پس از خاتمه نمونه-12
 .  گيري  فشار  آورده  و سپس موضع بانداژ شود   دقيقه ادامه يابد بايد براي بندآمدن خون ، به محل نمونه5ريزي بيش از  خون

  
 خانوادگي بيمار و شماره شناسايي برروي ظرف گيري بايد برچسبي حاوي اطلاعاتي نظير نام ، نام بلافاصله پس از اتمام نمونه •

 . حاوي نمونه خون الصاق گردد
 

 : براي جلوگيري از هماتوم مي بايست 
در صورت عبور سرسوزن از جدار زيرين رگ ، خون به بافت اطراف نفوذ كرده و سبب .  تنها ديواره بالائي وريد  سوراخ شود -

 . شود  هماتوم در ناحيه مي
 . ج ساختن سوزن حتماً بازوبند باز شود  قبل از خار_
 .  از وريدهاي سطحي اصلي استفاده شود _
 .گيري به محل خونگيري اندكي فشار وارد آيد   پس از نمونه_

 : براي جلوگيري از هموليـزمي بايست 
 . كردن ، در مجاورت هواي محيط كاملا خشك شود گيري پس از ضدعفوني  موضع نمونه_
 . ندازه كوچك استفاده نشود از سوزن با ا_
 . گيري نشود  از محل هماتوم نمونه_
 .گيري تشكيل نشود گونه حباب هوا هنگام نمونه  سرسوزن كاملاً به سرنگ متصل باشد تا هيچ_
 .  پيستون سرنگ به آرامي  عقب كشيده شود _
 . مخلوط نمودن نمونه به آرامي صورت گيرد_
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 EDTAقاد ضد انع

جهت انجام آزمايش هاي هماتولوژي استفاده از ضدانعقادي توصيه مي گردد كه داراي ويژگي هايي نظير عدم تغيير دراندازه 
گلبولهاي قرمز و  ايجاد هموليز بوده ، تجمع پلاكتي را به حداقل رسانده  و برروي رنگ آميزي گسترش خوني و همچنين 

  بيشتر از ساير ضدانعقادها EDTAاثر را دارا باشدكه از ميان ضد انعقادهاي موجود  مرفولوژي گلبولهاي سفيد كمترين 
 .داراي ويژگي هاي فوق مي باشد

ضمن پيوند با  كلسيم باعث خروج آن از محـيط و در  EDTA ٍ     ( Ethylenediamin Tetera acetic Acid)نمكهاي
 6در مـدت   CBC جهت انجـام آزمـايش    EDTA شده با ضد انعقاد نمونه خون تهيه    . نتيجه جلوگيري از انعقاد مي گردند       

 . ساعت پايدار مي باشد24ساعت در حرارت آزمايشگاه و در دماي يخچال تا 
 

 تـري   EDTA –K٢،٢H٢O،  EDTA)(دي پتاسـيك بـه همـراه دو ملكـول آب        EDTAانواع اين ضدانعقاد شامل ، 
 تـري  EDTA.  مي باشد (EDTA –NA٢،٢H٢O)كول آب دي سديك با دو مول EDTA  وEDTA –K٣)( پتاسيك

 .پتاسيك معمولا بصورت مايعي شفاف مي باشد و دو نوع ديگر بصورت پودر كريستال هستند
 

 EDTA              بهترين نوع ضدانعقاد جهت انجام آزمـايش     دي پتاسيك علاوه بر حلاليت بيشتر  نسبت به انواع حاوي سديم ،CBC 
ي ميزان هماتوكريت به روش دستي استفاده ازاين ضدانعقاد جهت كاليبراسيون سـل كـانتر الزامـي                 هنگام اندازه گير  .نيز مي باشد  

 .است
و بدليل ايجـاد رقـت     در ميزان هماتوكريت  كاهش %2 با ايجاد چروكيدگي در گلبولهاي قرمز باعث EDTA K٣ضد انعقاد 
 .مي شود % 1موجب كاهش مقدار هموگلوبين تا  در نمونه،
 
 مونه پايداري ن

 درجه سـانتيگراد    4 ساعت پايدار بوده و در حرارت        6تا    از زمان خونگيري   EDTA  در حرارت آزمايشگاه نمونه خون حاوي       
 قابـل انـدازه گيـري      PCV  , Hb , W.B.C , R.B.C    MCV, Platelet  , سـاعت پارامترهـاي  24نيز تا )  يخچال(

 .است
 

 مقدار مورد نياز ضدانعقاد
 2/1و) همـراه بـا دو مولكـول آب   (دي پتاسيك يا دي سـديك   EDTA ميلي گرم 5/1 _+0 /25لي ليتر خون به ازاي هر مي

اسـتفاده از  .  مصرفي مي بايست متناسب با مقـدار خـون باشـد   EDTAمقدار .  مورد نياز مي باشدEDTA-K٣ ميلي گرم 
ي سرخ  شده كه اين امر خود سـبب خطـا             ميلي گرم براي هر ميلي ليتر خون  موجب چروكيدگي گلبولها           2غلظت بيش ا ز     
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افزايش غلظت اين ضد انعقاد برروي ميزان هموگلوبين اثري نداشته          .  مي گردد    MCHC و   PCV   ، MCHدر اندازه گيري    
 .ولي موجب چروكيدگي گلبولهاي سفيد و تورم واز هم پاشيده شدن پلاكتها مي شود

 .اثير قابل توجهي درشمارش پلاكتها مي گردد با ايجاد لخته در نمونه موجب ت EDTA كاهش ميزان 
در صورتيكه ضد انعقاد با غلظت كـم        . دي سديك ويا دي پتاسيك را مي توان باغلظتهاي متفاوت تهيه نمود              EDTAمحلول  

بنـابراين توصـيه مـي شـود كـه          . تهيه و بصورت مايع استفاده شود ، موجب رقت نمونه وخطا در نتايج آزمايـشها مـي گـردد                  
 . د پس از تهيه خشك شودضدانعقا

 در آزمايشگاه صورت مي گيرد ، توصيه مي شود جهت يكسان سازي روشها ،كليه آزمايشگاههاي                EDTAدر صورتيكه تهيه      
 را در   EDTA گـرم پـودر      6براي تهيه ضدانعقاد با اين غلظت ،        . استفاده نمايند % 6غربالگري تالاسمي از ضدانعقاد با غلظت       

 : ميلي ليتر خون به روش زير عمل شود2طر حل كرده و براي تخمين مقدار مورد نياز براي  ميلي ليتر آب مق100
                     6*1000  =6000                                                                           ميلي گرم در صد            

              
                                             

ميلي گرم                ميلي ليتر                                                                                      
                                                                                     100                        6000  

                                                          05/0               * =                                 * 3  
 

 ميلي گرم ضدانعقاد باشد،  3ميلي ليتر نمونه خون ،كه مي بايست حدودا حاوي 2محاسبه فوق نشان مي دهد  براي
همواره بايد بخاطر داشت ضدانعقاد با غلظتي  تهيه . لازم است % 6غلظت  با  EDTA  ميكروليتر 50ميلي ليتر يا 05/0

 ميلي ليتر خون لازم باشد تا بتوان براحتي با استفاده از سمپلر مقدار لازم را به 2شودكه نهايتا حجم مشخصي از آن براي 
 . ظرف جمع آوري نمونه انتقال داد 
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  آزمايشگاهاصول كنترل كيفي در

. تمامي آزمايشگاهها مي بايست جهت تضمين صحت و دقت نتايج آزمايشهاي خود از برنامه هاي تضمين كيفيت استفاده نماينـد                   
آزمايشگاههايي كه مسئول انجام آزمايشهاي غربالگري تالاسمي مي باشند نيز مي بايست به عنوان              برقراري چنين برنامه هايي در      

اگرچه ممكن است در آزمايشگاههاي ياد شده  اجراي تمامي روشهاي كنترل كيفـي داخلـي و   . ته شود يك اصل مهم در نظر گرف     
يا شركت در برنامه هاي كنترل كيفي خارجي ، امكانپذير و يا الزامي نباشد ، ولي در هر حال وظيفه مسئول آزمايشگاه است تا بـا                          

 تعداد كاركنان با كمـك روشـهاي گونـاگون ماننـد آمـوزش كاركنـان ،       توجه به تعداد مراجعين ، تجهيزات و روشهاي بكار رفته و     
، از صحيح و قابل قبول      .…برقراري روشهاي آزمايشگاهي استاندارد ، استفاده از روشها ي كنترل كيفي بر اساس شرايط موجود و                 

 .بودن نتايج اطمينان حاصل نمايد
 

اني بهداشت پيشنهاد شده اند، مي توان با توجه به امكانـات وشـرايط هـر                بطور مثال ،  از آزمايشهاي زير، كه از جانب سازمان جه           
هر يك از موارد زير در مبحث كنترل كيفي سـل كـانتر شـرح داده                .(   استفاده نمود   CBCآزمايشگاه براي كنترل كيفي آزمايش      

 .)شده است 
  استفاده از نمونه كنترل و رسم نمودار -
  نمونه 4-3 برروي حداقل duplicate)( انجام آزمايشهاي دوتايي -
  نمونه از سري كاري قبلي4-3برروي ) check test( انجام آزمايش هاي بازبيني -
    Delta checkاستفاده از روش-  
  MCV,MCH,MCHC استفاده از ميانگين اندكسهاي خوني -
 

روفوتومتر، فوتومتر ، ميكروهماتوكريت ، ترازو و ياد آوري مي گردد ، كاليبراسيون وكنترل كيفي تجهيزاتي نظير سل كانتر ، اسپكت
 ماه ضروري مي باشد ولي در اين فاصله در صورت هرگونه تغيير در عملكرد 6و حدودا هر ) ابتداي خريد(سمپلر ،  در ابتداي بكارگيري 

 .يا تعمير، انجام  امر فوق ضروري مي باشد 
 .دماي يخچال مي بايست روزانه ثبت و نگهداري شود 
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 مشخصات  شناسنامه دستگاههاي شمارشگر سلولي خودكار

 
 نام و آدرس آزمايشگاه -1
  نام وآدرس شركت پشتيبان-2
 مدل وشماره سريال دستگاه -3
 تاريخ نصب ، كاليبراسيون اوليه و شروع به كار دستگاه -4
  مشخصات فرد راه اندازي كننده -5
  شركت پشتيبانمشخصات و نحوه آموزش كاربر دستگاه  ،توسط -6
  مشخصات محلولها و مواد مصرفي -7
 تاريخ آخرين سرويس دوره اي و خدمات پشتيباني-8
  تاريخ آخرين كاليبراسيون- 9

 تاريخ آخرين تعمير با ذكر قطعه تعويض شده -10
 تاريخ آخرين مشكل و راه حل آن -11
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 )سل كانتر(لي اتوماتيك دستگاههاي شمارشگر سلو                   اصول كار با

 . آزمايشگاهها مي بايست از دستگاههاي شمارشگر سلولي اتوماتيك با تاييديه آزمايشگاههاي رفرانس استفاده نمايند
، )  برحسب نوع دستگاه و در صورت نياز... ( كار با دستگاه سل كانتر نظير روشن كردن دستگاه ، توجه به گيجهاي فشار و-1

و خاموش كردن آن مي بايست بطور كامل )  شستشوهاي روزانه ، هفتگي ، ماهيانه و ساير موارد لازم(ي نگهداري هاي ضرور
تاريخ وشرح آموزش توسط شركت پشتيبان مي  .مطابق  كاتالوگ دستگاه يا آموزش كارشناسان شركت پشتيبان صورت گيرد 

 .بايست بصورت مستند موجود باشد 
ي بايست نسبت به آموزش وي در مورد چگونگي كار با دستگاه و نحوه نگهداري و اصول درصورت تعويض كاربر دستگاه ، م

 .  كنترل كيفي اطمينان حاصل نمود 
  كليه موارد مربوط به نگهداري دستگاه ، از قبيل تاريخ  انجام  شستشوهاي لازم ، تعمير ، سرويس  ويا تعويض محلولها -2

 . مي بايست ثبت ونگهداري شوند
 . دستگاه ارزيابي و در صورت امكان ثبت و نگهداري شود Back groundروز شمارش زمينه يا  هر -3
 .) اجرا شود در فواصل آزمايشها ، دستور شستشوي دستگاه در صورت وجود نمونه به تعداد زياد بهتر است(

ين امر در مواردي ماننـد ابتـداي راه          يكبار مي بايست كاليبر شوند ولي انجام ا        هر شش ماه   بطور كلي دستگاههاي سل كانتر       -4
در صـورتيكه موجـب     (اندازي،  پس از هر بار تعمير يا سرويس ، قابل قبول نبودن نتايج كنترل كيفي روزانه ، ويا تعويض محلولها                      

 .  نيز ضروري مي باشد)  تغيير مشخص در نتايج خون كنترل و يا نمونه بيماران شده باشد 
با دستگاه آزمايش شـده   مايش بر روي نمونه ها ، مي بايست نمونه خون كنترل با تاريخ انقضاي معتبر              هر روز قبل از شروع آز      -5

توضـيح  . ( نسبت به آزمـايش نمونـه مـراجعين اقـدام گـردد       و پس از بررسي و اطمينان از نتايج آن با استفاده از نمودار كنترل ،     
 .)كيفي در مبحث كنترل كيفي سل كانتر آمده است 

-T صورت عدم وجود خون كنترل ، و يا براي كامل كردن  ارزيابي عملكرد دستگاه ، مي بايست  روزانه از آزمـون آمـاري                            در -6
Brittin توضيح اين روش در مبحث كنترل كيفي سل كانتر آمده است . (  استفاده شود (. 

 .)ون و كنترل كيفي سل كانتر آمده است در مبحث كاليبراسي.(بررسي عدم دقت وعدم صحت دستگاه بطور منظم انجام گردد-7
 

جهت رعايت اصول ايمني و جلوگيري از بروز اشكالات مربوط به نوسانات برق وجود سيم اتصال به زمين و تثبيـت كننـده                       :نكته  
 .نوسانات برق براي سل كانتر ضروري مي باشد 

 
 محلول هاي سل كانتر

 ساخت مشخص از شركت پشتيبان ويا ساير شركتهاي معتبر تهيه شده و             محلولهاي دستگاه مي بايست با تاريخ انقضا و سري         -1
 . داراي تاييديه آزمايشگاههاي رفرانس باشند 



 تهران اشتي، درمانيددانشگاه علوم پزشكي و خدمات به
 ي بهداشتيهااداره امور آزمايشگاه

 
مركز بهداشت / آزمايشگاه  بيمارستان 

.................... 
 

 1/8/89: زمان بازنگري  1/8/88: معتبر از تاريخ  14 :  41: تعداد صفحات  8-36  :سندشمارة 
 اصول انجام وتضمين كيفيت آزمايشهاي غربالگري تالاسمي: شرح كلي  هماتولوژي: محدودة توزيع 

 

 : تصويب كنندهنام و امضاء  :تاييد كنندهنام و امضاء 
 
 

  

 

 و خطا در شمارش سـلولهاي  Back groundوجود ذرات اضافي و نامحلول در اين محلولها باعث تداخل در شمارش زمينه   -2
 .خوني خصوصا پلاكت مي گردد

 .اريخ بازشدن روي آنها ثبت گردد هنگام تعويض هر محلول ت -3
 .هيچگاه ته مانده محلول قبلي به ظرف محلول جديد اضافه نشود  -4
 
 

                                            كاليبراسيون و كنترل كيفي سل كانتر
 كاليبراسيون   

 يا مورد نظر درآنها با روشهاي مرجع كاليبر جهت كاليبراسيون سل كانترها كاليبراتورهاي تجارتي وجود دارد كه مقادير هدف 
اين سوسپانسيون سلولهاي خوني درصورت داشتن تاريخ انقضاي معتبر وتاييديه هاي لازم  و بشرط رعايت .  شده اند 

 سه موفقيت روند كاليبراسيون را مي توان بوسيله.دستورالعملهاي كارخانه سازنده براي كاليبراسيون دستگاهها مناسب مي باشند 
، مقايسه نتايج دستگاه با انجام روشهاي مرجع  بر روي چند نمونه خون  و ) دردامنه هاي پايين ، طبيعي و بالا( نمونه كنترل 

 .كنترل دقيق ميانگينهاي متحرك در مورد شاخصهاي گلبولهاي قرمز تاييد نمود 
استفاده ازخون كامل جهت  به ارزش آن  درصورت عدم دسترسي به كاليبراتورهاي تجارتي ياوجود هرگونه شكي نسبت

 نمونه خون كامل 20-10پارامترهاي . براي كاليبراسيون بايد از خون طبيعي تازه ، استفاده كرد.  ضروري مي باشد كاليبراسيون
 ميانگين نظير هموگلوبين ، هماتوكريت سه بار با روشهاي مرجع دستي و سه بار با سل كانتر  اندازه گيري شده و پس از محاسبه

 . هر روش ، با استفاده از فرمول زير فاكتور كاليبراسيون تعيين مي گردد
 
 

 
 
(Calibration  Factor) = 
   ميانگين روش دستگاهي                                                                         

  
 گرم در ليتر باشد ،    145 گرم در ليتر وبا سل كانتر 140 اگر ميانگين اندازه گيري هموگلوبين به روش دستي: مثال

 :         فاكتور تصحيح كاليبراسيون دستگاه با استفاده از فرمول زير محاسبه مي گردد
44/3-    =   100      *    145   -    140                                                                                                       

                                                            145  
 . كاهش يابد44/3در نتيجه ضريب كاليبراسيون دستگاه براي هموگلوبين مي بايست 

  ميانگين روش دستی_ ميانگين روش دستگاهی 
 

× ١٠٠ 
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سيون مندرج در در بعضي از انواع سل كانترها مثل گروه سيسمكس ضريب كاليبراسيون جديد با استفاده از فرمول كاليبرا
 :                                                                          كاتالوگ به ترتيب زير محاسبه مي شود

دستي                                                                                                                         ميانگين روش   
CF=                                    × ان                                                                                 فاكتور كاليبراسيو

                   ميانگين روش  قبلي                                                                                                        
 دستگاهي

 
    كنترل كيفي                                                          

از نمونه هاي كنترل سلولهاي خوني كه بطور تجارتي دردسترس مي باشند مي توان هرروز صبح و به فواصل -1
براي رسم نمودار، مي بايست نمونه . مودار ثبت نمود درطي روز   استفاده نمود و نتايج حاصله را بر روي ن

خوانده براي هر پارامتر حاصل گردد 30كنترل ، به دفعات و درفواصل مختلف با دستگاه آزمايش شود تا حداقل 
 SDپس ازمحاسبه ميانگين و انحراف معيار هاي .

SD 2+  _و  SD ،  1+_  

     
   ي محور عمودي و روزها بر روي                        براي هر پارامتر مقادير آنها بر رو_+3  

 .                 محور افقي ثبت مي گردد
 
3+_SD  2+_وSD  ،+_1 SD گرم در ليترو انحراف 144مثال زير نمودار كنترل كيفي هموگلوبين با ميانگين 

 معيارهاي
ايانگر ميزان هموگلوبين خون كنترل در روزهاي متوالي نقاط ثبت شده در نمودار نم.  گرم در ليتراست 6 و2،4 به ترتيب 
نمودار كنترل كيفي با كمك قوانين لوي جنينگ يا وستگارد تفسير مي گردد كه در ادامه به يكي از اين قوانين  . مي باشد

 .اشاره مي شود
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ــ  ـ-
 ـ

ــ

١٣۴
١٣۶
١٣٨
١۴٠
١۴٢
١۴۴
١۴۶
١۴٨
١۵٠
١۵٢

١ ۶ ١١ ١۶

Day

g/
l

Hemoglobin
 

)ت توصيه سازمان جهاني بهداش(  تفسيرنمودار كنترل  

(١) One control value outside the mean ± ٢SD                            Warning                                

(٢) One control value outside the mean ± ٣SD                           Reject:SE or RE                     

(٣) ٢ consecutive controls exceed mean  ±٢SD                            Reject:SE                      

(۴) ۴ consecutive controls exceed mean +١SD or mean -١SD      Reject:SE 

(۵)۶ consecutive controls on one side of the mean                       Warning:SE        

SE=Systematic error 

RE=Random error 

در صورت فقدان خون كنترل وجهت كامل شدن روند كنترل كيفيت سل كانترمي توان از نمونه هاي خون بيماران استفاده  -2
 ساعت 24  و اندكسهاي خوني درنمونه خون به مدت WBC،RBC، Hb، HCTباتوجه به پايداري پارامترهايي نظير. نمود 

 نمونه كه داراي مقادير طبيعي مي باشند را پس از آناليز 10 " وترجيحا5 درجه سانتيگراد،  ميتوان در روز اول حداقل 4دردماي 

+١s 

+٢s 

+٣s 

-١s 

-٢s 

-٣s 
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 مورد آزمايش قرار داد و وجود اختلاف معني دار بين مقادير نمونه هاي جفت را "دريخچال نگهداري نموده ودر روز بعد مجددا
 .  محاسبه نمود T-Brittinبا استفاده از آزمون آماري          

 
           
 
 

 
                          tn =   d  √n  

 
                                       sd 

  nتعداد جفتهاي مورد بررسي                     
          d)  روز به روز(اختلاف بين دو خوانده 

  Sd  انحراف معيار اختلافات                         
            

 بيشتر باشد ، با 26/2 نمونه از 10 و براي 78/2 نمونه از 5ي هر متغير محاسبه گشته كه اگر مقدار آن براي براt مقدار 
وجود اختلاف  . مي توان گفت كه بين مقادير شمارش شده در دو روز ، اختلاف معني دار وجود دارد % 95اطمينان 
معني دار 
براي يك 

متغير بيانگر 
اشكال 

احتمالي بوده 
صورت كه در 

تداوم آن 
جهت رفع 
اشكال مي 

بايست اقدامي 
 .صورت گيرد

       
  نمونه خون با استفاده از يك دستگاه سل كانتر در دو روز متـوالي                5نتايج حاصل از اندازه گيري هموگلوبين        در صورتيكه   مثال  

 : مي گردد به صورت زير بررسيT-Brittinمطابق جدول زير باشد ، عملكرد دستگاه  با كمك فرمول 

 مقدار هموگلوبين 
 روز اول

مقدار هموگلوبين 
 روز دوم

d d٢ 

٩ ٣- ١٢٠ ١٢٣ 

١٣۵ ١٣٩ ۴ ١۶ 

١٧۶ ١٨١ ۵ ٢۵ 

١۵۵ ١۵٠ -۵ ٢۵ 

١۴١٣٨ ٢ -۴ ١۶ 

n 

-

Sd=√ 
     ∑( d٢)   -     (∑d)٢

 

           n-١   
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٩  -  ٩١/۵ 
Sd=√                                = ۴٫٧٢                                                                                        
۴ 

 
٠٫۶ 
tn =                       ×√ ۵ =٢٨. ٠ 
۴٫٧٢ 

 
 . كمتر است ، نتايج  هموگلوبين دستگاه قابل قبول مي باشد )ه  نمون5 براي  tمقدار   ( 78/2 بدست آمده  از tچون عدد 

 

Σd  =  -٣ (Σd)  ٩ = ٢ 

Σ (d٢ ) = ٩١  
d- =Σd /۵ = 

 ٣/۵ = ٠٫۶            
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  از نمونـه كنتـرل و يـا نمونـه هـاي روزمـره بـراي انجـام                    هر ماه  دستگاه مي بايست     (CV) جهت بررسي عدم دقت      -3

در .    بـراي هرپـارامتر اسـتفاده نمـود    (CV)  و تعيين ضـريب انحـراف معيـار    Replicate  testsآزمايشات تكراري 
  هر پارامتر  با ادعاي دستگاه كه در كاتالوگ مربوطه آمـده اسـت تمـاس بـا شـركت پـشتيبان             CVقت  صورت عدم مطاب  
 بـار بـه دسـتگاه داده وبـا محاسـبه      10براي تعيين ميزان عدم دقت هر پارامتر  ، نمونه خون را حداقل . ضروري مي باشد 

 ـ  بـوده  ميـزان عـدم دقـت     CV  و   SDه محاسـبه  آماري و يا استفاده از ماشين حسابها يا نرم افزارهايي كه كه قادر ب
 . مربوط به هر پارامتر مشخص مي گردد

اگرنتايج شمارش گلبولهاي سفيد يك نمونه توسط دستگاه سل كانتري به قـرار زيـر باشـد ،  ميـزان عـدم دقـت                         : مثال  
دستگاه براي  شـمارش مـورد فـوق بـه روش زيـر              

 :محاسبه مي گردد 
 

 

SD = √  Σ (x-x-  ) ٢/ n-١     

 SD =√ ٠٫١ = ٩ / ٠٫٢٠١۴٨ 

CV= SD / mean × ١٠٠     

CV=٠٫١۴٧٫ /٨۶١٫٩=١٠٠×٣٪             

 
 
 
 
 

 نمونـه  بـه      3-4  مي بايست درهرسـري كـاري         (Duplicate) درصورت عدم امكان انجام تمامي آزمايشهاي بصورت دوتايي          -4
وانـده هـا از طريـق محاسـبات آمـاري از وجـود خطاهـاي                 آزمايش شوند تا با بررسي اخـتلاف خ        Duplicate)(صورت مضاعف   

  محاسبه شده ، احتمال وجود خطـاي تـصادفي را مطـرح              ٢SD±افزايش اختلاف بين دو خوانده بيش از        . تصادفي آگاه گرديد      
 :نمونه هاي دو تايي را نشان مي دهدSD فرمول زير طريقه محاسبه . مي نمايد

 

(x-x-  ) ٢ x-x- WBC count 

٧٫ ٠٫٠٣- ٠٫٠٠٠٩۶ 
٧٫ ٠٫١٣- ٠٫٠١٧۵ 
٧٫٨ ٠٫١٧ ٠٫٠٢٩ 
٧٫ ٠٫٠٣- ٠٫٠٠٠٩۶ 
٧٫ ٠٫١٣- ٠٫٠١٧۵ 
٧٫٩ ٠٫٢٧ ٠٫٠٧٣ 
٧٫ ٠٫١٣- ٠٫٠١٧۵ 
٧٫ ٠٫٠٣- ٠٫٠٠٠٩۶ 
٧٫ ٠٫١٣- ٠٫٠١٧۵ 
٧٫٨ ٠٫١٧ ٠٫٠٢٩ 

 (x-x-  ) ٠٫٢٠١ = ٢ Σx=٧۶٫٣ 
x- =٧٫۶٣ 
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SD= √∑      d٢ 

             ٢n 

 :به شرح زير مي باشد ) Duplicate( نمونه در دو بار اندازه گيري 5 مقدار هموگلوبين: ثال م
 
  ٢d                  d اندازه گيري دوم                )L/g                    (اندازه گيري اول)L/g( 

     4                2                                  122                                            120  
     4                2                                  163                                            161  
     100           10                                 100                                            110   

      0              0                                  140                                            140 
     4               2                                  132                                            134 
   112                                                                                                                              
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  بين دو نتيجه آزمايش در نمونه سوم ، نمايانگر بروز خطاي تصادفي و لـزوم تكـرار آزمـايش بـرروي همـان      ٢SDتفاوت بيشتر از 
 . نمونه مي باشد

 انجام مي شود با اين تفاوت كه نمونه ها در ابتدا يا (Duplicate) مانند آزمايشهاي دوتايي (Check Test)آزمايش بازبيني 
ويا صبح وبعداز ظهر آزمايش مي شوند و اختلاف نتايج آنها كه طبق فرمول آزمايشهاي دوتـايي محاسـبه مـي                     انتهاي سري كاري    

اگر نمونه ها درست نگهداري شده باشند هرگونه تغييري در نتايج خارج از اين . قرار گيرد _+SD 2 شود مي بايست در محدوده 
آين آزمايش براي بررسي هموگلوبين مناسب بـوده و بـه ميـزان             .مي باشد محدوده نشاندهنده اشكال درعملكرد دستگاه ويامعرفها       

كمتر براي شمارش گلبولهاي قرمز و سفيد كاربرد دارد و لي براي هماتوكريت بخصوص اگر فاصله زماني آزمايش نمونه ها  بـيش                       
 . ساعت باشد كارايي ندارد6از 

 .زمايش مي شوند، يكسان باشندبهتر است نمونه هايي كه براي آزمايش بازبيني و دوتايي آ
 

 ,MCHC)، استفاده از مقادير ميانگين شاخصهاي گلبولي ) بيمار 100حداقل روزي (در مراكز آزمايشگاهي با پذيرش بيمار زياد -5

MCH, MCV )      بدليل ثابت بودن در فواصل روزها و هفته ها ، بعنوان روشي جهت ارزيابي كيفـي عملكـرد دسـتگاه توصـيه مـي   
 به شرطي كه نمونه هاي مورد آزمايش در روزهاي مختلف تفاوت مشخصي با يكديگر نداشـته باشـند بطـور مثـال آزمـايش                   گردد
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  ، نـشان     ٪3تفاوت مقـادير ميـانگين بـيش از         .برروي بيماران تالاسمي ويا ساير موارديكه روي اندكسهاي گلبولي اثر داشته باشد             
 . دستگاه مي باشددهنده بروز خطا و لزوم بررسي كاليبراسيون

 
 بـه شـرط درنظرداشـتن نكـاتي     (Delta  check)مقايسه مقادير بدست آمده از يك نمونه با نتايج قبلي نمونه همان فرد -6

نظير تغييرات فيزيولوژيك و روزانه پارامترهاي خوني ، تحت درمان قرارگرفتن فرد به هـر دليـل و تغييـرات بـاليني كـه باعـث                          
باتوجه به تغييرات روزانه طبيعي مقادير خون       . گردند ، بعنوان روشي جهت كنترل كيفي بكار مي رود           تغييرشمارش سلولها مي    

 .  در يك فرد ، وجود اختلافات واضح بيش از مقادير ذكر شده در زير نشان دهنده خطا مي باشد 
 

   
 Hb                         ٢                   g/dl 
PCV                      ٠٫٠۵               L/L                    

MCV                     >۶                  fL 

MCH                    >  ۵                   pg 

WBC                   Normal  to  abnormal 

Platelets             Reduced   or  increased   by   more   than   ۵٠٪  

               

كليه روشهاي كنترل كيفي داخلي ذكر شده، جهت بررسي تكرار پذيري مناسب آزمايشها انجام مي گيرند ولـي تكـرار پـذيري      -7
جهت ارزيابي صـحت عملكـرد تجهيـزات و روشـهاي آزمـايش مـي بايـست  از    . مناسب همواره نشاندهنده صحت نتايج نمي باشد        

هدف برنامه  . از استاندارد ،كاليبراتور و يا شركت در برنامه هاي كنترل كيفيت خارجي استفاده نمود               روشهاي ديگري نظير استفاده     
مسئول اجراي اين برنامه در     .كنترل كيفيت خارجي ايجاد هماهنگي بين نتايج آزمايشگاهها و يافتن خطاهاي سيستميك مي باشد               

. مونه هاي مجهول را به آزمايشگاههاي تحت پوشش ارسال مـي نمايـد              ايران آزمايشگاههاي رفرانس مي باشدكه بصورت دوره اي ن        
براي بررسي صحت اندازه گيري هموگلـوبين       (لايز  نمونه هاي  مجهول كنترل كيفيت خارجي هماتولوژي شامل نمونه هاي مجهول             

، ) اسـپكتروفتومترها   توسـط فوتومترهـا و   صـحت انـدازه گيـري هموگلـوبين       بـراي بررسـي   (، سيان مت هموگلوبين     ) سل كانترها   
گسترش خون محيطي جهت شمارش افتراقي گلبولهاي سفيد و گسترش خوني با رنگ آميزي نيو متيلن بلـو بـه منظـور شـمارش                  

آزمايشگاهها پس از دريافت نمونه ها و آزمايش آنها ، نتايج را مجددا به آزمايشگاههاي رفرانس ارسال مـي   . رتيكولوسيت مي باشند    
نتايج دريافتي از آزمايشگاهها در آزمايشگاههاي رفرانس با استفاده از نرم افزارهاي مخصوص بررسي شـده و مقايـسه                   كليه  . نمايند  

 ..  به اطلاع همان آزمايشگاه رسانده مي شود  Deviation Index     (DI)  نتايج هر آزمايشگاه با ميانگين كل نتايج  ، بصورت  
            ١ >    DI        نتيجه مناسب 
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قابل قبول ولي بينابيني      DI    ٢-١ 
نياز به بررسي روش آزمايش و يا كاليبراسيون مي باشد       DI    ٣-٢ 

 ٣ <    DI  اقدام فوري نياز است       

 
 :  موارد زير مي بايست رعايت گرددCBCجهت اطمينان از نتايج آزمايش 

 :Phase  Pre Analyticalمرحله قبل از آزمايش

 .   دقيقه با آرامش بنشيند5 نمونه دهنده قبل از نمونه گيري ، حداقل -1
 قبل از انجام آزمايش نام ونام خانوادگي و شمارش پذيرش نمونه دهنده مندرج برروي برچسب ظرف بـا بـرگ درخواسـت يـا                         -2

 .برگ پذيرش مطابقت داده شود
 .ندتورنيكه بيش از يك دقيقه بر دست نمونه دهنده ، بسته نما-3
 )با ميكسر يا سروته نمودن ويال .(به محض گرفتن خون ، نمونه با ضدانعقاد مخلوط گردد -4
 .نسبت ضدانعقاد به خون رعايت گردد-5
 .دربسته باشدCBC  ظرف حاوي نمونه-6
 .نمونه عاري از هر گونه لخته باشد  -7

 .ساعت باشد 6- 4 حداكثر فاصله زماني بين نمونه گيري و انجام آزمايش  حدود -8
 .  بارسر و ته نمودن كامل ويال ، نمونه هموژن و يكنواخت گردد8 قبل از انجام آزمايش ، با استفاده از روتاتور و يا حداقل -9
 

  Analytical Phaseمرحله انجام آزمايش
 و اصول كـار بـا سـل كـانتر ،     در اين مرحله براي اطمينان از نتايج ، رعايت فاصله زماني مناسب بين نمونه گيري و انجام آزمايش          

 .اجراي برنامه هاي كاليبراسيون و كنترل كيفي  الزامي مي باشد
 

 Analytical Phase Post مرحله پس از آزمايش
 :  موارد زير مي بايست در نظر گرفته شوند CBCدر هنگام بررسي نتايج آزمايش 

 .كاهش مي دهد% 1قدار هموگلوبين را تا بدليل ايجاد رقت در نمونه، م )  K٣EDTA( ضد انعقاد مايع  -1
در . در ميـزان هماتوكريـت مـي شـود      %2 باعـث چروكيـدگي گلبولهـاي قرمـز و كـاهش      EDTA K٣ استفاده از ضد انعقاد -2

  تغيير دهد مي بايـست بـه ايـن نكتـه      EDTA K٢ به  EDTA K٣صورتيكه آزمايشگاهي ضد انعقاد مورد استفاده خود را از 
 .  به همين ميزان كاهش مي يابد  MCHCافزايش يافته و ميانگين % MCV 2   ميانگين توجه نمايد كه

 ، تعداد پلاكت  بيش از. افزايش مي دهدg/dl  3 مقدار هموگلوبين را به ميزان L 109*20/افزايش گلبولهاي سفيد بيش از -3
/L  9 10*700 مقدار زياد هموگلوبين ، Sز بطور كاذب ميزان  ، ميكروسيتوز و هايپوكروميا نيHbرا بالا مي برند . 
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Aاصول آزمايش اندازه گيري هموگلوبين٢ 

 . جهت انجام آزمايش مناسب مي باشدEDTA خون حاوي ضد انعقاد -1
 روز  مـي باشـد  كـه در    8 ،  HbA٢  حداكثر زمان مناسب نگهداري نمونه از زمان نمونه گيري تا انجام آزمايش اندازه گيري         -2

بهتر است هموليزات، تازه و در روز آزمايش تهيه گردد و ازخون            . نمونه خون مي بايست در دماي يخچال نگهداري شود        اين مدت   
 .ليز و مانده جهت انجام آزمايش استفاده نشود

 . در مورد كيتهايي كه نياز به نگهداري در دماي يخچال دارند توجه به رعايت كامل حفظ زنجيره سرد ضروري مي باشد-3
 . هيچگاه جعبه كيت  و ستونها بصورت وارونه نگهداري نشوند-4
 .  مطابق آن عمل شود" پيش از انجام آزمايش ، دستور كار همراه كيت بدقت خوانده شده و هنگام آزمايش كاملا-5
 . د    قبل از انجام آزمايش ستونها و معرفهايي كه در يخچال نگهداري مي شوند ، مي بايست به دماي اتاق برسن-6
 .  از ستونهايي كه رزينهاي آنها تغيير رنگ داده اند نبايد استفاده شود -7
 . كليه تجهيزات مورد استفاده نظير فوتومتر و سمپلرهامي بايست داراي سوابق كنترل كيفي باشند -8
ز و نـوك سـمپلر نـو          توصيه مي گردد جهت مخلوط نمودن رزين داخل ستونها با بافر حتي المقـدور از پـي پـت پاسـتور تمي ـ                      -9

 .استفاده شود
در صورت ايجاد حباب هوا در رزين هنگام مخلوط نمودن با بافر ،  رزين مي بايست مجددا مخلوط شده تا حباب كاملا از بـين         -10

 . برود
 . داشته باشدhour /  ml20-10خروج بافر از ستونها مي بايست سرعتي مناسب و حدود     -11
 .ات بايد نمونه خون تام كاملاً مخلوط شودقبل از تهيه هموليز-12
 .پس از تهيه هموليزات و اطمينان از ليز كامل گلبولهاي قرمز بهتر است آزمايش هر چه  سريعتر انجام گردد -13
زيرا نمونه گذاري روي رزين خـشك موجـب         .   به محض خروج محلول روي رزين مي بايست  هموليزات به ستون اضافه شود               -14

 .  ايج آزمايش مي گرددخطا در نت
 .سطح رزين در هنگام نمونه گذاري نبايد آسيب ببيند.  افزودن هموليزات بايد به آرامي و درست در سطح رزين صورت گيرد -15
در صـورت   .  از ستون و تهيه نمونه توتال مي بايست از لوله مدرج استفاده شـود              A٢ جهت جمع آوري بافر حاوي هموگلوبين        -16

توصـيه مـي گـردد در       . به لوله هاي فوق لوله هاي معمولي را مي توان با كمك قلم الماس يا  ماژيك مـدرج نمـود                    عدم دسترسي   
 . ، از صحت حجم آن اطمينان حاصل نمودA ابتداي خريد لوله مدرج ، با استفاده از پي پت كلاس 

  بداخل ستون و لوله نمونه توتـال اسـتفاده         جهت بالا بردن ميزان دقت بهتر است از يك نوك سمپلر جهت ريختن هموليزات              -17
 . شود

 .  به محض جذب شدن هموليزات بر روي رزين ، بافر اضافه شود-18



 تهران اشتي، درمانيددانشگاه علوم پزشكي و خدمات به
 ي بهداشتيهااداره امور آزمايشگاه

 
مركز بهداشت / آزمايشگاه  بيمارستان 

.................... 
 

 1/8/89: زمان بازنگري  1/8/88: معتبر از تاريخ  24 :  41: تعداد صفحات  8-36  :سندشمارة 
 اصول انجام وتضمين كيفيت آزمايشهاي غربالگري تالاسمي: شرح كلي  هماتولوژي: محدودة توزيع 

 

 : تصويب كنندهنام و امضاء  :تاييد كنندهنام و امضاء 
 
 

  

 

 . بطور كاذب كاهش مي يابدHbA٢ اگر قبل از جذب كامل هموليزات بر روي رزين ، محلول بافراضافه شود مقدار -19
 . دقت شود تمامي بافر اضافه شده از ستون خارج شود-20
 . و نمونه توتال ، مي بايست محتويات لوله هاكاملاً مخلوط شوندA٢ قبل از قرائت جذب نوري لوله حاوي هموگلوبين -21
  مشخص به همراه ساير A٢ در صورت امكان در هر سري كاري به منظور كنترل كيفي ، نمونه اي با مقدار هموگلوبين -22

 .نمونه ها آزمايش شود
 .   ، استفاده از آب مقطر مناسب الزامي مي باشدA٢يش اندازه گيري هموگلوبين براي انجام آزما-23  

        
 .بكار رفته ، ثبت گرددA٢  يادآورمي گردد در هر سري كاري مي بايست نوع و سري ساخت كيت هموگلوبين 

 
 
 

 :نكته
 HbA٢ از هموگلوبينهـاي هـم بـار بـا            اختصاصي نبوده بطوريكه بعضي    HbA٢ روش كروماتوگرافي ستوني براي اندازه گيري        _

 . خارج مي شوند HbA٢ و داراي زنجيره دلتا نيز با A٢ (٢'A) و بعضي از انواع  هموگلوبين  C ,E ,O arabمانند 
 كـه همـراه   C,E,Oarabمحاسبه گرديد بايد به وجود هموگلوبينهـاي نظيـر   % 7بيشتر از  A٢  در موارديكه مقدار هموگلوبين _

HbAشوند شك نمود خارج مي٢ . 
 اگر همـوليزات اضـافه شـده يكبـاره از سـتون خـارج شـود ، وجـود سـاير هموگلـوبين هـاي غيـر طبيعـي نظيـر هموگلـوبين                      _

E,C,G,D,S مطرح مي گردد . 
 
 

                                                 
 
 
 

 هموگلوبين زالكتروفوراصول آزمايش 
 جزء آزمايشات غربالگري طرح تالاسمي نبوده و به عنوان آزمايش تكميلي در مواردي آزمايش الكتروفورز هموگلوبين ،

اين آزمايش به دو صورت . بدست آمده و يا درموارد مشكوك انجام مي گردد % 7 بيشتر از A٢كه مقدار هموگلوبين 
جام آزمايش الكتروفورز به روش با توجه به امكان ان. انجام مي گردد ) سيترات آگار (و اسيدي ) استات سلولز( قليايي

 .                  استات سلولز در اكثر آزمايشگاهها، در اين قسمت فقط به اصول انجام اين آزمايش اشاره مي گردد
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   Heparin جهت انجام آزمايش مناسب بوده ولي استفاده از ساير ضدانعقادها مانند EDTA  خون حاوي ضد انعقاد-1
  .اشدنيز امكانپذير مي ب

خون هپارينه در طول نگهداري ممكن . (  مي باشدروزقابل نگهداري 10 به مدت سانتي گراد  درجه4 دردماي  نمونه-2
 .)د دهاست تشكيل لخته هاي بسيار كوچك 

گرديده و براي  از گلبولهاي قرمز شسته شده تهيه " است كه ترجيحاي، هموليزاتبراي آزمايش نمونه مورد استفاده -3
براي جداسازي مناسب . آن مي توان از محلول ليز كننده داخل كيت و يا آب مقطر و حلال آلي استفاده نمود تهيه 

 .     باشد   gr/dl      3-2محدودهباندها غلظت هموگلوبين  هموليزات ،مي بايست در 
وده ولي رعايت نكات زير در  در صورت استفاده از كيت ،  روش انجام آزمايش ، مي بايست مطابق دستورالعمل همرا ب-4

 : هنگام آزمايش با كليه روشها ضروري مي باشد 
  .برد به آرامي در بافر فرو را مي بايست نوار استات سلولز ،  حباب هوا جهت جلوگيري از ايجاد _ 

 .  شوندبافر پراز دو مخزن تانك به طور مساوي  _
رطوبت اضافي به طور تا جاذب رطوبت قرار داد  قه كاغذبه سرعت بين دو ور را مي بايست  استات سلولز نوار_

 . گرفته شود يكنواخت 
               در طول يك خط و در فاصله يك سوم طول ورقه از لبه مي بايست بر روي استات سلولز ،  را  نمونه هاي هموليزات_

 .حاصل مي گرددزات همولي ميكروليتر1تا 5/0  با مقادير"نتايج خوب عموما. دادكاغذ قرار
 و) پائين ( نوار به طرف بافر   كه سمت استات سلولزدادطوري بر روي پل مخزن قرار بايد نوار استات سلولز را  _ 

 . محل نمونه گذاري به كاتد نزديكتر باشد
نوع و اندازه  بسته به (.معين مي باشد در زمان  )  350 "عموما( ولت   400 - 250مناسب براي انجام آزمايشولتاژ  _

 . )نوار استات سلولز و كارخانه توليدكننده متغير است
 آن را  بر اساس دستور العمل درون كيتمي بايست  واز مخزن بيرون آورده را زمان مورد نظر ، نوار گذشت پس از  _

 . كردرنگ آميزي ، شفاف و خشك 
  در كنـار نمونـه    A , F , S , Cحاوي هموگلوبين هاي از يك نمونه كنترل   در هر بار الكتروفورز استات سلولز بايد-5

 .                هاي بيماران  استفاده نمود
نوار استات سلولز ، ممكن است سبب تغييرات در سرعت حركت   مختلف بافر وسري ساختهايجريان برق ،   نوسانات-6

 .نمونه كنترل درهمان نوار مقايسه نموداندهاي حركت ب را بايد با مورد آزمايشالگوي حركت نمونه هاي . دن شوباندها
 S ,  و  F , A كه حاوي تركيبي از هموگلـوبين هـاي     كنترلي  با هر شماره سريال جديد استات سلولز ، نمونه هاي-7
C            تفكيـك  . هستند بايد نمونه گذاري شوند و جداسازي مناسب هموگلوبين ها  بر روي نوار استات سـلولز آزمـايش شـود

ممكـن اسـت لازم باشـد غلظـت        . ين هموگلوبين ها بايد با يك ناحيـه شـفاف كوچـك بـين آنهـا مـشخص شـود                   واضح ا 
 .نمودهموگلوبين ها را در نمونه كاهش داده يا زمان و ولتاژ را جهت مشاهده تفكيك دقيق باندها تنظيم 
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 باشد در عين حال اين روش با  امكان پذيرنميثابت PH بر اساس الكتروفورز در  هاتشخيص قطعي هموگلوبينوپاتي -8
اما تفاوت هاي . صحيح هر هموگلوبين را نيز نشان نمي دهد وجود مشخص نمودن هموگلوبينهاي مختلف، مقدار كمي و

 .مشخص نمودآشكار را ميتوان 
 منابع خطا

  كدورت و آلودگي بافر-1 
  يا قدرت يوني نامناسب PH بافر با - 2
 ، اپليكاتور، كاغذهاي جاذب الرطوبت ، يا آلودگي پليت استات سلولز با گرد و خاك ،  آلودگي چاهكهاي نمونه گذاري-3

 .خون يا ساير پروتئين ها 
 .كهنه هموليزات استفاده از  -3
مي توانند باعث تفكيك نا مناسب باندها ،  يا آلودگي باكتريال  واستروماي گلبول قرمزبه علت داشتن   اين هموليزاتها-

 .گردند باندهاي هموگلوبين ) Smear(كشيدگي غير طبيعي  و يا رتفكتايجاد آ
در . موجب رنگ قهوه اي هموليزات مي شود مت هموگلوبين در نمونه هاي كهنه وجود  ونمونهنگهداري نامناسب  -

  كهموگلوبين ديده مي شودهصورت وجود مت هموگلوبين در نمونه ، باندكوچكي در سمت كاتديك باندهاي اصلي 
شده وباند به هموليزات ، مت هموگلوبين به سيان مت هموگلوبين تبديل % 5(KCN)زودن يك قطره سيانيدپتاسيبااف

 . مي آيد و يك جواب واضح بدست رفته با اين روش جوابهاي مبهم و گيج كننده از بين .حاصل از آن حذف مي گردد
 .هوا يا پوسته پوسته شدن ورقه مي شودمكش نامناسب بافر درنوار استات سلولز ، سبب حبس شدن - 4      
 استات  نوار يا باقي ماندن رطوبت روي بيش از حد نامناسب نوارهاي استات سلولز ، سبب خشك شدنخشك نمودن-5      

 . سلولز آن مي شود
 :درتأخير  -6

 ،استات سلولزنمونه گذاري روي نوارهاي )  الف
 برقراري جريان الكتريسته ،)  ب
 وردن نوارها از مخزن ، بيرون آ)  ج

 .رنگ آميزي نوارها بعد از الكتروفورز )  د 
 )خيلي زياد يا كم  . (  نامناسب بودن حجم نمونه گذاري -7
 قرار  كاتديكنمونه ها بايد نسبت به مركز به صورت. قراردادن نمونه ها بطور نامناسب بر روي نوار استات سلولز -8

 . گرددهموگلوبين به سمت آند فراهماندهاي بگيرند تا فضاي مناسب جهت حركت 
بدنبال حرارت بالا ، جريان خيلي بالا و غلظت هاي بالاي بافر "مثلا(  نوارها در مدت الكتروفورز  رطوبت بخار شدن-9
( ، خنك كردن دستگاه توسط كيسه يخسانتيگراد درجه  25 دماي اتاق از صورت بالاتر بودنردكه در اين حالت )

Icebag(  ضروري 
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 .مي باشد
 ي حركتديده شود با)  (Hem در بيماران مبتلا به لكوسيتوز ، ممكن است يك باند غيرطبيعي از پروتئين هم  -10 

ميلو پراكسيداز كه اين باند احتمالا بدليل وجود  )HbHحتي سريعتر از ( ها  هموگلوبينتمامي سريعتر از  وآنديك
 .ايجاد مي شودلكوسيتي 

 كمي آنديك تر است ، به HbAديابتي كه خوب تحت كنترل پزشك نيستند ، يك باند كه نسبت به  در بيمارن -11
  . مشاهده مي شودهدليل حضور هموگلوبين گليكوزيل

 

                              

  به روش ميكروهماتوكريتPCV                                روش اندازه گيري 

Packed  cell volum (PCV)     ايـن نـسبت پـس از سـانتريفورژ     .   نسبت حجم گلبولهاي قرمز به حجم خـون كامـل اسـت
روش مرجع انـدازه گيـري      .)  %42بجاي  42/0مانند  . (مناسب نمونه خون بدست آمده و ترجيحاً بصورت اعشاري گزارش مي گردد           

PCV            در آزمـايش  انـدازه گيـري        . مـي گـردد       روش ميكروهماتوكريت مي باشد كه جهت كاليبراسيون سل كانترها نيز اسـتفاده
PCV  توجه به نكته هاي زير ضروريست  

خـون  PCVيادآور مـي گـردد كـه  مقـدار           .(  براي انجام آزمايش مي توان  از خون مويرگي ، شرياني  و وريدي استفاده نمود                  -1
 مويرگي

 واحـد   7 از لولـه هـاي هپارينـه بـا كمتـر از              در جمع آوري نمونه به طريق مويرگي اسـتفاده        ) . از خون وريدي كمتر است    % 1-2 
 .هپارين به ازاي يك لوله مويينه توصيه مي گردد

 . ساعت آزمايش نمود6 نمونه را پس از جمع آوري مي توان در دماي اتاق نگهداري و در فاصله -2
   %05/0 هاي دوتايي نبايـد از       تفاوت مقدار هماتوكريت نمونه   .  آزمايش شوند    Duplicate نمونه ها مي بايست بصورت دوتايي        -3

 .بيشتر باشد 
  جهـت جلـوگيري از       K٢EDTA در صورت انجام آزمـايش بـه منظـور كاليبراسـيون سـل كـانتر ، اسـتفاده از ضـد انعقـاد                         -4

  MCVدر  % 2  با ايجاد چروكيدگي در گلبولهاي قرمز موجـب كـاهش             K٣EDTA. چروكيدگي گلبولهاي قرمز الزامي مي باشد     
 .صورت استفاده از ضدانعقاد مايع ضريب رقت مي بايست محاسبه گردددر . مي شود

اسـتفاده  )  بدون ضـد انعقـاد    ( توصيه مي گردد جهت انجام آزمايش جهت كاليبراسيونسل كانتر از لوله هاي مويينه با باند آبي                  -5
 . شود

 . هنگام قرائت نتيجه با خط كش مخصوص ، مقدار بافي كوت در نظر گرفته نشود-6
 .  مي باشد±%   1  به روش ميكرو هماتوكريت PCV مقدار خطاي قابل قبول اندازه گيري -7
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 بار سروته شده است پر شده و باخمير مخـصوص           8  طول لوله هماتوكريت  از خون كامل كه حداقل            4/3 تا   3/2:   روش آزمايش 

نمونـه هـاي دوتـايي      .  مي بايست كاملاً صـاف باشـد        ميلي متر كمتر بوده و سطح آن نيز        4طول خمير نبايد از     . مسدود مي گردد  
نتيجـه آزمـايش مـي بايـست     . روبروي هم در دستگاه ميكرو هماتوكريت قرار گرفته و دستگاه برروي زمان لازم تنظيم مـي شـود             

لـه هـا    دقيقه پس از توقف دستگاه با استفاده از خط كش هماتوكريت قرائت شود ، با گذشت زمـان و بـاقي مانـدن لو          10حداكثر  
 .بصورت افقي ، حد فاصل پلاسما و سلول بتدريج شيب دار شده و خواندن نتيجه را با مشكل مواجه مي سازد

 : منابع خطا
  استاز خون ،بعلت بستن طولاني تورنيكه باعث افزايش غلظت خون مي شود -
 .ي گردد خونگيري سخت ،بدليل ورود مايع بين بافتي  به رگ باعث رقت و يا لخته شدن خون م-
 .  استفاده از سر سوزن نازك ، موجب ايجاد هموليز مي گردد-
  مخلوط نشدن نمونه با ضد انعقاد - 
  نادرست پر كردن يا مسدود نمودن لوله هماتوكريت -
  مسدود نمودن انتهاي لوله بوسيله حرارت -
  خطاي ديد هنگام خواندن نتيجه آزمايش -
 اندن نتيجه آزمايش  در نظر گرفتن بافي كوت هنگام خو-
 مقدار پلاسماي بدام افتاده در آنمي ماكروسيتيك كـم و در اسفروسـيتوز،     (Plasma  trapping) خطاي بدام افتادن پلاسما -

 اسـت كـه هنگـام  كاليبراسـيون سـل           1-%3در حالت طبيعي ميزان پلاسماي بدام افتاده        . تالاسمي و آنمي سيكل سل زياد است      
 .در نظر گرفته مي شود% 2كانتر  اين مقدار 

 
  :   علل افزايش كاذب ميزان هماتوكريت                                                        اضافيEDTA  :علل كاهش كاذب ميزان هماتوكريت

 هيپوناترمي
      بدام افتادن پلاسما                  هموليز                                                                              

 هيپرناترمي                                                                                                              
 

 دستگاه ميكرو هماتوكريت 
 : دستگاه ميكروهماتوكريت مي بايست داراي مشخصات زير باشد

  سانتي متر ، 8تر از  شعاع چرخش بيش-1
  ثانيه،30 توانايي رسيدن به حداكثر سرعت در عرض -2
 .C 45 دقيقه بدون افزايش دما از 5 در محيط بمدت حداقل g هزار 15-10 حدود RCF توانايي ايجاد -3
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 )  ثانيه30با قابليت تنظيم حداقل ( داشتن زمان سنج اتوماتيك -4
 

RCF=ميدان نسبي سانتريفوژ 
RPM=در دقيقهدور  

RCF= Relative  Centrifugal  Field 
RPM = Revolution Per  Minute                                                  
RCF=١٠× ١٫١١٨-۵× r × RPM٢   

 كنترل كيفي و بررسي كاليبراسيون دستگاه ميكروهماتوكريت
 شد براي كنترل كيفي دستگاه توجه به موارد زير ضروري مي با

  سرعت سانتريفوژ-
  زمان سنج دستگاه-
  حداكثر توان در تجمع سلول ها -

براي بررسي . وزمان سنج دستگاه بترتيب با تاكومتر كاليبره و كرونومتر قابل بررسي مي باشند) دوردقيقه( سرعت سانتريفوژ
 :حداكثر توان تجمع سلولي مي توان از روش زير استفاده نمود

دي پتاسيك كه به خوبي مخلوط  شده اند را به صورت دو تايي به روش زير ATDEاوي ضد انعقاد دو نمونه خون تازه ح
 ثانيه زمان 30 ثانيه ،30ابتدا نمونه ها به مدت دو دقيقه سانتريفوژ شده و مقادير آنها ثبت مي گردد، سپس : آزمايش نموده 

اين  زمان به عنوان حداقل .  گيري شده پي در پي بدون تغيير بماندسانتريفوژ را افزوده تا زمانيكه ميزان  دو هماتوكريت اندازه
اين آزمايش بهتر است حداقل با يك نمونه داراي . زمان لازم جهت متراكم نمودن گلبولهاي قرمز در نظر گرفته مي شود

 .         يا بيشتر نيز انجام شود  5/0هماتوكريت 
 

 
داده هاي 
موجود در 
جدول بالا 

نشان ميدهد 
زمان لازم 

جهت متراكم 
نمودن  

گلبولهاي قرمز 

PCV Time Sample ١ Sample ٢ 
٠٫ ٢٫٠۴٠ ٠.۵٩ 
٢٫۵ ٠٫ ٠٫٣٩۵٨ 
٠٫ ٠٫٣٨ ٣٫٠۵٧ 
٣٫۵ ٠٫٣٨ 

(minimum packing time) 
٠٫۵۶ 

۴٠٫ - ٫٠۵۵ 
۴٫۵ - ٠٫۵۵ 

(minimum packing time) 
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 دقيقه وبراي نمونه اي با مقدار 5/3 ،5/0با ميزان هماتوكريت كمتر از براي دستگاه ميكروهماتوكريت مورد آزمايش ، در نمونه اي 
 . دقيقه مي باشد5/4  ،    5/0هماتوكريت بيشتر از  

در صورتيكه  ارزيابي عملكرد دستگاه ميكروهماتوكريت بصورت مستقيم امكانپذير نباشد از روش توصيه شده  سازمان بهداشت 
 :تگاه به روش زيراستفاده نمودجهاني مي توان جهت بررسي توان دس

را پس از )  ميلي گرم براي هر ميلي ليتر5/1(دي پتاسيك ATDE و حاوي ضدانعقاد5/0چند نمونه خون با هماتوكريت كمتر از 
 دقيقه سانتريفوژ كرده و نتايج ثبت مي گردد كه در صورت 11 و 9، 7 ، 5 ، 3بيست بار سروته نمودن به صورت دوتايي به مدت 

  . به بعد مي بايست بدون تغيير باقي بماند 5نتايج حاصله از دقيقه ) g(ب بودن توان دستگاه مناس
 جهت بررسي ابزار قرائت هماتوكريت مي توان مقدار خوانده شده هماتوكريت توسط آن را با مقدار خوانده شده توسط ابزار مورد 

در صورت استفاده از خط كش جهت كنترل كيفي ، . ايسه كرد اطمينان نظير خط كش ، ميكرومتر يا صفحه درجه بندي شده مق
لوله هماتوكريت را روي خط كش قرار داده به نحوي كه ابتداي ستون گلبولهاي قرمز روي صفر خط كش و انتهاي ستون سلول 

            . ار داشته باشد  سانتيمتر خط كش قر5/2 بايد در حد 5/0در اين صورت هماتوكريت  .  سانتيمتر قرار گيرد5و پلاسما درحد 
 

                                      
                              
                            

                                

 

 

 

                                  

 گلوبيناندازه گيري هموگلوبين در خون با روش سيان مت همو

روش مرجع  اندازه گيـري هموگلـوبين بـه روش            اندازه گيري هموگلوبين در خون با روش سيان مت هموگلوبين           روش شيميايي 
براي دستيابي به نتايج صحيح رعايت نكات زير هنگام آزمايش          .دستي مي باشد كه براي كاليبراسيون سل كانترها نيز كاربرد دارد            

 .ضروري مي باشد
 . و از لحاظ شيميايي تميز باشند ، استفاده شود (Class A)يشه اي كه از نظر صحت در حد استاندارد از ظروف ش-1
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.  از دقت و صحت عملكرد سمپلرها ، اسپكتروفتومتر و يا فوتومتر با استفاده از برنامه هاي كنترل كيفي ، اطمينان حاصل نمود                      -2
 .)كليه مستندات كنترل كيفي ثبت گردد ( 
كميته بين المللـي اسـتاندارد هـاي آزمايـشگاههاي تـشخيص             ( NCCLSامكان از در ابكين با تركيب توصيه شده         در صورت   -3

 .كه در زير آمده است ، استفاده شود) طبي
 
KCN                                                     ٠٫٠۵ g 
K٣Fe(CN)۶                                          ٠٫٢g 
KH٢ PO۴(Anhydrous)                         ٠٫١۴٠ g 
Nonionic Detergent                              ٠۵-١ ml 
Clinical laboratory Reagent water 
 (type I)                                                 ١٠٠٠ ml  

 

تبديل كربوكسي هموگلوبين ،كـه در      ( ان مت هموگلوبين تبديل مي كند        دقيقه كليه هموگلوبينها را به سي      5اين معرف در مدت     
 .) دقيقه زمان نياز دارد 30افراد سيگاري وجود دارد ، به فرم اكسيده  به 

 .  محلول در ابكين را بايد در ظروف تيره در بسته با جنس بوروسيليكات  نگهداري نمود و در صورت كدورت بدور ريخت-
 .ين محلول در هنگام آزمايش احتياطات لازم بكار رود  بعلت سمي بودن ا-
 از درابكين با تركيبهاي ديگر نيزمي توان استفاده نمود ولي زمان كامل شدن واكنش طولاني تر و احتمال ايجاد كدورت  بيشتر                       -

 .است
از نمونـه خـون وريـدي حـاوي            از نمونه خون مويرگي يا وريدي  مي توان جهت انجام آزمايش استفاده نمود  ولـي اسـتفاده                      -4

 .  ارجح مي باشد ml  /mg  2/ 2 -5/1به مقدار ) دي سديك يا دي پتاسيك (EDTAنمكهاي 
 . پس از خونگيري نمونه را مي بايست بلافاصله با ضد انعقاد مخلوط نمود -5
 .كاهش نشان مي دهد% 1 بدليل ايجاد رقت در نمونه تا EDTA K٣ميزان هموگلوبين اندازه گيري شده با استفاده از -6
 .استاندارد هموگلوبين بكار رفته مي بايست داراي تاييديه آزمايشگاه رفرانس و تاريخ انقضاي معتبر باشد  -7
 

 روش آزمايش
  ميلي ليتر در ابكين مخلوط مـي گـردد و   5ميلي ليتر خون با 02/0  در روش معمول اندازه گيري هموگلوبين به روش دستي ،      -

 .زم جهت كامل شدن واكنش جذب نوري آن با فوتومتر قرائت مي شود پس از طي مدت لا
  استفاده مي شـود  تـا احتمـال    (Macro  dilution) براي انجام آزمايش به منظور كاليبراسيون سل كانتراز روش  رقت زياد -

 :اين روش به يكي از سه طريق زير قابل انجام است . خطاي ناشي از رقيق سازي كاهش يابد
  ميلي ليتر در ابكين  يا ،25 ميكروليتر خون خوب مخلوط شده با 100 نمودن رقيق ‐
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  ميلي ليتر در ابكين  و يا ، 100  ميلي ليتر خون با 5/0 يا 4/0رقيق نمودن  ‐
 . ميلي ليتر در ابكين  10 ميلي ليتر خون با 04/0رقيق نمودن  ‐
 

 پت يا سمپلر با سرعت آهسته و ثابت كشيده مي شـود و پـس از                 در هر دو روش معمول و رقت زياد ، ابتدا نمونه خون توسط پي             
 سانتي متر   5/2پاك كردن  سطح خارجي پي پت يا سر سمپلر با گازي كه توسط آب مقطر يا نرمال سالين مرطوب شده ، تقريباً                        

 10-8، مـي بايـست بـا        نمونه باقي مانده در پي پـت يـا سـر سـمپلر            . زير سطح در ابكين در داخل لوله آزمايش تخليه مي گردد            
 بار سروته نمـودن نمونـه جهـت مخلـوط شـدن كامـل خـون و        6-5پس از . باربرداشت و تخليه محتويات لوله، كاملا تخليه شود        

 دقيقـه در دمـاي اتـاق نگهـداري          5درابكين ، مي بايست اين محلول را جهت كامل شدن واكنش قبل از قرائت جذب نوري آن ،                   
 .نمود

در صـورت اسـتفاده از      .  نـانومتر اسـتفاده مـي شـود          540ري از فتومتر يا اسپكتروفوتومتر با طـول  مـوج               جهت قرائت جذب نو   
 از   g/Lاستاندارد هموگلوبين جذب نوري اين محلول نيز در طول موج ياد شده قرائـت گرديـده و مقـدار هموگلـوبين بـر حـسب                          

 . فرمول زير محاسبه مي گردد
                                                    جذب نوري نمونه                             

 غلظت هموگلوبين استاندارد× ) =                                            گرم در ليتر ( غلطت هموگلوبين نمونه    
                                                    ي نمونه استاندارد                                                                      جذب نور

                                                                                                
  تهيـه و     4/1 و   3/1 ، 2/1 براي رسم منحني استاندارد هموگلوبين ابتدا مي بايست از محلول استاندارد هموگلوبين رقتهاي مختلف             

پس از تعيين مقـدار هموگلـوبين هـر رقـت ،            . قرائت نمود ) درابكين  (  نانومتر مقابل بلانك     540جذب نوري آنها را در طول موج        
مقادير جذب نوري هر رقت روي محور عرضها و مقـدار غلظـت هموگلـوبين هـر رقـت روي        ) شطرنجي  ( روي كاغذ نمودار خطي     

خطي كه از مبدا و  نقاط تلاقي مقـدار هموگلـوبين  و جـذب نـوري مربوطـه مـي گـذرد ، منحنـي         . ي گردد     محور طولها ثبت م   
 .استاندارد نام دارد ، كه با كمك آن مي توان غلظت هموگلوبين نمونه ها را محاسبه نمود

 

 منابع خطا 
- مقدار هموگلوبين و شمارش سلولي مـي          تكنيك نا مناسب خونگيري وريدي كه باعث تغليظ خون و در نتيجه افزايش  كاذب               -

 . گردد
  استفاده از تجهيزاتي بدون سوابق كنترل كيفي و كاليبراسيون  -
  عدم آگاهي كافي كاركنان از نحوه صحيح انجام آزمايش -
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 كنترل كيفي اسپكتروفوتومتر و فوتومتر                                                      

 :مهمترين موارد ارزيابي كيفي در اسپكتروفتومترعبارتند از 
 Linearityخطي بودن -1

بدين صورت كه به مـوازات افـزايش غلظـت    . عيين محدوده اي از جذب است كه متناسب با غلظت مي باشد        هدف از اين آزمون ت    
در اين آزمايش ميزان عدم صحت جذب نوري در هـر رقـت بررسـي        .محلول ، جذب نوري آن نيز بايد به همان نسبت افزايش يابد           

 .مي شود
 .نمود كه اين محلولها مي بايست تا حد امكان پايدار باشند از محلولهاي مختلفي مي توان براي اين ارزيابي استفاده 

 08/0 نانومتر از محلـول پارانيتروفنـل        405 و در طول موج      HiCN نانومتر از محلول     540براي بررسي خطي بودن در طول موج        
 .ميلي مول در ليتر استفاده مي گردد
 از محلـول  (Stock)ط نمودن خون با درابكين ، ذخيره اي   نانومتر ، مي بايست با مخلو      540جهت بررسي خطي بودن طول موج       

 g/l 170 ميكروليتر خون با هموگلوبين    100بطور مثال از اضافه كردن      .(  تهيه شود    2سيان مت هموگلوبين با جذب نوري حدود        
 ـ      .)  بدست مي آيد     ٢٫٠٩ ميلي ليتر در ابكين ، محلولي با جذب نوري حدود            5به   ه كـم باشـدحجم     اگـر ميـزان هموگلـوبين نمون

 ،  2/1بطور مثال   ( رقت تهيه مي شود      4سپس از اين محلول ذخيره ، حداقل        .بيشتري از خون ، مي بايست به درابكين اضافه شود         
 خوانـده بدسـت     5 در طول موج ياد شده قرائت مي گردد تـا             و جذب نوري محلول ذخيره و رقتهاي تهيه شده        ) 16/1 و 8/1،    4/1

جـذبهاي نـوري قرائـت شـده بـه عنـوان مقـدار              )  .  باشـد  2 تا 1/0قت هاي تهيه شده مي بايست بين        محدوده جذب نوري ر   (آيد  
 .در نظر گرفته مي شود ) Observed(مشاهده شده 

 باشد به عنوان مبنـا انتخـاب مـي          434/0 حدودرقتي از محلول كه در      ) OD(براي محاسبه ميزان خطا در هر رقت ،جذب نوري        
 . ر رقتها با توجه به آن محاسبه مي شود تا جذب مورد انتظار بدست بيايد گردد  و ميزا ن خطاي ساي

 بصورت زير محاسـبه مـي   2/1جذب نوري مورد انتظار براي رقت . باشد 4/0 ، حدود  4/1بطور مثال اگر جذب نوري نمونه با رقت         
 :شود 

                                                                                                 4/0 4/1 
      

                                                                                                                X                       2/1 
 

بدين ترتيب پس از محاسبه .  مي باشد 2/1جذب نوري نمونه در رقت  ) Expected(بدست آمده ، مقدار مورد انتظار X مقدار 
 . تعيين مي گردد Biasجذب نوري مورد انتظار براي رقتهاي مختلف ، ميزان عدم صحت هر رقت با استفاده از فرمول 
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             Expected - observed   
Bias =                                                   * ١٠٠ 
                                Expected  

 
 مثال زير ، ميزان عدم صحت جذب نوري رقتهاي مختلف نمونه سيان مت هموگلوبين در يك دستگاه فوتومتر  را نشان مي دهد 

 
  
 

 
 
 
 
 
 

 .قابل قبول مي باشد % 5تا ميزان عدم صحت در هر رقـت       
طرز تهيه  .  ميلي مول در ليتر استفاده مي گردد         08/0 نانومتر از محلول پارانيتروفنل      405 براي بررسي خطي بودن در طول موج        

 : اين محلول
  گرم11/139= وزن يك مول پارانيتروفنل 

  ميلي گرم11139/0=يك ميلي مول 
كـه  بطـور   (ارانيتروفنـل   پ11288/11  ميلي مول در ليتر ، با استفاده از محاسبه زير ، مي بايـست                   08/0براي تهيه پارانيتروفنل    

 .  نرمال حل شود01/0 (Na OH)در يك ليتر هيدروكسيد سديم )  ميلي گرم در نظر گرفته مي شود 113/1تقريبي 
                                                                                   113/1   =     11288/11 =  08/0  *  11139/0 

 
  ومتريكصحت فوت-2

بررسي صحت فتومتريك نشان مي دهد كه آيا  جذب نوري  صحيح در طول موج تعيين شـده  صـورت مـي گيـرد يـا خيـر؟ بـه          
صـحت فتومتريـك بـه توانـايي لامـپ          . عبارت ديگر هدف از اين آزمون تعيين تفاوت جذب واقعي با جذب مشاهده شـده اسـت                  

 .اسپكتروفتومتر بستگي دارد
 درجـه سـانتي گـراد       110 ميلي گرم از دي كرومات پتاسيم را بـه مـدت يكـساعت در درجـه حـرارت                    50بيش از   : روش بررسي   

وزن شده و در يـك ليتـر     ميلي گرم از ماده فوق 50دقيقاً ) كنترل كيفي شده باشد(سپس  با ترازو   . قرارداده تا خوب خشك شود    

 
 

(OD expected)
  جذب مورد انتظار

(OD observed) 
     جذب قرائت شده

-٢٫٠٧ ٠٫٩١۵ ٢٫٠٩۴ 
-١٫ ٠٫١٨۶۶ ١٫۶۶٣ 
-١٫٢ ١٫١٢۴۵ ١٫٢۵٩ 
١٫٠١٧ ١٫٠٣٧ ١٫٩٧ 
٠٫۴٠٫٨٢ ٠٫٨٣ ٨۶ 

- - ٠٫۴١۵ 
-٠٫٢١٢ ٠٫٢٠٧ ٢٫١ 
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 350 نرمال در طول مـوج     01/0ط بلانك اسيد سولفوريك     سپس اسپكتروفوتومتر توس  .  نرمال حل ميگردد     01/0اسيد سولفوريك   
 005جذب نـوري در محـدوده       . نانومتر صفر شده و جذب نوري محلول دي كرومات پتاسيم در اسيد سولفوريك قرائت مي گردد                 

 .  نشاندهنده صحت فوتومتريك دستگاه مي باشد536/0 -+ 0/
 

 صحت طول موج-3
 . شوداين آزمايش براي فتومترها انجام نمي 

 . ارزيابي صحت طول موج به منظور ارزيابي ادعاي سيستم درتاباندن طول موجي است كه دستگاه براي آن تنظيم شده است 
 راحتترين و قابل دسترس ترين  روش براي اسپكترفوتومترهايي كه با نور مرئي كـار مـي كننـد اسـتفاده از محلـول سـيان مـت                             

 نـانومتر اسـت     540بوده كه داراي حداكثر جذب نوري در طول مـوج           ) لي ليتر در ابكين      مي 5 ميكروليتر خون و     20(هموگلوبين  
 و  540،550، 535 ، 530ابتدا با محلول در ابكين به عنوان بلانك دستگاه را صفر كرده و سپس جذب نوري نمونه در طول مـوج             .

.) ايد جذب نوري دستگاه  با محلول بلانك صـفرگردد  لازم بذكر است پس از هر تغيير طول موج ، ب   .( نانومتر قرائت مي گردد    555
بر اساس طول موج و ميزان جذب ،مي بايست منحني رسم نمود كه در صورت وجود صحت طول موج بايد به شكل زنگوله ديـده                         

 . نانومتر است540شود كه قله آن در ناحيه حداكثر جذب نوري يعني 
 

  (Drift)آزمون پايداري با رانش فوتومتري -4
يكي از منابع اصلي خطا در اسپكتروفوتومتري ، كه به علت فرسودگي شديد منبع نوري رخ مي دهد، عدم پايداري كميـت انـدازه                      

 .نسبت به زمان است) مانند جذب نوري(گيري شده 
تن درب آن بـا  براي بررسي ، ابتدا دستگاه را با درابكين صفر نموده  و پس از ريختن محلول سيان مت هموگلوبين در كووت و بس 

حداكثر تغيير مجاز در جذبهاي     . قرائت و ثبت مي گردد      ) بمدت يكساعت ( دقيقه يكبار    15 تا   5پارافيلم ، جذب نوري اين محلول       
 . مي باشد  -+ 0 /005نوري قرائت شده طي اين مدت     

 
  (Stray  light)انوار ناخواسته -5

تند كه غير از نور منبع ، به نمونه تابيده مي شوند و بوسيله اندازه گيـري جـذب                   انوار ناخواسته به معني نورهاي ناخواسته اي هس       
براي اينكـار  .مشخص مي گردد ) مثل استن يا نيتريت سديم در طول موجهاي خاص     (جذب نوري دارد      % 100نوري ماده اي كه     

 .جود انوار ناخواسته  مطرح مي شودمحلول مورد نظر را در مسير عبور نور قرار داده و در صورت قرائت هر گونه جذبي و
                        

 

 كنترل كيفي سمپلر
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جهت دستيابي به عملكرد مناسب سمپلر ، آگاهي از روش صحيح استفاده از آنها پيش از آگاهي از اصول كنترل كيفـي  ضـروري                         
 : روش صحيح كار با سمپلر به شرح زير مي باشد . مي باشد 

 ميلـي  3 را تا توقف اول پائين آورده و نوك سـمپلر را  (  Control  button)د نظر ، ابتدا دكمه كنترل براي كشيدن حجم مور
زير سطح محلول فرو برده ، در اين حالت با رها نمودن آرام دكمه كنتـرل ، حجـم معـين  وارد نـوك                         ) بسته به حجم سمپلر   (متر  

 ، محلول درون سر سمپلر را ، ضمن تماس به جداره ظرف ، بـه آرامـي        براي تخليه ، با فشار مجدد دكمه كنترل       . سمپلر مي گردد  
 . ثانيه با فشار به دكمه كنترل تا توقف دوم ، باقي مانده محلول  نيز كاملاً خارج مي گردد 3تا1خارج نموده و نهايتا پس از 

يكروليتـر قبـل از انتقـال حجـم      م10جهت رسيدن به حداكثر دقت و صحت عملكرد سمپلر ، بهتر است براي حجم هاي بيش از                 
 . بارعمل برداشت و تخليه تكرار وسپس حجم مورد نظر  منتقل شود3 تا 2برداشتي ،

 فقط يك بار انجام شـده و پـس از     (Unwetted  Tip) ميكروليتر بهتر است برداشت با نوك سمپلر 10براي حجم هاي كمتراز 
 .ته شودتخليه در محل مورد نظر با محلول موجود در ظرف شس
 :   نكاتي كه هنگام كار با سمپلر مي بايست رعايت گردد

 اطمينان از اتصال محكم سر سمپلر -1
 عمود نگهداشتن سمپلر در زمان مكش -2
  درجه 40 تا 10تخليه محلول با تماس انتهاي نوك سمپلربه جداره ظرف با زاويه -3
 ت نوك سمپلر رها كردن آرام دكمه در زمان پر ويا خالي كردن محتويا-4
كشيدن كناره هاي خارجي نوك سمپلر پس از انجام مكش به جداره هاي فوقاني لوله به منظور حـذف قطـرات خـارجي نـوك      -5

البته بايـد   (سمپلر و يا در صورت نياز خشك كردن قطرات باقي مانده در بخش خارجي نوك سمپلر به كمك پارچه اي بدون پرز                       
 )ل را از داخل نوك سمپلر به خود جذب نكندمطمئن شدكه پارچه چيزي از محلو

 ثانيه و سـپس پـايين آوردن دكمـه تـا            1-3و تامل   ) پائين آوردن دكمه كنترل تا مرحله اول      ( تخليه محلول پس از توقف اول        -6
 توقف دوم 

 : نحوه نگهداري سمپلر
ز آب كـشي بـا آب مقطـر در دمـاي اتـاق        كليه قسمت هاي خارجي اغلب سمپلرها را مي توان با محلول صابون تميز كرد و پس ا                

 . خشك نمود
انواع قابل اتوكلاو را نيز مي توان از اين طريـق اسـتريل             . (توصيه مي شود  %  60براي ضد عفوني كردن نيز استفاده از ايزو پروپانل          

 ) كرد
 .براي تميز كردن قسمت داخلي سمپلر بايد به راهنماي همراه سمپلر رجوع شود

 
 : ركنترل كيفي سمپل
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اين بررسـي  .  الزامي مي باشد دوبار بار در سال توصيه شده است كه انجام حداقل 4 تا 3بررسي دقت و صحت سمپلرهاي دستي     
به علت نبـود ترازوهـائي بـا حـساسيت كـافي در آزمايـشگاههاي               . با استفاده از  روش هاي توزين و رنگ سنجي قابل انجام است              

 .، روش رنگ سنجي تحت شرايط موجود قابل اطمينان تر است ) دم ميلي گرمتا يك ص( معمولي براي كنترل سمپلر
 630 -620مثـل رنـگ سـبزخوراكي در طـول مـوج           (در اين روش با استفاده از يك محلول رنگي با جذب پايدار در طـول زمـان                  

 .شوددقت و صحت عملكرد سمپلر كنترل مي )  نانومتر405-401نانومتر و يا پارانيتروفنل در طول موج 
 

  ميكروليتـر     1000 -100 ميكـرو ليتـر  و        100-10جهت انجام برنامه كنترل كيفي  ، سمپلرها  ، در كارهاي روتين بـه دو گـروه                 
 .تقسيم مي شوند كه براي هر گروه بايد يك محلول ذخيره از رنگ سبز تهيه نمود 

ميلـي گـرم    155كي ضروريست  كه از حل كـردن          رنگ سبز خورا   mg/dl    155 ميكروليتر ، تهيه محلول        100-10 براي گروه 
  ميكرو ليتر مي بايست محلـول ذخيـره             1000 -100 ميكرو ليتر آب مقطر تهيه مي گردد  و  براي گروه              100پودر رنگ سبز در     

mg/dl 5/15  رنگ سبز خوراكي را از حل كردن mg  5/15 ميلي ليتر آب مقطرتهيه نمود 100  پودر در  . 
 و محلـول  101/1پس از رقيق شدن به نـسبت mg/dl 155 ي ذخيره به گونه اي انتخاب شده است كه محلول غلظت محلول ها

mg/dl  5/15       4/0داشته باشـد، زيـرا اسـپكتروفتومترها در محـدوده جـذبي       4/0 جذبي حدود      11/1پس از رقيق شدن به نسبت 
 . كمترين خطاي عملكردي را نشان مي دهند

بـراي  . روفنل نيز سمپلر ها به دو گروه تقسيم مي شوند و براي هر گروه يك محلول ذخيره تهيه مي شود      هنگام استفاده از پارانيت   
 ميكروليتر پارانيتروفنل بـا  100-1000 و براي گروه     دسي ليتر  ميلي گرم در     42 ميكروليتر ، پارانيتروفنل با غلظت       10-100گروه  

تاكيـد مـي شـود كـه تهيـه          . نرمال استفاده مـي شـود        01/0ه رقت از سود     براي تهي .  تهيه مي شود      ليتر  ميلي گرم در   42غلظت  
stock نرمال انجام مي گردد01/0 پارانيتروفنل  و رقتهاي لازم ، بترتيب با استفاده از  آب مقطر و سود  . 

   
 : كنترل دقت

رد كنترل ، با توجه به جـدول زيـر    لوله آزمايش و انتخاب محلول ذخيره رنگي متناسب با حجم سمپلرمو    10 پس از آماده نمودن     
مقدار مشخصي آب مقطر با دقت بسيار زياد به لوله ها اضافه مي شود ، سپس به كمك سمپلر مورد كنترل محلول  رنگي كشيده                         

 لولـه در مقابـل آب مقطـر      10پس از مخلوط كردن محتويات لوله ها ، ميزان جذب نـوري هـر               . شده و به لوله ها اضافه مي شود         
 . مي گرددقرائت
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ر جذب نوري لوله ها به اختلاف در حجم رنگ انتقالي توسط سمپلر نسبت داده مي          در صورت انتقال صحيح حجم آب ، اختلاف د        
 .  خوانده معرف مقدار عدم تكرارپذيري در سمپلر خواهد بود10 بين (%CV)بدين ترتيب محاسبه ضريب انحراف معيار  . شود

 .خطاي عدم دقت قابل قبول است% 3در كارهاي روزمره حداكثر 
  

 : كنترل صحت 
ميلي ليتر  10وA 1 ميلي ليتر و پي پت هاي كلاس         100وA 10نترل صحت عملكرد سمپلر ،وجود بالن ژوژه هاي كلاس          جهت ك 

 .ضروري مي باشد  
   از محلول رنگ سبز خوراكي تهيه مي گردد، 11/1و101/1براي انجام اين آزمايش با استفاده از پي پت و بالن ژوژه رقتهاي 

ميلي ليتر  آب مقطر  و براي تهيه         100 ، يك ميلي ليتر رنگ سبز خوراكي به بالن ژوژه حاوي             1 /101كه بترتيب براي تهيه رقت      
پس از مخلوط نمودن    .  ميلي ليتر آب مقطر اضافه مي گردد       100، ده ميلي ليتر  رنگ سبز خوراكي به بالن ژوژه  حاوي            11/1رقت  

ر قرائت شده و پس از محاسبه ميانگين ، مقدار بدست آمده به         محتويات بالنها ، جذب نوري هر رقت از محلول رنگي حداقل سه با            
 بـراي هـر سـمپلر       Biasميزان عدم صحت با استفاده از فرمول        . در نظر گرفته مي شود      )  Expected(عنوان مقدار مورد انتظار     

                              .محاسبه مي گردد 
         

   ميانگين جذب نوري در بالن_ر در مرحله ارزيابي عدم دقت  ميانگين جذب بدست آمده از هر سمپل 
   

 )جذب واقعي(ژوژه                                                                                         
    100        *       Bias %  =            ____________________________________________ 

        
                                                                                       جذب نوري در بالن ژوژه

 حجم سمپلر مقدار رنگ برحسب ميكروليترحجم آب برحسب ميلي ليترضريب رقت حاصله
١٠ ١٠ ١ ١/١٠١ 
٢٠ ٢٠ ٢ ١/١٠١ 
٢٫ ١/١٠١۵ ٢۵ ٢۵ 
١/١٠١ ۵ ۵٠ ۵٠ 
١٠٠ ١٠٠ ١٠ ١/١٠١ 
٢٠٠ ٢٠٠ ٢ ١/١١ 
١/١١ ۵ ۵٠٠ ۵٠٠ 
١٠٠٠ ١٠١٠٠٠ ١/١١ 
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 .قابل قبول مي باشد عدم صحت % 5در كارهاي روزمره حداكثر

 
 : نكات

 . سمپلر مي تواند اين وسيله را از كاليبراسيون خارج نمايدضربه به-1
 . با انتخاب سر سمپلر مناسب حجم محلول برداشتي بايد در حدي باشد كه مايع وارد قسمت هاي داخلي نگردد-2
 .تماس دست با نوك سمپلرآلوده ممنوع است-3
 بـاز    (Tip-holder)د بخش نگهدارنده سـر سـمپلر        در صورت مكش محلول هاي اسيدي و ساير مواد با خاصيت خورندگي باي            -4

 .  بخوبي با آب مقطر شسته شود (O-ring)شده و پيستون و حلقه پلاستيكي
 . هرگز نبايد سمپلر حاوي محلول به پهلو زمين گذاشته شود-5
 .هرگز نبايد سمپلرهاي متغير را بر روي حجمي خارج از محدوده حجمي ادعائي آن تنظيم نمود-6

 .مليات مربوط به سرويس ونگهداري مي بايست ثبت و نگهداري شودكليه ع
 

                                                                                                                                                   
                                                                                                           

                                                             ايمني در آزمايشگاه
به انواع عوامل بيماريزاي بيولوژيك با منشا خون، مايعات بدن، مـواد شـيميايي و                كاركنان آزمايشگاه در معرض آلودگي    

توانند از طرق متفاوت مانند ترشح و پاشيدن، بلـع وتـنفس، تمـاس مـستقيم بـا مخـاط                      اين عوامل مي  . ندغيره قرار دار  
و يا پوست، بريدگي در اثر وسايل تيز و برنده ونيز وسايل شيشه اي شكسته،  ايجـاد جراحـت در                     ) چشم، بيني ، دهان   (

و نيز ايجاد خراش توسط حيوانات آزمايـشگاهي        اثر فرو رفتن سوزن در پوست، برداشت مايعات با پي پت بوسيله دهان              
 .سبب ايجاد بيماري گردند

علاوه برآن درمحيط كار، خطراتي مانند مواد شيميايي سوزاننده، مواد راديو اكتيو، جريان الكتريـسته ، آتـش سـوزي و                     
 .غيره وجود دارند كه در صورت عدم رعايت صحيح اصول ايمني مي تواند سلامت را تهديد نمايند

 بنابراين لزوم استقراربرنامه ايمني دركليه آزمايشگاههادرجهت حفظ ايمني كاركنان ، بيماران ، افـراد مـرتبط ومحـيط                  
 .زيست ، امري ضروري است

اصول كلي حفاظت وپيشگيري ازبروزآلودگي دركاركنان ومحيط آزمايشگاه ونيزاصول كلي كه جهـت ايمنـي فـضاي كـاري                   
 :ظرقرارداد، شامل مواردذيل مي باشدوساير فضاهاي مرتبط بايد مدن

 . ويا ديگرعوامل بيماريزا بامنشاخوني فرض نمايندHIV  كاركنان بايد تمامي نمونه هاي بيماران را آلوده به ويروس-1 
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بايدبـه  . هميشه بايد دستكش دراندازه هاي متفاوت وازموادمناسب ومرغوب ، درتمام بخشهاي فني دردسترس باشد              -2 
 .ه داشت كه تنها دستكشهاي لاتكس محافظت كافي را ايجاد مي نماينداين نكته توج

 بهيچ وجه نبايد بوسيله دست سوزنهاي استفاده شده ، از سرنگ يكبارمصرف جداگردد ويادرپوش سرسوزن روي آن                  -3
 نبايـد   .درموادضروري بايد سرسوزن راروي يك سطح قرارداد وفقط ازيك دست جهت اين عمل استفاده نمود              . قرارگيرد

 .سوزن هاي استفاده شده، قيچي و بريده ، خم و يا شكسته شود
براي اينكار استفاده از پر كننده هـاي پـي پـت            . هرگزعمل برداشت مايعات با پي پت نبايد بوسيله دهان انجام شود             -4

اعـث ايجـاد ذرات     همچنين نبايد قطرات انتهايي نمونه با فشار زياد خارج شود ، زيرا ممكـن اسـت ب                . ضروري مي باشد    
 .بسيار ريز يا آئروسل گردد

ترجيحـا صـابون   ( مهمترين اقدام پيشگيرانه وايمني شست وشوي مكرر دستها مي باشد ،كـه بايـد هميـشه صـابون         -5
) اگزمـا (بريدگيها ،  زخمها وجراحـات پوسـتي         .و نيز موادضدعفوني كنند ه پوست دردسترس كاركنان قرار گيرد         )  مايع

 .غيرقابل نفوذ به آب پوشانده شوندبايد باپانسمان 
 بايد درمواقع كارباموادسمي سوزاننده ونيز موادخطرناك شيميايي وبيولوژي و ياهنگامي كه امكان ترشـح و پاشـيدن             -6

ونيـز ماسـك ويـا      ) حفـاظ دار  (خون ويامايعات بدن وجودداشته ونيزهنگام تخليه اتوكلاو وغيـره ازعينكهـاي حفـاظتي              
 .ده نمودنقابهاي صورت استفا

  بايد سطوح ميزها را فوراً بعد از آلودگي با نمونـه يـا بعـد از اتمـام كـار روزانـه بـا مـواد ضـدعفوني كننـده ماننـد                                  -7 
 10/1 گرم درصد و يا هرگونه محلول سفيد كننده خانگي كه بـه نـسبت                5/0 گرم در ليتريا   5هيپوكلريت سديم با رقت     

 .، ضدعفوني نمود ) باشند% 5فعال به شرط اينكه داراي كلر (رقيق شده باشد 
درهنگـام تميـز نمـودن    .  بايد سطوح كاري بعد ازاتمام كارروزانه ،  باماده ضدعفوني كننده مناسب ، ضدعفوني گردد               -8

 . آزمايشگاه و تجهيزات بايد از دستكش ،  ماسك و پوششهاي حفاظتي مناسب استفاده شود
مانند يخچالها ، فريزرها ، بن ماري ، سانتريفوژ وغيره به طور مرتب تميـز                بايد كليه وسايل و تجهيزات آزمايشگاهي        -9

. شده و نيز به طور متناوب منطبق بر برنامه زمانبندي كه بوسيله مسئول آزمايشگاه تعيين ميشود ،  ضـدعفوني گردنـد                     
 .مخصوصا درمواردي كه آلودگي مهمي به وقوع مي پيوندد ،  بايد فورا اين عمل انجام شود

 وسايل و تجهيزات بايد قبل از انتقال به خارج از آزمايشگاه جهت تعمير ويا تعمير درداخل مركز با موادضـدعفوني                     -10
 .كننده مناسب ضدعفوني شوند 

 :راهنماي ايمني درموارد ريختن وياشكستن ظروف محتوي مواد آلوده
 . س وپوششهاي حفاظتي مناسب را بپوشيدلبا-3.     افراد را از محل دوركنيد-2.     نفس خودرانگه داريد -1
 .  محل را باحوله كاغذي و يا تنزيب بپوشانيد-5)     دقيقه 15حداقل . ( مدتي صبركنيد تا آئروسلها ته نشست كنند-4
با توجه به نوع محلول اسـتفاده شـده مـدتي صـبر             -7.    ازمحلول ضدعفوني كننده مناسب به آرامي درمحل بريزيد         -6

 .نمائيد
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 .قرار دهيد)  Safety Box(وسيله پنس ويا فورسپس پارچه و قطعات شيشه را داخل ظروف ايمن ب-8
 .سپس محل راتميز نموده ودرصورت لزوم مجددا با ماده ضدعفوني عمل فوق را تكرار نمائيد-9

 راهنماي ايمني جهت انتقال نمونه هاي آزمايشگاهي بوسيله پست وغيره 
ر كه غير قابل نشت وغير قابل نفوذ به مايعات باشد، قرار دهيد واطـراف آن ،مـاده جـاذب       نمونه را داخل ظرف درپيچ دا     

سپس آن را داخل محفظه دومي كه غير قابـل نـشت وغيـر قابـل نفـوذ بـه مايعـات بـوده ، قـرار داده                   .الرطوبه بگذاريد   
 Biohazard( علامت خطر زيستي  نهايتا محفظه را داخل محفظه سوم قرار داده و        .ومشخصات نمونه را روي آن درج كنيد      

 . را روي آن نصب نموده وآدرس را روي آن بنويسيد)
 (Sterilization ): سترون سازي 

وحـرارت مرطـوب    ) با اسـتفاده از دسـتگاه فـور         (معمولترين راههاي سترون سازي درآزمايشگاه بوسيله حرارت خشك         
 . انجام مي پذيرد) با استفاده از دستگاه اتوكلاو (تحت فشار

 طبق استاندارد جديد ، درجه حرارت بايد. ازفور جهت وسايلي كه تحمل حرارت بالا رادارند ، استفاده مي گردد
 . ساعت فرايند سترون سازي ادامه داشته باشد 3 تا 2 درجه سانتيگراد بوده و بمدت 160- 18 0

 . و بيولوژيكي بررسي گرددصحت عملكرد دستگاههاي فور و اتوكلاو بايد بوسيله انديكاتورهاي شيميايي
(: ضدعفوني نمودن  ِDisinfection(  

جهت ضدعفوني نمودن ، ارزانترين ودردسترس ترين ماده ، مايع سفيد كننده خانگي مي باشد ، به شـرط اينكـه داراي                      
و نيـز   آن 10/1جهت ضدعفوني نمودن خون ، مايعات بدن ومواد دفعـي بيمـاران از رقـت         . باشد % 5كلرفعال به ميزان    

همچنـين مـي تـوان از محلـول     .  آن استفاده مـي شـود  50/1جهت ضدعفوني نمودن كف ، زمين ، ديوار ولباس ازرقت        
 ميلي ليتر در ليتر ، جهت ضدعفوني نمودن  مايعات بدن  ، خون ومواد دفعي بيماران                  100هيپوكلريت سديم به ميزان     

ازمحلولهـاي  . كف ، زمـين ،  ديـوار و لبـاس اسـتفاده نمـود               ميلي ليتر درليتر آ ن جهت ضدعفوني نمودن          20ويا رقت   
 .مي باشد % 70ضدعفوني كننده ديگر كه جهت سطوح مي توان استفاده نمود ، الكل 

 (Waste Management):    مديريت پسماند

 وتركيبي، پســماندهاي عفوني ، شيميايي ، تيز وبرنده ، پرتوزا ) خانگي (در آزمايشگاه انواع پسماندهاي عادي 
 . وغيره توليد ميشود) تركيبي ازمواد شيميايي  ، راديواكتيو وياعوامل عفوني  ( 

به منظور حفظ سلامت افراد ، محيط زيست وجلوگيري از اثرات سوء پسماندها ، مديريت ايمن وصـحيح آنهـا ضـروري                      
، حمـل ونقـل ودفـع مـي         ) نباشت  ا( ، آلودگي زدايي ، ذخيره      ) جداسازي  (برنامه مديريت شامل مراحل تفكيك      . است
 .باشد

كليه پسماندهاي آلوده آزمايشگاهي بايد باروش مناسب آلودگي زدايي وسپس به طريقه بهداشتي وبه طور روزانـه دفـع                   
قرار گرفتـه وقبـل از اينكـه كـاملا     )  Safety Box(پسماندهاي تيز وبرنده بايد درمحفظه هاي مقاوم مخصوص .گردند

  د.بهداشتي دفع گردندپرشوند ،  به طريقه 


