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اصول انجام و تضمین کیفیت آزمایشهای غربالگری تالاسمی
تهیه شده :

واحد امور آزمایشگاههای معاونت بهداشتی دانشگاه علوم پزشکی مازندران
 بهار 1403
به نام خدا

مقدمه
 عملکرد مناسب و قابل قبول آزمايشگاههای غربالگری تالاسمی ، نقش مهمی در يافتن زوجهای ناقل بتا تالاسمی و بدنبال آن جلوگيری از تولد نوزادان مبتلا به بيماری تالاسمی بتا ماژور داشته که اين امر از لحاظ مادی و معنوی نه تنها برای خانواده بيمار بلکه برای سيستم بهداشتی کشور نيز از بار گرانبهايی برخوردار می باشد . عملکرد صحيح و قابل قبول برای اين آزمايشگاهها جز با آگاهی کامل کارکنان از اهميت آزمايشها ، کاربرد صحيح  تجهيزات ، روش صحيح انجام آزمايشها ، آشنايی با برنامه های تضمين  کيفيت و لزوم مستند سازی، ميسر نمی گردد .

بنا بر ضرورت امر فوق ، اين دستورالعمل جهت استفاده روزمره كاركنان آزمايشگاههای غربالگری تالاسمی تهيه گرديده ، تا  ضمن آموزش اصول استاندارد انجام آزمايشهای مربوطه  و روشهای کنترل کيفی ، گام کوچکی جهت ارتقاء کيفيت عملکرد اين آزمايشگاهها بردارد.
آزمایشگاه محل انجام آزمایش بر روی مواد بدست آمده از بدن انسان، به منظور فراهم کردن اطلاعات مورد نیاز جهت پیشگیری، تشخیص، درمان و مدیریت بیماری ها یا ارزیابی سلامت افراد می باشد. جهت حصول اطمینان از اعتبار نتایج و اطلاعات آزمایشگاهی، لازم است علاوه بر کنترل دقیق مراحل اصلی چرخه آزمایش، بویژه فرآیندهای قبل از آزمایش، انتخاب و صحه گذاری روش های انجام آزمایش و فرآیند پس از آزمایش، ارکان سیستم مدیریت کیفیت نیز در آزمایشگاه استقرار پیدا کنند. 
این راهنما با هدف حصول اطمینان از اعتبار نتایج در مراحل انجام آزمایش و کنترل کیفیت و نیز تعیین چهارچوبی جهت هماهنگی روند اجرا و نظارت بر فرآیندهای یاد شده و نهایتا کاهش ریسک ناشی از ارائه داده ها یا اطلاعات نادرست آزمایشگاهی برای بیماران و نظام سلامت، تدوین گردیده است. تدوین این سند به استناد مراجع معتبر علمی و همچنین نظرات صاحبنظران حوزه کنترل کیفیت کمیته های تخصصی آزمایشگاه مرجع سلامت صورت گرفته است. 
اجرای مندرجات این راهنما، در کلیه آزمایشگاههای پزشکی اعم از دولتی و غیردولتی در حوزه های بهداشتی و درمانی الزامی می باشد. در قسمت هایی از این راهنما که از واژه «ترجیحا» و یا عبارت «به صلاحدید مسئول فنی» استفاده شده و یا اقداماتی به صورت توصیه یا پیشنهاد مطرح گردیده، بر عهده مسئول فنی است، تا با در نظر گرفتن نوع آزمایش، کاربرد بالینی آن، احتمال بروز خطا و شدت آسیب بالقوه به بیمار در صورت خطا در نتیجه آن آزمایش، در مورد اجرای توصیه یا پیشنهاد ارائه شده و یا روش کنترل کیفیت تصمیم گیری نماید. بدیهی است تصمیم مسئول فنی و روشی که بکار می گیرد باید منطقی و مستدل باشد و ریسک خطای آزمایشگاه و اشتباه در تشخیص و درمان بیمار را به حداقل برساند. 
در آزمایشگاههای مراکز تشخیصی درمانی و بیمارستانها، آزمایشگاههایی که تعداد مراجعه کننده زیاد دارند، آزمایشگاههای ارجاع (که نمونه های بالینی به آنها ارجاع میشود) و همچنین آزمایشگاههای مرجع کشوری یا استانی بیماریها، با توجه به این که نتیجه آزمایشگاهی نادرست ریسک بیشتری در روند مراقبت از بیماران ایجاد می کند، لازم است اقدامات کامل تری جهت کنترل کیفیت به اجرا در آید، که در متن به آنها اشاره شده است. تاکید می گردد که این آزمایشگاهها اجرای موارد ترجیحی، توصیه ای و پیشنهادی را بیشتر مورد توجه قرار دهند. 
اطمینان از اجرای این الزامات در آزمایشگاه، در دامنه وظایف و مسئولیت های مدیریت آزمایشگاه با محوریت مسئول فنی آن می باشد. مسئول فنی و گروه مدیریتی آزمایشگاه، مسئولیت انتخاب و بکارگیری روش های معتبر آزمایش، انجام برنامه های کنترل کیفیت داخلی و تفسیر نتایج آنها، شرکت در برنامه های کنترل کیفیت خارجی و مهارت آزمایی، شناسایی و ریشه یابی خطاها و تشخیص دلایل احتمالی بروز آنها جهت انجام اقدامات اصلاحی متناسب را بر عهده دارند. مسئول فنی آزمایشگاه موظف است مستقیما بر برنامه های کنترل کیفیت در بخش های مختلف آزمایشگاه نظارت داشته باشد. 
چنانچه یک آزمایشگاه به هر دلیل امکان اجرای الزامات برنامه کنترل کیفیت برای تامین اعتبار داده ها و اطلاعات مورد نیاز بیماران و مراجعین خود برای یک آزمایش را نداشته باشد. لازم است از انجام آن آزمایش خودداری نموده و با رعایت مفاد مندرج در «دستورالعمل ارجاع نمونه های بالینی در آزمایشگاههای پزشکی»، نمونه ها را به آزمایشگاه مورد تایید دیگر ارسال کند. 
لازم به تاکید است کسب اطمینان از تحقق الزامات مندرج در این سند بر عهده ارزیابان و کارشناسان فنی سیستم نظارتی دانشگاههای علوم پزشکی می باشد. 
این سند دارای چند بخش است. بخش اول به انتخاب و اعتبارسنجی روش های انجام آزمایش اختصاص داده شده و در ادامه، در مورد کنترل کیفیت داخلی آزمایش ها (با استفاده از نمونه ها و مواد کنترلی و همچنین از طریق آنالیز نتایج آزمایش بیماران) و برنامه ارزیابی خارجی کیفیت و سایر روشهای ارزیابی صحت نتایج، الزامات و توصیه هایی ارائه گردیده است. شایان ذکر است جهت کسب اطمینان از اعتبار نتایج آزمایشگاهی، لازم است مجموعه ای از روش های مختلف کنترل کیفیت شامل کنترل کیفیت داخلی و کنترل کیفیت خارجی بکار گرفته شود. بنابراین باید توجه داشت که روش های اشاره شده جایگزین یکدیگر نبوده و تکمیل کننده می باشند. 
در این راهنما به الزامات کنترل کیفیت مربوط به بخش میکروب شناسی، که قبلا از طریق چک لیست و دستورالعمل های مرتبط ابلاغ شده، و نیز الزامات مربوط به اطمینان از اعتبار نتایج آزمایشهای آسیب شناسی تشریحی، تشخیص مولکولی، سیتوژنتیک و پیوند پرداخته نشده است. 
با توجه به بکارگیری طیف وسیعی از تجهیزات آزمایشگاهی مدرن، سیستم های بسته و روش های آزمایشگاهی متنوع، ممکنست آزمایشگاه نیازمند برنامه ریزی ویژه جهت کنترل کیفیت تجهیز، روش یا تکنولوژی خاصی باشد که در این راهنما به این روش های تخصصی اشاره نمی شود. 
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انتخاب روش های انجام آزمایش و کسب اطمینان از اعتبار آنها 
    روش انجام هر آزمایش، با توجه به کاربرد بالینی و هدف از درخواست آن آزمایش برای بیمار، انتخاب می شود. به عبارت دیگر انتخاب روش انجام هر آزمایش براساس ویژگی های عملکردی (Performance characteristic) (شامل دقت، صحت، خطی بودن، محدوده قابل گزارش، حد تشخیص، حساسیت و اختصاصی بودن تشخیصی و بالینی و غیره) و با در نظر گرفتن کاربرد آن آزمایش برای بیماران صورت می گیرد. لذا لازم است در آزمایشگاه برای اطمینان از انتخاب روش معتبر برای انجام آزمایش، ویژگی های عملکردی آن روش مد نظر قرار گیرد و این ویژگی ها ارزیابی شده و تایید گردد، یا به عبارت دیگر روش های انجام آزمایش مورد صحه گذاری (Validation) و یا تصدیق (Verification) قرار گیرند. 
صحه گذاری (Validation) : به معنای تأیید وجود تمامی ویژگی های عملکردی روش آزمایش، با توجه به کاربرد بالینی و هدف از انجام آن آزمایش برای برآوردن نیازهای بالینی است. برای اطمینان از اعتبار نتایج آزمایشگاهی، همه روشهای آزمایش که در آزمایشگاه مورد استفاده قرار می گیرند باید صحه گذاری شده باشند. کیت های تجاری مورد تأیید وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی، که قبلاً توسط تولید کننده کیت صحه گذاری شده و ویژگی های عملکردی آن تعیین گردیده است، چنانچه بدون هیچگونه تغییر یا تعدیلی در آزمایشگاه مورد استفاده قرار گیرد، نیاز به صحه گذاری مجدد ندارند. برای روش های طراحی و راه اندازی شده توسط خود آزمایشگاه و همچنین در مواردی که تغییری در روش انجام آزمایش با کیت های آماده مصرف تجاری، که قبلا توسط سازنده صحه گذاری شده اند، اعمال گردد (مثلاً کوتاه یا طولانی کردن زمان انکوباسیون، تغییر حجم نمونه یا حجم معرف های مورد استفاده)، باید مجددا صحه گذاری در آزمایشگاه انجام شود. 
تصدیق روش (verification) : به معنای ارزیابی بخشی از ویژگی های عملکردی آن روش (مثلا دقت، صحت، خطی بودن و غیره ) که مرتبط با کاربرد بالینی آزمایش برای بیماران و مراجعین یک آزمایشگاه می باشد. چنانچه کیت های صحه گذاری شده و آماده مصرف تجاری بدون هیچ گونه تغییر یا تعدیلی مورد استفاده قرار گیرند، کافی است در آزمایشگاه مراحل تصدیق روش (verification) برای آنها انجام شود. 
در صورت تغییر نوع کیت و یا شماره ساخت کیت، که ویژگی های عملکردی آن تصدیق شده، باید توافق نتایج حاصل از اندازه گیری نمونه های بیماران با کیت قدیم و جدید و یا شماره ساخت قدیم و جدید مورد ارزیابی قرار گیرد و توافق این نتایج با استفاده از آزمون های آماری مناسب تأیید شود. روش پیشنهادی، ارزیابی توافق نتایج مربوط به حداقل 10 نمونه از بیماران از طریق آزمون رگرسیون (بصورت دستی و یا با استفاده از نرم افزارهای موجود در بازار) می باشد. لازم به تاکید است که نمونه های انتخاب شده بیماران باید محدوده غلظتی پایین، طبیعی و بالا را پوشش دهند. روش پیشنهادی دیگر است که حداقل 5 نمونه بیمار در غلظت های مختلف، با کیت و یا شماره ساخت قدیم و جدید مورد آزمایش قرار گیرند، اختلاف خوانده های مربوط به هر نمونه محاسبه شده و با خطای مجاز کلی (Tea) یا CV مجاز مقایسه گردد. در این حالت اختلاف بین دو خوانده باید کمتر از نصف خطای مجاز کلی (Tea) یا کمتر از CV مجاز باشد. 
در مواردی که از دو یا چند روش یا تجهیز برای سنجش یک آنالیت در آزمایشگاه استفاده می شود، تطابق نتایج حاصل از اندازه گیری نمونه بیماران با روش ها و یا تجهیزات مختلف، باید با استفاده از آزمون های آماری مناسب بررسی گردد. به این منظور باید حداقل 5 نمونه (ترجیحا 10 نمونه) در سطوح غلظتی مختلف، با روش ها یا تجهیزات مورد نظر بطور همزمان آزمایش شده و همخوانی نتایج بدست آمده از طریق آزمون های آماری مثل رگرسیون و مقایسه اختلاف نتایج حاصله با خطای مجاز کلی، تأیید گردد. در آزمایشگاههای بیمارستانی، آزمایشگاههای ارجاع و آزمایشگاههای مرجع باید از 10 نمونه بیمار جهت ارزیابی همخوانی استفاده شود. مقایسه و ارزیابی همخوانی روش های انجام آزمایش و یا تجهیزات مختلف باید بطور دوره ای (به صلاحدید مسئول فنی) انجام گردد. 
کنترل کیفیت مرحله انجام آزمایش
1- کنترل کیفیت داخلی 
    برنامه های کنترل کیفیت داخلی در آزمایشگاه، از طریق الف) بررسی نتایج آزمایش روی مواد و نمونه های کنترلی و ب) ارزیابی نتایج آزمایش نمونه بیماران انجام می شود. کنترل کیفیت داخلی با بررسی نتایج آزمایش روی مواد و نمونه های کنترلی، عمدتا دقت نتایج آزمایشگاهی را مورد ارزیابی قرار می دهد. 
کنترل کیفیت داخلی نتایج آزمایشگاهی شامل مراحل زیر می باشد: 
· برنامه ریزی و انتخاب روش های اجرای برنامه کنترل کیفیت، 
· اجرای روش های کنترل کیفیت، 
· تعیین قواعد مناسب جهت تفسیر نتایج بدست آمده، 
· انجام اقدامات لازم در صورت شناسایی موارد خارج از کنترل 
برنامه ریزی کلی جهت انتخاب روش های اجرای برنامه کنترل کیفیت، به اهداف و سطح کیفیت مورد نظر در آزمایشگاه، نوع آزمایش، روش انجام آزمایش، کیفیت و پایداری سیستم انجام آزمایش و همچنین ریسکی که نتیجه اشتباه آزمایش می تواند برای بمیار ایجاد کند، بستگی دارد و به صلاحدید مسئول فنی و گروه مدیریتی آزمایشگاه تعیین می شود. لذا نمی توان یک برنامه خاص برای کنترل کیفیت را بهترین برنامه برای همه آنالیت ها، تجهیزات یا روش ها در نظر گرفت. 
قواعد مربوط به تفسیر نتایج کمترل کیفی لازم است به نحوی انتخاب شوند که در عین شناسایی خطاها به نحو موثر، بطور کاذب میزان موارد خارج از کنترل را بالا نشان ندهند. از مهمترین پارامترهایی که مسئول فنی براساس آن در مورد قواعد تفسیر کنترل کیفی تصمیم گیری می کند، کیفیت، پایداری و عیار سیگمای سیستم انجام آزمایش است. در مواردی که سیستم انجام آزمایش کیفیت یا پایداری کمتر و عیار سیگمای پایین تری دارد، لازم است قواعد سخت گیرانه تری جهت تفسیر نتایج کنترل کیفی اعمال شود. برعکس چنانچه سیستم انجام آزمایش عملکرد مطلوب و عیار سیگمای بالا داشته باشد، قواعدی که برای تفسیر نتایج کنترل کیفی انتخاب می شود می تواند کمتر سخت گیرانه باشد چون در غیر این صورت، موارد خارج از کنترل بطور کاذب زیاد نشان داده می شوند. 
روش های کنترل کیفیت آزمایش های کمی، کیفی و نیمه کمی نیز متفاوت است. برای اطمینان از کیفیت نتایج آزمایش های کمی که بصورت مقادیر عددی بدست می آیند، بطور معمول از روش های کنترل کیفیت آماری (Statictical Quality Control) یا به عبارتی تجزیه و تحلیل آماری نتایج آزمایش روی مواد و نمونه های کنترلی استفاده می شود.در روش های کیفی و نیمه کمی، برای ارزیابی کیفیت انجام آزمایش، عمدتا نمونه های کنترل مثبت و منفی و نیز نمونه های شناخته شده بیماران مورد بررسی قرار می گیرند. 
الف) کسب اطمینان از اعتبار نتایج از طریق آزمایش روی مواد کنترل 
    مواد کنترل مورد استفاده برای ارزیابی روشهای کمی، موادی هستند که دارای محدوده غلظتی مشخصی از آنالیت مورد اندازه گیری بوده و به منظور ارزیابی اعتبار سیستم انجام آزمایش، همراه نمونه بیماران مورد آزمایش قرار می گیرند. این مواد در فواصل کاری معین، به تعداد و غلظت های مشخص آزمایش می شوند. مواد کنترل همچنین بعد از هر نوبت کالیبراسیون تجهیزات، به منظور تصدیق کالیبراسیون مورد استفاده قرار می گیرند. 
ویژگی های مواد کنترلی ایده آل: 
· محدوده غلظتی ماده کنترلی، دامنه اندازه گیری آنالیت بویژه مقادیر تصمیم گیری بالینی را پوشش دهد. 
· به لحاظ ماتریکس و زمینه مشابه نمونه مورد آزمایش باشد. همخوانی آن با معرفهای مورد استفاده در نظر گرفته شود و از عدم وجود اثرات زمینه ای (Matrix effect) اطمینان حاصل گردد. 
· هموژن و یکنواخت بوده و غلظت آنالیت های موجود در ویال ها یکسان باشد. 
· برای مدت مشخص (و تا حد امکان طولانی) پایدار و در حجم زیاد در دسترس باشند. 
· به حجم رساندن، تقسیم به قسمتهای کوچکتر و نگهداری آنها به سهولت انجام شود. 
· عاری از عوامل بیماریزا مثل باکتری، قارچ، ویروس و پریون باشد. 
· قیمت آن مقرون به صرف باشد. 
انواع مختلفی از نمونه های کنترل موجود و در دسترس آزمایشگاهها است: 
· مواد کنترلی داخل کیت که شرکت تولید کننده کیت، آن را برای ارزیابی عملکرد سیستم آزمایش خود می سازد و داخل بسته بندی کیت قرار دارد. 
· مواد کنترلی که شرکت تولید کننده کیت، برای سیستم آزمایش خود، ساخت آن را به شرکت سازنده دیگر سفارش داده است. 
· مواد کنترلی که توسط شرکت تولید کننده ثالث ساخته شده است و مستقل بوده و ارتباط مستقیمی با هیچیک از شرکت های تولید کننده کیت یا روش های آزمایشگاهی ندارند. این نمونه ها در بیشتر مواقع از ماتریکس انسانی نظیر سرم، خون، پلاسما یا ادرار تولید، و برای ایجاد پایداری و غلظت مناسب تغییراتی در آنها داده شده است. 
· نمونه های پولد شده (Pooled Specimen) که از طریق جمع آوری و روی هم اضافه کردن نمونه بیماران مختلف ساخته می شوند. از مشکلات نمونه های پولد می توان به عدم یکنواختی نمونه ها، ناپایداری برخی آنالیتها در آنها،؛ دشواری تهیه آنها با غلظت هایی در سطح تصمیم گیری بالینی و مخاطرات کار با این نمونه ها به لحاظ ایمنی اشاره نمود.
آنها با غلظت هایی در سطح تصمیم گیری بالینی و مخاطرات کار با این نمونه ها به لحاظ ایمنی اشاره نمود. 
نکته :  کالیبراتورها که اصطلاحا با آن «استاندارد» هم گفته می شود،مواردی هستند که حاوی غلظت معینی از آنالیت (و نه محدوده غلظت) هستند و برای تنظیم یا کالیبراسیون تجهیزات و وسایل تشخیصی استفاده می شوند. ماتریکس کالیبراتورها ممکنست مشابه نمونه بیمار نباشد. کاربرد کالیبراتورها نباید با نمونه های کنترلی اشتباه شود. کالیبراتورها معمولاً توسط تولید کنندگان تجهیزات و وسایل تشخیصی تولید و در دسترس آزمایشگاهها قرار می گیرند. کالیبراتوری که برای تنظیم یا کالیبراسیون یک سیستم استفاده شده، نباید به عنوان نمونه کنترل برای آن سیستم مورد استفاده قرار گیرد. 
- کنترل کیفیت آزمایش های کمی با استفاده از نمونه کنترل: 
    برای حصول اطمینان از اعتبار نتیجه آزمایش های کمی (شامل آزمایش های بخش بیوشیمی و بسیاری از آزمایش های بخش ایمونولوژی، هماتولوژی و سنجش های تشخیص مولکولی)، از روش های کنترل کیفیت آماری (Statistical Quality Control) استفاده می شود. در این روش ها، آزمایش بر روی نمنونه های کنترلی معتبر انجام شده و نتایج بدست آمده به نمونه بیماران تعمیم داده می وشد. به عبارتی اگر نتیجه آزمایش نمونه کنترلی قابل قبول باشد، نتایج بیماران قابل قبول در نظر گرفته میشود. 
نکته :  همانطور که در بالا اشاره شد منظور از نمونه های کنترلی معتبر، نمونه های کنترل تجاری معتبر مثل سرم کنترل، خون کنترل، پلاسما کنترل و همچنین نمونه های پولد مثل پولد پلاسما و پولد سرم می باشد. 
انجام برنامه کنترل کیفیت با استفاده از روشهای آماری جهت کسب اطمینان از اعتبار نتایج آزمایش های کمی، الزامی است. 
1- برای اطمینان از اعتبار نتایج آزمایش های کمی، باید همراه با نمونه بیماران، نمونه های کنترل معتبر مورد آزمایش قرار گیرند. 
سطوح غلظتی نمونه های کنترل: نمونه های کنترل ترجیحاً در دو یا سه سطح، و حداقل باید در یک سطح غلظتی (در محدوده تصمیم گیری بالینی و یا به صلاحدید مسئول فنی) مورد آزمایش قرار گرفته و نتایج به دست آمده ثبت گردد. آزمایشگاههای بیمارستانی، آزمایشگاههای ارجاع و آزمایشگاههای مرجع باید حداقل از دو سطح نمونه کنترل استفاده نمایند. 
دفعات (فرکانس) استفاده از نمونه کنترل: نمونه های کنترل، ترجیحا در هر نوبت یا سری (Run) کاری همراه نمونه بیماران مورد آزمایش قرار گیرند. منظور از نوبت یا سری کاری، مدت زمان و یا تعداد نمونه ای است که شرایط سیستم اندازه گیری در آن مدت و یا طی آزمایش آن تعداد نمونه، از نظر صحت و دقت ثابت می ماند. بنابراین دفعات استفاده از نمونه های کنترل به ثبات سیستم انجام آزمایش بستگی دارد. در صورتیکه ثبات عملکرد سیستم اندازه گیری تصدیق شده و شواهد و مستندات مربوطه موجود باشد، نمونه کنترل را می توان به دفعات کمتر مورد آزمایش قرار داد ولی از آنجا که حصول اطمینان از ثبات سیستم اندازه گیری معمولا کار دشواری است، باید حداقل در هر شیفت کاری، یک بار نمونه کنترل مورد آزمایش قرار گیرد. 
لازم به تاکید است، چنانچه تعداد نمونه در یک نوبت کاری زیاد باشد نیز، باید از ثبات و پایداری سیستم طی آن نوبت کاری اطمینان حاصل شود. این کار می تواند از طریق قرار دادن دو یا چند نمونه کنترل (بسته به نوع آنالیت و روش آزمایش) بین نمونه های بیماران در آن نوبت کاری، و یا سایر روش ها مثل چک تست (براساس صلاحدید مسئول فنی و با توجه به منابع معتبر علمی) صورت گیرد. 
نکته : چنانچه سازنده سیستم آزمایش در مورد سطوح، دفعات و یا تعداد نمونه های کنترل توصیه دیگری داشته باشد، باید مطابق با آن عمل شود. 
2- در مواردی که آزمایشگاه جهت کسب اطمینان از اعتبار نتایج منحصراً از نمونه کنترل تولید شده توسط سازنده که در داخل کیت قرار دارد ( و یا نمونه کنترل خارج از کیت که سازنده ساخت آن را به شرکت دیگری سفارش داده است) استفاده می کند، برای کاهش ریسک بروز خطا، ترجیحاً کنترل های مستقل از کیت یا روش را مورد آزمایش قرار دهد. در هر حال مسئولیت نتایج اشتباه احتمالی ناشی از عدم استفاده از کنترل های مستقل متوجه مسئول فنی آزمایشگاه می باشد. 
3-در شرایط خاص که نمونه های کنترل معتبر تجاری موجود و یا در دسترس نیست، آزمایشگاه ممکن است از نمونه های پولد (مخلوط نمونه های جمع آوری شده از بیماران) به جای نمونه کنترل استفاده کند. در این حالت نمونه پولد باید مطابق با روش های معتبر تهیه شود و حداقل پایداری، یکنواختی و عدم آلودگی آن به عوامل عفونی قابل انتقال، به روش های معتبر مورد تصدیق قرار گیرد. همچنین لازم است میانگین و محدوده قابل قبول نمونه پولد با استفاده از روش مورد استفاده در همان آزمایشگاه تعیین شود. 
4- نتایج بدست آمده از آزمایش روی نمونه های کنترل، باید ثبت و تفسیر شوند. نتایج هر بار آزمایش بر نمونه های کنترل، روی نمودار مربوط به هر آنالیت ثبت شده و سپس براساس قواعد معتبر کنترل کیفیت (مثل لوی جنینگ، وستگارد، قوانین پیشنهادی سازمان جهانی بهداشت و غیره به صلاحدید مسئول فنی)، مورد تجزیه و تحلیل قرار می گیرد. نمودار کنترل کیفیت هر آنالیت کمی، سابقه ای است که نوسان ها و تغییرات نتایج آزمایش بر نمونه های کنترل را نشان داده و آنالیز این نتایج را امکانپذیر می نماید. لازم به تاکید است که نتایج مربوط به بیماران باید پس از تجزیه و تحلیل و صرفا در صورت قابل قبول بودن نتایج نمونه کنترل، گزارش شوند. 
5- باید توجه داشت که برای هر آنالیت باید عدم دقت (CV) مجاز تعیین شده باشد. منظور از عدم دقت (CV) مجاز، محدوده قابل قبول عدم دقت برای یک آنالیت است. CV مجاز نشان می دهد که دامنه تعیین شده برای نمودار کنترل کیفی یک آنالیت، قابل قبول است یا خیر. 
CV مجاز برای آنالیت های مختلف با توجه به جمعیت تحت پوشش مراجعین و سطح کیفیت مورد نظر در آزمایشگاه، به صلاحدید مسئول فنی و با در نظر گرفتن مراجع علمی معتبر (مانند CLIA، RCPA، وستگارد و غیره) تعیین می شود. 
نکته:  در صورت در دسترس نبودن عدم دقت مجاز برای آنالیت مورد نظر در مراجع معتبر فوق الذکر، براساس عدم دقت ادعا شده توسط سازنده کیت و با در نظر گرفتن محدوده های تصمیم گیری بالینی، عدم دقت مجاز آن آنالیت به صلاحدید مسئول فنی تعیین می گردد. 
6- پراکندگی و عدم دقت نتایج خوانده شده نمونه های کنترل باید به طور دوره ای (ماهانه یا چند ماهه) محاسبه و با عدم دقت مجاز تعیین شده توسط آزمایشگاه، مقایسه شود. عدم دقت محاسبه شده، نباید بیشتر از عدم دقت مجاز تعیین شده آزمایشگاه باشد. (به عبارت دیگر CV داده های حاصل از آزمایش بر روی نمونه های کنترل، نباید CV مجازی که از پیش تعیین شده است بزرگتر باشد). 
ترجیحا خطای کلی (TE) برای هر آنالیت بطور دوره ای محاسبه و با خطای مجاز کلی آزمایشگاه (Tea) که برای هر آنالیت از پیش تعیین شده، مقایسه، و اطمینان حاصل شود که خطای کلی (TE) محاسبه شده آن آنالیت، از خطای مجاز کلی (Tea) از پیش تعیین شده، بیشتر نمی باشد. تعیین خطای مجاز کلی بطور ویژه در آزمایشگاههای مراکز تشخیصی درمانی و بیمارستانها، آزمایشگاههایی که تعداد مراجعه کننده زیاد دارند، آزمایشگاههای ارجاع (که نمونه های بالینی به آنها ارجاع میشود) و همچنین آزمایشگاههای مرجع کشوری یا استانی بیماریها، توصیه می گردد. 
نکته : در مورد اندازه گیری دوره ای عدم دقت یا خطای کلی یک آنالیت، لازم به تاکید است هر چه محاسبه عدم دقت یا خطای کلی آنالیت، مربوط به مدت زمان طولانی تری باشد، تاثیر عوامل مختلف بر دقت و خطای کلی سنجش آن آنالیت، بهتر نشان داده می شود. 
7- در مورد آزمایش های کم درخواست که فرکانس انجام آن در آزمایشگاه کم و فاصله بین سری های کاری طولانی است، و یا در شرایط خاص (مثلا تغییر مداوم روش، تغییر مداوم نوع و یا سری ساخت کیت یا معرف، تغییر مداوم نوع یا شماره ساخت نمونه کنترل و غیره) که امکان رسم نمودار کنترل کیفی و ارزیابی سری کاری از طریق تفسیر نمودار کنترل کیفی وجود ندارد، باید به منظور بررسی اعتبار نتایج، نمونه کنترل معتبر (در محدوده تصمیم گیری بالینی) در هر سری کاری مورد آزمایش قرار گرفته و نتیجه خوانده شده نمونه کنترل، با محدوده قابل قبول اظهار شده توسط سازنده نمونه کنترل، مقایسه شود 
نکته اول :  در این شرایط دامنه عدم دقت (CV) ادعا شده توسط سازنده نمونه کنترل نباید بزرگتر از عدم دقت (CV) مجاز تعیین شده توسط آزمایشگاه باشد. 
نکته دوم :  توصیه می شود آزمایش های کم درخواست و کم فرکانس که امکان انجام کنترل کیفی آماری، رسم نمودار و ارزیابی اعتبار نتایج با توجه تفسیر نمودار برای آنها وجود ندارد، به آزمایشگاه معتبر دیگری که شرایط مطلوب برای انجام کنترل کیفی آماری را دارند ارجاع داده شوند. 
8- برای کنترل کیفیت آزمایش های کمی به روش الایزا نیز باید از نمونه های کنترلی (کنترل های داخل کیت و ترجیحا کنترل های مستقل) استفاده شود. ارزیابی نتیجه آزمایش روی نمونه های کنترل، باید مطابق بندهای 4 و 5 و 6 انجام شود. (تعیین عدم دقت مجاز، رسم نمودار کنترلی و تفسیر نتایج بر مبنای تجزیه و تحلیل آماری) لازم به تاکید است در زمان راه اندازی روش یا در شروع استفاده از کیت، رسم منحنی کالیبراسیون باید براساس دستورالعمل تولید کننده و با استفاده از تمامی استانداردها/ کالیبراتورهای موجود در کیت انجام شود. همچنین در هر نوبت کاری باید منحنی استاندارد با استفاده از کلیه استانداردها/ کالیبراتورهای موجود در کیت رسم گردد و نتایج آزمایش در هر سری کاری براساس منحنی جدید محاسبه شود. 
9- برای اطمینان از اعتبار نتایج شمارش سلولهای خونی، باید حداقل یک سطح غلظتی خون کنترل (بطور معمول سطح غلظتی نرمال) در هر شیفت کاری مورد آزمایش قرار گیرد. خون کنترل، ترجیحا در هر سیر کاری و ترجیحا در دو یا سه سطح غلظتی آزمایش شود. ارزیابی نتیجه آزمایش خون کنترل باید مطابق بندهای 4 و 5 و 6 انجام گردد. (تعیین عدم دقت مجاز، رسم نمودار کنترلی و تفسیر نتایج بر مبنای تجزیه و تحلیل آماری) 
نکته اول: آزمایشگاه لازم است هنگام تهیه و خرید خون کنترل به این نکته توجه نماید که تعداد نمونه خون کنترل خریداری شده با توجه به تاریخ اعتبار آن، به اندازه ای باشد که امکان رسم و تفسیر نمودار را تا پایان زمان پایداری نمونه کنترل فراهم نماید. 
نکته دوم :  در شرایط اضطراری که موقتا وقفه در دسترسی به نمونه خون کنترل اتفاق می افتد، برای اطمینان از اعتبار نتایج باید از روشهای کنترل کیفی با استفاده از نتایج بیماران نظیر دوپلیکیت تست، چک تست و ارزیابی میانگین متحرک استفاده شده و نیز همخوانی نتایج دستگاه با اسمیر خون محیطی، علائم بالینی و سابقه بیمار مورد ارزیابی قرار گیرد. لازم به تاکید است که این روش ها فقط در شرایط خاص و بطور موقت می توانند برای ارزیابی اعتبار نتایج شمارش سلولهای خونی مورد استفاده قرار گیرند. به عبارت دیگر روش های اشاره شده صرفا تکمیل کننده برنامه کنترل کیفیت با استفاده از خون کنترل بوده و هیچگاه جایگزین نمونه خون کنترل نمی باشد. 
10- برای حصول اطمینان از اعتبار شمارش افتراقی گلبولهای سفید و مورفولوژی سلولهای خونی باید به موارد زیر توجه شود: 
·  در صورت استفاده از دستگاههای شمارشگر سلولی. Three Part Diff، گزارش شمارش افتراقی گلبول های سفید و مورفولوژی سلولهای خونی، باید از طریق بررسی میکروسکوپی گستره های خونی انجام شود. 
· در صورت استفاده از دستگاههای شمارشگر سلولی اتوماتیک. Five Part Diff یا بیشتر که شمارش افتراقی و گزارش مورفولوژی توسط دستگاه انجام می شود. برای حصول اطمینان از اعتبار نتایج، ترجیحاً از نمونه های کنترل تجاری مخصوص شمارش افتراقی دستگاهی، استفاده شود. در صورت عدم دسترسی به نمونه کنترل تجاری، باید از طریق ارزیابی همخوانی درصدی/ تعدادی (به صلاحدید مسئول فنی) از نتایج دستگاهی با شمارش دستی، از اعتبار نتایج اطمینان حاصل گردد. 
· در صورت استفاده از دستگاههای شمارشگر سلولی اتوماتیک . Five Part Diff، گسترده های رنگ آمیزی شده نمونه هایی که نتایج غیر طبیعی دارند و یا توسط دستگاه نشاندار (Flag) میشوند باید مورد بررسی میکروسکوپی قرار گیرد و نتیجه آن در گزارش آزمایش منعکس شود. همچنین علاوه بر توصیه های سازنده دستگاه برای موارد بازبینی و اقدامات اضافی، سایر معیارها جهت بازبینی و بررسی میکروسکوپی گسترده های خونی برای دستگاههای Five Part Diff باید به صلاحدید مسئول فنی مشخص گردد. 
بررس میکروسکوپی گسترده های خونی تعدادی از نمونه های طبیعی (که بطور تصادفی انتخاب شده اند) نیز باید بطور دوره ای (به صلاحدید مسئول فنی) انجام شود. 
نکته: با توجه به این که انجام و گزارش شمارش افتراقی بخشی از شناسنامه آزمایش CBC در کتاب ارزش نسبی خدمات سلامت می باشد، برای کلیه درخواست های آزمایش CBC باید شمارش افتراقی سلولی انجام و نتیجه گزارش شود. 
11- برای کنترل کیفیت آزمایش های انعقادی باید از پلاسما کنترل تجاری و یا در صورت عدم دسترسی، از پولد پلاسما استفاده شود. بدلیل مخاطرات ناشی از خطا در آزمایش های انعقادی برای بیماران، در هر سری کاری باید پلاسما کنترل یا پولد پلاسما به همراه نمونه بیماران مورد آزمایش قرار گیرد. برای تهیه پولد پلاسما باید به نکات مندرج در بند 3 توجه گردد. نمودارهای کنترل کیفی باید برای پلاسما کنترل و/ یا پولد پلاسما رسم شود و در هر نوبت کاری، خوانده به دست آمده از انجام آزمایش بر پلاسما کنترل و / یا پولد پلاسما، روی نمودار کنترل کیفی مربوطه ثبت گردد. تعیین عدم دقت مجاز، رسم نمودار کنترلی و تفسیر نمودار بر مبنای تجزیه و تحلیل آماری برای نمونه پلاسما کنترل/ پولد پلاسما، باید مطابق بندهای 4 و 5 و 6 انجام شود. پراکندگی و عدم دقت نتایج خوانده شده نمونه های پلاسما کنترل و یا پولد پلاسما باید به طور دوره ای (ماهانه یا چند ماهه) محاسبه و با عدم دقت مجاز تعریف شده در آزمایشگاه مقایسه شود. (عدم دقت محاسبه شده نباید بزرگتر از عدم دقت مجاز آزمایشگاه باشد) 
در آزمایشگاههای بیمارستانی، آزمایشگاههای مرجع و ارجاع که آزمایشهای انعقادی برای بیماران با ریسک بالا انجام میشود، باید از دو سطح پلاسما کنترل طبیعی و غیرطبیعی (در حدود تصمیم گیری بالینی) استفاده شود. تاکید می گردد برای آزمایشهای انعقادی اختصاصی نیز باید در هر سری کار از نمونه کنترل استفاده شود و مطابق با بندهای 4 و 5 و 6 عمل گردد (تعیین عدم دقت مجاز، رسم نمودار کنترلی و تفسیر نتایج بر مبنای تجزیه و تحلیل آماری.) 
نکته :  در آزمایشگاههایی که آزمایشهای انعقادی در آنها به روش دستی انجام میشود، همه نمونه ها باید به صورت دوتایی آزمایش شوند. چنانچه دو نتیجه بدست آمده بیشتر از 10% تفاوت نداشته باشند، میانگین نتایج به عنوان نتیجه نهایی آزمایش گزارش شود. 
12-  برای کنترل کیفیت آزمایش اندازه گیری سدیمانتاسیون گلبولهای قرمز، از نمونه کنترل تجاری و در صورت عدم استفاده از نمونه کنترل تجاری، همخوتانی نتایج آزمایش ها با یک روش مرجع مانند روش استاندارد دستی وسترگرین (مطابق با مراجع معتبر) مورد ارزیابی قرار گیرد. 
- کنترل کیفیت آزمایش های کیفی و نیمه کمی با استفاده از نمونه کنترل : 
   آزمایشهای کیفی و نیمه کمی نیز همچون آزمایشهای کمی باید با استفاده از نمونه کنترل مورد ارزیابی قرار  گیرند ولی از آنجا که نتایج آزمایش های نیمه کمی و کیفی به صورت عددی به دست نمی آید، نمی توان از روش های آماری (که در بالا به آنها اشاره شد) برای تجزیه و تحلیل نتایج استفاده نمود. برای حصول اطمینان از کیفیت نتایج آزمایش های کیفی و نیمه کمی، از ارزیابی نتایج نمونه های کنترلی مثبت و منفی و همچنین نمونه های شناخته شده بیماران به عنوان نمونه کنترل و یا سایر روش ها، بسته به نوع آزمایش، استفاده می شود. 
13- برای اطمینان از اعتبار نتایج آزمایش های کیفی و نیمه کمی باید در هر سری کاری از نمونه های کنترلی مثبت و منفی استفاده شود. نمونه های کنترل مثبت و منفی همراه نمونه بیماران و با همان روش آزمایش می شوند. 
کنترل های مثبت و منفی در اغلب موارد توسط تولید کننده در بسته بندی کیت یا وسایل تشخیصی عرضه می شوند. ترجیحا علاوه بر کنترل هایی که داخل کیت وجود دارد، در هر سری کاری کنترل های مستقل تجاری و نیز نمونه های مثبت و منفی شناخته شده بیماران مورد آزمایش قرار گیرند. 
14- در صورت تغییر نوع وسیله تشخیصی یا کیت و یا تغییر سری ساخت آن، باید حداقل یک نمونه منفی و یک نمونه مثبت شناخته شده (مربوط به بیماران قبلی)، همراه با نمونه های کنترلی مثبت و منفی داخل کیت و ترجیحا نمونه های کنترلی تجاری مستقل از کیت (در صورتیکه در دسترس باشد) برای ارزیابی کیفیت مورد استفاده قرار گیرد. 
15- در روش های نیمه کمی، نمونه کنترل مثبت و یا نمونه بیماران مثبت شناخته شده ترجیحا نزدیک به cut-off value انتخاب شود تا اطمینان حاصل گردد که واکنش های مثبت ضعیف قابل شناسایی هستند. 
16-برای روش های کیفی مبتنی بر آگلوتیناسیون باید کنترل مثبت (ترجیحاً مثبت ضعیف) و کنترل منفی، هر دو، مورد آزمایش قرار گیرند. 
17- در صورت دسترسی به کنترل مثبت قوی میتوان از رقت های مختلف آن برای ارزیابی میزان حساسیت آنالیتیک آزمایش استفاده نمود. 
نکته: در آزمایش هایی که امکان بروز پدیده پروزون وجود دارد، با توجه به نتیجه آزمایش و شرایط بیمار و به صلاحدید مسئول فنی، باید برای شناسایی این پدیده، نمونه رقیق شده بیمار مورد آزمایش قرار گیرد. 
ب) کسب اطمینان از اعتبار نتایج آزمایش از طریق ارزیابی نتایج به دست آمده از نمونه بیماران: 
  از ارزیابی نتایج آزمایش روی نمونه یک بیمار و یا گروهی از بیماران، جهت کنترل کیفیت و کشف خطاهای موردی و یا سیستماتیک انجام آزمایش استفاده می شود. با توجه به نوع آنالیت، و به صلاحدید مسئول فنی روش های زیر می توانند زیر می توانند بکار گرفته شوند: 
18- انجام آزمایش ها به صورت دوتایی (Duplicate test) و بررسی اختلاف خوانده ها، جهت بررسی عدم دقت نتایج استفاده می شود. نمونه بصورت دوتایی آزمایش شده و هر جفت جوابی که بیش از 2SD (SD محاسبه شده از فرمول دوپلیکیت تست) با هم اختلاف داشته باشند غیرقابل قبول در نظر گرفته می شوند. 
19- آزمایش بازبینی (Check test) که طی آن، تعدادی از نمونه هایی که در سری کاری، شیفت کاری یا روز کاری قبل آزمایش شده اند، به شرط اطمینان از پایداری آنالیت، مجددا مورد آزمایش قرار می گیرند. هر جفت جوابی که بیش از 2SD(SD محاسبه شده از فرمول دوپلیکیت تست) با هم اختلاف داشته باشند غیرقابل قبول در نظر گرفته می شوند. 
20- مقایسه نتایج آزمایش جدید با آزمایش قبلی همان بیمار (Delta check). مقادیر آنالیت های مختلف در بدن هر فرد طی یک مدت زمان مشخص معمولا در محدوده معینی (بسته به نوع آنالیت) تغییر می کند. 
21-بررسی قرارگیری نتایج آزمایش ها در محدوده ای که با شرایط فیزیولوژیک بدن انسان منافات دارد (Limit check). این روش برای شناسایی خطاهای موردی و یا اشتباهات تایپی کمک کننده است. 
22- آنالیز آماری نتایج نمونه بیماران مانند محاسبه میانگین نتایج آزمایش بیماران برای هر آنالیت به طور دوره ای و بررسی تغییرات میانگین (Moving averge) ، محاسبه درصد نتایج بیماران که بالاتر یا پایین تر از یک حد/ مقدار مشخص بوده و یا با تشخیص بالینی خاصی همراهی دارند. این روش در آزمایشگاههایی که تعداد پذیرش بالایی دارند می تواند به شناسایی خطاهای سیستماتیک کمک کند. 
23- بررسی همخوانی نتایج آزمایش هر بیمار با علائم بالینی و سایر آزمایش های همان بیمار (Correlation check)، شایان ذکر است که برای حصول اطمینان از اعتبار غیر طبیعی correlation check .CBC و مقایسه همخوانی نتیجه با سایر آزمایشها، علایم بالینی بیمار و میکروسکوپی گسترش خونی، از اهمیت بسزایی برخوردار است. 
نکته:  بازخورد پزشکان و کارکنان بالینی در مورد نتایج آزمایشگاهی، یکی از روش های موثر جهت ارزیابی اعتبار و کیفیت نتایج می باشد. 
2- برنامه ارزیابی خارجی کیفیت و بررسی صحت نتایج: 
اجرای برنامه کنترل کیفیت دااخلی عمدتا دقت نتایج آزمایشگاهی را مورد ارزیابی قرار می دهد، با این حال ممکن است، ایده ای از صحت نتایج آزمایش نیز ارائه دهد. ارزیابی صحت نتایج آزمایشگاهی عمدتا از طریق شرکت آزمایشگاه در برنامه ارزیابی خارجی کیفیت و مقایسه های بین آزمایشگاهی صورت می گیرد. چنانچه برنامه ارزیابی خارجی کیفیت برای بعضی پارامترها در دسترس نباشد، باید برای ارزیابی صحت نتایج از روش های جایگزین استفاده شود. 
24- آزمایشگاه با شرکت در برنامه ارزیابی خارجی کیفیت یا مهارت آزمایی می تواند عملکرد خود را از طریق مقایسه نتایج آزمایش بر روی نمونه های مجهول، که توسط برگزار کنندگان برنامه دریافت می کند، با نتایج بدست آمده از انجام آزمایش همان نمونه ها توسط سایر آزمایشگاهها، مورد ارزیابی قرار دهد. لازم است مسئول فنی و گروه مدیریتی آزمایشگاه از نحوه تفسیر و ارزیابی اعتبار نتایج آزمایشگاه، با استفاده از برنامه ارزیابی خارجی کیفیت آگاهی کافی داشته باشند. (از طریق مطالعه مراجع معتبر و یا مشاوره با برگزارکنندگان برنامه ارزیابی خارجی کیفیت ) 
25- روش دیگر ارزیابی خارجی کیفیت، برنامه مقایسه بین آزمایشگاهی (Interlaboratory comparison) است. آزمایشگاههایی که از روش آزمایشگاهی و مواد کنترلی یکسان یا مشابه استفاده می کنند، می توانند نتایج بدست آمده از آزمایش روی نمونه کنترلی در آزمایشگاه خود را مرتبا با سایر آزمایشگاههای همتا (peer group) مقایسه کنند. 
26- سایر روش های بررسی صحت نتایج آزمایشگاهی: 
* روش بهینه ارزیابی صحت نتایج آزمایشگاهی، مقایسه نتایج بدست آمده از آزمایش روی نمونه تازه بیمار با استفاده از روش اندازه گیری آزمایشگاه، با یک روش اندازه گیری مرجع می باشد. 
* در صورت عدم دسترسی به روش مرجع، نتایج آزمایشگاه را می توان با یک روش اندازه گیری معتبر یا مورد اعتماد دیگر مقایسه کرد. مثلا ارسال نمونه به آزمایشگاهی که سیستم اندازه گیری معتبری دارد (Split sample) و مقایسه همخوانی نتایج 
* در صورت دسترسی به مواد مرجع (Reference material) و یا نمونه های با مقادیر مشخص و تصدیق شده (منظور نمونه هایی که قبلاً با روش های معتبر آزمایش شده اند و یا نمونه های برنامه های ارزیابی خارجی کیفیت که مقادیر مشخص دارند)، با اندازه گیری این مواد یا نمونه ها با روش اندازه گیری مورد استفاده در آزمایشگاه، می توان تخمینی از عدم صحت نتایج بدست آورد. 
نکته : صرفا مقایسه نتایج آزمایشگاه با روش اندازه گیری مرجع یا مواد مرجع، میزان عدم صحت واقعی را نشان می دهد. سایر روش ها مانند ارزیابی خارجی کیفیت و مقایسه های بین آزمایشگاهی فقط تخمینی از صحت بدست می دهند. چنانچه سیستم ها و روش های اندازه گیری در آزمایشگاه کالیبر شده باشند، می توان عدم صحت نتایج آزمایشگاهی را معادل صفر، و خطای مجاز کلی (Tea) را دو برابر عدم دقت (CV) مجاز در نظر گرفت.
تجهيزاتی که در آزمايشگاههای محيطي غربالگري تالاسمي می بايست موجود باشد
 تجهيزات لازم برای نمونه‌برداري  

1- صندلي نمونه‌برداري با دسته قابل تنظيم  و حفاظی جهت جلوگيري از افتادن بيمار  

2- تخت معاينه

3- دستكش يکبار مصرف
4- ظرف جمع آوري خون بصورت لوله خلاء يا لوله هاي يكبار مصرف با تاريخ انقضای معتبر  يا شيشه هاي CBC  با ضد انعقاد EDTA (با ارجحيت EDTA دي پتاسيك)  با غلظت mg‌  25/0 +_ 5/1 به ازای هر ميلی ليتر خون
5- سوزن (19 – 23G)  

7- بازوبند 


8- ايزوپروپيل الكل يا اتيل الكل 70%  به عنوان ضدعفوني كننده‌
9- گاز پارچه‌اي با ابعاد cm   5*5 يا cm 5/7*5/7  (جهت جلوگيری از خونريزی در محل خونگيری استفاده از پنبه توصيه نمی گردد و بهتر است از گاز پارچه‌اي استفاده شود . ) وجود باند و گاز جهت پانسمان در صورت نياز ضروری می باشد. 

10- ظرف يا محفظه ای ايمنSafety box )  (  جهت دفع سرسوزنهاي آلوده 

11- روتاتور جهت مخلوط نمودن خون 

12-سينی يا جا لوله ای جهت حمل نمونه 

تجهيزات لازم برای محل انجام آزمايش
1- روتاتور جهت سروته نمودن نمونه
2- سل كانتر با تائيديه آزمايشگاههای رفرانس 
3- كيت هموگلوبين A2 با تائيديه آزمايشگاه رفرانس 
4- لوله مدرج برای جمع آوری هموگلوبين A2 
5- دستگاه ميكروهماتوكريت 
6- لوله ميكروهماتوكريت وخمير مسدود کننده
7- خط كش ميكروهماتوكريت 
8- سمپلر های 10 ،20 ، 50 ، 100 ، 250 ، 1000 ميكروليتر
9- محلول استاندراد هموگلوبين
10- محلول درابکين 
11- فوتومتر يا اسپكتروفوتومتر
 12- پي پت ‌ 5 و 10ميلی ليتر، بالن ژوژه 10 و100 ميلی ليتر (حتی المقدور کلاس A)
13- پر کننده پی پت مکانيکی (pipette filler )

14- يخچال (C6-2) 15- آب آزمايشگاهی درجه دو 
16- فور و اتوکلاو   17- ظرف دفع مواد آلوده (Safety Box)
18- ترازو حساس   g  01/0
 19- دستگاه الكتروفورز ، مواد ومعرفهای لازم ٭
20- رنگ سبز خوراكي ، پودر بي كرومات پتاسيم ، پارانيتروفنل ، اسيد سولفوريک و هيدروکسيد سديم  جهت كنترل كيفي فوتومتر يا اسپکتروفوتومتر وسمپلرها٭
21- تاكومتر٭  
22-وزنه های استاندارد جهت کنترل کيفی ترازو
*با توجه به عدم امکان دسترسی تمامی آزمايشگاههاي غربالگري تالاسمي به اقلام  اشاره شده در بندهای19 تا 22 ،
می توان در هر دانشگاه يك آزمايشگاه را به اقلام مذکور و همچنين به تجهيزاتی نظير سل كانتر کاليبره و اسپكتروفوتومتر يا فوتومتر كاليبره و... مجهز نمود تا جهت اجرای برنامه های كنترل كيفي خصوصا کنترل کيفی  ابزار پايه  ساير آزمايشگاههای تابعه  نيز مورد استفاده قرار گيرد.
مدارک و سوابقی که می بايست در آزمايشگاههای غربالگری تالاسمی  موجود باشد:

1-شناسنامه سل کانتر 

2-سوابق مربوط به نحوه نگهداری سل کانتر (مانند نگهداری های  روزانه ، هفتگی و ماهانه بر اساس نوع دستگاه و  طبق کاتالوگ مربوطه ) ٭ 

3-سوابق مربوط به خدمات پشتيبانی شرکت مربوطه 

4-سوابق کاليبراسيون و کنترل کيفی سل کانتر٭
5-سوابق کنترل کيفی اسپکتروفتومتر يا فوتومتر مورد استفاده٭
6-سوابق کنترل کيفی ساير  ابزار وتجهيزات مورد استفاده نظير يخچال ، دستگاه ميکروهماتوکريت ، سمپلرها ، ترازو و…٭
7-سوابق کنترل کيفی کيت اندازه گيری هموگلوبين A2 مورد استفاده ٭                                           
8- سوابق کارکنان مربوطه شامل مشخصات فردی ، ميزان تحصيلات ، تاريخ شروع  و خاتمه کار ، سابقه  واکسيناسيون ٭
9- سوابق انجام آزمايشها

10-مدارک مربوط به روش کار با سل کانتر موجود

11-سوابق مربوط به اقدامات اصلاحی انجام شده در صورت قابل نبودن نتايج کنترل کيفی
٭حداقل مدت زمان نگهداری سوابق مربوط به کارکنان ، نحوه نگهداری وکنترل کيفی تجهيزات دو سال می باشد.                                              
( وجود اين دستورالعمل درکليه آزمايشگاههای غربالگری الزامی بوده و مطالعه آن برای کليه کارکنان بخش  پذيرش ، نمونه گيری و آزمايشگاه ضروری می باشد.)
دستورالعمل جمع‌آوري نمونه خون وريدي

1-   بدليل رعايت اصول ايمني بهتر است از سرنگ و سرسوزن استفاده نشود و لوله‌هاي خلاء جايگزين آن گردد . 
2- نمونه‌گير بايد از دستكش استفاده نمايد.

3- قبل از نمونه‌گيري مشخصات برگه درخواست آزمايش رابا مشخصات مراجعه کننده (براساس اسناد معتبر )مطابقت دهد . 

4- هنگام نمونه گيری ، مراجعه کننده می بايست بر روي صندلي نمونه‌گيری نشسته و دست خود را جهت برجسته شدن وريدها مشت‌كرده و روي دسته صندلي نمونه‌برداري قرار داده  ، به گونه‌اي كه بازو تا مچ دست در يك خط مستقيم قرار گيرند . باز و بسته نمودن مشت بدليل ايجاد تغييردر خون توصيه نمی گردد.
 *در هنگام نمونه‌گيري مراجعه کننده نبايد غذا ، مايعات يا آدامس در دهان خود داشته باشد . 

5- بازوبند  بايد 10-5/7 سانتي‌متر بالاي ناحيه نمونه‌گيري بسته شود و بيش از يك دقيقه نيز بر روي بازوي فرد ، بسته نماند ، در غير اين صورت توقف موضعي خون باعث تغليظ خون و افزايش كاذب تمام تركيبات پيوند شده با پروتئين ، هماتوكريت وساير اجزاي داخل سلولي می گردد. در صورتي كه مراجعه کننده مشكل پوستي داشته باشد بازوبند بايد بر روي لباس بيمار يا گاز بسته شود طوري كه پوست او مورد فشار قرار نگيرد. در مواردي كه وريدهاي سطحي كاملاً مشخص نباشند مي‌توان با ماساژ دادن از مچ تا آرنج و يا به كمك وسيله گرم كننده موضعی  باعث اتساع وريدها گرديد.
6- وريد median cubital بدليل سطحي بودن، بهتر ثابت شدن ، كمتر دردناك بودن نسبت به ورود سوزن و احتمال كمتر آسيب رسيدن به عصب ( در صورت قرارگيري نادرست سوزن در رگ ) برای خونگيری ارجحيت دارد . 

 *موارد زير بايد در انتخاب وريد مناسب در نظر گرفته شود : 

_ نواحي سوخته التيام يافته نبايد انتخاب شوند .

_ هماتوم : از ناحيه هماتوم ( بدليل ايجاد خطا در نتايج آزمايش ) نبايد نمونه‌گيري صورت گيرد . 

در صورتي كه وريد مناسب ديگري قابل دسترسي نباشد بايد نمونه‌گيري از ناحيه‌اي دورتر از محل هماتوم صورت گيرد . 
7- ناحيه نمونه‌گيري به كمك گاز آغشته به ايزوپروپيل الكل يا اتيل الكل %70 بصورت حركت دوراني از داخل به خارج تميز ‌شود و پس از خشك شدن موضع درهوا (به منظور جلوگيري از هموليز) نمونه‌گيري صورت ‌گيرد . 

 *در صورت نياز به تماس مجدد پوست جهت لمس وريد مناسب ، موضع مجددا بايد ضدعفوني گردد . 

8- سر سوزن می بايست با زاويه 30 درجه يا كمتر در حالي كه قسمت مورب نوك آن به سمت بالا است ،  وارد وريد شود . به محض ورود خون بداخل سرنگ يا لوله خلاء بايد بازوبند بازگردد. 
در صورت استفاده از لوله خلاء بايد تمهيدات زير صورت گيرد : 

_  حتي‌الامكان سوزن در رگ ثابت نگه داشته شده و لوله با فشار به سوزن مرتبط شود. 

_ لوله‌ها بايد تا خاتمه مكش پر از خون شوند .
 *در صورت عدم ورود خون به داخل سرنگ يا لوله خلاء ، ابتدا سوزن راكمي جابجا نموده تا بدرستي درون وريد قرار گيرد. (جابجايي بيش از حد سوزن به دليل ايجاد درد برای نمونه دهنده توصيه نمي‌گردد ) ، اگر خونگيری کماکان موفقيت آميز نبود ، نمونه‌گيري مجدد در محل زير نمونه‌گيري اوليه يا استفاده از بازوي ديگر بيمار پيشنهاد مي‌گردد . در صورت عدم موفقيت بيش از دو بار بهتر است فرد  ديگري خون‌گيري را انجام دهد و  در صورت نياز پزشك را مطلع نمايد .
9- پس از جاري شدن روان خون به داخل سرنگ يا لوله‌هاي خلاء  ، مراجعه کننده می بايست مشت خود را باز نمايد . پس از پايان نمونه‌گيري، سرسوزن به آرامي از رگ خارج گرديده و گاز تميز با فشار كم بر روي موضع قرار داده می شود . 
10- با استفاده از ظروف يا محفظه های مخصوص دفع ايمن سرسوزن ، سرسوزنهاي آلوده  از سرنگ جدا شده و نمونه خون به آرامي در ظروف مربوطه تخليه شود .(يادآوری می گردد ، سرپوش سوزن به هيچ عنوان روی سوزن گذاشته نشود .)
11- نمونه می بايست بلافاصله با حداقل 5 تا10 بار سروته نمودن ظرف حاوی نمونه با ماده ضدانعقاد مخلوط شود ( با دست يا روتاتور ) ولی شدت مخلوط کردن نبايد به حدی باشد که موجب ليز نمونه گردد . 
12- پس از خاتمه نمونه‌گيري،می بايست موضع از نظر بندآمدن خون‌ريزي و يا بوجود آمدن هماتوم كنترل گردد . درصورتي كه خون‌ريزي بيش از 5 دقيقه ادامه يابد بايد برای بندآمدن خون ، به محل نمونه‌گيري  فشار  آورده  و سپس موضع بانداژ شود .  

· بلافاصله پس از اتمام نمونه‌گيري بايد برچسبی حاوي اطلاعاتی نظير نام ، نام خانوادگي بيمار و شماره شناسايي برروی ظرف حاوي نمونه خون الصاق گردد. 
برای جلوگيري از هماتوم می بايست : 

- تنها ديواره بالائي وريد  سوراخ شود . در صورت عبور سرسوزن از جدار زيرين رگ ، خون به بافت اطراف نفوذ كرده و سبب هماتوم در ناحيه مي‌شود . 

_ قبل از خارج ساختن سوزن حتماً بازوبند باز شود . 

_ از وريدهاي سطحي اصلي استفاده شود . 

_ پس از نمونه‌گيري به محل خونگيری اندکی فشار وارد آيد .

برای جلوگيري از هموليـزمی بايست : 

_ موضع نمونه‌گيري پس از ضدعفوني‌كردن ، در مجاورت هواي محيط کاملا خشك شود. 

_ از سوزن با اندازه كوچك استفاده نشود. 

_ از محل هماتوم نمونه‌گيري نشود. 

_ سرسوزن كاملاً به سرنگ متصل باشد تا هيچ‌گونه حباب هوا هنگام نمونه‌گيري تشكيل نشود.
_ پيستون سرنگ به آرامي  عقب كشيده شود . 

_ مخلوط نمودن نمونه به آرامی صورت گيرد.
ضد انعقاد EDTA
جهت انجام آزمايش های هماتولوژی استفاده از ضدانعقادی توصيه می گردد که دارای ويژگی هايی نظير عدم تغيير دراندازه گلبولهای قرمز و  ايجاد هموليز بوده ، تجمع پلاکتی را به حداقل رسانده  و برروی رنگ آميزی گسترش خونی و همچنين مرفولوژی گلبولهای سفيد کمترين اثر را دارا باشدکه از ميان ضد انعقادهای موجود  EDTA  بيشتر از ساير ضدانعقادها دارای ويژگی های فوق می باشد.
نمكهاي(Ethylenediamin Tetera acetic Acid )     ٍ EDTAضمن پيوند با  كلسيم باعث خروج آن از محيط و در نتيجه جلوگيری از انعقاد می گردند . نمونه خون تهيه شده با ضد انعقاد EDTA  جهت انجام آزمايش CBC در مدت 6 ساعت در حرارت آزمايشگاه و در دمای يخچال تا 24 ساعت پايدار می باشد.

انواع اين ضدانعقاد شامل ، EDTA دي پتاسيك به همراه دو ملكول آب   ((EDTA –K2,2H2O ، EDTA  تري پتاسيك( (EDTA –K3 و EDTA  دي سديك با دو مولكول آب(EDTA –NA2,2H2O) می باشد . EDTA تري پتاسيك معمولا بصورت مايعی شفاف می باشد و دو نوع ديگر بصورت پودر کريستال هستند.

 EDTA دي پتاسيك علاوه بر حلاليت بيشتر  نسبت به انواع حاوی سديم ، بهترين نوع ضدانعقاد جهت انجام آزمايش CBC نيز می باشد.هنگام اندازه گيری ميزان هماتوکريت به روش دستی استفاده ازاين ضدانعقاد جهت کاليبراسيون سل کانتر الزامی است.
ضد انعقاد K3 EDTA با ايجاد چروكيدگي در گلبولهاي قرمز باعث 2%كاهش ‌ در ميزان هماتوكريت  و بدليل ايجاد رقت در نمونه، موجب کاهش مقدار هموگلوبين تا 1% می شود .
پايداري نمونه 

  در حرارت آزمايشگاه نمونه خون حاوی EDTA از زمان خونگيری تا 6 ساعت پايدار بوده و در حرارت 4 درجه سانتيگراد (يخچال)  نيز تا 24 ساعت پارامترهای,  PCV  , Hb , W.B.C , R.B.C    MCV, Platelet   قابل اندازه گيری است.

مقدار مورد نياز ضدانعقاد
به ازای هر ميلي ليتر خون 25 /0+_ 5/1ميلي گرم  EDTA دي پتاسيك يا دي سديك (همراه با دو مولكول آب) و2/1 ميلي گرم  EDTA-K3 مورد نياز می باشد. مقدار EDTA مصرفي می بايست متناسب با مقدار خون باشد. استفاده از غلظت بيش ا ز 2 ميلی گرم برای هر ميلی ليتر خون  موجب چروکيدگی گلبولهاي سرخ  شده که اين امر خود سبب خطا در اندازه گيری PCV ، MCH و MCHC مي گردد . افزايش غلظت اين ضد انعقاد برروی ميزان هموگلوبين اثری نداشته ولی موجب چروکيدگی گلبولهای سفيد و تورم واز هم پاشيده شدن پلاکتها می شود.

 كاهش ميزان EDTA  با ايجاد لخته در نمونه موجب تاثير قابل توجهي درشمارش پلاكتها مي گردد.

محلول EDTA دی سديک ويا دی پتاسيک را می توان باغلظتهای متفاوت تهيه نمود .در صورتيکه ضد انعقاد با غلظت کم تهيه و بصورت مايع استفاده شود ، موجب رقت نمونه وخطا در نتايج آزمايشها می گردد. بنابراين توصيه می شود که ضدانعقاد پس از تهيه خشک شود. 
در صورتيکه تهيه  EDTA در آزمايشگاه صورت می گيرد ، توصيه می شود جهت يکسان سازی روشها ،کليه آزمايشگاههای غربالگری تالاسمی از ضدانعقاد با غلظت 6% استفاده نمايند. برای تهيه ضدانعقاد با اين غلظت ، 6 گرم پودر EDTA را در 100 ميلی ليتر آب مقطر حل کرده و برای تخمين مقدار مورد نياز برای 2 ميلی ليتر خون به روش زير عمل شود:
                                                                           ميلی گرم در صد            6000  =1000*6                                  

                                                                                    ميلی ليتر                ميلی گرم
                                                                                     100                        6000

                                                          05/0  = *                *                               3
محاسبه فوق نشان می دهد  برای2ميلی ليتر نمونه خون ،که می بايست حدودا حاوی 3 ميلی گرم ضدانعقاد باشد،  05/0ميلی ليتر يا 50 ميکروليتر  EDTA  با غلظت 6% لازم است . همواره بايد بخاطر داشت ضدانعقاد با غلظتی  تهيه شودکه نهايتا حجم مشخصی از آن برای 2 ميلی ليتر خون لازم باشد تا بتوان براحتی با استفاده از سمپلر مقدار لازم را به ظرف جمع آوری نمونه انتقال داد . 
اصول کنترل کيفیت در آزمايشگاه
تمامی آزمايشگاهها می بايست جهت تضمين صحت و دقت نتايج آزمايشهای خود از برنامه های تضمين کيفيت استفاده نمايند. برقراری چنين برنامه هايی در آزمايشگاههايی که مسئول انجام آزمايشهای غربالگری تالاسمی می باشند نيز می بايست به عنوان يک اصل مهم در نظر گرفته شود . اگرچه ممکن است در آزمايشگاههای ياد شده  اجرای تمامی روشهای کنترل کيفی داخلی و يا شرکت در برنامه های کنترل کيفی خارجی ، امکانپذير و يا الزامی نباشد ، ولی در هر حال وظيفه مسئول آزمايشگاه است تا با توجه به تعداد مراجعين ، تجهيزات و روشهای بکار رفته و تعداد کارکنان با کمک روشهای گوناگون مانند آموزش کارکنان ، برقراری روشهای آزمايشگاهی استاندارد ، استفاده از روشها ی کنترل کيفی بر اساس شرايط موجود و ….، از صحيح و قابل قبول بودن نتايج اطمينان حاصل نمايد.
بطور مثال ،  از آزمايشهای زير، که از جانب سازمان جهانی بهداشت پيشنهاد شده اند، می توان با توجه به امکانات وشرايط هر آزمايشگاه برای کنترل کيفی آزمايش CBC  استفاده نمود.( هر يک از موارد زير در مبحث کنترل کيفی سل کانتر شرح داده شده است .)
- استفاده از نمونه کنترل و رسم نمودار 
- انجام آزمايشهای دوتايی ((duplicate برروی حداقل 3-4 نمونه 

- انجام آزمايش هاي بازبينی (check test) برروی 3-4 نمونه از سری کاری قبلی

  -استفاده از روشDelta check   
- استفاده از ميانگين اندکسهای خونی MCV,MCH,MCHC 

ياد آوری می گردد ، کاليبراسيون وکنترل کيفی تجهيزاتی نظير سل کانتر ، اسپکتروفوتومتر، فوتومتر ، ميکروهماتوکريت ، ترازو و سمپلر ،  در ابتدای بکارگيری (ابتدای خريد) و حدودا هر 6 ماه ضروری می باشد ولی در اين فاصله در صورت هرگونه تغيير در عملکرد يا تعمير، انجام  امر فوق ضروری می باشد .دمای يخچال می بايست روزانه ثبت و نگهداری شود .

مشخصات  شناسنامه دستگاههای شمارشگر سلولی خودکار
1- نام و آدرس آزمايشگاه
2- نام وآدرس شرکت پشتيبان

3- مدل وشماره سريال دستگاه
4- تاريخ نصب ، کاليبراسيون اوليه و شروع به کار دستگاه
5- مشخصات فرد راه اندازی کننده 

6- مشخصات و نحوه آموزش کاربر دستگاه  ،توسط شرکت پشتيبان

7- مشخصات محلولها و مواد مصرفی 

8-تاريخ آخرين سرويس دوره ای و خدمات پشتيبانی

9 -تاريخ آخرين کاليبراسيون 

10- تاريخ آخرين تعمير با ذکر قطعه تعويض شده
11- تاريخ آخرين مشکل و راه حل آن

اصول کار با دستگاههای شمارشگر سلولی اتوماتيک (سل کانتر)

آزمايشگاهها می بايست از دستگاههای شمارشگر سلولی اتوماتيک با تاييديه آزمايشگاههای رفرانس استفاده نمايند. 

1- كار با دستگاه سل كانتر نظير روشن کردن دستگاه ، توجه به گيجهاي فشار و... (برحسب نوع دستگاه و در صورت نياز)  ، نگهداري های ضروری (شستشوهای روزانه ، هفتگي ، ماهيانه و ساير موارد لازم)  و خاموش کردن آن مي بايست بطور كامل مطابق  كاتالوگ دستگاه يا آموزش كارشناسان شركت پشتيبان صورت گيرد . تاريخ وشرح آموزش توسط شرکت پشتيبان می بايست بصورت مستند موجود باشد .

درصورت تعويض کاربر دستگاه ، می بايست نسبت به آموزش وی در مورد چگونگی کار با دستگاه و نحوه نگهداری و اصول کنترل کيفی اطمينان حاصل نمود .  

2- کليه موارد مربوط به نگهداری دستگاه ، از قبيل تاريخ  انجام  شستشوهای لازم ، تعمير ، سرويس  ويا تعويض محلولها 

می بايست ثبت ونگهداری شوند. 
3- هر روز شمارش زمينه يا Back ground دستگاه ارزيابي و در صورت امکان ثبت و نگهداری شود .

(در صورت وجود نمونه به تعداد زياد بهتر است در فواصل آزمايشها ، دستور شستشوی دستگاه اجرا شود.) 

4- بطور کلی دستگاههای سل کانتر هر شش ماه يکبار می بايست کاليبر شوند ولی انجام اين امر در مواردی مانند ابتدای راه اندازی،  پس از هر بار تعمير يا سرويس ، قابل قبول نبودن نتايج کنترل کيفی روزانه ، ويا تعويض محلولها (در صورتيکه موجب تغيير مشخص در نتايج خون کنترل و يا نمونه بيماران شده باشد )  نيز ضروری می باشد.  
5- هر روز قبل از شروع آزمايش بر روی نمونه ها ، می بايست نمونه خون کنترل با تاريخ انقضای معتبر با دستگاه آزمايش شده و پس از بررسی و اطمينان از نتايج آن با استفاده از نمودار کنترل ، نسبت به آزمايش نمونه مراجعين اقدام گردد . ( توضيح کيفی در مبحث کنترل کيفی سل کانتر آمده است .)

6- در صورت عدم وجود خون کنترل ، و يا برای کامل کردن  ارزيابی عملکرد دستگاه ، می بايست  روزانه از آزمون آماري T-Brittin استفاده شود . ( توضيح اين روش در مبحث کنترل کيفی سل کانتر آمده است .) 

7-بررسی عدم دقت وعدم صحت دستگاه بطور منظم انجام گردد.(در مبحث کاليبراسيون و کنترل کيفی سل کانتر آمده است .)

نکته :جهت رعايت اصول ايمنی و جلوگيری از بروز اشکالات مربوط به نوسانات برق وجود سيم اتصال به زمين و تثبيت کننده نوسانات برق برای سل کانتر ضروری می باشد .
محلول های سل کانترمحلولهای دستگاه می بايست با تاريخ انقضا و سری ساخت مشخص از شرکت پشتيبان ويا ساير شرکتهای معتبر تهيه شده و دارای تاييديه آزمايشگاههای رفرانس باشند . 

1- وجود ذرات اضافی و نامحلول در اين محلولها باعث تداخل در شمارش زمينه  Back ground و خطا در شمارش سلولهای خونی خصوصا پلاکت می گردد.
2-  هنگام تعويض هر محلول تاريخ بازشدن روي آنها ثبت گردد.

3- هيچگاه ته مانده محلول قبلی به ظرف محلول جديد اضافه نشود .
كاليبراسيون و كنترل كيفيت سل كانتر

کاليبراسيون   
 جهت کاليبراسيون سل کانترها کاليبراتورهاي تجارتي وجود دارد که مقادير هدف يا مورد نظر درآنها با روشهاي مرجع کاليبر شده اند . اين سوسپانسيون سلولهاي خوني درصورت داشتن تاريخ انقضاي معتبر وتاييديه هاي لازم  و بشرط رعايت دستورالعملهاي کارخانه سازنده براي کاليبراسيون دستگاهها مناسب مي باشند .موفقيت روند کاليبراسيون را می توان بوسيله سه نمونه کنترل ( دردامنه هاي پايين ، طبيعي و بالا) ، مقايسه نتايج دستگاه با انجام روشهاي مرجع  بر روي چند نمونه خون  و کنترل دقيق ميانگينهاي متحرک در مورد شاخصهاي گلبولهاي قرمز تاييد نمود .
 درصورت عدم دسترسي به کاليبراتورهاي تجارتي ياوجود هرگونه شکي نسبت به ارزش آن استفاده ازخون کامل جهت کاليبراسيون ضروري مي باشد . برای کاليبراسيون بايد از خون طبيعی تازه ، استفاده کرد. پارامترهاي 10-20 نمونه خون کامل نظير هموگلوبين ، هماتوکريت سه بار با روشهاي مرجع دستي و سه بار با سل کانتر  اندازه گيري شده و پس از محاسبه ميانگين هر روش ، با استفاده از فرمول زير فاکتور کاليبراسيون تعيين می گردد.
Calibration Factor = [image: image2.png]




مثال: اگر ميانگين اندازه گيری هموگلوبين به روش دستی 140 گرم در ليتر وبا سل کانتر 145 گرم در ليتر باشد ،    فاکتور تصحيح کاليبراسيون دستگاه با استفاده از فرمول زير محاسبه می گردد: 
[image: image4.png]140-145 00— 3744
145 =-3/




در نتيجه ضريب کاليبراسيون دستگاه برای هموگلوبين می بايست 44/3 کاهش يابد.
در بعضی از انواع سل کانترها مثل گروه سيسمکس ضريب کاليبراسيون جديد با استفاده از فرمول کاليبراسيون مندرج در کاتالوگ به ترتيب زير محاسبه می شود:                                                                                                        
CF = [image: image6.png]X (b gl el 25




   کنترل کيفیت
آزمایشگاه برای کنترل کیفیت دستگاه های شمارنده سلولی در بخش هماتولوژی باید دستورالعمل مکتوبی داشته باشد. و سوابق انجام برنامه های کنترل کیفی نیز به نحو مقتضی نگهداری شود توصیه مراجع معتبر بین المللی برای انجام این امر، استفاده از خون کنترل است که بسیاری از آزمایشگاه های کشور به دلایل مختلف از جمله دسترسی نداشتن به این نمونه، از روش های دیگری برای کنترل کیفیت دستگاه شمارنده استفاده می کنند در هر صورت، هر آزمایشگاه ملزم به استفاده از روش های کنترل کیفی بوده که انواع خطاهای سیستماتیک و تصادفی را مشخص نماید.
در ادامه این بحث، علاوه بر نحوه استفاده از خون کنترل، درباره روش های مختلف کنترل کیفیت که برای بررسی عملکرد دستگاه نیز کاربرد دارند، توضیح داده خواهد شد.
1-از نمونه هاي کنترل سلولهاي خوني که بطور تجارتي دردسترس مي باشند می توان هرروز صبح و به فواصل درطي روز   استفاده نمود و نتايج حاصله را بر روی نمودار ثبت نمود . برای رسم نمودار، می بايست نمونه کنترل ، به دفعات و درفواصل مختلف با دستگاه آزمايش شود تا حداقل 30خوانده برای هر پارامتر حاصل گردد .پس ازمحاسبه ميانگين و انحراف معيار های +3SD,+2SD,+1SD  برای هر پارامتر مقادير آنها بر روی محور عمودی و روزها بر روی محور افقی ثبت می گردد.                 

مثال زير نمودار کنترل کيفی هموگلوبين با ميانگين 144 گرم در ليترو انحراف معيارهای+3SD,+2SD,+1SD   به ترتيب 2،4 و6 گرم در ليتراست . نقاط ثبت شده در نمودار نمايانگر ميزان هموگلوبين خون کنترل در روزهای متوالی می باشد. نمودار کنترل کيفی با کمک قوانين لوی جنينگ يا وستگارد تفسير می گردد که در ادامه به يکی از اين قوانين  اشاره می شود  
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تفسيرنمودار کنترل( توصيه سازمان جهانی بهداشت )
	              Warning
	(1) One control value outside the mean ± 2SD

	Reject:SE or RE
	(2) One control value outside the mean ± 3SD

	Reject:SE
	(3)2 consecutive controls exceed mean  ±2SD

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

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


SE=Systematic error
RE=Random error
2- در صورت فقدان خون کنترل وجهت کامل شدن روند کنترل کيفيت سل کانترمی توان از نمونه هاي خون بيماران استفاده نمود . باتوجه به پايداري پارامترهايي نظيرWBC،RBC، Hb، HCT  و اندکسهاي خوني درنمونه خون به مدت 24 ساعت دردماي 4 درجه سانتيگراد،  ميتوان در روز اول حداقل 5 وترجيحا" 10 نمونه که داراي مقادير طبيعي مي باشند را پس از آناليز دريخچال نگهداري نموده ودر روز بعد مجددا" مورد آزمايش قرار داد و وجود اختلاف معني دار بين مقادير نمونه هاي جفت را با استفاده از آزمون آماري T-Brittin  محاسبه نمود .

          tn =[image: image9.png]



n تعداد جفتهاي مورد بررسی         d اختلاف بين دو خوانده (روز به روز)  

Sd انحراف معيار اختلافات                         
مقدار  tبرای هر متغير محاسبه گشته که اگر مقدار آن برای 5 نمونه از 78/2 و برای 10 نمونه از 26/2 بيشتر باشد ، با اطمينان 95% می توان گفت که بين مقادير شمارش شده در دو روز ، اختلاف معنی دار وجود دارد . وجود اختلاف  معنی دار برای يک متغير بيانگر اشکال احتمالی بوده که در صورت تداوم آن جهت رفع اشکال می بايست اقدامی صورت گيرد. 
مثال در صورتيکه نتايج حاصل از اندازه گيری هموگلوبين 5  نمونه خون با استفاده از يک دستگاه سل کانتر در دو روز متوالی مطابق جدول زير باشد ، عملکرد دستگاه  با کمک فرمول T-Brittin به صورت زير بررسی می گردد:
	d2
	d
	مقدار هموگلوبین روز دوم
	مقدار هموگلوبین روز اول

	9
	3-
	120
	123

	16
	4
	139
	135

	25
	5
	181
	176

	25
	5-
	150
	155

	16
	4-
	138
	142


              91  -  9/5
Sd=(                                = 4.72                                                                                  
                4              
               0.6
tn =                       (( 5 =0 .28 
              4.72        
چون عدد t بدست آمده  از 78/2  ( مقدار t  برای 5 نمونه )کمتر است ، نتايج  هموگلوبين دستگاه قابل قبول می باشد . 
3- جهت بررسي عدم دقت (CV) دستگاه می بايست هر ماه  از نمونه کنترل و يا نمونه های روزمره براي انجام آزمايشات تکراري Replicate  tests  و تعيين ضريب انحراف معيار (CV)  براي هرپارامتر استفاده نمود.  در صورت عدم مطابقت CV  هر پارامتر  با ادعای دستگاه که در کاتالوگ مربوطه آمده است تماس با شرکت پشتيبان ضروری می باشد. برای تعيين ميزان عدم دقت هر پارامتر  ، نمونه خون را حداقل 10 بار به دستگاه داده وبا محاسبه آماری و يا استفاده از ماشين حسابها يا نرم افزارهايی که که قادر به محاسبه SD     وCV بوده  ميزان عدم دقت مربوط به هر پارامتر مشخص می گردد. 

مثال : اگرنتايج شمارش گلبولهای سفيد يک نمونه توسط دستگاه سل کانتری به قرار زير باشد ،  ميزان عدم دقت دستگاه برای  شمارش مورد فوق به روش زير محاسبه می گردد :

	(x-x-  ) 2
	x-x-
	WBC count

	0.0009
	-0.03
	7.6

	0.017
	-0.13
	7.5

	0.029
	0.17
	7.8

	0.0009
	-0.03
	7.6

	0.017
	-0.13
	7.5

	0.073
	0.27
	7.9

	0.017
	-0.13
	7.5

	0.0009
	-0.03
	7.6

	0.017
	-0.13
	7.5

	0.029
	0.17
	7.8

	      (x-x-  ) 2 = 0.201
	
	x=76.3
x- =7.63


SD  (x-x-  ) 2/ n-1    

 SD = 0.201 / 9 = 0.148
CV= SD / mean ( 100    

CV=0.148/ 7.63(100=1.9%   
4- درصورت عدم امکان انجام تمامي آزمايشهای بصورت دوتايی (Duplicate)  مي بايست درهرسري کاري 4-3 نمونه  به صورت مضاعف ((Duplicate آزمايش شوند تا با بررسي اختلاف خوانده ها از طريق محاسبات آماري از وجود خطاهاي تصادفي آگاه گرديد  . افزايش اختلاف بين دو خوانده بيش از ±2SD  محاسبه شده ، احتمال وجود خطاي تصادفي را مطرح مي نمايد. فرمول زير طريقه محاسبه  SDنمونه های دو تايی را نشان می دهد:
SD= √∑d2            
              2n
مثال : مقدار هموگلوبين 5 نمونه در دو بار اندازه گيری (Duplicate) به شرح زير می باشد :

	d2
	d
	اندازه گیری  دوم(g/l)
	اندازه گیری  اول(g/l)

	4
	2
	122
	120

	4
	2
	163
	161

	100
	10
	100
	110

	0
	0
	140
	140

	4
	2
	132
	134
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تفاوت بيشتر از2SD  بين دو نتيجه آزمايش در نمونه سوم ، نمايانگر بروز خطای تصادفی و لزوم تکرار آزمايش برروی همان نمونه می باشد. 
آزمايش بازبينی (Check Test) مانند آزمايشهای دوتايی (Duplicate) انجام می شود با اين تفاوت که نمونه ها در ابتدا يا انتهای سری کاری ويا صبح وبعداز ظهر آزمايش می شوند و اختلاف نتايج آنها که طبق فرمول آزمايشهای دوتايی محاسبه می شود می بايست در محدوده  SD 2+_ قرار گيرد .اگر نمونه ها درست نگهداری شده باشند هرگونه تغييری در نتايج خارج از اين محدوده نشاندهنده اشکال درعملکرد دستگاه ويامعرفها می باشد.آين آزمايش برای بررسی هموگلوبين مناسب بوده و به ميزان کمتر برای شمارش گلبولهای قرمز و سفيد کاربرد دارد و لی برای هماتوکريت بخصوص اگر فاصله زمانی آزمايش نمونه ها  بيش از 6 ساعت باشد کارايی ندارد.
بهتر است نمونه هايی که برای آزمايش بازبينی و دوتايی آزمايش می شوند، يکسان باشند.

5-در مراکز آزمايشگاهي با پذيرش بيمار زياد (حداقل روزی 100 بيمار )، استفاده از مقادير ميانگين شاخصهاي گلبولي (MCHC, MCH, MCV )   بدليل ثابت بودن در فواصل روزها و هفته ها ، بعنوان روشي جهت ارزيابي کيفي عملکرد دستگاه توصيه مي گردد به شرطی که نمونه های مورد آزمايش در روزهای مختلف تفاوت مشخصی با يکديگر نداشته باشند بطور مثال آزمايش برروی بيماران تالاسمی ويا ساير موارديکه روی اندکسهای گلبولی اثر داشته باشد .تفاوت مقادير ميانگين بيش از 3٪  ، نشان دهنده بروز خطا و لزوم بررسی کاليبراسيون دستگاه می باشد.

6-مقايسه مقادير بدست آمده از يک نمونه با نتايج قبلي نمونه همان فرد (Delta  check) به شرط درنظرداشتن نکاتي نظير تغييرات فيزيولوژيک و روزانه پارامترهای خونی ، تحت درمان قرارگرفتن فرد به هر دليل و تغييرات باليني که باعث تغييرشمارش سلولها مي گردند ، بعنوان روشي جهت کنترل کيفي بکار مي رود . باتوجه به تغييرات روزانه طبيعي مقادير خون در يک فرد ، وجود اختلافات واضح بيش از مقادير ذکر شده در زير نشان دهنده خطا مي باشد .  
	g/dl
	2
	Hb

	L/L
	0/05
	PCV

	Fl
	> 6
	MCV

	pg
	> 5
	MCH

	
	Normal to abnormal
	WBC

	Reduced  or increased by more than 50%
	Platelets


7-  کليه روشهای کنترل کيفی داخلی ذکر شده، جهت بررسی تکرار پذيری مناسب آزمايشها انجام می گيرند ولی تکرار پذيری             مناسب همواره نشاندهنده صحت نتايج نمی باشد . جهت ارزيابی صحت عملکرد تجهيزات و روشهای آزمايش می بايست  از         روشهای ديگری نظير استفاده از استاندارد ،کاليبراتور و يا شرکت در برنامه های کنترل کيفيت خارجی استفاده نمود . هدف برنامه کنترل کيفيت خارجی ايجاد هماهنگی بين نتايج آزمايشگاهها و يافتن خطاهای سيستميک می باشد .مسئول اجرای اين برنامه در ايران آزمايشگاههای رفرانس می باشدکه بصورت دوره ای نمونه های مجهول را به آزمايشگاههای تحت پوشش ارسال می نمايد . نمونه های  مجهول کنترل کيفيت خارجی هماتولوژی شامل نمونه های مجهول لايز (برای بررسی صحت اندازه گيری هموگلوبين سل کانترها ) ، سيان مت هموگلوبين (برای بررسی صحت اندازه گيری هموگلوبين توسط فوتومترها واسپکتروفتومترها ) ، گسترش خون محيطی جهت شمارش افتراقی گلبولهای سفيد و گسترش خونی با رنگ آميزی نيو متيلن بلو به منظور شمارش رتيکولوسيت می باشند . آزمايشگاهها پس از دريافت نمونه ها و آزمايش آنها ، نتايج را مجددا به آزمايشگاههای رفرانس ارسال می نمايند . کليه نتايج دريافتی از آزمايشگاهها در آزمايشگاههای رفرانس با استفاده از نرم افزارهای مخصوص بررسی شده و مقايسه نتايج هر آزمايشگاه با ميانگين کل نتايج  ، بصورت    Deviation Index     (DI)   به اطلاع همان آزمايشگاه رسانده می شود .
.
نتيجه مناسب DI    < 1           

     قابل قبول ولی بينابينی            DI    1-2

      نياز به بررسی روش آزمايش و يا کاليبراسيون می باشدDI    2-3            
       اقدام فوری نياز است               DI    > 3

جهت اطمينان از نتايج آزمايش CBC  موارد زير می بايست رعايت گردد:

مرحله قبل از آزمايشPhase  Pre Analytical:
1- نمونه دهنده قبل از نمونه گيری ، حداقل 5 دقيقه با آرامش بنشيند.  

2- قبل از انجام آزمايش نام ونام خانوادگی و شمارش پذيرش نمونه دهنده مندرج برروی برچسب ظرف با برگ درخواست يا برگ پذيرش مطابقت داده شود.

3-تورنيکه بيش از يک دقيقه بر دست نمونه دهنده ، بسته نماند.

4- به محض گرفتن خون ، نمونه با ضدانعقاد مخلوط گردد.(با ميکسر يا سروته نمودن ويال )
5-نسبت ضدانعقاد به خون رعايت گردد.

6- ظرف حاوی نمونه CBCدربسته باشد.

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

مرحله انجام آزمايشAnalytical Phase 
در اين مرحله برای اطمينان از نتايج ، رعايت فاصله زمانی مناسب بين نمونه گيری و انجام آزمايش و اصول کار با سل کانتر ، اجرای برنامه های کاليبراسيون و کنترل کيفی  الزامی می باشد.

مرحله پس از آزمايش Analytical Phase Post
در هنگام بررسی نتايج آزمايش CBC موارد زير می بايست در نظر گرفته شوند : 

1- ضد انعقاد مايع ( K3EDTA‌ ) بدليل ايجاد رقت در نمونه، مقدار هموگلوبين را تا 1% كاهش مي دهد.
2- استفاده از ضد انعقاد K3 EDTA باعث چروكيدگي گلبولهاي قرمز و كاهش 2%‌در ميزان هماتوكريت مي شود . در صورتيكه آزمايشگاهي ضد انعقاد مورد استفاده خود را از K3 EDTA به  K2 EDTA  تغيير دهد می بايست به اين نکته  توجه نمايد که  ميانگين  MCV‌2% افزايش يافته و ميانگين MCHC‌  به همين ميزان كاهش مي يابد .

3- افزايش گلبولهاي سفيد بيش از/L 109*20 مقدار هموگلوبين را به ميزان g/dl  3 افزايش مي دهد.، تعداد پلاكت  بيش از /L  9 10*700 ، مقدار زياد هموگلوبين S ، ميكروسيتوز و هايپوكروميا نيز بطور كاذب ميزان Hb را بالا مي برند.

اصول آزمايش اندازه گيری هموگلوبين A2
1- خون حاوی ضد انعقاد EDTA جهت انجام آزمايش مناسب می باشد.
2-  حداكثر زمان مناسب نگهداری نمونه از زمان نمونه گيري تا انجام آزمايش اندازه گيری  HbA2‌ ، 8 روز  مي باشد  که در اين مدت نمونه خون می بايست در دمای يخچال نگهداری شود. بهتر است هموليزات، تازه و در روز آزمايش تهيه گردد و ازخون ليز و مانده جهت انجام آزمايش استفاده نشود.
3- در مورد کيتهايی که نياز به نگهداری در دمای يخچال دارند توجه به رعايت کامل حفظ زنجيره سرد ضروری می باشد.
4- هيچگاه جعبه کيت  و ستونها بصورت وارونه نگهداری نشوند.
5- پيش از انجام آزمايش ، دستور كار همراه كيت بدقت خوانده شده و هنگام آزمايش كاملا" مطابق آن عمل شود. 

6-   قبل از انجام آزمايش ستونها و معرفهايي كه در يخچال نگهداری می شوند ، مي بايست به دماي اتاق برسند . 
7- از ستونهايي كه رزينهاي آنها تغيير رنگ داده اند نبايد استفاده شود . 
8- كليه تجهيزات مورد استفاده نظير فوتومتر و سمپلرهامی بايست داراي سوابق كنترل كيفي باشند .
9- توصيه مي گردد جهت مخلوط نمودن رزين داخل ستونها با بافر حتی المقدور از پي پت پاستور تميز و نوك سمپلر نو  استفاده شود.
10-در صورت ايجاد حباب هوا در رزين هنگام مخلوط نمودن با بافر ،  رزين می بايست مجددا مخلوط شده تا حباب کاملا از بين برود. 
11-خروج بافر از ستونها مي بايست سرعتي مناسب و حدود     hour  / ml20-10 داشته باشد.
12-قبل از تهيه هموليزات بايد نمونه خون تام كاملاً مخلوط شود.
13-پس از تهيه هموليزات و اطمينان از ليز کامل گلبولهای قرمز بهتر است آزمايش هر چه  سريعتر انجام گردد .
14-  به محض خروج محلول روي رزين می بايست  هموليزات به ستون اضافه شود. زيرا نمونه گذاری روی رزين خشک موجب خطا در نتايج آزمايش می گردد.  
15- افزودن هموليزات بايد به آرامي و درست در سطح رزين صورت گيرد . سطح رزين در هنگام نمونه گذاري نبايد آسيب ببيند.
16- جهت جمع آوري بافر حاوی هموگلوبين A2 از ستون و تهيه نمونه توتال مي بايست از لوله مدرج استفاده شود. در صورت عدم دسترسي به لوله هاي فوق لوله هاي معمولي را می توان با کمک قلم الماس يا  ماژيك مدرج نمود. توصيه می گردد در ابتدای خريد لوله مدرج ، با استفاده از پی پت کلاس  A ، از صحت حجم آن اطمينان حاصل نمود.
17- جهت بالا بردن ميزان دقت بهتر است از يك نوك سمپلر جهت ريختن هموليزات بداخل ستون و لوله نمونه توتال استفاده شود. 
18- به محض جذب شدن هموليزات بر روي رزين ، بافر اضافه شود. 
19- اگر قبل از جذب كامل هموليزات بر روی رزين ، محلول بافراضافه شود مقدار HbA2 بطور كاذب كاهش مي يابد.
20- دقت شود تمامي بافر اضافه شده از ستون خارج شود.
21- قبل از قرائت جذب نوري لوله حاوي هموگلوبين A2 و نمونه توتال ، می بايست محتويات لوله هاكاملاً مخلوط شوند.
22- در صورت امكان در هر سري کاری به منظور کنترل کيفی ، نمونه اي با مقدار هموگلوبين A2 مشخص به همراه ساير 

نمونه ها آزمايش شود.

  23-برای انجام آزمايش اندازه گيری هموگلوبين A2 ، استفاده از آب مقطر مناسب الزامی می باشد.  

  يادآورمی گردد در هر سری کاری می بايست نوع و سری ساخت کيت هموگلوبين A2بکار رفته ، ثبت گردد.
نکته:
_ روش كروماتوگرافي ستونی براي اندازه گيري HbA2 اختصاصي نبوده بطوريكه بعضي از هموگلوبينهاي هم بار با HbA2 مانند C ,E ,O arab و بعضي از انواع  هموگلوبين  (A'2) A2 و داراي زنجيره دلتا نيز با HbA2 خارج مي شوند .
_ در موارديكه مقدار هموگلوبين  A2‌بيشتر از 7% محاسبه گرديد بايد به وجود هموگلوبينهاي نظير C,E,Oarab كه همراه HbA2 خارج مي شوند شك نمود.
_ اگر هموليزات اضافه شده يكباره از ستون خارج شود ، وجود ساير هموگلوبين های غير طبيعی نظير هموگلوبين E,C,G,D,S‌ مطرح مي گردد.
اصول آزمايش الکتروفورز هموگلوبين
آزمايش الکتروفورز هموگلوبين ، جزء آزمايشات غربالگری طرح تالاسمی نبوده و به عنوان آزمايش تکميلی در مواردی که مقدار هموگلوبين A2 بيشتر از 7% بدست آمده و يا درموارد مشکوک انجام می گردد . اين آزمايش به دو صورت قليايی( استات سلولز) و اسيدی (سيترات آگار ) انجام می گردد . با توجه به امکان انجام آزمايش الکتروفورز به روش استات سلولز در اکثر آزمايشگاهها، در اين قسمت فقط به اصول انجام اين آزمايش اشاره می گردد.                  
1- خون حاوی ضد انعقاد EDTA جهت انجام آزمايش مناسب بوده ولی استفاده از ساير ضدانعقادها مانند Heparin   نيز امکانپذير می باشد. 
2- نمونه دردماي 4 درجه سانتی گراد به مدت 10 روزقابل نگهداري می باشد. ( خون هپارينه در طول نگهداري ممكن است تشكيل لخته هاي بسيار کوچک دهد .)
3- نمونه مورد استفاده برای آزمايش، هموليزاتی است كه ترجيحا" از گلبولهاي قرمز شسته شده تهيه گرديده و برای تهيه آن می توان از محلول ليز کننده داخل کيت و يا آب مقطر و حلال آلی استفاده نمود . برای جداسازی مناسب باندها غلظت هموگلوبين  هموليزات ،می بايست در محدودهgr/dl      3-2  باشد .     
4- در صورت استفاده از کيت ،  روش انجام آزمايش ، می بايست مطابق دستورالعمل همرا بوده ولی رعايت نکات زير در هنگام آزمايش با کليه روشها ضروری می باشد : 
 _ جهت جلوگيری از ايجاد حباب هوا ، نوار استات سلولز را می بايست به آرامي در بافر فرو برد . 

_ دو مخزن تانک به طور مساوي از بافر پر شوند. 

_ نوار استات سلولز را می بايست به سرعت بين دو ورقه كاغذ جاذب رطوبت قرار داد تا رطوبت اضافي به طور يكنواخت گرفته شود . 
_ نمونه هاي هموليزات را بر روي استات سلولز ، می بايست در طول يك خط و در فاصله يك سوم طول ورقه از لبه كاغذ قرارداد. نتايج خوب عموما" با مقادير 5/0تا 1ميکروليتر هموليزات حاصل می گردد.
 _ نوار استات سلولز را بايد طوري بر روي پل مخزن قرار داد كه سمت استات سلولز نوار به طرف بافر ( پائين ) و محل نمونه گذاري به كاتد نزديكتر باشد. 
_ ولتاژ مناسب برای انجام آزمايش250 - 400 ولت  ( عموما" 350 )  در زمان معين می باشد .) بسته به نوع و اندازه نوار استات سلولز و كارخانه توليدكننده متغير است. )
_ پس از گذشت زمان مورد نظر ، نوار را از مخزن بيرون آورده و می بايست بر اساس دستور العمل درون کيت  آن را رنگ آميزي ، شفاف و خشك کرد. 

5- در هر بار الکتروفورز استات سلولز بايد از يك نمونه كنترل حاوي هموگلوبين هاي A , F , S , C   در کنار نمونه هاي بيماران  استفاده نمود.                

6- نوسانات جريان برق ، سری ساختهای مختلف بافر و نوار استات سلولز ، ممكن است سبب تغييرات در سرعت حركت باندها شوند. الگوي حركت نمونه هاي مورد آزمايش را بايد با حرکت باندهای نمونه كنترل درهمان نوار مقايسه نمود.
7-  با هر شماره سريال جديد استات سلولز ، نمونه هاي کنترلی كه حاوي تركيبي از هموگلوبين هاي  F , A  و  , S Cهستند بايد نمونه گذاري شوند و جداسازي مناسب هموگلوبين ها  بر روي نوار استات سلولز آزمايش شود. تفكيك واضح اين هموگلوبين ها بايد با يك ناحيه شفاف كوچك بين آنها مشخص شود. ممكن است لازم باشد غلظت هموگلوبين ها را در نمونه كاهش داده يا زمان و ولتاژ را جهت مشاهده تفكيك دقيق باندها تنظيم نمود.
8- تشخيص قطعي هموگلوبينوپاتي ها بر اساس الكتروفورز در PH ثابت امکان پذيرنمي باشد در عين حال اين روش با وجود مشخص نمودن هموگلوبينهاي مختلف، مقدار کمي و صحيح هر هموگلوبين را نيز نشان نمي دهد. اما تفاوت هاي آشکار را ميتوان مشخص نمود.
منابع خطا
 1- كدورت و آلودگي بافر
2 - بافر با PH يا قدرت يوني نامناسب 

3- آلودگي چاهكهاي نمونه گذاري ، اپليكاتور، كاغذهاي جاذب الرطوبت ، يا آلودگي پليت استات سلولز با گرد و خاك ، خون يا ساير پروتئين ها .
3- استفاده از هموليزات کهنه .
- اين هموليزاتها به علت داشتن استروماي گلبول قرمز و يا آلودگي باكتريال می توانند باعث تفکيک نا مناسب باندها ، ايجاد آرتفكت و يا کشيدگی غير طبيعی (Smear )باندهاي هموگلوبين گردند .

- نگهداری نامناسب نمونه و وجود مت هموگلوبين در نمونه هاي كهنه موجب رنگ قهوه ای هموليزات می شود. در صورت وجود مت هموگلوبين در نمونه ، باندكوچكي در سمت كاتديك باندهاي اصلي هموگلوبين ديده مي شود که باافزودن يك قطره سيانيدپتاسي(KCN)5% به هموليزات ، مت هموگلوبين به سيان مت هموگلوبين تبديل شده وباند حاصل از آن حذف می گردد. با اين روش جوابهاي مبهم و گيج كننده از بين رفته و يك جواب واضح بدست می آيد. 
      4 -مكش نامناسب بافر درنوار استات سلولز ، سبب حبس شدن هوا يا پوسته پوسته شدن ورقه مي شود.
      5-خشک نمودن نامناسب نوارهاي استات سلولز ، سبب خشك شدن بيش از حد يا باقي ماندن رطوبت روي نوار استات سلولز آن مي شود. 
6- تأخير در:
 الف) نمونه گذاري روي نوارهاي استات سلولز،
 ب) برقراري جريان الكتريسته ،
 ج) بيرون آوردن نوارها از مخزن ، 
 د)  رنگ آميزي نوارها بعد از الكتروفورز .
7- نامناسب بودن حجم نمونه گذاری  . ( خيلي زياد يا كم )
8-قراردادن نمونه ها بطور نامناسب بر روي نوار استات سلولز . نمونه ها بايد نسبت به مركز به صورت كاتديك قرار گيرند تا فضاي مناسب جهت حركت باندهای هموگلوبين به سمت آند فراهم گردد.
9- بخار شدن رطوبت نوارها در مدت الكتروفورز ( مثلا"بدنبال حرارت بالا ، جريان خيلي بالا و غلظت هاي بالاي بافر )كه در اين حالت درصورت بالاتر بودن دماي اتاق از 25 درجه سانتيگراد ، خنك كردن دستگاه توسط کيسه يخ( Icebag ) ضروری
می باشد.
 10-  در بيماران مبتلا به لكوسيتوز ، ممكن است يك باند غيرطبيعي از پروتئين هم Hem)  (ديده شود با حركتی آنديك و سريعتر از تمامی هموگلوبين ها (حتي سريعتر از HbH )که اين باند احتمالا بدليل وجود ميلو پراکسيداز لکوسيتي ايجاد می شود.
11- در بيمارن ديابتي كه خوب تحت كنترل پزشك نيستند ، يك باند كه نسبت به HbA کمي آنديك تر است ، به دليل حضور هموگلوبين گليكوزيله مشاهده مي شود .
روش اندازه گيري PCV به روش ميکروهماتوكريت

Packed  cell volum (PCV)   نسبت حجم گلبولهاي قرمز به حجم خون كامل است . اين نسبت پس از سانتريفورژ مناسب نمونه خون بدست آمده و ترجيحاً بصورت اعشاري گزارش مي گردد. (مانند 42/0بجاي 42%‌.) روش مرجع اندازه گيری PCV روش ميکروهماتوکريت می باشد که جهت کاليبراسيون سل کانترها نيز استفاده می گردد .در آزمايش  اندازه گيري PCV‌ توجه به نكته هاي زير ضروريست 

1- برای انجام آزمايش می توان  از خون مويرگی ، شريانی  و وريدی استفاده نمود .( يادآور می گردد که  مقدار PCVخون مويرگی
 1-2% از خون وريدی کمتر است) . در جمع آوری نمونه به طريق مويرگی استفاده از لوله های هپارينه با کمتر از 7 واحد هپارين به ازای يک لوله مويينه توصيه می گردد.
2- نمونه را پس از جمع آوري مي توان در دماي اتاق نگهداري و در فاصله 6 ساعت آزمايش نمود.
3- نمونه ها می بايست بصورت دوتايي Duplicate آزمايش شوند . تفاوت مقدار هماتوكريت نمونه هاي دوتايي نبايد از 05/0%‌  بيشتر باشد .
4- در صورت انجام آزمايش به منظور كاليبراسيون سل کانتر ، استفاده از ضد انعقاد K2EDTA  جهت جلوگيري از چروكيدگي گلبولهاي قرمز الزامي مي باشد. K3EDTA  با ايجاد چروكيدگي در گلبولهاي قرمز موجب كاهش 2% در MCV‌ مي شود. در صورت استفاده از ضدانعقاد مايع ضريب رقت می بايست محاسبه گردد.
5- توصيه می گردد جهت انجام آزمايش جهت کاليبراسيونسل کانتر از لوله هاي مويينه با باند آبي (بدون ضد انعقاد)  استفاده شود. 
6- هنگام قرائت نتيجه با خط کش مخصوص ، مقدار بافي كوت در نظر گرفته نشود.
7- مقدار خطای قابل قبول اندازه گيری PCV  به روش ميکرو هماتوکريت 1%   ±  می باشد.
روش آزمايش:   3/2 تا 4/3  طول لوله هماتوکريت  از خون كامل كه حداقل 8 بار سروته شده است پر شده و باخمير مخصوص مسدود می گردد. طول خمير نبايد از 4 ميلی متر کمتر بوده و سطح آن نيز می بايست كاملاً صاف باشد. نمونه هاي دوتايي روبروي هم در دستگاه ميكرو هماتوكريت قرار گرفته و دستگاه برروي زمان لازم تنظيم مي شود. نتيجه آزمايش مي بايست حداكثر 10 دقيقه پس از توقف دستگاه با استفاده از خط كش هماتوكريت قرائت شود ، با گذشت زمان و باقي ماندن لوله ها 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 
- خونگيري سخت ،بدليل ورود مايع بين بافتي  به رگ باعث رقت و يا لخته شدن خون مي گردد.
- استفاده از سر سوزن نازك ، موجب ايجاد هموليز می 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 
- در نظر گرفتن بافي كوت هنگام خواندن نتيجه آزمايش 
- خطاي بدام افتادن پلاسما (Plasma  trapping) ‌ مقدار پلاسماي بدام افتاده در آنمی ماکروسيتيك كم و در اسفروسيتوز، تالاسمي و آنمي سيكل سل زياد است. در حالت طبيعي ميزان پلاسماي بدام افتاده 3%-1 است كه هنگام  كاليبراسيون سل کانتر  اين مقدار 2% در نظر گرفته مي شود.
علل كاهش کاذب ميزان هماتوکريت : EDTA                   اضافی 
علل افزایش کاذب میزان هماتوکریت:    
1- هيپوناترمی           2- هموليز        3-بدام افتادن پلاسما            4-هيپرناترمی   

دستگاه ميكرو هماتوكريت 

دستگاه ميکروهماتوکريت می بايست دارای مشخصات زير باشد: 

1- شعاع چرخش بيشتر از 8 سانتي متر ، 

2- توانايی رسيدن به حداکثر سرعت در عرض 30 ثانيه،
3- توانايي ايجاد RCF حدود 10-15 هزار g در محيط بمدت حداقل 5 دقيقه بدون افزايش دما از C 45.
4- داشتن زمان سنج اتوماتيك (با قابليت تنظيم حداقل 30 ثانيه) 

RCF=ميدان نسبی سانتريفوژ

RPM=دور در دقيقه

RCF= Relative  Centrifugal  Field
RPM = Revolution Per  Minute                                                 
RCF=1.118 (10-5( r ( RPM2 
کنترل کيفی و بررسی کاليبراسيون دستگاه ميکروهماتوکريت
 برای کنترل کيفی دستگاه توجه به موارد زير ضروری می باشد

- سرعت سانتريفوژ

- زمان سنج دستگاه

- حداکثر توان در تجمع سلول ها 

سرعت سانتريفوژ( دوردقيقه) وزمان سنج دستگاه بترتيب با تاکومتر کاليبره و کرونومتر قابل بررسی می باشند. برای بررسی حداکثر توان تجمع سلولی می توان از روش زير استفاده نمود:

دو نمونه خون تازه حاوی ضد انعقاد ATDEدی پتاسيک که به خوبی مخلوط  شده اند را به صورت دو تايی به روش زير آزمايش نموده : ابتدا نمونه ها به مدت دو دقيقه سانتريفوژ شده و مقادير آنها ثبت می گردد، سپس 30 ثانيه ،30 ثانيه زمان سانتريفوژ را افزوده تا زمانيکه ميزان  دو هماتوکريت اندازه گيری شده پی در پی بدون تغيير بماند. اين  زمان به عنوان حداقل زمان لازم جهت متراکم نمودن گلبولهای قرمز در نظر گرفته می شود. اين آزمايش بهتر است حداقل با يک نمونه دارای هماتوکريت 5/0 يا بيشتر نيز انجام شود  .           
	Time
	PCV

	
	Sample 1
	Sample 2

	2.0
	0.40
	0.59

	2.5
	0.39
	0.58

	3.0
	0.38
	0.57

	3.5
	0.38

(minimum packing time)
	0.56

	4.0
	-
	0.55

	4.5
	-
	0.55

(minimum packing time)


داده های موجود در جدول بالا نشان ميدهد زمان لازم جهت متراکم نمودن  گلبولهای قرمز برای دستگاه ميکروهماتوکريت مورد آزمايش ، در نمونه ای با ميزان هماتوکريت کمتر از 5/0 ،5/3 دقيقه وبرای نمونه ای با مقدار هماتوکريت بيشتر از  5/0  ،    5/4 دقيقه می باشد.

در صورتيکه  ارزيابی عملکرد دستگاه ميکروهماتوکريت بصورت مستقيم امکانپذير نباشد از روش توصيه شده  سازمان بهداشت جهانی می توان جهت بررسی توان دستگاه به روش زيراستفاده نمود:
چند نمونه خون با هماتوکريت کمتر از 5/0 و حاوی ضدانعقادATDEدی پتاسيک (5/1ميلی گرم برای هر ميلی ليتر)  را پس از بيست بار سروته نمودن به صورت دوتايی به مدت 3 ، 5 ، 7، 9 و 11 دقيقه سانتريفوژ کرده و نتايج ثبت مي گردد که در صورت مناسب بودن توان دستگاه (g) نتايج حاصله از دقيقه 5 به بعد می بايست بدون تغيير باقی بماند . 

 جهت بررسی ابزار قرائت هماتوکريت می توان مقدار خوانده شده هماتوکريت توسط آن را با مقدار خوانده شده توسط ابزار مورد اطمينان نظير خط کش ، ميکرومتر يا صفحه درجه بندی شده مقايسه کرد . در صورت استفاده از خط کش جهت کنترل کيفی ، لوله هماتوکريت را روی خط کش قرار داده به نحوی که ابتدای ستون گلبولهای قرمز روی صفر خط کش و انتهای ستون سلول و پلاسما درحد 5 سانتيمتر قرار گيرد. در اين صورت هماتوکريت  5/0 بايد در حد 5/2 سانتيمتر خط کش قرار داشته باشد .                           
اندازه گيري هموگلوبين در خون با روش سيان مت هموگلوبين
روش شيميايی  اندازه گيري هموگلوبين در خون با روش سيان مت هموگلوبين روش مرجع  اندازه گيری هموگلوبين به روش دستی می باشد که برای کاليبراسيون سل کانترها نيز کاربرد دارد .برای دستيابی به نتايج صحيح رعايت نكات زير هنگام آزمايش ضروري مي باشد.
1- از ظروف شيشه اي كه از نظر صحت در حد استاندارد(Class A) و از لحاظ شيميايي تميز باشند ، استفاده شود .
2- از دقت و صحت عملكرد سمپلرها ، اسپكتروفتومتر و يا فوتومتر با استفاده از برنامه هاي كنترل كيفي ، اطمينان حاصل نمود. ( کليه مستندات کنترل کيفی ثبت گردد .)
3-در صورت امكان از در ابكين با تركيب توصيه شده NCCLS‌ (كميته بين المللي استاندارد هاي آزمايشگاههاي تشخيص طبي) که در زير آمده است ، استفاده شود.
KCN                                                     0.05 g

K3Fe(CN)6                                          0.2g
KH2 PO4(Anhydrous)                         0.140 g

Nonionic Detergent                              05-1 ml

Clinical laboratory Reagent water

 (type I)                                                 1000 ml 

اين معرف در مدت 5 دقيقه كليه هموگلوبينها را به سيان مت هموگلوبين تبديل مي كند ( تبديل کربوکسی هموگلوبين ،که در افراد سيگاري وجود دارد ، به فرم اکسيده  به 30 دقيقه زمان نياز دارد .)

- محلول در ابكين را بايد در ظروف تيره در بسته با جنس بوروسيليكات  نگهداري نمود و در صورت كدورت بدور ريخت. 

- بعلت سمي بودن اين محلول در هنگام آزمايش احتياطات لازم بكار رود .
- از درابكين با تركيبهاي ديگر نيزمي توان استفاده نمود ولي زمان كامل شدن واكنش طولاني تر و احتمال ايجاد كدورت  بيشتر است.
4-  از نمونه خون مويرگی يا وريدي  می توان جهت انجام آزمايش استفاده نمود  ولی استفاده از نمونه خون وريدی حاوی  نمكهاي EDTA (دي سديک يا دي پتاسيك) به مقدار ml/  mg  2 /2 -5/1  ارجح می باشد .
5- پس از خونگيري نمونه را می بايست بلافاصله با ضد انعقاد مخلوط نمود .
6- ميزان هموگلوبين اندازه گيري شده با استفاده ازK3 EDTA بدليل ايجاد رقت در نمونه تا 1% كاهش نشان مي دهد.
7- استاندارد هموگلوبين بکار رفته می بايست دارای تاييديه آزمايشگاه رفرانس و تاريخ انقضای معتبر باشد .
روش آزمايش
-  در روش معمول اندازه گيري هموگلوبين به روش دستي ، 02/0ميلي ليتر خون با 5  ميلي ليتر در ابكين مخلوط مي گردد و پس از طی مدت لازم جهت کامل شدن واکنش جذب نوری آن با فوتومتر قرائت می شود .
- برای انجام آزمايش به منظور كاليبراسيون سل كانتراز روش  رقت زياد (Macro  dilution)  استفاده می شود  تا احتمال خطای ناشی از رقيق سازی کاهش يابد. اين روش به يکی از سه طريق زير قابل انجام است :
· رقيق نمودن 100 ميكروليتر خون خوب مخلوط شده با 25 ميلي ليتر در ابكين  يا ،

· رقيق نمودن 4/0 يا 5/0  ميلي ليتر خون با 100 ميلی ليتر در ابكين  و يا ، 
· رقيق نمودن 04/0 ميلی ليتر خون با 10 ميلی ليتر در ابكين  .
در هر دو روش معمول و رقت زياد ، ابتدا نمونه خون توسط پي پت يا سمپلر با سرعت آهسته و ثابت كشيده می شود و پس از پاک کردن  سطح خارجي پي پت يا سر سمپلر با گازی که توسط آب مقطر يا نرمال سالين مرطوب شده ، تقريباً 5/2 سانتي متر زير سطح در ابكين در داخل لوله آزمايش تخليه می گردد . نمونه باقی مانده در پي پت يا سر سمپلر، می بايست با 8-10 باربرداشت و تخليه محتويات لوله، کاملا تخليه شود . پس از 5-6 بار سروته نمودن نمونه جهت مخلوط شدن کامل خون و درابکين ، می بايست اين محلول را جهت كامل شدن واكنش قبل از قرائت جذب نوری آن ، 5 دقيقه در دماي اتاق نگهداري نمود.
 جهت قرائت جذب نوري از فتومتر يا اسپكتروفوتومتر با طول  موج  540 نانومتر استفاده می شود . در صورت استفاده از استاندارد هموگلوبين جذب نوري اين محلول نيز در طول موج ياد شده قرائت گرديده و مقدار هموگلوبين بر حسب g/L‌ از فرمول زير محاسبه مي گردد. 
                             جذب نوری نمونه                                                       
   غلطت هموگلوبين نمونه ( گرم در ليتر ) =                                            × غلظت هموگلوبين استاندارد
                                                                   جذب نوری نمونه استاندارد                                                                                                                                                   
براي رسم منحني استاندارد هموگلوبين ابتدا مي بايست از محلول استاندارد هموگلوبين رقتهاي مختلف 2/1 ،3/1 و 4/1  تهيه و جذب نوري آنها را در طول موج 540 نانومتر مقابل بلانك ( درابکين ) قرائت نمود. پس از تعيين مقدار هموگلوبين هر رقت ، روي كاغذ نمودار خطی ( شطرنجي ) مقادير جذب نوري هر رقت روي محور عرضها و مقدار غلظت هموگلوبين هر رقت روي محور طولها ثبت مي گردد  . خطي كه از مبدا و  نقاط تلاقي مقدار هموگلوبين  و جذب نوري مربوطه مي گذرد ، منحني استاندارد نام دارد ، که با کمک آن می توان غلظت هموگلوبين نمونه ها را محاسبه نمود.
منابع خطا 

- تكنيك نا مناسب خونگيري وريدي که باعث تغليظ خون و در نتيجه افزايش  کاذب مقدار هموگلوبين و شمارش سلولي مي -گردد. 

- استفاده از تجهيزاتی بدون سوابق کنترل کيفی و کاليبراسيون  
- عدم آگاهی كافي كاركنان از نحوه صحيح انجام آزمايش 

 كنترل كيفي اسپكتروفوتومتر و فوتومتر
مهمترين موارد ارزيابي كيفي در اسپكتروفتومترعبارتند از :

1-خطي بودن Linearity
هدف از اين آزمون تعيين محدوده اي از جذب است كه متناسب با غلظت مي باشد . بدين صورت كه به موازات افزايش غلظت محلول ، جذب نوري آن نيز بايد به همان نسبت افزايش يابد.در اين آزمايش ميزان عدم صحت جذب نوری در هر رقت بررسی می شود.
از محلولهاي مختلفي مي توان براي اين ارزيابی استفاده نمود كه اين محلولها مي بايست تا حد امكان پايدار باشند .
براي بررسي خطي بودن در طول موج 540 نانومتر از محلول HiCN و در طول موج 405 نانومتر از محلول پارانيتروفنل 08/0 ميلي مول در ليتر استفاده مي گردد.
جهت بررسي خطي بودن طول موج 540 نانومتر ، می بايست با مخلوط نمودن خون با درابکين ، ذخيره اي (Stock) از محلول سيان مت هموگلوبين با جذب نوري حدود 2 تهيه شود .( بطور مثال از اضافه کردن 100 ميكروليتر خون با هموگلوبينg/l 170 به 5 ميلي ليتر در ابكين ، محلولی با جذب نوري حدود 2.09 بدست می آيد .) اگر ميزان هموگلوبين نمونه كم باشدحجم بيشتري از خون ، می بايست به درابكين اضافه شود.سپس از اين محلول ذخيره ، حداقل 4 رقت تهيه می شود (بطور مثال 2/1 ، 4/1،  8/1 و16/1) و جذب نوري محلول ذخيره و رقتهای تهيه شده‌ در طول موج ياد شده قرائت می گردد تا 5 خوانده بدست آيد (محدوده جذب نوری رقت های تهيه شده می بايست بين 1/0 تا2 باشد)  . جذبهای نوری قرائت شده به عنوان مقدار مشاهده شده (Observed) در نظر گرفته می شود .
برای محاسبه ميزان خطا در هر رقت ،جذب نوری(OD) رقتی از محلول که در حدود 434/0 باشد به عنوان مبنا انتخاب می گردد  و ميزا ن خطای ساير رقتها با توجه به آن محاسبه می شود تا جذب مورد انتظار بدست بيايد . 
بطور مثال اگر جذب نوری نمونه با رقت 4/1 ، حدود 4/0 باشد .جذب نوری مورد انتظار برای رقت 2/1 بصورت زير محاسبه می شود :
                                                                                                
4/0
4/1
                                                                                                       X                     2/1

مقدار  Xبدست آمده ، مقدار مورد انتظار (Expected ) جذب نوری نمونه در رقت 2/1 می باشد . بدين ترتيب پس از محاسبه جذب نوری مورد انتظار برای رقتهای مختلف ، ميزان عدم صحت هر رقت با استفاده از فرمول Bias تعيين می گردد .
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 مثال زير ، ميزان عدم صحت جذب نوری رقتهای مختلف نمونه سيان مت هموگلوبين در يک دستگاه فوتومتر  را نشان می دهد .
ميزان عدم صحت در هر رقت تا 5% قابل قبول می باشد .

 برای بررسی خطی بودن در طول موج 405 نانومتر از محلول پارانيتروفنل 08/0 ميلي مول در ليتر استفاده مي گردد . طرز تهيه اين محلول: 
وزن يک مول پارانيتروفنل = 11/139 گرم
يک ميلی مول =11139/0 ميلی گرم
برای تهيه پارانيتروفنل 08/0  ميلی مول در ليتر ، با استفاده از محاسبه زير ، می بايست  11288/11 پارانيتروفنل (که  بطور تقريبی 113/1 ميلی گرم در نظر گرفته می شود ) در يک ليتر هيدروکسيد سديم (Na OH) 01/0 نرمال حل شود. 
                                                                                   113/1     =   11288/11  = 08/0  *  11139/0

2-صحت فوتومتريك 

بررسی صحت فتومتريك نشان می دهد كه آيا  جذب نوري  صحيح در طول موج تعيين شده  صورت مي گيرد يا خير؟ به عبارت ديگر هدف از اين آزمون تعيين تفاوت جذب واقعي با جذب مشاهده شده است . صحت فتومتريك به توانايي لامپ اسپكتروفتومتر بستگي دارد.

روش بررسي : بيش از 50 ميلي گرم از دي كرومات پتاسيم را به مدت يكساعت در درجه حرارت 110 درجه سانتي گراد قرارداده تا خوب خشك شود. سپس  با ترازو (كنترل كيفي شده باشد) دقيقاً 50 ميلي گرم از ماده فوق ‌وزن شده و در يك ليتر اسيد سولفوريك 01/0 نرمال حل ميگردد . سپس اسپكتروفوتومتر توسط بلانك اسيد سولفوريك 01/0 نرمال در طول موج350 نانومتر صفر شده و جذب نوری محلول دي كرومات پتاسيم در اسيد سولفوريك قرائت مي گردد . جذب نوري در محدوده 005 /0 +- 536/0  نشاندهنده صحت فوتومتريك دستگاه مي باشد.
3-صحت طول موج
 اين آزمايش براي فتومترها انجام نمي شود.
ارزيابي صحت طول موج به منظور ارزيابی ادعاي سيستم درتاباندن طول موجي است كه دستگاه براي آن تنظيم شده است . 
 راحتترين و قابل دسترس ترين  روش براي اسپكترفوتومترهايی كه با نور مرئي كار مي كنند استفاده از محلول سيان مت  هموگلوبين (20 ميكروليتر خون و 5 ميلي ليتر در ابكين ) بوده که داراي حداكثر جذب نوري در طول موج 540 نانومتر است .ابتدا با محلول در ابكين به عنوان بلانك دستگاه را صفر كرده و سپس جذب نوري نمونه در طول موج 530 ، 535، 540،550 و  555 نانومتر قرائت مي گردد.(لازم بذکر است پس از هر تغيير طول موج ، بايد جذب نوري دستگاه  با محلول بلانك صفرگردد .) بر اساس طول موج و ميزان جذب ،می بايست منحنی رسم نمود که در صورت وجود صحت طول موج بايد به شکل زنگوله ديده شود که قله آن در ناحيه حداكثر جذب نوري يعنی 540 نانومتر است.

4-آزمون پايداري با رانش فوتومتري (Drift) 

يکی از منابع اصلي خطا در اسپكتروفوتومتري ، که به علت فرسودگي شديد منبع نوري رخ می دهد، عدم پايداري كميت اندازه گيري شده (مانند جذب نوري) نسبت به زمان است.

برای بررسی ، ابتدا دستگاه را با درابكين صفر نموده  و پس از ريختن محلول سيان مت هموگلوبين در كووت و بستن درب آن با پارافيلم ، جذب نوري اين محلول 5 تا 15 دقيقه يكبار (بمدت يكساعت) قرائت و ثبت مي گردد . حداكثر تغيير مجاز در جذبهای نوری قرائت شده طی اين مدت     005 /0 +-  مي باشد .
5-انوار ناخواسته (Stray  light)‌

انوار ناخواسته به معني نورهاي ناخواسته اي هستند كه غير از نور منبع ، به نمونه تابيده مي شوند و بوسيله اندازه گيري جذب نوري ماده اي كه 100% جذب نوري دارد  (مثل استن يا نيتريت سديم در طول موجهای خاص ) مشخص می گردد .براي اينكار محلول مورد نظر را در مسير عبور نور قرار داده و در صورت قرائت هر گونه جذبي وجود انوار ناخواسته  مطرح مي شود.
 کنترل کيفیت سمپلر
جهت دستيابی به عملکرد مناسب سمپلر ، آگاهی از روش صحيح استفاده از آنها پيش از آگاهی از اصول کنترل کيفی  ضروری می باشد . روش صحيح کار با سمپلر به شرح زير می باشد : 
برای کشيدن حجم مورد نظر ، ابتدا دكمه كنترل (Control  button) را تا توقف اول پائين آورده و نوك سمپلر را 3 ميلی متر (بسته به حجم سمپلر) زير سطح محلول فرو برده ، در اين حالت با رها نمودن آرام دكمه کنترل ، حجم معين  وارد نوک سمپلر می گردد. براي تخليه ، با فشار مجدد دكمه کنترل ، محلول درون سر سمپلر را ، ضمن تماس به جداره ظرف ، به آرامي خارج نموده و نهايتا پس از 1تا3 ثانيه با فشار به دكمه کنترل تا توقف دوم ، باقي مانده محلول  نيز كاملاً خارج می گردد .

جهت رسيدن به حداكثر دقت و صحت عملكرد سمپلر ، بهتر است براي حجم هاي بيش از 10 ميكروليتر قبل از انتقال حجم برداشتي ،2 تا 3 بارعمل برداشت و تخليه تکرار وسپس حجم مورد نظر  منتقل شود.

براي حجم هاي كمتراز 10 ميكروليتر بهتر است برداشت با نوك سمپلر (Unwetted  Tip)‌ فقط يك بار انجام شده و پس از  تخليه در محل مورد نظر با محلول موجود در ظرف شسته شود.

نكاتی که هنگام کار با سمپلر می بايست رعايت گردد:   

1-اطمينان از اتصال محكم سر سمپلر 

2-عمود نگهداشتن سمپلر در زمان مكش 

3-تخليه محلول با تماس انتهاي نوك سمپلربه جداره ظرف با زاويه 10 تا 40 درجه 

4-رها كردن آرام دكمه در زمان پر ويا خالي كردن محتويات نوك سمپلر 

5-كشيدن كناره هاي خارجي نوك سمپلر پس از انجام مكش به جداره هاي فوقاني لوله به منظور حذف قطرات خارجي نوك سمپلر و يا در صورت نياز خشك كردن قطرات باقي مانده در بخش خارجي نوك سمپلر به كمك پارچه اي بدون پرز (البته بايد مطمئن شدكه پارچه چيزي از محلول را از داخل نوك سمپلر به خود جذب نكند)

6- تخليه محلول پس از توقف اول (پائين آوردن دكمه كنترل تا مرحله اول) و تامل 3-1 ثانيه و سپس پايين آوردن دكمه تا توقف دوم 

نحوه نگهداري سمپلر: 

كليه قسمت هاي خارجي اغلب سمپلرها را مي توان با محلول صابون تميز كرد و پس از آب كشي با آب مقطر در دماي اتاق خشك نمود. 

براي ضد عفوني كردن نيز استفاده از ايزو پروپانل 60%  توصيه مي شود. (انواع قابل اتوكلاو را نيز مي توان از اين طريق استريل كرد) 

براي تميز كردن قسمت داخلي سمپلر بايد به راهنماي همراه سمپلر رجوع شود.
کنترل کيفیت سمپلر: 

بررسي دقت و صحت سمپلرهاي دستي 3 تا 4 بار در سال توصيه شده است که انجام حداقل دوبار الزامی می باشد . اين بررسي با استفاده از  روش هاي توزين و رنگ سنجي قابل انجام است . به علت نبود ترازوهائي با حساسيت كافي در آزمايشگاههاي معمولی براي كنترل سمپلر( تا يك صدم ميلي گرم) ، روش رنگ سنجي تحت شرايط موجود قابل اطمينان تر است .

در اين روش با استفاده از يك محلول رنگي با جذب پايدار در طول زمان (مثل رنگ سبزخوراكي در طول موج 620- 630 نانومتر و يا پارانيتروفنل در طول موج 401-405 نانومتر) دقت و صحت عملكرد سمپلر كنترل مي شود.
جهت انجام برنامه کنترل کيفی  ، سمپلرها  ، در كارهاي روتين به دو گروه10-100 ميکرو ليتر  و 100- 1000  ميکروليتر  تقسيم مي شوند که براي هر گروه بايد يك محلول ذخيره از رنگ سبز تهيه نمود .

 برای گروه10-100 ميکروليتر ، تهيه محلول  mg/dl    155 رنگ سبز خوراكي ضروريست  که از حل کردن 155ميلی گرم پودر رنگ سبز در 100 ميکرو ليتر آب مقطر تهيه می گردد  و  برای گروه 100- 1000  ميکرو ليتر می بايست محلول ذخيره    mg/dl 5/15 رنگ سبز خوراکی را از حل کردن  mg  5/15  پودر در 100 ميلي ليتر آب مقطرتهيه نمود . 

غلظت محلول هاي ذخيره به گونه اي انتخاب شده است كه محلول  mg/dl 155پس از رقيق شدن به نسبت101/1 و محلول mg/dl‌ 5/15پس از رقيق شدن به نسبت 11/1 جذبي حدود  4/0داشته باشد، زيرا اسپكتروفتومترها در محدوده جذبی 4/0 كمترين خطاي عملكردي را نشان مي دهند. 
هنگام استفاده از پارانيتروفنل نيز سمپلر ها به دو گروه تقسيم می شوند و برای هر گروه يک محلول ذخيره تهيه می شود . برای گروه 100-10 ميکروليتر ، پارانيتروفنل با غلظت 42 ميلی گرم در دسی ليتر و برای گروه 1000-100 ميکروليتر پارانيتروفنل با غلظت 42 ميلی گرم در ليتر تهيه می شود . برای تهيه رقت از سود 01/0 نرمال استفاده می شود .تاکيد می شود که تهيه stock پارانيتروفنل  و رقتهای لازم ، بترتيب با استفاده از  آب مقطر و سود 01/0 نرمال انجام می گردد. 
كنترل دقت: 

 پس از آماده نمودن 10 لوله آزمايش و انتخاب محلول ذخيره رنگي متناسب با حجم سمپلرمورد كنترل ، با توجه به جدول زير مقدار مشخصي آب مقطر با دقت بسيار زياد به لوله ها اضافه مي شود ، سپس به كمك سمپلر مورد كنترل محلول  رنگي كشيده شده و به لوله ها اضافه مي شود . پس از مخلوط كردن محتويات لوله ها ، ميزان جذب نوري هر 10 لوله در مقابل آب مقطر قرائت مي گردد.

	ضريب رقت حاصله
	حجم آب برحسب ميلي ليتر
	مقدار رنگ برحسب ميكروليتر
	حجم سمپلر

	1/101
	1
	10
	10

	1/101
	2
	20
	20

	1/101
	2.5
	25
	25

	1/101
	5
	50
	50

	1/101
	10
	100
	100

	1/11
	2
	200
	200

	1/11
	5
	500
	500

	1/11
	10
	1000
	1000


در صورت انتقال صحيح حجم آب ، اختلاف در جذب نوري لوله ها به اختلاف در حجم رنگ انتقالي توسط سمپلر نسبت داده مي شود. بدين ترتيب محاسبه ضريب انحراف معيار  (CV%) بين 10 خوانده معرف مقدار عدم تكرارپذيري در سمپلر خواهد بود. 
در كارهاي روزمره حداكثر 3% خطاي عدم دقت قابل قبول است.
 كنترل صحت : 

جهت كنترل صحت عملكرد سمپلر ،وجود بالن ژوژه های کلاس A 10و100 ميلی ليتر و پی پت های کلاس A 1و10ميلی ليتر  ضروری می باشد .
برای انجام اين آزمايش با استفاده از پی پت و بالن ژوژه رقتهای 101/1و11/1  از محلول رنگ سبز خوراکی تهيه می گردد، 

که بترتيب براي تهيه رقت 101/ 1 ، يک ميلی ليتر رنگ سبز خوراكي به بالن ژوژه حاوی 100ميلی ليتر  آب مقطر  و برای تهيه رقت 11/1، ده ميلی ليتر  رنگ سبز خوراكي به بالن ژوژه  حاوی100 ميلی ليتر آب مقطر اضافه مي گردد. پس از مخلوط نمودن محتويات بالنها ، جذب نوری هر رقت از محلول رنگي حداقل سه بار قرائت شده و پس از محاسبه ميانگين ، مقدار بدست آمده به عنوان مقدار مورد انتظار (Expected)  در نظر گرفته می شود . ميزان عدم صحت با استفاده از فرمول Bias برای هر سمپلر محاسبه می گردد .
          ميانگين جذب بدست آمده از هر سمپلر در مرحله ارزيابی عدم دقت _  ميانگين جذب نوري در بالن
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نکات: 

1-ضربه به سمپلر مي تواند اين وسيله را از كاليبراسيون خارج نمايد.

2- با انتخاب سر سمپلر مناسب حجم محلول برداشتی بايد در حدي باشد كه مايع وارد قسمت هاي داخلي نگردد.

3-تماس دست با نوك سمپلرآلوده ممنوع است.

4-در صورت مكش محلول هاي اسيدي و ساير مواد با خاصيت خورندگي بايد بخش نگهدارنده سر سمپلر (Tip-holder)‌ باز شده و پيستون و حلقه پلاستيكي(O-ring)‌ بخوبي با آب مقطر شسته شود. 

5-هرگز نبايد سمپلر حاوي محلول به پهلو زمين گذاشته شود. 

6-هرگز نبايد سمپلرهاي متغير را بر روي حجمي خارج از محدوده حجمي ادعائي آن تنظيم نمود.

كليه عمليات مربوط به سرويس ونگهداري می بايست ثبت و نگهداري شود.
ايمنی در آزمايشگاه

کارکنان آزمايشگاه در معرض آلودگي به انواع عوامل بيماريزاي بيولوژيك با منشا خون، مايعات بدن، مواد شيميايي و غيره قرار دارند. اين عوامل مي‌توانند از طرق متفاوت مانند ترشح و پاشيدن، بلع وتنفس، تماس مستقيم با مخاط (چشم، بيني ، دهان) و يا پوست، بريدگي در اثر وسايل تيز و برنده ونيز وسايل شيشه اي شكسته،  ايجاد جراحت در اثر فرو رفتن سوزن در پوست، برداشت مايعات با پي پت بوسيله دهان و نيز ايجاد خراش توسط حيوانات آزمايشگاهي سبب ايجاد بيماري گردند.

علاوه برآن درمحيط كار، خطراتي مانند مواد شيميايي سوزاننده، مواد راديو اكتيو، جريان الكتريسته ، آتش سوزي 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 ، افراد مرتبط ومحيط زيست ، امري ضروري است.

اصول کلي حفاظت وپيشگيري ازبروزآلودگي درکارکنان ومحيط آزمايشگاه ونيزاصول کلي که جهت ايمني فضاي کاري وساير فضاهاي مرتبط بايد مدنظرقرارداد، شامل مواردذيل مي باشد:

 1- كاركنان بايد تمامي نمونه هاي بيماران را آلوده به ويروس HIVويا ديگرعوامل بيماريزا بامنشاخوني فرض نمايند. 
 2- هميشه بايد دستكش دراندازه هاي متفاوت وازموادمناسب ومرغوب ، درتمام بخشهاي فني دردسترس باشد.بايدبه اين نکته توجه داشت که تنها دستکشهاي لاتکس محافظت کافي را ايجاد مي نمايند.

3- بهيچ وجه نبايد بوسيله دست سوزنهاي استفاده شده ، از سرنگ يكبارمصرف جداگردد ويادرپوش سرسوزن روي آن قرارگيرد. درموادضروري بايد سرسوزن راروي يک سطح قرارداد وفقط ازيك دست جهت اين عمل استفاده نمود. نبايد سوزن هاي استفاده شده، قيچي و بريده ، خم و يا شكسته شود.

4- هرگزعمل برداشت مايعات با پي پت نبايد بوسيله دهان انجام شود .برای اينکار استفاده از پر کننده های پی پت ضروری می باشد . همچنين نبايد قطرات انتهايي نمونه با فشار زياد خارج شود ، زيرا ممكن است باعث ايجاد ذرات بسيار ريز يا آئروسل گردد.

5- مهمترين اقدام پيشگيرانه وايمني شست وشوي مكرر دستها مي باشد ،كه بايد هميشه صابون (ترجيحا صابون مايع)  و نيز موادضدعفوني كنند ه پوست دردسترس كاركنان قرار گيرد.بريدگيها ،  زخمها وجراحات پوستي (اگزما) بايد باپانسمان غيرقابل نفوذ به آب پوشانده شوند.

6- بايد درمواقع كارباموادسمي سوزاننده ونيز موادخطرناك شيميايي وبيولوژي و ياهنگامي كه امكان ترشح و پاشيدن خون ويامايعات بدن وجودداشته ونيزهنگام تخليه اتوکلاو وغيره ازعينكهاي حفاظتي (حفاظ دار) ونيز ماسك ويا نقابهاي صورت استفاده نمود.

 7-  بايد سطوح ميزها را فوراً بعد از آلودگي با نمونه يا بعد از اتمام كار روزانه با مواد ضدعفوني كننده مانند هيپوكلريت سديم با رقت 5 گرم در ليتريا5/0 گرم درصد و يا هرگونه محلول سفيد كننده خانگي كه به نسبت 10/1 رقيق شده باشد (به شرط اينکه داراي کلر فعال 5% باشند) ، ضدعفوني نمود .

8- بايد سطوح كاري بعد ازاتمام كارروزانه ،  باماده ضدعفوني كننده مناسب ، ضدعفوني گردد. درهنگام تميز نمودن آزمايشگاه و تجهيزات بايد از دستكش ،  ماسك و پوششهاي حفاظتي مناسب استفاده شود. 

9- بايد كليه وسايل و تجهيزات آزمايشگاهي مانند يخچالها ، فريزرها ، بن ماري ، سانتريفوژ وغيره به طور مرتب تميز شده و نيز به طور متناوب منطبق بر برنامه زمانبندي كه بوسيله مسئول آزمايشگاه تعيين ميشود ،  ضدعفوني گردند. مخصوصا درمواردي كه آلودگي مهمي به وقوع مي پيوندد ،  بايد فورا اين عمل انجام شود.

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

راهنماي ايمني درموارد ريختن وياشكستن ظروف محتوي مواد آلوده:

1-نفس خودرانگه داريد .     2-افراد را از محل دوركنيد.     3-لباس وپوششهاي حفاظتي مناسب را بپوشيد. 

4-مدتي صبركنيد تا آئروسلها ته نشست كنند. ( حداقل 15 دقيقه )    5- محل را باحوله كاغذي و يا تنزيب بپوشانيد. 

6-ازمحلول ضدعفوني كننده مناسب به آرامي درمحل بريزيد .    7-با توجه به نوع محلول استفاده شده مدتي صبر نمائيد.

8-بوسيله پنس ويا فورسپس پارچه و قطعات شيشه را داخل ظروف ايمن (Safety Box)  قرار دهيد.

9-سپس محل راتميز نموده ودرصورت لزوم مجددا با ماده ضدعفوني عمل فوق را تكرار نمائيد.

راهنماي ايمني جهت انتقال نمونه هاي آزمايشگاهي بوسيله پست وغيره 
نمونه را داخل ظرف درپيچ دار كه غير قابل نشت وغير قابل نفوذ به مايعات باشد، قرار دهيد واطراف آن ،ماده جاذب الرطوبه بگذاريد .سپس آن را داخل محفظه دومي كه غير قابل نشت وغير قابل نفوذ به مايعات بوده ، قرار داده ومشخصات نمونه را روي آن درج كنيد.نهايتا محفظه را داخل محفظه سوم قرار داده وعلامت خطر زيستي( Biohazard )را روي آن نصب نموده وآدرس را روي آن بنويسيد. 

سترون سازي : ( Sterilization)

معمولترين راههاي سترون سازي درآزمايشگاه بوسيله حرارت خشك (با استفاده از دستگاه فور ) وحرارت مرطوب تحت فشار(با استفاده از دستگاه اتوكلاو ) انجام مي پذيرد. 

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

صحت عملكرد دستگاههاي فور و اتوكلاو بايد بوسيله انديكاتورهاي شيميايي و بيولوژيكي بررسي گردد.

ضدعفوني نمودن : )ِDisinfection )
جهت ضدعفوني نمودن ، ارزانترين ودردسترس ترين ماده ، مايع سفيد كننده خانگي مي باشد ، به شرط اينكه داراي كلرفعال به ميزان 5 % باشد. جهت ضدعفوني نمودن خون ، مايعات بدن ومواد دفعي بيماران از رقت 10/1 آن و نيز جهت ضدعفوني نمودن كف ، زمين ، ديوار ولباس ازرقت 50/1 آن استفاده مي شود. همچنين مي توان از محلول هيپوكلريت سديم به ميزان 100 ميلي ليتر در ليتر ، جهت ضدعفوني نمودن  مايعات بدن  ، خون ومواد دفعي بيماران ويا رقت 20 ميلي ليتر درليتر آ ن جهت ضدعفوني نمودن كف ، زمين ،  ديوار و لباس استفاده نمود. ازمحلولهاي ضدعفوني كننده ديگر كه جهت سطوح مي توان استفاده نمود ، الكل 70 % مي باشد.
مديريت پسماند:    (Waste Management)

در آزمايشگاه انواع پسماندهاي عادي (خانگي ) ، پســماندهاي عفوني ، شيميايي ، تيز وبرنده ، پرتوزا وتركيبي

 ( تركيبي ازمواد شيميايي  ، راديواكتيو وياعوامل عفوني ) وغيره توليد ميشود. 

به منظور حفظ سلامت افراد ، محيط زيست وجلوگيري از اثرات سوء پسماندها ، مديريت ايمن وصحيح آنها ضروري است. برنامه مديريت شامل مراحل تفكيك (جداسازي ) ، آلودگي زدايي ، ذخيره ( انباشت ) ، حمل ونقل ودفع مي باشد.
كليه پسماندهاي آلوده آزمايشگاهي بايد باروش مناسب آلودگي زدايي وسپس به طريقه بهداشتي وبه طور روزانه دفع گردند.پسماندهاي تيز وبرنده بايد درمحفظه هاي مقاوم مخصوص (Safety Box)  قرار گرفته وقبل از اينكه كاملا پرشوند ،  به طريقه بهداشتي دفع گردند.
چک لیست ارزیابی کیفیت آزمایشگاههای غربالگری مربوط به اجرای برنامه تالاسمی 
سطح شبکه های تحت پوشش دانشگاه 

نام دانشگاه : ........................................................................................................... 

نام شهرستان: .......................................................................................................

نام آزمایشگاه: .......................................................................................................

نام مسئول فنی و مدرک تحصیلی : ...............................................................

سمت : ...................................................................................................................
نام و نام خانوادگی تکمیل کننده فرم : .........................................................
تاریخ تکمیل فرم : .............................................................................................
تاریخ تکمیل فرم : .............................................................................................
نوع دستگاه سل کانتر موجود : .......................................................................
مساحت فضای آزمایشگاه : ..............................................................................

میانگین پذیرش روزانه : ...................................................................................

آدرس آزمایشگاه : .............................................. تلفن : ..................................
فاکس: ..................................................................................................................

« آزمایشگاه بدون سل کانتر با تائیدیه معتبر مانند تاییدیه آزمایشگاه رفرانس مجاز به انجام آزمایشات غربالگری تالاسمی نمی باشد» 

پذیرش و نمونه گیری: 
	* 1- آیا هویت مراجعه کننده با برگه درخواست مطابقت داده می شود؟ 
	امتیاز:
	3
	بلی(
	خیر(

	2- آیا سیستمی جهت ثبت نتایج CBC برای متقاضیان ازدواج وجود دارد؟ (دفتر ثبت- یارانه)
	1
	بلی(
	خیر(

	3- نمونه گیری استاندارد: 

الف- آیا مراجعه کننده پیش از نمونه گیری در حالت آرامش قرار می گیرد؟ 

مراجعه کننده می بایست قبل از نمونه گیری، حداقل 5 دقیقه با آرامش بنشیند. 
	1
	بلی(
	خیر(

	ب- آیا مدت زمان بستن تورنیکه کمتر از یک دقیقه می باشد؟ 

تورنیکه نباید بیش از یک دقیقه بر دست نمونه دهنده، بسته بماند. 
	1
	بلی(
	خیر(

	* ج- آیا جهت انعقاد از نمک دی پتاسیم EDTA (K2EDTA) استفاده می شود؟ 
	3
	بلی(
	خیر(

	* د- آیا نسبت ضد انعقاد به خون رعایت می گردد؟ 

mg 25/0+ 5/1 ضد انعقاد به ازای هر میلی لیتر خون. 
	3
	بلی(
	خیر(

	هـ - آیا جهت گردآوری نمونه خون از ظرف مناسب درپوش دار استفاده میشود؟ 
	1
	بلی(
	خیر(

	و- آیا نام و نام خانوادگی بیمار و شماره پذیرش روی برچسب ظرف نمونه (با خط خوانا) قید میگردد؟ 
	1
	بلی(
	خیر(

	4- آیا پس از نمونه گیری، نمونه بلافاصله توسط میکسر یا سروته نمودن، با ضد انعقاد مخلوط می شود؟ 
	1
	بلی(
	خیر(

	5-آیا در صورت عدم انجام آزمایش در محل از سیستم زنجیره سرد جهت ارسال نمونه ها استفاده میشود؟ (در صورت عدم لزوم ارسال نمونه، مورد «بلی» قید شود) 
	1
	بلی(
	خیر(

	6- آیا در صورت ارسال نمونه، فاصله زمانی مناسب (حداکثر 4-1 ساعت) تا انجام آزمایش رعایت میگردد؟ (در صورت عدم لزوم ارسال نمونه، مورد «بلی» قید شود) 
	1
	بلی(
	خیر(

	7- آیا نتایج آزمایشها مبتنی بر استانداردهای کشوری بایگانی و نگهداری می شود؟ 
	1
	بلی(
	خیر(

	                                                                              جمع :                
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وجود حداقل یک نسخه از جزوه اصول انجام و تضمین کیفیت آزمایشهای غربالگری تالاسمی در آزمایشگاه الزامی می باشد. 

توضیح: 

1-
2-
مواد، وسایل، تجهیزات و کنترل کیفی 

	8- آیا تجهیزات آزمایشگاه با فهرست دستورالعمل مربوطه انطباق دارد؟  
	بلی(
	خیر(

	**9- آیا آزمایشگاه دستگاه سل کانتر با تاییدیه معتبر مانند تاییدیه آزمایشگاه رفرانس را دارا می باشد؟ 

(با مستندات قابل ارائه ) 

کلیه آزمایشگاهها می بایست از دستگاههای شمارشگر سلولی اتوماتیک با تاییدیه های معتبر مانند تاییدیه آزمایشگاههای رفرانس استفاده نمایند. 

	بلی(
	خیر(

	10- آیا سل کانتر دارای شناسنامه می باشد؟ 

شناسنامه سل کانتر می بایست دارای موارد زیر باشد؟ 

1-تاریخ خرید 

2- تاریخ نصب، کالیبراسیون و نام فرد راه اندازی کننده 

3- تاریخ شروع بکار دستگاه 

3-کارخانه و کشور سازنده 

4- مدل و شماره سریال دستگاه 

5-شرایط دستگاه هنگام خرید (نو، مستعمل، بازسازی شده) 

6-نام، شماره تلفن و آدرس شرکت پشتیبان 

7-نام کاربر یا کاربران دستگاه 

8-مشخصات کاربر و نحوه ذآموزش کاربر دستگاه توسط شرکت پشتیبان 

توصیه می شود در این شناسنامه میزان عدم دقت و عدم صحت دستگاه در هنگام نصب نیز قید گردد. 


	بلی(
	خیر(

	11- آیا دستورالعمل فنی دستگاه سل کانتر موجود می باشد؟ 

	بلی(
	خیر(

	**12- آیا سوابق کالیبراسیون دستگاه توسط شرکت پشتیبان در هنگام نصب و راه اندازی موجود می باشد؟ 
سل کانتر هنگام نصب می بایست توسط شرکت پشتیبان کالیبر شود و سوابق آن نگهداری شود.

	بلی(
	خیر(

	*13- آیا سوابق آموزش کاربر در زمینه اصول کار با دستگاه وجود دارد؟ 
کاربر دستگاه می بایست توسط شرکت پشتیبان یا به نحو مقتضی دیگر در زمینه کار با دستگاه آموزش دیده باشد. و سوابق آن نیز نگهداری شود. 

	بلی(
	خیر(

	*14-آیا دستگاه سل کانتر سیم اتصال به زمین دارد؟ 
جهت رعایت اصول ایمنی و جلوگیری از بروز اشکالات مربوط به نوسانات برق وجود سیم اتصال به زمین و تثبیت کننده نوسانات برق برای سل کانتر ضروری می باشد.
	بلی(
	خیر(

	*15- آیا سل کانتر به یک تثبیت کننده  برق جهت جلوگیری از نوسانات برق متصل است؟ 

	بلی(
	خیر(

	16- آیا نگهداری دستگاه سل کانتر طبق کاتالوگ و یا آموزش های ارائه شده توسط کارشناسان شرکت پشتیبان انجام می شود؟
کلیه امور مربوط به دستگاه سل کانتر نظیر روشن کردن دستگاه، توجه به گیجهای فشار و ... (برچسب نوع دستگاه و در صورت نیاز)، نگهداری های ضروری (شستشوهای روزانه، هفتگی، ماهیانه و سایر موارد لازم) و خاموش کردن آن می بایست بطور کامل مطابق کاتالوگ دستگاه یا آموزش کارشناسان شرکت پشتیبان صورت گیرد. 

	بلی(
	خیر(

	17- آیا سوابق نگهداری، سرویس های دوره ای و تعمیرات (در صورت لزوم) دستگاه موجود می باشد؟ 
کلیه سوابق مربوطه از قبیل تاریخ انجام شستشوهای لازم، تعمیر، سرویس و یا تعویض قطعه می بایست ثبت و نگهداری شوند. 

	بلی(
	خیر(

	18- آیا محلولهای سل کانتر (ایزوتون – لایز....) دارای تاییدیه معتبر مانند تاییدیه آزمایشگاه رفرانس می باشند.؟ آزمایشگاهها می بایست از محلولهایی با تاییدیه های معتبر استفاده نمایند. 

	بلی(
	خیر(

	19- آیا محلولهای مورد استفاده تاریخ انقضای معتبر دارند؟ 


	بلی(
	خیر(

	**20- آیا شمارش زمینه سل کانتر به صورت روزانه کنترل می گردد؟ 

شمارش طمینه یا Back ground دستگاه می بایست روزانه ارزیابی و در صورت امکان ثبت و نگهداری شود. 


	بلی(
	خیر(

	**21- آیا قبل ازانجام آزمایش، نمونه ها به خوبی با (میکسر هماتولوژی) مخلوط می گردند؟ 

بلافاصله قبل از انجام آزمایش، نمونه خون با قرار دادن ویال به مدت 3-5 دقیقه بر روی روتاتور و یا حداقل 10 بارسر و ته نمودن کامل آن، هموژن و یکنواخت گردد. 


	بلی(
	خیر(

	22-آیا نمونه های با MCV، MCH و RBC غیرطبیعی دوباره کنترل میشوند؟ 

در صورت غیرطبیعی بودن نتایج پارامترهای ذکر شده، نمونه حداقل یکبار دیگر می بایست با سل کانتر آزمایش شود. 


	بلی(
	خیر(


	23- کالیبراسیون و کنترل کیفی سل کانتر: 

الف- آیا دستورالعمل روش کالیبراسیون دستگاه وجود دارد؟ 

روش کالیبراسیون سل کانتر بصورت مکتوب در آزمایشگاه موجود باشد. 
	بلی(
	خیر(

	**ب- آیا کالیبراسیون دوره ای دستگاه سل کانتر حداقل هر 6 ماه یکبار انجام می گردد و سوابق آن موجود است؟ 

دستگاههای سل کانتر هر شش ماه یکبار می بایست کالیبر شوند ولی انجام این امر در موارد دیگری مانند ابتدای راه اندازی، پس از هر بار تعمیر یا سرویس، قابل قبول نبودن نتایج کنترل کیفی روزانه، و یا تعویض محلولها (در صورتیکه موجب تغییر مشخص در نتایج خون کنترل و نمونه بیماران گشته باشد) ضروری می باشد. سوابق انجام کالیبراسیون می بایست حداقل به مدت دو سال نگهداری شود. 

	بلی(
	خیر(

	ج- آیا در صورت عدم استفاده از کالیبراتور، جهت کالیبراسیون اولیه از حداقل 3 نمونه خون تام تازخ که هر کدام دوبار توسط روش مرجع و دو بار با دستگاه آزمایش شده باشند، استفاده شده است؟ 

در صورت عدم دسترسی به کالیبراتورهای تجارتی یا وجود هرگونه تردید نسبت به اعتبار آن، کالیبراسیون باید از خون طبیعی تازه، استفاده کرد. برای اینکار پارامترهای حداقل 3 نمونه خون کامل طبیعی دوبار با روشهای مرجع دستی و دوبار نیز با سل کانتر اندازه گیری شده و پس از محاسبه میانگین هر پارامتر با روش دستی و دستگاهی، فاکتور کالیبراسیون جدید، تعیین می گردد. برای افزایش دقت این امر می توان از تعداد نمونه های بیشتر استفاده نمود. 


	بلی(
	خیر(

	*د- آیا عدم دقت سل کانتر به طور ماهانه ارزیابی می شود؟ 

جهت بررسی عدم دقت (CV) دستگاه می بایست هر ماه از نمونه خون کنترل و یا نمونه های روزمره در دامه های طبیعی و غیرطبیعی برای انجام آزمایشات تکراری Replicante tests و تعیین ضریب انحراف معیار (CV) برای هر پارامتر استفاده نمود. 


	بلی(
	خیر(

	*ه- آیا برای کنترل کیفی روزانه از خون کنترل استفاده می شود؟ 

توصیه می گردد برای کنترل کیفی در هر 8 ساعت کاری یک بار از خون کنترل استفاده گردد. بهتر است در صورت امکان از دو دامنه متفاوت طبیعی و غیرطبیعی استفاده شود. 


	بلی(
	خیر(

	*و- در صورت استفاده از خون کنترل آیا تاریخ انقضای معتبر دارد؟ 


	بلی(
	خیر(

	ز- آیا نمودار کنترل کیفی دستگاه به طور مناسب رسم شده است؟ 

رسم چارت به صورت دستی یا با استفاده از نرم افزار مخصوص کنترل کیفی قابل قبول می باشد. 
	بلی(
	خیر(

	**ح- آیا در صورت عدم دسترسی به خون کنترل از روش های زیر جهت کنترل کیفی دستگاه استفاده می گردد. 

-T- Britin                   - Check test 

- Duplicate test          - Delta Check
- Patient Mean

	بلی(
	خیر(

	**ط- آیا سوابق کنترل کیفی دستگاه موجود می باشد؟ 

سوابق می بایست حداقل بمدت دو سال نگهداری شوند. 

	بلی(
	خیر(

	*ی- آیا در صورتی که نتایج کنترل کیفی قابل قبول نباشد اقدام اصلاحی صورت می گیرد و سوابق آن موجود است؟

	بلی(
	خیر(

	24- اندازه گیری هموگلوبین به روش دستی: 

*الف- آیا جهت کالیبراسیون سل کانتر از روش مرجع اندازه گیری هموگلوبین استفاده میشود؟ 


	بلی(
	خیر(

	ب- آیا دستورالعمل انجام آزمایش اندازه گیری هموگلوبین به روش دستی موجود می باشد؟


	بلی(
	خیر(

	ج- آیا استاندارد هموگلوبین مورد استفاده، تاییدیه معتبر مانند تاییدیه آزمایشگاه رفرانس و تاریخ انقضاء معتبر دارد؟ 


	بلی(
	خیر(

	د- آیا نحوه نگهداری استاندارد فوق مطابق بروشور سازنده می باشد؟ 


	بلی(
	خیر(

	ه – آیا منحنی استاندارد هموگلوبین که حداقل با تهیه چهار رقت ، رسم شده موجود می باشد؟


	بلی(
	خیر(

	25-اندازه گیری هماتوکریت به روش دستی: 

* الف- آیا از روش میکروهماتوکریت دستی جهت کالیبراسیون سل کانتر استفاده می شود؟ 

جهت بررسی میزان هماتوکریت سل کانتر استفاده از روش فوق ضروری می باشد.

	بلی(
	خیر(

	ب- آیا دستورالعمل فنی دستگاه میکروهماتوکریت موجود می باشد؟ 


	بلی(
	خیر(

	ج- آیا سوابق کنترل سرعت دستگاه توسط تاکومتر کالیبره موجود می باشد؟ 
سرعت سانتریفوژ می بایست هر سه ماه توسط تاکومتر کالیبره کنترل گردد و سوابق آن حداقل بمدت دو سال نگهداری شود. 
	بلی(
	خیر(

	د- آیا سوابق کنترل زمان سنج دستگاه توسط کرنومتر موجود می باشد؟ (0.5 نمره) 
زمان سنج دستگاه می بایست هر سه ماه یکبار با کرونومتر ارزیابی شود و سوابق آن حداقل به مدت دو سال نگهداری شود. 

	بلی(
	خیر(

	ه- آیا خط کش میکروهماتوکریت با خط کش عادی کنترل شده و سوابق آن موجود است؟ 
جهت بررسی ابزار قرائت هماتوکریت می توان لوله هماتوکریتی را که طول ستون سلول و پلاسمای آن مجموعا حدود 5 سانتی متر و PCV آن 5/0 بوده را انتخاب نموده، و روی خط کش معمولی طوری قرار داد که ابتدای ستون گلبول قرمز روی خط صفر خط کش و انتهای ستون سلول و پلاسما در حد 5 سانتی متر قرار گیرد. 

قرار گرفتن انتهای بالایی ستون گلبولهای قرمز بر روی خط 5/2 سانتی متر نشاندهنده صحت قرائت توسط ابزار قرائت هماتوکریت مورد استفاده می باشد. 


	بلی(
	خیر(

	و- در صورت عدم انکان اجرای بندهای ب و ج آیا با روش غیرمستقیم دستگاه میکروهماتوکریت کنترل می گردد. 
صورتیکه ارزیابی عملکرد دستگاه میکروهماتوکریت بصورت مستقیم امکانپذیر نباشد از روش توصیه شده سازمان بهداشت جهانی می توان جهت بررسی توان دستگاه به روش زیر استفاده نمود چند نمونه خون با هماتوکریت کمتر از 5/1 را انتخاب نموده و پس از 20 بار سروته نمودن بصورت دوتایی به مدت 3  9.7.5 و 11 دقیقه سانتریفوژ، کرده و نتایج ثبت میشود. در صورت مناسب بودن توان دستگاه (g) نتایج حاصله از دقیقه 5 به بعد می بایست بدون تغییر باقی بماند. 

	بلی(
	خیر(

	26- اسپکتروفتومتر یا فتومتر: 
* الف- آیا کنترل کیفی دستگاه حداقل هر 6 ماه یکبار انجام میگردد؟ 

کالیبراسیون و کنترل کیفی اسپکتروفوتومتر،ر فوتومتر در ابتدای بکارگیری (ابتدای خرید) و حداقل هر 6 ماه ضروری می باشد ولی در این فاصله در صورت هرگونه تغییر در عملکرد یا تعمیر انجام امر فوق ضروری می باشد. 

سوابق کنترل کیفی، سرویس، نگهداری و تعمیرات مربوطه می بایست حداقل بمدت دو سال نگهداری شود. 


	بلی(
	خیر(

	ب- آیا دستورالعمل فنی دستگاه اسپکتروفتومتر یا فتومتر موجود می باشد؟ 


	بلی(
	خیر(

	ج- آیا سوابق کنترل خطی بودن دستگاه وجود دارد؟ 

این آزمایش با استفاده از سیان مت هموگلوبین برای طول موج 540 نانومتر و پارانیتروفنل برای طول موج 405 نانومتر انجام می گیرد. 
	بلی(
	خیر(

	د- آیا سوابق بررسی صحت فتومتریک دستگاه وجود دارد؟ 

این آزمایش با استفاده از محلول دی کرومات پتاسیم انجام می شود. 

	بلی(
	خیر(

	و- آیا سوابق بررسی عدم وجود انوار ناخواسته موجود می باشد؟ 

انوار ناخواسته بوسیله اندازه گیری جذب نوری ماده ای که 100% جذب نوری دارد (مثل استن یا نیتریت سدیم در طول موجهای خاص) مشخص می گردد. 

	بلی(
	خیر(

	ز- آیا سوابق بررسی رانش فتومتریک وجود دارد؟ (0.5 نمره) 

این آزمایش با استفاده از قرائت جذب نوری محلول سیان مت هموگلوبین در طی زمان مشخص انجام می گیرد.
	بلی(
	خیر(

	27- سمپلرها: 

الف- آیا دستورالعمل کنترل کیفی سمپلر وجود دارد؟ 


	بلی(
	خیر(

	* ب- آیا کنترل کیفی سمپلرها حداقل هر 6 ماه یکبار انجام می شود؟ 

بررسی دقت و صحت سمپلرهای دستی 3 تا 4 بار در سال توصیه شده است که انجام حداقل دو بار الزامی می باشد سوابق کنترل کیفی مربوطه می بایست حداقل بمدت دو سال نگهداری شود. 

	بلی(
	خیر(

	ج- آیا سوابق کنترل عدم دقت سمپلرها وجود دارد؟ 

این آزمایش با استفاده از محلول رنگ سبز خوراکی یا پارانیتروفنل قابل انجام است. 

	بلی(
	خیر(

	د- آیا سوابق کنترل عدم صحت سمپلرها موجود می باشد؟ 

این آزمایش با استفاده از محلول رنگ سبز خوراکی قابل انجام است. 

	بلی(
	خیر(

	28- آیا لوازم شیشه ای (کلاس A) که در زیر نامه برده شده در آزمایشگاه موجود است؟ 

الف- پی پت ml 5 و 10 (0.5 نمره) 

ب- بالن ژوژه 10، ml 100 (0.5 نمره) 


	بلی(
	خیر(

	29- اندازه گیری HbA2: 

الف- آیا دستورالعمل انجام آزمایش اندازه گیری HbA2 وجود دارد؟
* ب- آیا کیت مورد مصرف دارای تاییدیه معتبر مانند تاییدیه آزمایش رفرانس می باشد؟ 


	بلی(
	خیر(

	ج- آیا کیت مورد مصرف دارای تاریخ انقضاء معتبر می باشد؟
 
	بلی(
	خیر(

	د- آیا پس از تعویض سری ساخت یا استفاده از کیت جدید،با کیت معتبر (یا کیت قبلی) مورد ارزیابی قرار می گیرد؟ 


	بلی(
	خیر(

	ه- آیا نحوه نگهداری کیت مطابق دستورالعمل سازنده می باشد؟ 

در مورد کیتهایی که نیاز به نگهداری در دمای یخچال دارند توجه به رعایت کامل حفظ زنجیره سرد ضروری می باشد. 

	بلی(
	خیر(

	و- آیا دستورالعمل سازنده کیت به طور کامل (تهیه همولیزات ، رسیدن به درجه حرارت محیط و ....) رعایت میگردد؟ 

پیش از انجام آزمایش، دستور کار همراه کیت می بایست بدقت خوانده شده وهنگام آزمایش کاملاً مطابق آن عمل شود. 

	بلی(
	خیر(

	ز- آیا ستونهای تغییر رنگ داده شده از رده خارج می گردد؟ 

از ستونهایی که رزینهای آنها تغییر رنگ داده اند نباید استفاده شود. 


	بلی(
	خیر(

	ح- آیا از لوله مدرج جهت انجام آزمایش استفاده می گردد؟ 
جهت جمع آوری بافر حاوی هموگلوبین A2 از ستون و تهیه نمونه توتال می بایست از لوله مدرج استفاده شود. در صورت عدم دسترسی به لوله های فوق لوله های معمولی را می توان با کمک قلم الماس یا ماژیک مدرج نمود. 

	بلی(
	خیر(

	ط- آیا درجه بندی لوله مدرج با پی پت کلاس A کنترل شده است؟ 
توصیه می گردد در ابتدای خرید لوله مدرج، با استفاده از پی پت کلاس A، از صحت حجم آن اطمینان حاصل نمود. 

	بلی(
	خیر(

	**ی- آیا در هر سری کاری به عنوان کنترل از یک نمونه دارای هموگلوبین A2 مشخص استفاده میشود؟ 
در صورت امکان در هر سری کاری به منظور کنترل کیفی، نمونه ای با مقدار هموگلوبین A2 مشخص به همراه سایر نمونه ها آزمایش شود. 

	بلی(
	خیر(

	**30- آیا نمونه های CBC حداقل به مدت 24 ساعت پس از آزمایش در یخچال نگهداری می شود؟
چون پارامترهای خونی تا 24 ساعت در دمای یخچال پایدار می باشد، نمونه CBC را می بایست تا 24 ساعت در یخچال نگهداری نمود. 
	بلی(
	خیر(

	**31- آیا یخچال ها چارت کنترل دما دارند؟ 
دمای یخچال می بایست روزانه ثبت و نگهداری شود. 


	بلی(
	خیر(

	32- آیا آزمایشگاه در برنامه کنترل کیفی خارجی هماتولوژی شرکت می نماید؟ 

	بلی(
	خیر(

	33- آیا در صورت شرک در برنامه های کنترل کیفی خارجی، با دریافت نتایج نامناسب (DI>2) اقدام اصلاحی صورت می گیرد؟ 
DI          < 1     نتیجه مناسب 

DI      < 1-2     قابل قبول ولی بینابینی 

DI      < 2-3     نیاز به بررسی روش آزمایش و یا بررسی کالیبراسیون می باشد. 

DI       <   3      اقدام فوری نیاز است. 
	بلی(
	خیر(


آموزش و بهداشت 

	**1- آیا کارکنان فنی آزمایشگاه مدرک تحصیلی کاردان و بالاتر دارند؟   
	بلی(
	خیر(

	 ***2- آیا پرسنل آزمایشگاه در زمینه کنترل کیفی و موضوعات مربوطه اطلاعات لازم و کافی دارند؟ 
	بلی(
	خیر(

	**3- آیا در طول سال گذشته کارگاه آموزشی جهت پرسنل آزمایشگاه برگزار گردیده است؟ 
	بلی(
	خیر(

	**4- آیا جزوات آموزشی مورد نیاز (ارسالی از مراکز) در دسترس همکاران قرار دارد؟ 
	بلی(
	خیر(

	5- آیا دستورالعمل «اصول انجام و تضمین کیفیت آزمایشگاههای غربالگری تالاسمی » توسط کارکنان مربوطه مطالعه شده است؟ 
	بلی(
	خیر(

	6-آیا پرسنل آزمایشگاه در خصوص کنترل کیفی هماتولوژی آموزش استانی دارند؟
	بلی(
	خیر(

	7- آیا مستندات مربوط به آموزش پرسنل موجود می باشد؟
	بلی(
	خیر(

	*8-آیا شستشوی ظروف شیشه ای به طور مناسب در سه مرحله (شوینده، آب معمولی، آب مقطر) انجام می شود؟ 


	بلی(
	خیر(


مشخصات پرسنل 

مدرک تحصیلی و سنوات خدمتی  

	*1- آیا آزمایشگاه دارای مسئول فنی واجد شرایط (دارای پروانه مسئول فنی و دکتری تخصصی یا حرفه ای) می باشد.    
	بلی(
	خیر(

	*2-آیا آزمایشگاه دارای حداقل یک نفر کارشناس ارشد یا کارشناس علوم آزمایشگاهی می باشد؟ 
	بلی(
	خیر(

	*3-آیا آزمایشگاه هماتولوژی دارای حداقل یک نفر کاردان یا تکنسین آزمایشگاه می باشد؟ 
	بلی(
	خیر(

	4-آیا آزمایشگاه دارای حداقل یک نفر دیپلم (جهت امور دفتری) می باشد؟ 
	بلی(
	خیر(

	5-آیا آزمایشگاه دارای حداقل یک نفر خدمه می باشد؟ 
	بلی(
	خیر(

	*6-آیا مسئول فنی آزمایشگاه حداقل سه سال سابقه کار دارد؟
	بلی(
	خیر(

	*7-آیا ارشدترین کاردان یا کارشناس شاغل در بخش هماتولوژی آزمایشگاه حداقل سه سال سابقه کار دارد؟ 
	بلی(
	خیر(

	8-آیا در صورت نداشتن مسئول فنی، مسئول آزمایشگاه دارای مدرک تحصیلی، حداقل سابقه کار و دوره های آموزشی لازم را دارا می باشد؟ 


	بلی(
	خیر(


	بدون ستاره 
	یک امتیاز 

	هر ستاره 
	سه امتیاز 


	1
	پذیرش و نمونه گیری 
	18 – امتیاز 

	2
	مواد، وسایل و تجهیزات و کنترل کیفی 
	139- امتیاز 

	3
	آموزش و بهداشت 
	33- امتیاز 

	4
	مدرک تحصیلی و سنوات خدمت 
	18- امتیاز 

	5
	جمع کل 
	208- امتیاز 


	نمره حد نصاب (70% جمع کل)  
	


	نمره کسب شده: 
	

	نمره هر بخش : حداقل 60% نمره هر بخش 
	

	نمره ایده آل (85% جمع کل) 
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بسمه تعالی 








دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی مازندران
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در كارهاي روزمره حداكثر5% عدم صحت  قابل قبول مي باشد.
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