
یید کالیبراسیون یک روش آزمایشگاهیخطی بودن و تأ
مقدمه

Calibration(یید کالیبراسیون ها و تأآزمایش) Linearity(براي اولین بار برنامه خطی بودن 1988در سال 

verification (وسیله بگیري در هر شش ماه یکبار هاي اندازهدستگاه)CLIA (هاي براي آزمایشگاه
CAPسسات قانونی اجراکنندگان برنامه کنترل کیفیت خارجی بخصوص باري شده، مؤبالینی امریکا اج

College of American Pathologist)(، این برنامه را بنامLN آغاز کرده و در اختیار
ه و علاوه بر تهیه و ترش فراوان یافتسگCAPاز آن زمان تاکنون برنامه .ددهنآزمایشگاهیان قرار می

PT)proficiencyاي هارسال نمونه test(وCV/LCalibration verification /Linearity)(،
برداري مونهنحجم کنترل ،)Interference(، تداخل مواد carry overهاي دیگر براي سنجشنمونه

ها ، میکروسکوپ و غیره براي کمک به آزمایشگاههاي اتوماتیکپتگیري، ارزیابی پیهاي اندازهدستگاه
.ه نموده استتهی

برنامه کنترل کیفیت خارجی توسط افت و خیز،ها وقفه و یا بعد از سال،در کشور ما که از دو سال پیش
باعث بالا رفتن سطح یید شده است آغاز شده و یقیناًها تأهاي آزمایشگاهی که از طرف دولت صلاحیت آنانجمن

به لحاظ آماري، پراکندگی هاکه نتایج بعضی از آزمایشگاهاز آنجا .ها گردیده استبه آزمایشگاهاعتماد پزشکان
ها و یا عدم کالیبراسیون صحیح و بموقع درستی کیتنشان دهنده کمی دقت و ی داشته کهقابل قبولغیر

اولین گامی که در این راه . جوئی شودلازم دیده شد که درباره آن چارهباشند،گیري میازههاي انددستگاه
دکتراي علوم آزمایشگاهی است تا توسط انجمن peer groupآغاز برنامه کنترل کیفیت مداوم و برداشته شد 

ارزیابی شود تا اگر ها، دقت و درستی نتایج آزمایشگاهو مسئول آزمایشگاهبا بررسی نتایج هر ماهه توسط انجمن 
د و راکتیوهاي تاریخ گذشته و با هاي استانداریید نشده از طرف مقامات قانونی و یا از محلولتأهاي از کیت

چه بیشتر باید کوشش شود تا هر.استفاده به عمل آمده مشخص شده و اقدامات ضروري به عمل آیدکیفیت کم 
شرکت کرده تا قادر ISOو CLIAتأیید شده از طرف کم خرج و در این برنامه علمیهاي کشور آزمایشگاه

.رستی شناسایی نموده و آن را برطرف نماینددوقت و بباشند اشکالات آزمایشگاه را در اسرع

یید و تأها آزمایشبرنامه خطی بودن ينماید  اجرارابطه کمک زیادي به آزمایشگاه میه در این برنامه دیگري ک
این برنامه انجمن براي اجراي. باشدگیري میهاي اندازهدستگاه) Calibration verification(کالیبراسیون 

همانطوري که انجمن . استهاي اولیه را در این جهت پیموده امپیشقدم شده و گی ي علوم آزمایشگاهدکترا



گیري کمک به بالا بردن کیفیت اندازهکه م این امر مه، امید است در اجراي”کیفیت را پایانی نیست”اعتقاد دارد
.خواهد شد، موفق شوندجلب اطمینان پزشکان کشور بیماران و آزمایشهاي 

گیري هاي اندازهیید کالیبراسیون دستگاهتا درباره  خطی بودن و تأبا توجه به این امر مهم تصمیم گرفته شد 
.نیز مورد بررسی گیردCAPشده و طرز کار این موضوع توسط توضیحاتی داده

تائید خطی بودن و کالیبراسیون

Linearity & Calibration verification

که یکی از CAP،هاي امریکابرنامه کنترل کیفیت خارجی براي آزمایشگاهاجرايبعد از تصویب و لزوم
گیري را نیز هاي اندازهیید کالیبراسیون دستگاهآن بود، برنامه خطی بودن و تأهاي مورد قبول براي اجرايارگان

580Surveyبیش از د تاکنون آغاز ش1998هاي امریکا که در سال کالج پاتولژیستPTبرنامه . شروع کرد

این بالايتعدادوجود با CAP. داردآزمایشگاه همکاري نزدیک22000و کشور جهان108با داشته و 
علاوه بر CAP. هاي کوچک را ندارده نتایج آزمایشگاهبراي مقایسpeer groupیافتن ها اشکال آزمایشگاه

یید ها، تأدستگاهcarry over، ین میزان تداخلستاندارد براي تعیهاي اداراي محلول580Surveyداشتن 
.باشدمیها و غیرههاي اتوماتیک، سنجش درستی میکروسکوپپتدقت پی

خطی بودن یک آزمایش 

در سال . خطی است که مقادیر حاصله از آزمایش موردنظر روي خط مستقیم قرار گیرندآزمایشی : تعریف
باشد که خط حاصل از نتایج یک آزمایش زمانی خطی می”.ادتري ارائه دتعریف دقیق1CLSIمؤسسه1993

Fitted Polynominalآل که از معادله خط ایدهباLinear Regressionداري تفاوت معنیآید بدست می
.نداشته باشد

.پذیرفته شدEP-Gبنام CLSIاین تعریف با اندك تغییري از 2003در سال 

یکی از . توان از آنها استفاده نمودها وجود دارند که میاي خطی بودن آزمایشهاي کامپیوتري متعددي بربرنامه
-EPآنها  Evallutorباشد که با استفاده از خطاي کل مجاز میATeبودن آن و میزان دقت هر آزمایش خطی

نامه آن آزمایش خطی استفاده از کامپیوتر و بکار بردن بر. سازدها به کامپیوتر معلوم میرا پس از وارد کردن داده
:تر نموده و علاوه بر آنبودن را آسان



.کندمشخص میATeتوجه به مقادیر اندازه گیري و خطی بودن آزمایش را با-1
.دهدنقاط خارج از خطی بودن را نشان می-2
.کندنقاط خارج را ندیده گرفته و خط واقعی را نیز رسم می-3
4-Fitted Lineدهدیش را نشان میآل آزماو یا خطی بودن ایده.

مثل ؛اشدبخطی نمیتاز آزمایشاواکنش دستگاههاي اندازه گیري براي بسیاري باید توجه داشت که 
)1(شکل EIA(Enzyme Immunoassay)هايواکنش

رابطه خطی بودن با دقت: الف

ی که غلظت آنها برابر هایمحلولمثلاً. باشددر خطی بودن آن آزمایش اثرگذار مییآزمایشمیزان دقت هر
براي آزمایش خطی بودن با دو دستگاه مختلف آزمایش شوند دیده است اگر 59.3و 47.3، 84.0،81.1
دقت کمتري ) b(دوم بوده در حالیکه دستگاه ها نزدیکتر تر و فواصل جوابدقیق) a(شود که دستگاه اول می

Best fit(شود که دیده میبه این امربا توجه . داشته و نتایج از هم فاصله بیشتري دارند polynomal ( براي
درصد و براي a(6.3(صد عدم دقت دستگاه در. باشدخطی می)b(غیرخطی و براي دستگاه )a(دستگاه 



ثیري در آزمایش خطی بودن یک شود که میزان دقت چه تأبنابراین دیده میباشد،درصد میb (7.18(دستگاه 
)2(شکل. آزمایش دارد

رابطه خطی بودن با درستی: ب

. ثیر مهمی بر خطی بودن یک آزمایش داردأمقدار خطاي کل مجاز ت

و برعکس هرچه این خطا که زیاد باشد احتمال خطی نشدن نتایج زیاد است) ATe(اگر میزان خطاي کل مجاز 
.زمایش بیشتر استباشد کمتر باشد شانس خطی شدن یک آاي از خطاي سیستماتیک و دقت میمجموعه

گیريرابطه خطی بودن و دامنه اندازه- ج



Analytical Measurment Rangeگیري یک دستگاه که آن را دامنه اندازه (AMR)گویند چنین نیز می
:تعریف شده است

AMRمثل رقیق کردن و یا غلیظ نمودن(شود بدون تغییراتبالاترین مقداري است که میدامنه کمترین و(
حاصل آزمایش باید ،نظر است که تا آن حدآزمایش خطی بودن حدود مشخصی مورددر . گیري نموددازهان

)3(شکل . از میزان خطی بودن آن بیشتر استی،یک روش آزمایشAMRبهرحال دامنه . خطی باشد



رابطه خطی بودن با کالیبراسیون -د

شوند کالیبراسیون آنها با دو محلول گیري میندازههاي جدید اتوسط دستگاهههایی کبسیاري از آزمایش
با آزمایش خطی بودن . شودجام میان) براي کلسترولmg/dl (200)(استاندارد، یکی صفر و دیگري مثلاً



ها را به آسانی معلوم نمود ولی اگر کالیبراسیون با چند استاندارد و با توان کالیبره بودن این دستگاهمی
.یید نمایدتواند کالیبراسیون را تأصورت گیرد آزمایش خطی بودن نمیهاي متفاوتغلظت

آزمایش خطی بودن

، عوض شدن اید قبل از استفاده از آن آزمایشهمانطوري که توضیح داده شد آزمایش خطی بودن یک آزمایش ب
مدارك آن در انقضاء و بطور کلی هر شش ماه یکبار انجام شده وزمان ، پایان )Lot Number(شماره ساخت 

.کید شده استتأCLIAو ISOاین امر توسط . شودآزمایشگاه بایگانی 

:بینی کند کهبراي این آزمایش لازم است آزمایشگاه پیش

در این صورت مواد لازم هاي ذیصلاحیت شرکت کند،خواهد در برنامه خطی بودن یکی از انجمنمیاگر -1
م شود باید به این نکات توجه نجااگر بخواهد در آزمایشگاه است ولی معلوم اخطی بودن جامو دستور ان

:کند
است؟لازمانجام خطی بودن هاي مورد آزمایش برايچه مقدار از نمونه-2
نظر را پوشش دهد؟غلظت هر کدام چقدر باید باشد تا دامنه مورد-3
:توان به طرق زیر خریداري و یا تهیه نمودمیارهااین نمونه-4

.هاي مورد اطمینان، کیت خطی بودن آزمایش را تهیه نمودیاز کمپان- الف
.ها را تهیه نموداز آن استفاده شده محلولاز مواد رفرانس که قبلاً-ب
.استفاده کردPTهاي باقیمانده از از نمونه-ج
ف هاي مختلنمونه با غلظت6تا 5توان با غلظت بالا و دیگري با غلظت صفر میاز دو نمونه یکی- د

.تهیه و از آنها استفاده کرد

.باشدها میو عدم وجود تداخل کنندهMatrixر داد ها لازم است مورد توجه قرانهنکته مهمی که در انتخاب نمو
Matrixاي که در د سرم طبیعی بوده و هیچگونه مواد تداخل کنندهمواد خریداري و یا تهیه شده باید همانن

.باشدشته ندا،دباشآزمایش اثرگذار می



از خطی بودن و کالیبراسیون CAPارزیابی 

خطی بودن-1

CAPهمگروه بصورت زیر گزارش يهانتایج خطی بودن یک آزمایش را پس از مقایسه با نتایج آزمایشگاه
:کندمی

1-Linearاگر اختلافی داشته . نتیجه آزمایشات خطی بوده و توافق با نتایج همگروه دارد: خطی است
.باشدبه شانس است که قابل گذشت میباشد مربوط

2-Linear)باشدخطی بوده و از نظر آماري و کلینیکی قابل قبول مینتیجه آزمایشات ): خطی است.
3-Nonlinear)دار ی تفاوتش معنینتیجه خطی نبوده و ممکن است از نظر کلینیک):خطی نیست

.باشد
4-Nonlinear)باشددار میمعنی،و از نظر آماري نیز اختلافنتیجه خطی نبوده :)خطی نیست.

یید کالیبراسیونأت-2

CAPنمایدیید کالیبراسیون را نیز به چهار صورت زیر گزارش میتأ:

که باید واحد (و اگر اختلافی بین ضریب زاویه یید شدهکالیبراسیون تأ): هیید شدتأ(Verified-1: الف
.دار نیسترد این اختلاف از نظر آماري معنیوجود دا)که باید صفر باشد(و عدد ثابت ) باشد

از حد ها از خطاهاي حاصل از آزمایش نمونههیچیکنتایج یید شده زیرا کالیبراسیون تأ: Verified-2-ب
.باشددار نمیتجاوز نکرده و تغییرات ضریب زاویه و عدد ثابت معنیخود 

ها با مقدار معدل گروه اختلاف هاقل نتیجه یکی از نمونیید نشده و حدکالیبراسیون تأ: Different-1-ج
.دار نیستولی تفاوت بین عدد ثابت و ضریب زاویه معنیداشته دار معنی

بت و ها با مقدار معدل گروه، عدد ثاد نشده حداقل نتیجه یکی از نمونهییکالیبراسیون تأ: Different-2- د
.دار دارندضریب زاویه نیز اختلاف معنی

CAPیید کالیبراسیون یک آزمایش استفاده نموده وق که براي ارزیابی خطی بودن و تأطلاحات فعلاوه بر اص
. همیت دارندگیرد که دانستن آنها اهاي دیگري را نیز بکار میکند واژهها را ارزیابی میو آزمایشگاه



:ها عبارتند ازاین واژه

Allowableخطاي کل مجاز یا –خطاي کل مجاز -1 Error شودمیبر اساس فرمول زیر محاسبه:

×100=خطاي کل مجاز 

در این جدول مقدار خطاي کل . کندده است استفاده میوقبول نمCLIAاز جدولی که CAPبراي این محاسبه 
ترول این مقادیر براي کلسمثلاً. هاي بیوشیمی آورده شده استگیري آزمایشمجاز و کمترین مقدار قابل اندازه

PTان در ر معدل کلسترول همگروه شرکت کنندگباشد، بنابراین اگمیmg/dl3و% 5.9به ترتیب عبارت از 

:باشد مقدار خطاي مجاز مساوي خواهد بود باmg/dl150برابر با 

2  =%100×

هاي بیوشیمی را نشان ري بعضی از آزمایشگیمجاز و کمترین مقدار قابل اندازهمقادیر خطاي کل )1(جدول 
.دهدمی

نام جدول اصلاح شود





2-ValueCoded-گویند که از مخلوط نمودن برحسب تقسیمات انجام شده را میهاغلظت نمونه
.آیدهاي مختلف بدست میبه نسبت) یعنی صفر درصد(استاندارد با غلظت بالا با محلول پایه

3-Preassigned Value-باشدهاي ارسالی و یا تهیه شده در آزمایشگاه معلوم میار نمونهمقد.
.گویندرا می... اختلاف بین نمونه دوم از اول، سوم از دوم و - )Delta(دلتا-4
هاي آزمایشگاه به مقادیر بدست آمده از همگروه را نسبت دلتاهاي بدست آمده از نمونه- نسبت دلتا-5

نسبت دلتا= .گویندمی

6-Theoretical Delta
نسبت مقدار دلتاي آزمایشگاه به اختلاف کل دلتاي گروه 

LN2 – LN1 مقدار نمونه دوم–اول مقدار نمونه= –
LNاولی– – LN اختلاف کل= آخري

یید خطی بودن یک آزمایش در آزمایشگاهتأ

هاي کالیبراتورها و نمونههاي استاندارد،ولسسات خصوصی زیادي که محلدر امریکا و اروپا از میان مؤ
دارند و بنابراین در تهیه و ییدیه مقامات مسئول کشور خود راا تأ، فقط بعضی از آنهفروشندآزمایشگاهی را می

.مراعات شودباید آنها این نکته مهم خرید

نها انجام براسیون و خطی بودن را با آهاي تأیید کالینظر آزمایشتوانند بعد از تهیه مواد موردها میآزمایشگاه
بوسیله تواندها داراي برنامه کامپیوتري بوده و آزمایشگاه بعد از انجام آزمایشات میبیشتر این کمپانی. دهند

شدن توسط ، آنها را بعد از امضاءآمیز نتایجال داشته و بعد از دریافت موفقیتها ارسرایانه نتایج را به این کمپانی
.ددر بایگانی آزمایشگاه نگهداري کنو یا آزمایشگاهQCمسئول 



داشتن برنامه کامپیوتري براي این منظور میزان و ر و قابل قبول بهاي معتانند با خرید نمونهتوها میآزمایشگاه
.وندباید بایگانی شءدر این صورت نیز نتایج پس از امضا. یید نمایندها را تأخطی بودن و کالیبراسیون آزمایش

باشد بوده که که مورد قبول مقامات دولتی میت خارجی راه دیگري که وجود دارد شرکت در برنامه کنترل کیفی
بوده و نتایج آزمایشگاه را با نتایج همگروه مقایسه نموده و بدین ترتیب نوع ترین هاي آنها از مطمئننمونهمسلماً

.گیردقرار میمیزان درستی و دقت آزمایشگاه نیز مورد مقایسه 

نمونه از محلول استاندارد گلوکز به 6در مثال زیر که براي خطی بودن آزمایش گلوکز درنظر گرفته شده است 
یش را با میانگین، نتایج آزما. انتخاب شده و هر کدام دو بار آزمایش شدندmg/dl1000تا25هاي غلظت

.وندشدیده می)2(ها در جدول درصد بازیابی و باقیمانده

نام جدول اصلاح شود

کامپیوتر خطی بودن را با خط . یید نمایداسته شد تا خطی بودن آزمایش را تأدر این آزمایش از کامپیوتر خو
با در نظر گرفتن همه نتایج و بدون نتیجه خارج از حد رسم نموده و مقادیر عدد Fitted Lineو I:Iآلایده

.)4(شکل. دهدشان میثابت و ضریب زاویه آنها را نیز ن



. شودي توسط کامپیوتر محاسبه شده است در جدول دیده میددرصد بازیابی که با فرمول زیر براي هر استاندار
.باشدمی% 6/98و براي استاندارد پنجم برابر % 102برابر mg/dl25این مقدار براي استاندارد اول 

% =mg/dl25102براي استاندارد

% = mg/dl70098.6براي استاندارد 

نده مقادیر به ترتیب نمایو نقاط Oیره نقاط دا. شوددرصد بازیابی همه استانداردها دیده می)5(در شکل 
.باشدها میگیريجربی هر نمونه و معدل بین اندازهت



باشد و از فرمول میyو مقدار محاسبه شده yماینده اختلاف بین مقدار واقعی که نResidualsیا : هابازمانده
y=ax+bشونددیده می) 6(آید در شکلبدست می .



فاده ازیکی مربوط به خطی است که با است؛اندثابت بدست آمدهدر این ارزیابی دو دسته ضریب زاویه و عدد 
.تیجه ششم محاسبه شده استتمام نتایج بدست آمده و دیگري با خارج کردن ن

y=ax+b

1) a=1 , b= 1.5

2) a= 0.971 , b= 3.6

y= 25 + 1.5 = 26.5 26.5 – 1بازمانده استاندارد  اول از معادله 1.5 = 25

y= 100 = 1تاندارد دوم از معادله بازمانده اس1.5 = 101.5-100      101.5 = 1.5



CAPاي از گزارش هنمون

CAPهاي بعد از دریافت نتایج آزمایشCV/Lمعدل نتایج همگروه، میزان خطاي مجاز ، معدل نتایج آزمایشگاه ،
).3(جدول . نمایدرا تعیین میو اقسام دلتاها) بر حسب درصد(

گرفته نجاماBeckman، با دستگاه و رآکتیوهاي ALTم د کالیبراسیون که براي انزایییآزمایش خطی بودن و تأ
.بود

.شونددیده می) 4(پس از محاسبات بالا و تعیین ضریب زاویه و عدد ثابت در جدول 

بین نمونه اول تا ششم تأیید شده و کالیبراسیون نیز باALTبراساس این ارزیابی خطی بودن آزمایش 
Verified – ت ولی ضریب زاویه و عدد ثابت این خط مساوي واحد و صفر نشده تا مورد قبول قرار گرفته اس2

اي بر اساس قوانین در این جدول علاوه بر ارزیابی کلی، ارزیابی جداگانه. نتایج همگروه اختلافی نداشته باشد
ده براي خطی بودن و همچنین تأیید کالیبراسیون دی4تا 1و 5تا 1، 6تا 1هاي بین نمونهCAPچهارگانه 

).4(شود جدول می

و خط اصلی که از ) □(و معدل نتایج همگروه با علامت ) O(نمودار خطی بودن معدل نتایج آزمایشگاه با علامت 
.آورده شده است) 7(مقادیر اولیه استانداردها بدست آمده است در شکل 



دیده ) 8(اشد که در شکل بمیBiasدرصد اختلاف بین معدل نتایج آزمایشگاه و نتایج همگروه نماینده 
.شودمی



گیري یک آزمایشین دامنه اندازهتعی

گیري قابل گزارشبا دامنه اندازهAnalytical Measurement Rangeگیري تعیین دامنه اندازه
Reportable Range)( دامنه خطی بودن یک آزمایش ،)Linearity(، دامنه قابل قبول کلینیکی

)Clinically Reportable Range ( و)Calibration (نها که از طرف نظري به تعاریف آبا .تفاوت دارد
CLIA وCAPشوندها معلوم میها و اختلافاند شباهتارائه شده.

آنها با سرم Matrixه هایی استفاده شود کمایش باید از مواد و یا نمونهگیري یک آزبراي تعیین دامنه اندازه
:توان ازاجراء این آزمایش میطبیعی یکی باشد و براي 

.ند را بکار گرفتاموادي که براي خطی بودن استفاده شده-1
.اندآزمایش استفاده و نگهداري شدهبراي این که قبلاًهایینمونه-2
.سی که در آزمایشگاه وجود داردکالیبراتورها و مواد رفران-3
ثر غلظت ل غلظت با نمونه دیگر با حداکحداقهایی با مخلوط نمودن یک نمونه با توان محلولو یا می-4

.تهیه و استفاده نمود



mg/dlدیگري که غلظت آن وصفر آن درنظرماده موردها از یک سرم که غلظت براي تهیه نمونه: مثال 

)4(جدول . هاي مختلف تهیه و آزمایش شدندهاي با غلظتبود استفاده و برحسب جدول زیر محلول578

AMRها براي هیه نمونهطرز ت) 4(جدول 

غلظت بدست غلظت اولیهنسبت درصدنمونه
آمده 2سرم 1سرم 

1100%0%mg/dl20mg/dl20

275%25%mg/dl159mg/dl160

350%50%mg/dl299mg/dl301

425%75%mg/dl438mg/dl439

50%100%mg/dl578mg/dl578

شود تفاوت نانکه دیده میرسم و چLRزاویه و مقدار ثابت خط ها ، تعیین ضریب مونهگیري نبعد از اندازه
گیري یک آزمایش کمک به تأیید خطی بودن و تعیین دامنه اندازه). 9(شکل . ودشداري دیده نمیمعنی

.نمایدز میکالیبراسیون نی



1- CLSI= Clinical Laboratoryو


