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HBsسنجش Agبه روش الایزا

)آزمایشگاهیدر تشخیصاستفادهتنها براي(Bهپاتیتسطحیژنآنتیبراي تشخیصایمونواسیآنزیم

: مقدمه

دو نیمهDNAه داراي ژنوم از خانواده هپادنا ویریده بوده کBبه عنوان یک مشکل بهداشتی در تمام جهان شناخته شده است . عامل بیماري ویروس هپاتیت Bعفونت هپاتیت 
زیر نوع ها داراي یک شاخص آنتی ژنی مشترك بنام تیپ سرولوژیک بنام زیر نوع براي آن شناخته شده است.9ژنوتیپ بوده و 8این ویروس داراي رشته اي و حلقوي می باشد. 

a نوتیپژاخص آنتی ژنیک دیگر تقسیم بندي می شوند.در ترکیب با چهار ش166و 122بوده و بر اساس نوع اسید آمینه موجود در دو محلD شایعترین ژنوتیپ در ایران می
وجود دارد که حاوي یک پوشش و یک Daneبه شکل ساختمانهاي کروي شکل بنام پارتیکل Bدر جریان خون ویروس هپاتیت .)ayw3-ayw-ayw2باشد (زیر نوع هاي 

است که براي یک دوره زمانی دو تا دوازده هفته اي پس از تماس HBsAgآنتی ژن سطحی یا B. اولین شاخص عفونت هپاتیت حفره مرکزي از پروتئینهاي نوکلئو کپسید است
شهاي حساس در این دوره با روی درگیري کبد در خون وجود دارد و ممکن است در این دوره فرد مبتلا فاقد علائم بالینی باشد. یبا ویروس و قبل از پدیدار شدن شواهد بیوشیمیا

هفته پس از شروع علائم بالینی و یا افزایش مقدار 12–20در طی مدت HBsAgوجود آنتی ژن در جریان خون قابل رد یابی است. در بیمارانی که از بیماري بهبود می یابند 
یک HBsAgشش ماه وضعیتی بنام حامل مزمن را ایجاد می کند. آنزیمهاي اختصاصی کبد از جریان خون حذف می شود. پایداري آنتی ژن در جریان خون به مدت بیشتر از

را با حساسیت و ویژگی HBsAgدر تشخیص عفونت حاد و شناسائی موارد مزمن به عهده دارد. کیت موجود توانائی تشخیص را است که نقش اساسی Bشاخص عفونت هپاتیت 
مناسب در نمونه هاي سرم و پلاسما دارد . 

:اساس آزمایش

Sandwichاساس آزمایش در این کیت بر روش  Enzyme Immunoassay در مرحله اول .استاستوار دو مرحله ايHBs Ag موجود در نمونه بطور همزمان با آنتی بادي
در مرحله دوم پس از طی زمان انکوباسیون واکنش می دهد.)1(کنژوگه نشاندار شده با بیوتینHBsAgهاي منوکلونال و پلی کلونال کوت شده در چاهک ها و آنتی بادي ضد 

محلول پس از انکوباسیون و شستشووگه اول متصل می گردد. ژاسترپتاویدین به بیوتین موجود در کن)2(کنژوگه پراکسیداز-با افزودن کنژوگه حاوي کمپلکس استرپتاویدین
از این مرحله نتیجه تجزیه سوبسترا در اثر فعالیت آنزیم و تغییر رنگ محلول کروموژن ناشی از این سوبسترا و کروموژن به چاهکها اضافه می شود. رنگ آبی ایجاد شده بعد

رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین ، . شدت این رنگ متناسب با تعداد کمپلکسهاي ایمنی ایجاد شده در چاهکها می باشد. با افزودن محلول متوقف کنندهاستواکنش 
.نانومتر دارد450ر طول موج جذب نوري را د

:محتویات کیت 

.HBs Agدو آنتی بادي منوکلونال و پلی کلونال علیه خانه حاوي چاهکهاي پوشش داده شده با 96پلیت ) 1

. این میلی لیتر 5/3یک ویال حاوي نگهدارنده،حاوي پروتئین و به رنگ قرمزدر محلول بافريآنتی بادي منوکلونال نشاندار با بیوتین ) :Conjugate1(1محلول کونژوگه) 2
محلول آماده مصرف می باشد . 

. این محلول آماده میلی لیتر5/3یک ویال حاوي حاوي پروتئین و نگهدارنده. به رنگ آبیپراکسیداز در محلول بافري–استرپتاویدین ) :Conjugate2(2کونژوگهمحلول) 3
.مصرف می باشد

انسانی سرم% کاتن به عنوان ماده محافظ و 05/0داراي پروتئین به عنوان پایدار کننده و به رنگ بنفشمحلول بافريml2حاوي :(Positive Control)ثبت سرم کنترل م) 4
.HBsAgژن آنتی دارايغیر فعال شده 

.HBsAgسرم انسانی منفی از نظر % کاتن به عنوان ماده محافظ و05/0وبه رنگ زرديمحلول بافرml3: حاوي (Negative Control)سرم کنترل منفی) 5
.مصرف)برايلیتر (آمادهیمیل12يویال محتو1حاوي تترا متیل بنزیدین و آب اکسیژنه،:(Chromogen-Substrate)يیک مرحله ايمحلول رنگزا) 6
آماده ي. جهت تهیه محلول شستشو)X10غلیظ (يلیتر محلول شستشویمیل50يیک ویال حاون ،% توئی05/0محلول بافر فسفات و :(Wash Buffer)محلول شستشو) 7

.یدیرقیق نما10/1مقدار مورد نیاز را با آب مقطر به نسبت ،مصرف
.لیتریمیل6يیک ویال محتونرمال ،1اسید کلریدریک :)Stop Solution(همحلول متوقف کنند) 8
. یتبرچسب مخصوص پل) 9
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:باشندیمواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نم

.به عنوان رفرانس)نانومتر630فیلترو در صورت امکان (نانومتر 450با طول موج ریدردستگاه الایزا) 1
.میکرولیتر دقیق100و50و 25يسمپلر ها) 2
.درجه سانتی گراد 37بن ماري یا انکوباتور) 3
.% یا محلول ضد عفونی کننده دیگر5محلول هیپوکلریت سدیم ) 4
.آب مقطر) 5

:نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

.قابل استفاده هستندمصرف در همین کیت يبراتنها محتویات این کیت ) 1
ید . پرهیز نمایي سرمخلوط کردن نمونه هااز م.در سرم و پلاسماي انسانی طراحی و ساخته شده استHBsAgتعیین این کیت صرفا جهت ) 2
ید .ینماياردمختلف جداً خودساختهاياز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ) 3
حتیاط  بهتر است جهت ا. باشندیمعواملاینفاقدوه گردیدل نترکHCVو HIVو آنتی بادیهاي HIVآنتی ژندارند از نظر وجودیکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرم) 4

.   دند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکنیکه با کیت کار مکاربرانی
.. همچنین استفاده از عینکهاي آزمایشگاهی هنگام کار با سرمهاي بیماران توصیه می شودهنگام انجام آزمایش حتماً از دستکشهاي یکبار مصرف استفاده کنید) 5
% یا 5دقیقه در مجاورت محلول هیپوکلریت سدیم 30مشکوك به آلودگی را بعد از اتمام کار به مدت حداقلشستشو، وسایل و محلولهاي HBsAgسرمهاي مثبت از نظر ) 6

.نیز پیشنهاد می گردددرجه سانتی گراد 121دقیقه در20به مدت کردن. همچنین اتوکلاو محلولهاي مناسب ضد عفونی کننده دیگر قرار دهید

اي توصیه اي: هشدار ه
از این کیت فقط در مقاصد تشخیصی استفاده شود . این کیت براي مقاصد غربالگري تولید نشده است . 

: يشرایط نگهدار

ید .ینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2يیخچال بین دماکیت را در) 1
ید .ینمايچاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهدار) 2
.باشدیهر یک از آنها ميشده بر رودرجتا پایان مدت انقضاء قبل از باز شدن درب کیت)(محتویات کیتيپایدار) 3

شد . نگهداري و مصرف می بادرجه سانتیگراد قابل 2-8با آب مقطر رقیق نمایید این محلول (آماده مصرف) به مدت یک هفته در شرایط 10/1محلول شستشو را به نسبت) 4
ن کریستالها ویال را در ممکن است در محلول شستشوي غلیظ کریستال تشکیل شود که این امر مشکلی را ایجاد نمی نماید . قبل از تهیه محلول شستشوي کار براي حل شد(

.  )در جه سانتی گراد قرار دهید37

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

با نمونه هاي دیگر نباید استفاده Pooledاز سرم یا پلاسماي رقیق شده یا اما،خون استفاده نمودسلولهايتوان پس از جدا نمودن ازیمراEDTAداراي يیا پلاسماو سرم 
باید از (در ضمننموديگراد نگهداریدرجه سانت-20يدر دماتریمدت زمان طولانيگراد و یا برایدرجه سانت8تا 2ي در دمایک هفتهتوان به مدت ینمونه را مکرد.

Freeze-thawوجود آلودگی میکروبی ، کدورت ، همولیز ، لیپمی و زردي در نمونه ، ممکن است موجب تداخل در نتیجه نهایی آزمایش گردد.)نمودن نمونه پرهیز شود.

: یتوضیحات عموم

. جهت ماندگاري بهتر پلیت ، پلیت را بعد از رسیدن به دماي محیط از کیسه مخصوص آن برسانیدتاق قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت ا) 1
.خارج کرده و چاهکهاي مورد نیاز را بردارید

.محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرنده بهتر است ب) 2
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.هر نمونه استفاده کنیدياز نوك سمپلر یک بار مصرف برا) 3
.باشدیچاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت ميجذب نور، پس از افزودن محلول متوقف کننده) 4
.   دنچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شويکسب نتایج مطلوب باید شستشويبرا) 5
مورد نیاز را آماده يگردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهایباشد، بنابراین پیشنهاد میان مناسب انکوباسیون مزم، نتیجه مطلوبحصولاز مهمترین فاکتورها در ) 6

. شودیممطلوب تري بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج یاین عمل با کاهش فاصله زمان، مورد نیاز را باز کنیدينموده و درب محلولها

مراحل  انجام آزمایش :
چاهک اول را به عنوان .پلیت قرار داده و درب آن را ببندیديچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهدارسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها) 1

.براي کنترل مثبت در نظر بگیریدرابراي کنترل منفی و یک چاهکرابعديدو چاهکبلانک در نظر گرفته و
ید . یاضافه نماه به جز چاهک بلانکمثبت و نمونه ها را به چاهکهاي مربوط- منفیاز سرم کنترل (µl)میکرولیتر100) 2
شود.ها صورتی رنگ میرنگ نمونه سرم1با افزودن کنژوگه اضافه نمایید.،بلانکبه جز چاهک هاچاهکمهبه هرا )Conjugate1(1کونژوگهمحلول(l)یکرولیتر م25) 3
.انکوبه نماییددرجه سانتی گراد37دقیقه در 30سپس به مدتثانیه به ملایمت تکان دهید.15درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت ) 4
درب چاهکها را با ید.یتثناء چاهک بلانک اضافه نمابه اسرا داخل کلیه چاهکها )Conjugate2(2میکرولیتر از محلول آنزیم کونژوگه25بدون شستشوي چاهکها) 5

رنگ کنترل منفی از زرد به سبز و رنگ کنترل مثبت و نمونه ها 2با افزودن کنژوگه .ثانیه به ملایمت تکان دهید15برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت 
بنفش می شوند . 

.یدیدرجه سانتی گراد انکوبه نما37دردقیقه 30چاهکها را به مدت ، پلیتپس از پوشاندن چاهکها توسط بر چسب مخصوص ) 6
توان از یماتوماتیک در دسترس نباشد شستشويچنانچه دستگاه شستشو يبرا.دییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یمحتویات چاهکها را خال) 7

در هر دفعه .تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گرددیمواظب بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا مبایدیکاناله استفاده نمود ول8سمپلر 
یکاندن خالچاهک ها را با وارونه کردن و تو بعد oaking time(S(ثانیه صبر کرده 15سپس ،محلول شستشو در هر چاهک ریخته)l)میکرولیتر 300ودشستشو حد

.خارج شوندییک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافي عملیات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر رويد و در انتهایینما
.یدیمار دماي اتاق و تاریکی انکوبه ندقیقه د15مدت ه ید و بیاضافه نمارنگزا به چاهک- میکرولیتر محلول سوبسترا100) 8
ید. براي سنجش جذب نوري هر چاهک از دستگاه الایزاریدر با فیلتر یمه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نماادا،میکرولیتر محلول متوقف کننده به هر چاهک50با اضافه کردن ) 9

nm450توصیه می شود از فیلتر یدیکها را در مقابل بلانک قرائت نماد و جذب نوري تمامی چاهییاستفاده نما)nm630(بعنوان فیلتر رفرانس استفاده شود.

:ارزشیابی آزمایش

.می باشدشمند و قابل گزارش رزاین آزمایش با داشتن شرایط زیر ا
.، در صورت بیشتر بودن جذب نوري بلانک احتمالاً محلول رنگزا آلوده شده استبراي بلانک0.1جذب نوري کمتر از * 
براي کنترل منفی، در صورت بیشتر بودن این جذب نوري احتمالاً شستشو به طور صحیح صورت نگرفته است، آزمایش را دوباره انجام داده 0.15انگین جذب نوري کمتر از می* 

.و در مراحل شستشو دقت کنید
. براي کنترل مثبت0.8جذب نوري بیشتر از * 

:محاسبه نتایج
.می توان استفاده نمودnm450اریدر با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موج از هر دستگاه الایز

.بخوانیدnm630و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450جذب نوري کنترلها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزاریدر در طول موج ) 1
-Cutجهت محاسبه ) 2 offنوري بلانک را باید از جذب نوري همه نمونه ها و کنترلها کم نمود)(جذبیدیاز فرمول زیر استفاده نما.

Cut-off value = میانگین جذب کنترلهاي منفی+05/0

نیز استفاده کرد .S/Coبراي تعیین جوابهاي مثبت و منفی می توان از محاسبه اندکس 
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باشد،یا بیشتر از یکو 1عدد آنها S/Co. مطابق این فرمول کلیه جوابها یی که دیاستفاده نمایاز فرمول S/Coجهت به دست آوردن اندکس 

منفی تلقی میشوند .، باشد1آنها کمتر از S/Coمثبت و کلیه جوابها یی که 

:نتایجتفسیر

. (در مراحل اولیه عفونت) می باشدژنیا غیر قابل سنجش بودن آنتیوHBsAgجواب منفی نشاندهنده عدم وجود -
سببه در مرتبه اول می تواند بآزمایش. نمونه هاي مثبتی که در تکرار مجدد منفی میشوند ، باید منفی گزارش گردند. مثبت شدن تکرار شوند˝جوابهاي مثبت باید مجدداً-

یدتایمورد (Neutralization)خنثی سازيبا روشهاي تاییدي ستی، نمونه بایآنتکرار مرحله در یشآزماخطاي کاري در شستشو یا نمونه برداري باشد. در صورت مثبت شدن 
قرار گیرد.

:اجراییشاخصهاي
از فراورده هاي بین المللی زیر استفاده شده است :،جهت بررسی حساسیت کیتحساسیت :)1
-2nd WHO International Standard, NIBSC code 00/588

BBI Hepatitis B surface antigen Sensitivity panel –PHA808-

Hepatitis B surface antigen Sensitivity panel –PHA808

تعیین شد . 05/0IU/mlو یا کمتر از 2/0ng/mlکمتر از ad , ayاین اساس حساسیت سنجش براي زیر نوع بر
نیز براي تعیین وضعیت حساسیت کیت استفاده شد . Low Titerاز پانل 

S/Co Ratio
PishtaztebPEI U/mlIU/mlBBI ng/mlHBs Ag

subtypeMember ID

12.50.530.712.49ad1
6.50.200.311.17ad2
5.60.170.281.02ad3
4.30.150.220.96ad4
2.80.100.150.69ad5
2.50.080.120.50ad6
1.90.060.080.41ad7
1.60.050.060.37ad8
1.40.040.050.30ad9
0.90.020.020.23ad10

11.00.830.672.51ay11
5.80.330.301.26ay12
4.60.250.220.96ay13
4.10.190.190.77ay14
3.00.160.140.63ay15
2.70.130.110.48ay16
2.20.100.090.42ay17
1.50.080.060.33ay18
1.20.050.040.23ay19
0.80.030.010.13ay20
0.40.000.000.03*21

Sample
OD
Cut-off value
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HBs Ag Low Titer Performance Panel (Modified) PHA106

Behring
Enzygnost

S/Co

Ortho
System3

S/Co

Biorad
Monolisa

S/Co

Abbott
AxSYM
S/Co

HBsAg
Concentration

IU/ml

Pishtazteb
S/Co Ratio

Member
ID

1.51.01.11.30.052.8106-1
2.52.21.51.70.12.4106-2
7.87.45.14.20.48.1106-3
3.94.93.03.60.37.2106-4
2.01.81.41.60.13.0106-5
9.811.08.05.70.611.6106-6
0.30.0*0.5*0.7106-7
5.55.74.53.80.49.6106-8
2.82.21.91.90.14.3106-9
4.37.13.73.50.46.6106-10
5.42.11.14.70.22.6106-11
2.12.21.51.70.13.0106-12
5.97.65.33.80.38.2106-13
------106-14
------106-15

Panel members 14 and 15 are no longer available.

HBsAg Mixed Titer Performance Panel (PHA206)

Behring
Enzygnost

S/Co

Ortho
Vitros
S/Co

Gen.Sys
S/Co

Abbott
AxSYM
S/Co

Pishtazteb
S/Co
Ratio

Member ID

0.20.10.40.50.5206-1
33.996.124.631.8>30.0206-2
43.970.024.622.4>30.0206-3
43.9445524.6226>30.0206-4
43.9399924.6233>30.0206-5
43.9334024.6186>30.0206-6
43.95624.621.629.0206-7
37.336.720.514.928.0206-8
22.240.723.618.729.0206-9
13.417.713.26.314.0206-10
10.613.412.18.118.0206-11
20.325.518.29.821.0206-12
26.215.114.28.215.0206-13
7.910.47.64.811.0206-14
6.62.43.62.64.0206-15
7.15.36.62.87.7206-16
1.70.72.21.62.7206-17
2.92.03.41.73.4206-18
2.61.63.33.02.8206-19
11.85.95.33.66.8206-20
6.84.96.74.66.0206-21
1.61.31.61.21.8206-22
2.41.82.51.42.8206-23
2.20.93.71.32.7206-24
0.40.10.40.70.8206-25
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استفاده شده است که به عنوان نمونه چند پانل ذکر می شود .seroconversionاز پانل هاي جهت بررسی حساسیت 

Hepatitis B Seroconversion Panel (subtype ad) PHM914

Hepatitis B Seroconversion Panel (Subtype ad) PHM909

پپ

:نتایج به شرح زیر استکهگرفت مورد آزمایش قرارزاي دیگریالاکیتیک وکیتاینمقایسه باسالم درنمونه ازافراد2025:) ویژگی آزمایش 2

مثبت تائید شدهتعداد نمونه با واکنش مثبت در تکرارتعداد نمونه با واکنش مثبت در تست اولیهمونهتعداد ن
2025211

سري ساخت) از یکدر سري آزمایشات مختلف) و میان سنجی (سري آزمایشدقت درون سنجی (در یک ، آزمون هايپذیري کیتجهت بررسی تکراردقت آزمایش : )3
:که نتایج آن در جداول زیر آمده استونه هاي مثبت و منفی انجام شدنمبوسیله 

-Intra)سنجیدروندقت آزمون- assay):
%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

1202/2078/05/3مثبتنمونه
22035/1067/09/4مثبتنمونه

3202/00095/07/4نمونه مثبت
20055/00028/01/5نمونه منفی

Days since
1 st bleed

HBsAg
ng/ml

Pishtazteb
S/Co

Abbott
AxSYM

S/Co

Biorad
Monolisa

S/Co

Ortho
Vitros
S/Co

Behring
S/Co

Gen.Sys
S/Co

914-01 0 <0.1 0.7 0.6 0.0 0.1 0.5 0.4
914-02 146 0.2 1.3 0.7 0.2 0.3 0.5 2.1
914-03 151 0.3 1.8 0.9 0.4 0.5 0.6 2.5
914-04 153 0.5 2.0 1.0 0.5 0.8 0.7 3.7
914-05 158 0.9 3.5 1.4 1.0 2.3 1.1 6.0
914-06 160 1.5 6.3 2.2 1.9 4.4 1.5 9.5

Days since
1 st bleed

HBsAg
ng/ml

Pishtazteb
S/Co

Abbott
IMx
S/Co

BioMerieux
S/Co

Ortho
EIA
S/Co

Behring
S/Co

Gen.Sys
S/Co

909-01 0 <0.1 0.7 0.5 0.1 0.0 0.6 0.6
909-02 4 <0.1 0.8 0.5 0.1 0.0 0.5 0.6
909-03 7 0.1 0.9 0.6 0.1 0.0 0.6 0.8
909-04 9 0.3 1.3 0.8 0.3 0.2 0.6 2.3
909-05 14 1.1 4.7 1.5 1.0 2.1 1.8 10.3
909-06 18 >2.7 11.1 2.8 5.5 7.1 5.6 19.9
909-07 21 >2.7 20.0 5.6 13.3 16.2 11.6 23.3
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-Inter)سنجیمیاندقت آزمون- assay):

صورت دوپلیکیت انجام شده است .ه ب،*هر سري آزمایش

References:
A.A. poulou and S.P.Dourakis .Genetic Heterogeneity of Hepatitis Viruses and its Clinical Significance. Curr Drug Targets-
Inflammation and Allergy.2005, 4:47-55.
K.Kidd Ljunggren and et al . Clinical and Serological Variation Between Patients Infected with Different Hepatitis B Virus
Genotypes.J Clin Microbiol 2004,42(12):5837-5841.
N.Gitlin.Hepatitis B: Diagnosis, Prevention and Treatment. Clin Chem ,1997,43(8):1500-1506.
A.J.Zuckerman.Special Serological Diagnosis of Viral Hepatitis.British Medical Journal.1979,84-86.
D.Chen and L.A.Kaplan.Performance of a New Generation Chemiluminescence Assay for Hepatitis B Surface Antigen.Clin
Chem,2006,52(8):1592-1598.

روش انجام آزمایش بصورت شماتیک

HBsبادي علیه چاهکهاي کوت شده با آنتی  Ag

نمونه کنترل ها بلانک محلولها
- میکرولیتر100 - کنترل ها

یا پلاسمامیکرولیتر سرم100 - - نمونه
میکرولیتر25 میکرولیتر25 - 1کنژوگه 

30دهانه چاهک ها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید سپسید .یمخلوط نماثانیه15به مدت با حرکت ملایم محتویات پلیت را
.درجه سانتی گراد انکوبه کنید37دقیقه در دماي 

میکرولیتر25 میکرولیتر25 - 2کنژوگه
30دهانه چاهک ها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید سپس.ید ثانیه مخلوط نمای15مدت با حرکت ملایم محتویات پلیت را به

5. طبق دستور شستشو برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.درجه سانتی گراد انکوبه کنید37دقیقه در دماي
.ثانیه اي داردsoaking time15هر مرحله شستشو نیاز به . بار چاهک را بشویید 

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر50 میکرولیتر50 میکرولیتر50 محلول متوقف کننده
نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت 630کان (و در صورت امنانومتر450جذب نوري چاهکها را در مقابل بلانک و در طول موج 

.کنید

%SDCVمیانگین جذب نوريتستتعداد دفعات تکرار

1201/2105/05مثبتنمونه
2203/1072/05/5نمونه مثبت
3202/0014/07نمونه مثبت

2005/00042/04/8نمونه منفی


