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 مقدمه
قهوه  روسیو خانواده  ToBRFV)  یفرنگگوجه  وهیم  ی اروگوز  ،  Tobamovirus، جنس  Virgaviridae؛ 

  50از    شیدر حال ظهور است که به سرعت در ب  روسی گونه و  کی(  Tobamovirus fructirugosumگونه  
و فلفل در سراسر    یفرنگگوجه  دیتول  یقابل توجه برا   دیتهد  کیاست و    افتهیها گسترش  کشور در تمام قاره
و  Chenopodium muraleهرز مانند  یهادر علف  روس یو نیحضور ا  نی. علاوه بر ادیآیجهان به شمار م

Solanum nigrum با   جه، یگزارش شده است. در نت کنند،یرشد م ی در مزارع گوجه فرنگ یعی که به طور طب
  رسدیبه نظر م  ، یقیتلف  تی ریکشت و مد  ر ب  یمبتن  یهاروش  یقابل انتقال آن با بذر و ناکارآمد  تی توجه به ماه

مزارع آلوده و به دنبال آن  درآلوده از جمله بذر و نهال    یاهیمواد گ  عیحساس، زودهنگام و سر  ق،یدق  صیتشخ
و کاهش تلفات قابل توجه محصول باشد.    یکاهش انتقال آلودگ  یبرا  کردیرو   نیموثرتر  یمنبع آلودگ  یکنشهیر
  ی کشاورز  یوتکنولوژ یپژوهشگاه ب  نیمشترک ب  یعلم  ی همکار  هیو بر پا  ازین  نیحاضر، با توجه به ا  یزایالا  تیک

  ی اختصاص   یبادیآنت  یبر رو   ت یک  ن یا  ی و ارائه شده است. مبنا  ی، طراحکشور  یپزشکاهیگ  قاتیو موسسه تحق
  است ( استوار است که قادر  ToBRFV)  ی فرنگگوجه  وهیم  ی اروگوز قهوه  روس ی و  ی ابیو رد  ییشناسا  ی برا
نمونه  صیرا تشخ  روس ی و  یطور مؤثر و اختصاصبه و  به    ی هاداده  نمونه  ToBRFVآلوده  از  سالم    یها را 

  ،یفرنگگوجه  یا قهوه  یدگیچروک  یماریب  یدهد. دستورالعمل حاضر، علاوه بر معرف  صیتشخ  زیتما   یفرنگگوجه
  ی هادر قالب پروتکل  را،  ToBRFV  روس یو یابیو رد صیشده جهت تشخ  یطراح یزایالا تیروش کار با ک
 . دهدیم ح یارائه شده توض

در    یقابل توجه  یهستند که سبب بروز خسارت اقتصاد  یاهیگ  یها روسیو  نیاز جمله مهمتر هاروسی توباموو
 Tomato brown) یفرنگگوجه  وهیم یا قهوه یدگیچروک  روسی. وشوندیم ینتی و ز یانواع محصولات زراع

rugose fruit virusد ینمایوارد م  ی فراوان  تخسار  ی بوده که در گوجه فرنگ  روس یجنس توباموو  ی(  از اعضا  
 (.1)شکل 

کشور    10از    یو پس از مدت زمان کوتاه  مشاهده  یلادیم  2015اردن در سال    دربار    نیاول  یبرا  روسیو  نیا
  روس ی(. و2گزارش شده است )شکل    ز ین  کا ی(، اروپا و آمرنیچ  و   ه ی)از جمله اردن، ترک  ایآس  های در قاره  ایدن

ToBRFV  اباشدیم  شوردر ک   یا نهیقرنط  ی هاروسیاز جمله و انتقال  آلوده به    روسی و  ن ی.  به همراه بذور 
قادر است    روسیو نیا ن،ی . علاوه بر اشودیصورت گرفته و منجر به بروز خسارت در گلخانه و مزارع م یراحت
مانند ژن/الل  یهابا ژن  یفرنگگوجه  اهانیگ گ  Lو    Tm-1  ،Tm-2/Tm-22  یها مقاومت  فلفل    اهانیدر 

  ی فرنگ گوجه دیتول ی خطر بزرگ برا کی ToBRFV  جه،یرا آلوده کند. در نت  روسیتوباموو  یاهمقاوم به گونه
 شودیو تلفات قابل توجه محصول م  یدر سطح جهان است که منجر به بدشکل  ینتیز   اهانیگ  یو فلفل و حت

(Carusoet al. 2022; Zhang et al., 2022; Dombrovsky et al., 2017; Luria et al., 2017; ) 
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 Tobamovirus (Li, et al., 2017)جنس  یک یلوژنتی. درخت ف1  شکل
 

 

 در جهان  ToBRFV روسی . نقشه پراکنش حال حاضر و2شکل  
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گراه و  بذور  آلودگی  تعیین عدم  و    اهانیاندازی سیستم تشخیص سرولوژیک جهت  خزانه  در  آنها  از  حاصل 
  نه یدر مناطق مختلف ضروری است. متاسفانه هز  یماریب  شیمقاوم و پا  اهانیبه گ  یو دسترس  دیتول  نیهمچن
  ص یتشخ  یهااز روش  هدر استفاد  تی از خارج کشور، باعث محدود  روسی و  نیا  یصی تشخ  یهاتیک  هیته  یبالا

راحت  ک یسرولوژ عنوان  شناسا  نیتربه  نمونه  روسی و  ییروش  ا  یاهیگ  یهادر  بر  علاوه  است.    ن،یآلوده 
موانع و    نیحل ا  یوجود دارد. برا   زین  یروسی سازی ذرات وموجود در بکارگیری سیستم خالص  یهاتی محدو

  ن ی)پروتئ  ژنیآنت  دیتول  یبرا   ب ینوترک  نیپروتئ  ی در داخل کشور، از تکنولوژ  یاختصاص  یبادیآنت  دیتول  ی برا
نت ToBRFVروسیو  یپوشش و  شده  استفاده  ک  جهی(  ارائه  رد  صیتشخ  ی برا  یبوم  تیآن   ی اب یو 

 است.   یاهیگ یهادر نمونه ToBRFVروسیو

 
 

 ToBRFV روسی مشخصات و

 NCBIاست )  تیلوبایک 4/6به  کیمثبت است که طول آن نزد  یاتک رشته RNA کی ToBRFVژنوم 

Reference Sequence: NC_028478.1ژنوم شامل چهار چارچوب خوانش باز  نی(. ا(ORFs) Open 

Reading Frame    (.  3است )شکلORF1a-1b  که به    کندیم  یرا رمزگذار  ریمرتبط با تکث  یهانیپروتئ
دالتون و    لویک  30( با وزن  MP)  یحرکت  نیپروتئ  کی  ORF2دالتون وزن دارند.    لویک  183و    126  بیترت

ORF3  یپوشش  نیپروتئ  کی  (CP  با وزن )ذرات  کندیم  یدالتون را رمزگذار  لویک  17.5 .ToBRFV  ی اله یم  
  یها روش  ق یاز طر  یتبه راح  توانندیبوده و م  دار یپا  ار ینانومتر، بس  18×    300  با  یتقر  زی شکل هستند به سا

 (.3منتقل شوند )شکل  یکیبه صورت مکان ج یرا
 

 

با   ToBRFV روس یو  یژنوم یک ی)سمت راست( و نقشه شمات ToBRFV روس یو  یالکترون کروسکوپی. عکس م3شکل  
 (Zhang et al. 2022)سمت چپ( ) ORFچهار 

 

 



 

 8 

رزی ایران وکشا یپژوهشگاه بیوتکنولوژ  

 های تشخیص ویروس فرنگی و روشعلائم بیماری در گوجه
 

ToBRFV  منتقل  بذرها    ق یتواند از طر یوجود ندارد. م  نیکند، اما در جنیرا آلوده م  زبان یم  اهیپوشش بذر گ
(. Salem et al., 2023; Dombrovsky et al., 2017)روی بذر بقا داشته باشند  سال    نیچند  ی شود و برا

ToBRFV  ک ئیموزاتوان به  آنها میشود، از جمله  یجوان م  یهادر برگ  یمار یبمتنوع  علائم    جادیباعث ا  
  ا یزرد   یها شامل لکه  هاوهیم یعلائم روبرگ و    شکل رییو تغ  ره یت  سبز  یهایبرآمدگ  ،یکیبار   د،یتا شد  فیخف
 ;Caruso et al., 2022; Zhang et al., 2022)(  4)شکل    اشاره کرد  ی اقهوه  وگوزشکل و ر   رییتغ  ره،یت

Oladokun et al., 2019.)  گزارش اولینToBRFV ه بود 2021در سال  رانیدر ا(Ghorbani et al., 

 Bananej)ه است  شد  گزارش  2022-2021  ی هاسال  یط  رانیاستان ا   9در    ToBRFV  تاکنون   و   ( 2021

et al., 2023.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ToBRFV (Batuman et al., 2020 )های گوجه فرنگی آلوده به ویروس . ظهور علائم متنوع بیماری در برگ 4شکل  
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بیشترین خسارت اقتصادی ویروس در میوه مشهود است بر حسب استرین ویروس و شدت آلودگی و میزان 
ا توجه به  (. ب6و    5های  تواند به اشکال گوناگونی بروز یابد )شکلحساسیت یا تحمل رقم در پاسخ به آن می

  یها روش  یقابل انتقال آن با بذر و ناکارآمد  تیدر سراسر جهان، ماه  ToBRFVو گسترده    عیگسترش سر
آلوده    یاهیمواد گ  عی حساس، زودهنگام و سر  ق،یدق  صی رسد تشخیبه نظر م  ،یقیتلف  تی ریبر کشت و مد  یمبتن

کاهش انتقال    ی برا  کردیرو  ن یموثرتر  ی آلودگمنبع    یکن شهی از جمله بذر و نهال و مزارع آلوده و به دنبال آن ر
زZhang et al., 2023; Davino et al., 2022)  است  یآلودگ مطالعات  امروز،  به  تا  رو   یادی(.    یبر 
انجام شده است.    RT-qPCRو    RT-PCR، مانند  ToBRFV  صیتشخ  یبرا  یمولکول   صیتشخ  یهاکیتکن

 double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbentمختلف  یهاتیک  ن،یعلاوه بر ا 

assay (DAS ELISA)   صیتشخ  یبرا  ToBRFV  چند از  المللیبین  شرکت   نیتوسط  استفاده  با   ،
یا    کلونالیپل  ی هایبادی آنت تشخو  به  قادر  که  تولید  ToBRFV  ص یمونوکلونال  است  هستند،    شده 
(Bernabe-Orts et al., 2022; Caruso et al., 2022; Alon et al., 2021 ) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Batuman etو افت کیفیت محصول )  ToBRFVفرنگی آلوده به ویروس  . اثرات مختلف بیماری در میوه گوجه 5شکل  

al., 2020) 
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بر روی میوه )سمت راست( و    خوردگی با علائم ترک   ToBRFV. علائم ظاهری بیماری در میوه آلوده به ویروس  6شکل  
 ( https://www.tomatonews.com) میوه سالم )سمت چپ( 

 

 

از    یاگسترده  ف یمختلف در ط  ی هاتیآنال  صیتشخ  ی برا   ی انقلاب  ندیفرآ  کی  نی پروتئ  صیتشخ  یهاستمیس
)نمونه هستند  دهه  (.Cerf et al., 2011; Garibotti et al., 2011ها  ب  ر،یاخ  یهادر  و    ان یساخت 
  ی با فناور  ره،یو غ  یپوشش  نیپروتئ  ،یحرکت  نیاز جمله پروتئ  ،یروسیمختلف و  یها ص از ژنلخا  یهانیپروتئ

DNA  شده است  ریپذامکان  یبادی آنت  یو مهندس  بینوترک  (Kumari et al., 2001تول امروز،  به  تا   دی(. 
، ToMVاز جمله  روسیتوباموو  نیچند هیعل یوششپ  ب ینوترک نیکلونال با استفاده از پروتئیپل ی هایبادی آنت
خفلکه  روسیو )  فیدار  وPMMoVفلفل  و   ,.Mrkvova et al)  (RMV)  بگراسیر   کییموزا  روسی(، 

2022; Phatsaman et al., 2020کوتوله زرد جو )  روس ی مانند و  یاهیگ  یهاروسیاز و  ی( و تعدادShams-

bakhsh et al., 2004مرکبات    ستزایتر   روس ی (، و(CTV)  (Amiri et al., 2013; Iracheta‐Cardenas 

et al., 2008یبرگ زرد گوجه فرنگ  یخوردگچیپ  روسی(، و  (TYLCV)  (Elgaied et al., 2017; Salimi 

et al., 2012یزرد غرب  روسی(، و ( چغندرLotfi et al., 2015و ،)پسوروز مرکبات ) روسیSalem et al., 

 شده است.  دیتول ( Karimzade et al., 2023) (BNYVV)رگ زرد نکروزه چغندر  روسی و و ( 2018
به   توجه  اخیربا  ا  ToBRFV  گزارشات  شناسایی    ران ی در  و  سریع  تشخیص  بیماری،  این  بودن  نوظهور  و 

های آلوده به نقاط دیگر  های آلودگی برای مدیریت موثر و کارامد در جلوگیری از انتشار آن از کانونکانون
ای برخوردار است. علاوه براین ردیابی ویروس در مناطق مشکوک و بررسی میزان آلودگی  کشور از اهمیت ویژه

پایه   بر  اعتماد  قابل  و  بومی  ارزان،  تشخیصی  روش  ارائه  بنابراین  است.  بیماری  مدیریت  الزامات  دیگر  از 
 های سرولوژیکی از اهداف اصلی طراحی و ارائه این کیت است.  آزمون
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 ToBRFVکلونال اختصاصی بر علیه پروتئین پوششی نوترکیب ویروس  بادی پلیتولید آنتی
 

های سرولوژیک و مولکولی  های گیاهی به ویروس از طریق آزمونبرای این منظور ابتدا تعیین آلودگی نمونه
های اختصاصی براساس توالی ژن پروتئین پوششی طراحی گردیده و پس از تکثیر، قطعه  پرایمرشود.  انجام می

های هضم آنزیمی و تعیین ترادف برای تایید جداسازی  از روششود. میسازی جداسازی شده در ناقل همسانه
برای تولید پروتئین پوششی، ابتدا ژن مربوطه در ناقل بیانی    گردد.میسازی ژن در ناقل استفاده  و همسانه

تایی هیستیدین  سازی و سپس بیان آن در میزبان باکتریایی به صورت متصل به توالی ششباکتریایی همسانه
ن پوششی نوترکیب بر اساس روش کروماتوگرافی تمایلی و میل ترکیبی  سازی پروتئیخالص.  یردگمیصورت  

کمیت و کیفیت پروتئین خالص بر اساس   .شودانجام میپروتئین نوترکیب حاصله با ستون حاوی یون نیکل  
زایی به خرگوش تزریق  جهت ایمنیتلخیص شده  پروتئین نوترکیب  و  روش الکتروفورز پروتئین مورد بررسی  

بادی  اختصاصیت آنتی.  شودانجام میخونگیری و جداسازی سرم خون    ،سرمنتیآو پس از افزایش عیار  د  وشمی
  ی زایآزمون الاو در نهایت کیت  مورد بررسی    اسیومختلف ایمونهای  های آلوده با روشحاصله بر علیه نمونه

 .  دوشتهیه و ارائه می ToBRFVهای مشکوک آلوده به مورد نظر برای تشخیص و غربال نمونه
 

 ToBRFVی تشخیص زایالا ت یموارد استفاده از ک
 

  ی تخصص  ت یک  کی(  ToBRFVفرنگی )ای گوجهویروس چروکیدگی قهوه  یماریب  صیتشخ  یزا یالا  تیک
 : است  ریاستفاده در موارد ز ت یبوده و قابل

 یاهپزشکیگ یهاک ینیکل •
 ها یا موسسات کنترل و گواهی بذر شرکت •
 (کی روپونی و ا کیدروپونیه ،یسنت  یهاداران )کشتگلخانه •
 های کشاورزیکشت و صنعت •
 نه یقرنط یها ستگاهیا •
 و فلفل  یفرنگواردات و صادرات گوجه یها انهیگمرک و پا •
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 ToBRFVوسایل، مواد و ابزارهای مورد نیاز برای استفاده از کیت الایزای تشخیص 

 

 ( µl – 1000 µl 10سمپلرهای کالیبره ) .1

 سرسمپلرها  .2

 ( 7چاهکی )شکل  96پلیت الایزا  .3

 هاون چینی .4

 ( Skimmed milkشیرخشک ) .5

 درجه  37دستگاه شیکر انکوباتور  .6

 دستگاه ورتکس .7

 ترازو  .8

 نانومتر 450دستگاه الایزا ریدر با فیلتر   .9
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های آلوده از سالم چاهکی الایزا برای تشخیص و غربال نمونه  96. پلیت  7شکل  
 



 

 
 

روسیو  یماری ب صیدستورالعمل تشخ  (ToBRFV) زایبه روش الا یفرنگگوجه یاقهوه  یدگیعامل چروک  

13 

 ToBRFVاجزای کیت الایزا جهت تشخیص ویروس  

 نمونه کنترل مثبت  .1

 نمونه کنترل منفی  .2

 محلول بافر استخراج کربنات .3

 PBS (Phosphate buffered saline )سازی محلول بافر رقیق .4

 ( PBSTمحلول بافر شستشو ) .5

 µg/ml5( غلظت Coating antibodyبادی پوششی )ویال آنتی .6

 µg/ml5( غلظت Alkaline phosphatase) APبادی کانجوگه شده با ویال آنتی .7

 لیترگرم در میلی( به نسبت یک میلی1- ƿ-Nitrophenyl phosphate)  pNPPمحلول  .8
 

ها و بافرها تازه  ها و بافرها به شرح زیر خواهد بود. نیاز به یادآوری است که محلولچگونگی تهیه محلول
 تهیه شوند. 

 

 : (pH 9.6)بافر استخراج کربنات 
 ( 3NaNگرم بر لیتر   3NaHCO ،2 /0گرم بر لیتر  3CO2Na ،93/2گرم بر لیتر  59/1)

 

 (: pH 7.3) PBSسازی بافر رقیق
(NaCl  137   مولار،  میلیKCl  7/2   مولار،  میلیO2+2H4HPO2Na  1/8  و  میلی   4PO2KHمولار 

 مولار(میلی  5/1
 

 :(PBST)بافر شستشو 
 PBS+0.05% Tween20  

 
 درصد  2محلول شیرخشک 

 PBSلیتر میلی 5گرم شیرخشک در میلی  100

 
 لیتر از محلول(: میلی 1در  pNPPگرم از میلی  1) pNPPمحلول 

2HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl-100 mM Tris 
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 ToBRFVهای کیت ویروس داری اجزای کیت و محلولشرایط نگه
نمونه .1 آنتیویال  ویال  منفی،  کنترل  مثبت،  کنترل  )های  پوششی  ویال  Coating antibodyبادی  و   )

داری  درجه سلسیوس نگه  -20برای نگهداری طولانی مدت در فریزر    APبادی کانجوگه شده با  آنتی 
 شود.

رقیقمحلول .2 بافر  محلول  )کربنات(،  استخراج  بافر  محلول  های  و  شستشو  بافر  محلول   pNPPسازی، 
موجود در کیت برای استفاده محدود و کوتاه مدت چند روزه پس از تحویل کیت قابل مصرف هستند و  

داری  شان از بین خواهد رفت. برای بالا بردن مدت نگهبه مرور زمان بدلیل ماهیت ذاتی آنها، خاصیت
محلول نگهاین  یخچال  در  کیت  دریافت  از  پس  میها  توصیه  خاطر  همین  به  شوند.  برای  داری  شود 

 های بعدی، طبق دستورالعمل اقدام به تهیه تازه این بافرها شود.  مندی حداکثر از کیت و انجام آزمونبهره
 

 ToBRFVدستور کار گام به گام کار با کیت الایزای تشخیص ویروس 

سازی حل نموده و مقدار  لیتر بافر رقیقمیلی 4بادی پوششی را در به کمک پایپتور یک ماکرولیتر از آنتی .1
میکرولیتر از آن را به ته هر چاهک پلیت الایزا ریخته و درب پلیت را بر روی آن قرار داده و در    100
 ساعت نگهداری شود.   12-16درجه سلسیوس به مدت  4دمای 

 

های مشکوک گیاهی بعلاوه چهار چاهک اضافی جهت  ها به اندازه دو برابر تعداد نمونه: تعداد چاهک1نکته  
تکرار(   2ای در واقع کنترل مثبت آلوده و منفی سالم در نظر گرفته شود )دو چاهک برای هر نمونه بارگزاری 

 میکرولیتر تهیه شود. 100ها ضربدر بادی پوششی به اندازه تعداد چاهکو مقدار بافر حاوی آنتی
 

ساعت در    4درجه سلسیوس،    4ساعت نگهداری در    12-16توان برای تسریع در کار، به جای  : می2نکته  
 شود. دمای اتاق نگهداری کرد. با این حال روش اول بیشتر توصیه می

 

ها  آوری شده و چاهکها جمعبادی اولیه از داخل چاهکپس از گذشت مدت زمان ذکر شده محلول آنتی  .2
 سه بار به وسیله محلول شستشو، کاملا شسته شوند.  

 

ها به منظور مسدود  میکرولیتر محلول شیرخشک دو درصد به هر کدام از چاهک   200پس از شستشو،   .3
 گراد به مدت یک ساعت گرمادهی شوند.درجه سانتی  37ها اضافه شود و در دمای کردن چاهک

 

 : بدلیل آلودگی سریع محلول شیرخشک، بایستی در هر آزمون بصورت تازه تهیه و استفاده شود.3نکته 
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 شسته شوند.  ،ها سه بار به وسیله محلول شستشوپس از تخلیه کامل محلول شیرخشک، پلیت .4
 

های یکسان با استفاده از بافر استخراج از  های گیاهی مشکوک از برگ گیاه انتخاب شده و در وزننمونه .5
های الایزای شسته شده اضافه،  به پلیت  ،میکرولیتر  100به میزان    سپس  آنها سوسپانسیون تهیه شود. 

 ساعت انکوبه شوند.   2درب پلیت گذاشته شده و در دمای اتاق به مدت 
 

های مشکوک در هر آزمون  : دو تکرار از شاهد مثبت و منفی موجود در کیت بایستی در کنار نمونه4نکته  
میکرولیتر بافر    200ماکرولیتر از هر نمونه شاهد مثبت و منفی را در    2قرار داده شوند. برای این منظور  

های مشخص شده برای شاهدها  میکرولیتر از آنها، در هر یک از چاهک  100استخراج جداگانه حل کرده و  
 ریخته شود.  

 

های تازه برای آزمون استفاده شود و نمونه گیاهی کاملا در بافر  شود از سوسپانسیون:  توصیه اکید می5نکته  
میکرولیتر(    200استخراج له شده و یک سوسپانسیون یکنواخت از هر نمونه برای حداقل دو تکرار )حداقل  

 تهیه شود. 
 

ها، سه بار به وسیله  های پلیتهای آن، چاهکهای گیاهی و کنترلدوباره بعد از تخلیه سوسپانسیون نمونه .6
آنتی از  آلکالین  محلول شستشو شسته شوند و همانند مرحله اول یک میکرولیتر  با  بادی کانژوگه شده 

( میکرولیتر از آن درون هر    100سازی حل شده  و  لیتر محلول بافر رقیق( در یک میلیAPفسفاتاز 
درجه سلسیوس به مدت یک ساعت گرماگذاری    37چاهک ریخته، درب پلیت گذاشته شده و در دمای  

 شود.
 

ها سه بار به وسیله  بادی کانژوگه شده با آلکالین فسفاتاز، برای بار آخر، پلیتآوری محلول آنتیپس از جمع .7
برای بررسی    pNPPمیکرولیتر از محلول    100محلول شستشو، بطور کامل شسته شوند. پس از آن  

های  واکنش در زمان  ODفعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز به هر چاهک اضافه شود و پس از تولید رنگ،  
 نانومتر خوانده شود. 405دقیقه در طول موج  30، 15

 

 برای هر آزمون به صورت تازه تهیه شود.  pNPPشود محلول : برای اثر بخشی بیشتر توصیه می6نکته 
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 تفسیر نتایج آزمایش الایزا 
ها )مثبت، مشکوک و یا منفی( و بررسی درستی آزمون، باید در وهله اول  برای مشخص کردن وضعیت نمونه

( باشد. پس از آن از رابطه  5/3نسبت میانگین دو شاهد مثبت به میانگین دو شاهد منفی بیشتر از سه و نیم )
 ( مشخص خواهد شد.S/Pها )زیر وضعیت هر یک از نمونه

 

 𝑺/𝑷 =
𝑴𝒆𝒂𝒏 𝑶𝑫 𝒔𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆−𝑴𝒆𝒂𝒏 𝑶𝑫 𝑵𝑪

𝑴𝒆𝒂𝒏 𝑶𝑫 𝑷𝑪− 𝑴𝒆𝒂𝒏 𝑶𝑫 𝑵𝑪
 

  NC ی: کنترل منف ، PCکنترل مثبت : 

 

S/P  نتیجه آزمون نمونه 

15 < S/P  منفی 

25 S/P ≤  ≤  15  )مشکوک )غیر قابل تفسیر 

S/P   ≤  25 مثبت 

 

 تایی الایزا  96نقشه پلیت 
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  

            A 

            B 

            C 

            D 

            E 

            F 

            G 

            H 
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 های مهم برای دستیابی به نتایج قابل اعتمادتوصیه
چاهکی الایزا    96ها را بر روی نقشه پلیت  شود قبل از اجرای آزمون جایگاه و تکرار نمونهتوصیه می .1

های  های گیاهی مشکوک را در چاهکمشخص نموده و برای کاهش خطا با استفاده از نقشه نمونه
 مشخص شده لود نمایید. 

ها را با پایپت کردن مکرر  ها، آنها را کاملا تکان دهید و محتویات ویالقبل از مصرف محتویات محلول .2
 همگن کنید.

بایستی بسته باشد تا از تبخیر    ،چاهکی الایزا در مدت زمان اعمال تیمارهای زمانی  96درب پلیت   .3
 ها جلوگیری به عمل آید.محلول

ها با دستگاه الایزا ریدر، دستگاه مربوط روشن و آماده باشد تا زمان عمل آنزیم  قبل از قرائت نمونه .4
 آلکالین فسفاتاز دقیق در آزمون لحاظ شود. 

به میزان    NaOH 2Nتوان از محلول  ، میAPدر صورت تمایل برای متوقف کردن واکنش آنزیم   .5
 میکرولیتر برای هر چاهک استفاده کرد.  50
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