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�¹Z¿�Ä]�Y|y  

ÊËZÀ�M Z] ½Y�ËY�{�Y|¿Zf�Y�Ê¸»�½Z»�Z� 
È��R» {�Y|¿Zf�Y Á cZ¬Ì¬ve Êf À� ½Y�ËY Ä] \mÂ» |À] ®Ë Ç{Z»� �½Â¿Z/« �sÔ/�Y �¾Ì¿YÂ/« Á �cY��/¬» �È/��R» �{�Y|¿Zf/�Y �Á
cZ¬Ì¬ve Êf À� ,½Y�ËY [Â�» ¾¼Æ] ÃZ» ���� ZÆÀe �m�» Ê¼�� �Â�¯ d�Y Ä¯ Ä¨Ì�Á ,¾ÌÌ e ¾ËÁ|e Á ��¿ �Y|¿Zf�Y�ÉZÅ{

�Ê¸»�Ê¼����½Y�ËY Y� Ä] Ã|Æ� {�Y{.���
¹Z¿�ÃZnÀa�Á�|�°Ë�\mÂ»�Ä]�½Y�ËY�Êf À��cZ¬Ì¬ve�Á�{�Y|¿Zf�Y�Ä��Â»�Á��w�Â»�É�Y{Y�Ê·Z��ÉY�Â��Ä�¸m�¾Ì»Á{��
�
����Ä]

�Ã�Z¼��Ä»Z¿�Ê��Á��ÌÌ¤e�½Y�ËY�{�Y|¿Zf�Y�Ê¸»�½Z»�Z������
�����w�Â»��
�
����d�Y�Ã|��¡Ô]Y�Y�mY��dÆm����
¾ËÁ|e �Y{�Y|¿Zf �{ Ã�Âu ÉZÅ ¦¸fz» �{ ½ÂÌ�Ì¼¯ ÉZÅ ÊÀ§ \¯�» �Y �½Z�ZÀ��Z¯�½Z»�Z�, \uZ� ½Y��¿ �¯Y�» Á �cZ��R»
,Ê¼¸� ,Ê�ÅÁ�a É|Ì·Âe Á É{Z�f«Y ÃZ³M Á �^e�» ¹Zn¿Y Ê» {Â� Ê��Â¯Á ¹Z´¼Å Z] t·Z�» Ê¸» Á Z] ÄmÂe �ËY���Ä] �,É|Ì·Âe
É�ÁZÀ§ Á É�Zne d�Y Ä¯ �Y d¯�Z�» �Ä/¿ZÅZ³M Á �¿Z¨/�À»È �½Z^uZ/� �ª/u Á �,�/¨¿ �¶»Z/� �,½Z³|/ÀÀ¯|Ì·Âe �¥�/�»��,½Z³|/ÀÀ¯

½Z³|ÀÀ¯�{Z� Á {�YÁ ,½Z³|ÀÀ¯ �¯Y�» Ê¼¸� Á ,Ê��ze ,ZÅ{ZÆ¿ ½Z»�Z� ÉZÅ Êf·Á{ Á �Ì£ Êf·Á{ ¶�Zu �Ê/» �{Â/�. ��Ì/a 

ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y��ËÂ¿ Ê¸» ½Y�ËY ÉY�] ÊÅYÂy��¿ Ä] �mY�» É} �¨¿ Á ÉZ��Y ½ÂÌ�Ì¼¯ ÉZÅ ÊÀ§ �Â]�» µZ��Y Ê»{Â� Á �a 

d§ZË�{��Y ZÅ��¿ Á ZÅ{ZÆÀ�Ìa �{ ÈfÌ¼¯ Ê¸» �^e�» Z] ½M Äf�� s�� Á �{ c�Â� \ËÂ�e Ä] ½YÂÀ� {�Y|¿Zf�Y Ê¸»��Ê¼��� 
_Zq�½Y�ËY Á ��fÀ» Ê» {Â�.��

�Ìa �ËÂ¿ ÊËZÅ{�Y|¿Zf�Y Ä¯ cZ��R» Á ½Z»�Z� ÉZÅ Ä«Ô� |À» Á É} sÔ� �Ì¿ Z] dËZ�� �]YÂ� ¾ÌÌ e Ã|� ÄÌÆe Ê» �|ÀÀ¯
ÈfÌ¼¯�{ ¸»Ê s�� Á Ê���] Á c�Â��{ ,\ËÂ�e Ä] ½YÂÀ� {�Y|¿Zf�Y Ê¸» �½Y�/ËY �_Z/q Á ��/�fÀ» �Ê/» �{Â/�. ���,\/Ìe�e�¾Ë|/]

ÊËZÅ{�Y|¿Zf�Y Ê¸» Ê¬¸e Ê» Â�¿| Ä¯ �] �Z�Y {Z¨» Äf�Â¿ Ã|� �{ {�Y|¿Zf�Y Ê¸» ½Y�ËY Ç�Z¼� � ¾ËÁ|e Á �{ �È/fÌ¼¯ ��Ê/¸»
{�Y|¿Zf�Y �Â]�»�Ä¯ �½Y�ËY�{�Y|¿Zf�Y�Ê¸»�½Z»�Z�¶Ì°�e Ê»{|Å Ä] \ËÂ�e Ã|Ì�� |�Z].��

{�Y|¿Zf�Y�Ê¸»�½Z»�Z� ½Y�ËY �Y ÉZ��Y Ê¸�Y ½Z»�Z� ¾Ì] Ê¸¸¼·Y ��{�Y|¿Zf/�Y(ISO)��,�½ÂÌ/�Ì¼¯ �¾Ì/] ���®/ÌÀ°eÁ�f°·Y�Ê/¸¸¼·Y
�(IEC)�Á ½Z»�Z� ¾Ì] Ê¸¸¼·Y Ã�Y|¿Y Ê�ZÀ� Ê¿Â¿Z«��(OIML)�d�Y Á Ä]�½YÂÀ� �Z/ÆÀe ��/]Y�� �½ÂÌ/�Ì¼¯ ���ÊËY~/£��¯|/¯ 

�(CAC)��{ �Â�¯ dÌ·Z § Ê» |À¯.��{ ¾ËÁ|e ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y Ê¸» ½Y�ËY ¾¼� ÄmÂe Ä] �ËY�� Ê¸¯ Á É|À»�ZÌ¿ ÉZÅ �Zy 

�Â�¯�, �Y ¾Ë�yM d§��Ìa�ÉZÅ ,Ê¼¸� ÊÀ§ Á Êf À� ½ZÆm Á ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y ¾Ì]�Ê¸¸¼·Y Ã�Æ]É�Ì³ Ê»{Â�. ��

{�Y|¿Zf�Y�Ê¸»�½Z»�Z���½Y�ËYÊ» |¿YÂe Z] dËZ�� ¾Ë�YÂ» �Ìa ÊÀÌ] Ã|� �{ ,½Â¿Z« ÉY�] dËZ¼u �Y �¥�/�» ���/¨u�,½Z³|/ÀÀ¯ 

d»Ô� Á ÊÀ¼ËY É{�§ Á ,Ê»Â¼� µÂ�u ½ZÀÌ¼�Y �Y dÌ¨Ì¯ cÓÂ�v» Á cZ�uÔ» d�Ë� Ê�Ìv» Á ,É{Z�f«Y Ê� ]�ÉY�mY 

�Y ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y Ê¸» ½Y�ËY Y� ÉY�] cÓÂ�v» É|Ì·Âe ¶yY{ �Â�¯ Á/ZË ¹Ô«Y �,Ê/eY{�YÁ �/]Z �\ËÂ/�e �ÉY�Â/� �Ê·Z/� ��,{�Y|¿Zf/�Y
É�Z^mY |ËZ¼¿�� Z�½Z»� Ê» |¿YÂe Ä] �Â�À» �¨u ÉZÅ�Y�Z] ¾Ì] Ê¸¸¼·Y ÉY�] �cÓÂ/�v» �,�Â/�¯ �ÉY�/mY �{�Y|¿Zf/�Y �ÉZ/ÅÓZ¯ 

ÊeY�{Z� Äm�{�ÁÉ|À] ½M Y� É�Z^mY |ËZ¼¿�� ¾ÌÀr¼Å ÉY�] ½ZÀÌ¼�Y ½|Ì�z] Ä] Ã{Z¨f�Y ½Z³|ÀÀ¯ �Y cZ»|y �½Z»�Z/���Z/Å Á 
cZ��R» µZ § ÈÀÌ»���{ ,Ã�ÁZ�» ,��Â»M ,Ê���Z] É�Ì¼» Á Â³�Á|�ÊÅY ºf�Ì� ÉZÅ dË�Ë|» dÌ¨Ì¯ Á �dË�Ë|/» �d/�Ë��

,Ê�Ìv» ÃZ´�ËZ»�M ZÅ �¯Y�»�Á �½ÂÌ�Y�^Ì·Z¯�ÊnÀ�YÁ� ¶ËZ�Á ,�nÀ� ½Y�ËY�{�Y|¿Zf�Y�Ê¸»�½Z»�Z� ¾ËY Ä¿Â³ ½Z»�Z� �Z/Å Á 
cZ��R» Y� �] �Z�Y �]YÂ� ¹Z�¿ dÌuÔ��|ÌËPe ½Y�ËY Ê]ZË��Y Ê» |À¯ Á �{ c�Â� ��Y�/uY ��ËY�/� ,¹�Ó �È/»ZÀÌÅYÂ³ �|/ÌËPe 

dÌuÔ� Ä] ½M ZÅ Z��Y Á �] {�°¸¼� ½M�ZÅ Ê»�c�Z�¿ |À¯.�lËÁ�e ÃZ´f�{ ¾Ì] Ê¸¸¼·Y ,ZÅZ°Ë �½ÂÌ�Y�^Ì·Z¯�ÊnÀ�YÁ� ¶ËZ�Á 

,�nÀ� ¾ÌÌ e �ZÌ� cY�¸§ ZÆ^¿Y�³ Á ¹Zn¿Y É{�]�Z¯�cZ¬Ì¬ve ÉY�] ÉZ¬e�Y t�� ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y Ê¸» ½Y�ËY �Y �´Ë{ ¦ËZ�Á ¾ËY 

½Z»�Z� d�Y.��

                                                 
ϭ- International Organization for Standardization 
2 - International Electrotechnical Commission 
3-  International Organization of  Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legale)  
4 - Contact point 
5 - Codex Alimentarius Commission 
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�ÌaZf¨³�� �
{�Y|¿Zf�Y�Â¿Z¿� É�ÁZÀ§����ºf�Ì�� �{� {YÂ»Â¿Z¿� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� ½Â»�M½Á�]� ÉZÅ¾e �� �½Â»�M� �Á�

Limulus Amebocyte Lysate(LAL)�� Ä¯ �Ìa�ËÂ¿ ½M ½ÂÌ�Ì¼¯�{ÉZÅ �Â]�» �{Zf����Âe
É�Z°¼Å��f§{��{��¬f�»�Â¿Z¿�É�ÁZÀ§�Ä �ÂeÄÌÆe�É�ÂÆ¼m�d�ZË��É�ÁZÀ§�ÉZÅ Á ¾ËÁ|e Ã|� Á ��{

�����ÔmY ÄfÌ¼¯ Ê¸»�{�Y|¿Zf�Y É�Â·ÂÌ]Á�°Ì»�É�Â·ÂÌ]�Á��w�Â»�
�
���� {�Â» \ËÂ�e �Y�« 

Äf§�³ d�Y, ®ÀËY Ä] {ZÀf�Y |À] ®Ë Ç{Z» � ½Â¿Z« sÔ�Y ¾Ì¿YÂ« Á Ä��R»�cY��¬» {�Y|¿Zf�Y Á 
cZ¬Ì¬ve Êf À� ,½Y�ËY [Â�» ¾¼Æ] ÃZ» ����, Ä] ½YÂÀ� {�Y|¿Zf�Y Ê¸» ½Y�ËY Ê»���fÀ»{Â�� ��

ÉY�] �¨u ¼ÅÊ»Z´ Á Ê´ÀÅZ¼Å Z] cÓÂve Á d§��ÌaÉZÅ Ê¸» Á Ê¿ZÆm �{ ÄÀÌ»� ,�ËZÀ� ¹Â¸� Á 
ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y�,cZ»|y Ê¸» ½Y�ËY �{ �«YÂ» ¹Á�· |Ë|ne ��¿ |ÅYÂy |� Á �Å É{ZÆÀ�Ìa Ä¯ ÉY�] 

sÔ�Y Á ¶Ì¼°e ZÅ{�Y|¿Zf�Y�¾ËY ÄWY�Y ,{Â� ¹Z´ÀÅ |Ë|ne ��¿ �{ ½ÂÌ�Ì¼¯ ÊÀ§ �Â]�» {�Â» ÄmÂe 

�Y�« |ÅYÂy d§�³�� |ËZ]�,¾ËY�]ZÀ] Ã�YÂ¼Å �Y ¾Ë�yM ��¿|Ë|ne ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y Ê¸» Ã{Z¨f�Y {�¯.���
��

É~yZ»�Á��^À» Ä¯ ÉY�] ÄÌÆe ¾ËY {�Y|¿Zf�Y {�Â» Ã{Z¨f�Y Äf§�³�Y�« Ä] s�� �Ë� d�Y: 

��
 

ISO 29701:2010, Nanotechnologies- Endotoxin test on nanomaterial 
samples for in vitro systems- Limulus Amebocyte Lysate (LAL) test 
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�Ä»|¬»� �

�¯ÂeÁ|¿YÌ¾ZÅ��·Ì¸aÂb�Ê�Z¯Z�Ë|ZÅ� �f¼�«�Ê�Y�ÓËÄ�m�Zy�Ê{ËÃ�YÂ�·Â¸��Ê�f¯Z]É�ZÅ�É¹�³�¨À»�Ê

|À¿Z»�YZÌ���Ô¯É˺,�Ô¿Â¼·Z�˻,��ÌÔ´˼,��Z¿Â»Á{Â�˽,�¿Ì��ËZ˾Á�§Â¼ÅÌ�Â¸˿�|Àf�Å��

¿Y|�¯ÂeÁÌ¾�ZÅ�»Ê|À¿YÂe�\^���À¯YÁZÅ� É�Ì¼f�Ì®�¨¸fz»Ê�� |À¿Z»,\e�{Z¬ ¿Y���fÀ»�¶yY{�

«Á��Ê,�,½Ây�Z�§��ÅZ¯�­Â��Á�±�»��{�½Y�Y|¿Zf�a�Á�½Z�¿Y�|¿Â�� �YË¾�x�ZaZÅ��Â]ÌÄ¸�·ÂeÌ|�

�YÂ¿Y�¨¸fz»�Ê�Y�Z�ËZ¯Âf¾ËZÅ̀�ÉZÅ�Ì�»�½|��µZ §�,]MZÅ�½Z¼¸b¼¯�É�Z��, �ÉZÅ�Ì�»�½|��µZ §

]MÉ{Z¬ ¿Y�É�Z���Ê»�w��Ã�Ì£�ÁÅ{À|��¾Ì�¯ÂeÁ|¿YZÅ��{�v»Ì�ÉZÅ�{Z�É��ºÅ{ÂmÁ�|¿�Y{���ÄmÂe�Z]

Ä°ÀËY�Ä]���f�Ì]Ä¿Â¼¿ZÅ�ÉÂ¿Z¿{YÂ»�Ä¯�Ä]��Â�À»¹Zn¿Y�ÉZÅ�½Â»�M�]½Á�¾e˺˹�Á½Á�{�ZË¾e˺˺�zf¿YZ[�

»Ê,|¿Â��¿Ì|À»�Z�Ã{Z»M�ÉZÅ|ÀËY�§��É�Z��Ê¨¸fz»|Àf�Å�,Ã�ËÁ�d^«Y�»�¹|��c�Â���{�¾°¼»�d�Y�

�Â]ÌÄ¸��¯ÂeÁ|¿YÌ¾�ZÅ�Ã{Â·M�|¿Â����

Ä]��Â�À»�µZ]�£� É�³� dÌ¼�ËZ�� ¹Zn¿Y½Â»�MÉZÅ��Z³�Z�� É�Ëf�� Ê{YÂ»Â¿Z¿,�ËZ�cZ ·Z�»�Á��É

¿Z°»Ì�ºÊ·Z¼fuY�ÉZÅ�¼�Ìd�YZ¬·�Ã|���Â]ÌÄ¸�½MZÅ��YÂ¿Y��Á�ZÅÉ�»�M½Â��Ê·Â¸�½Á�]¾e��Á��½Á�{

¾e�Ä �Âe�Äf§ZË��ÁÃ|��Äf§�³�Z°]|¿Y� ���{�Á��ÉZÅ½Â»�MÉZÅ��¾e�½Á�]\¸£Y�ZÅ�Z§Á�¯Z»�ÁZË�Z�Ë����

µÂ¸�ZÅ�É�Â]�»�Ä]�½Y�Y|¿Zf�a�Ä]�½YÂÀ��µÂ¸�ZÅ�É{�Â»�½Â»�M�Y�]�É{YÂ»�Â¿Z¿�Ã{Z¨f�Y�»Ê|¿Â��

� Y�Ë�µÂ¸��Â¯~»�ÉZÅ�¶»Z��ÉZ¬]� Á��¨u� ÄÌ·ÁY�µÂ¸�ZÅ��{�½|]�|Àf�Å��Ä°ÌWZn¿M� �Y�µÂ¸�ZÅ�É
                                                 
1- E.coli  
2- Salmonella       
3-Shigella  
4 -Pseudomonas   
5- Neisseria   
6- Haemophilus   
7-Cytokines         
8- Activation of the complement cascade 
9- Ativation of the coagulation cascade     
10- in vitro  
11- in vivo 
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É�Z§Á�¯Z»�Ä]��¯ÂeÁ|¿YÌ¾ZÅ��À¯YÁ�É|Ë|��ÉZÅ½Z�¿�»Ê|ÀÅ{��Y~·,��Ìz�e�¾ËY� Ä°ÀËY�x�Za�

�Ä]�Ä�Â]�»�À¯YÁ��¯ÂeÁ|¿YÌ¾��{YÂ»�Â¿Z¿�ZË�d�Yd�Y�¶°�»� 

ÄnÌf¿��{�eÁ|¿Y�Z]�Ê³{Â·MÂ¾Ì�¯Ê»�ZÅ�lËZf¿�|¿YÂe½Â»�MÉZÅ��Y��¾e�½Á�]Z]�µZ°�Y��ÄmYÂ»|À¯���³Y�

�{�¹Z´ÀÅ�Ã{Z»M�Z�� ÉÄ¿Â¼¿ZÅ� É�ZÌfuY� ½Â»�M�Z��Ëd�{Â�,�� ÓZ¼fuY³{Â·M� ÊZ]��¯ÂeÁ|¿YÌ¾ZÅ�

�ÅZ¯�Ê»|]ZË��]ZÀ]� ÉY�]� ¾ËY�Ä]�¶«Y|u�½|¿Z���³{Â·M� Ê� ÁËZ�½|¿Z���dÌ �«� Ä]�� �Ë{Z¬»�ÌqZ¿�

¾Ì�¯ÂeÁ|¿YZÅ��{�Ä¿Â¼¿�½Â»�M�z�eÌ��ÊeZ»|¬»�½MZÅ�� É�Á��d�Y� �ÉY�]��¨eÌ��\�ZÀ»�

Ã{Y{�ZÅ�ÊËÄ¯��Y�»�M�½Â¾e� ½Á�]�d�|]�»ÊMË|��]Ì�Z�ºÆ»��d�Y� Ä¯�Y|¬»��¯ÂeÁ|¿YÌ¾ZÅ��¾ÌÌ e

{Â���M� �Y¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� Ä°ÌWZn¿Ê»� ZÅ� Ã{Â·M� Y��Ê¬Ë��e�ÉZÅÁ�Y{� ZË� Á�Ê°��a�cY�ÌÆne�|À¿YÂe|ÀÀ¯,�

�Á�Ã�Y|¿Y�ÉZÅ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�Ê¼¯� Á�Ê¼¯�Ä¼Ì¿�É�Ì³�Ä �Âe�¾e�½Á�{� Á�¾e�½Á�]�¶°�Á{� Ä]� ZÅ

|¿Y�Äf§ZË����d�ÂÌa�Ä]�g��m�»��Ä mY�»�|ÌÀ¯���½Â»�M����´�À¯YÁ�Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�µZË�f¯Z]�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y

Limulus amebocyte lysate(LAL)�Ë��Y� dÆm� ¾e� ½Á�]� �Á�� ®Ë� ½YÂÀ ]Z]�Ä]� Ê³{Â·M� Ê

eÁ|¿YÂ¾Ì�¯�d�Y� Äf§ZË� Ä �Âe� ZÅ��¾ËY�� ½Â»�MÊ»e� |¿YÂ��Á�ÊÀË�´ËZm��ÉY�]�� ½Â»�M\e�Y�ÊË��{�

�Â³�yZÅ��Á���ËZ��ÁÃ|��Ã{Y{�s���ÉZÅ��{�ÄaÂ¯Z»�Z§��]Ì�Z�É�Y�ZÅ�Â�¯�|�Z]� �YË¾�{�Y|¿Zf�Y�

Ê»�ÄWY�Y�Y��ÊeZ°¿�|À¯�Ä¯�Y�]�É½Â»�M�LAL��dÆm½Â»�M�¹Zn¿Y��{�Äf§���Z°]�{YÂ»Â¿Z¿�ÉZÅ]Ì�Â·ÂË°Ê�

½Á�]Ê»�Ã{Z¨f�Y�¾e{Â����
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�Â¿Z¿�É�ÁZÀ§���ºf�Ì���{�{YÂ»Â¿Z¿�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�½Â»�M½Á�]�ÉZÅ¾e�� �½Â»�M��Á�
Limulus Amebocyte Lysate(LAL)˺�� �
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� �
� ¥|Å�{�]�Z¯�ÄÀ»Y{�Á� �

� �
�{�Y|¿Zf�Y�¾ËY�¾ËÁ|e��Y�¥|ÅY�ÄWY�Z¯�®Ë�{�]�½Â»�M���Y�Ã{Z¨f�Y� Z]�´�À¯YÁ�LAL��dÆmË��YZ]�Ê

{YÂ»Â¿Z¿���¿� {�Â»��{�ÉZÅ�ºf�Ì��½Â»�M�ÉZÅ�Â·ÂÌ]�¾e�½Á�]�Ê°Ë��]�ÄËZa�Ê·Â¸��Ê»|�Z]���¾ËY

½Â»�M��Y�]�É��Ã{Z¨f�YÄ¿Â¼¿ZÅ�ÉÂ¿Z¿�{YÂ»��Ë�Âe��Ã|���{�v»Ì�ZÅ�ÉÊ]M��|À¿Z»�[M,�,¹���ËZ�v»Ì��

�À¯YÁ�� Á¼Å�Ìv»� ¾ÌÀrZÅÉ�³É�Y~³� Ä¿Zz»�˻�� Ã|�� Ê¿Z»�� Ã�Á{�®Ë� ÉY�]� {YÂ»Â¿Z¿� Z]� ¹�Ó�{�

C����d�Y�\�ZÀ»��YË¾�{�Y|¿Zf�Y�Ä]�Ä¿Â¼¿�ÉZÅ½Â»�M�ÉY�]��Ìºf�ÉZÅ�½Á�]¾e�{Á|v»�»Ê{Â�,�

Z»Y��Á�ZÅÃ|��ÄWY�Y�É�¾ÌÀr¼Å�»Ê|À¿YÂe�ÉY�]��{YÂ»�Â¿Z¿��Ã|��ªË��e�Ä]�uÌcZ¿YÂ�|À]ZË�ºÌ¼ e�ºÅ���

��

����������cZuÔ��Y�Á�¦Ë�Z e� �

�{��{�Y|¿Zf�Y�¾ËY�Ê»��Z¯�Ä]��Ë��¦Ë�Z e�Á�cZuÔ��Y{Á����

������

·Â³YÂ¯Â�½�� 

XeÁ�aÌÀÊ�Ã|¿Â�� Äfz·��{�LAL��� d�YÄ¯��¬¿�É�¯�»��{�°�eÌ¶�Ã{Âe� µ���Ä]���ÁÌÄ¸�

�¯ÂeÁ|¿YÌ¾�ZÅ��Y�YËZ¨�»Ê|À¯���

M{ZËÉ�Á- ½�Â·Â³YÂ¯��Y�²Àq�y�ÀaY�Ê���Â¼n»��Y�¶°�f»�����Y�Ì|�ÄÀÌ»Y�Z]�½�Á�»Ê·Â°¸����
����Ã|��ªf�»

d�Y� �g�d�ÂÌa�Ä],���m�»����Ä mY�»|ÌÀ¯�����
                                                 
ϭ-Limulus AmebocyteLysate test 
Ϯ-� Incubated 
3-Coagulogen 
4- Gel-clot   
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·Â³MÂ¯Ì¾��� �

LY�mY��d�|]MÃ|»���Y·Â³YÂ¯Â�½��| ]��Y�·ÂXeÁ�aÌ��{Á|v»�Ã|����Âe��¿MËº�Y�{Z¬ ¿É��{� LAL �

d�Y� 

� É�ÁM{ZË��� ¾Ì·Â³YÂ¯A �� �Yhorseshoe crab � Japanese�Tridentatus�Tachypleus�� ���Y� ¶°�f»

bafÌ|ZÅ�É�z]�N-terminal�Ala1-Arg18��Á�fbaÌZÅ|�É�z]�C-terminal��Gly47- PHe175���ªf�»

d�Y�Ã|����g�d�ÂÌa�Ä],����m�»��|ÌÀ¯�Ä mY�»�����

��

���� 

¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��

�z]�Ê�Y�LZ�£�m�ZyÊ�Ê·Â¸����Âa��f¯Z]ÉZÅ�É¹�³�¨À»Ê�d�Y���

É�ÁM{ZË���z]�µZ §�Ê¸�Y�·Ì¸aÂbÊ��Z¯Z�Ë|ZÅ��|Àf�Å���

������

��|uYÁ�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�� �

 UE�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�dÌ·Z §�{�Y|¿Zf�Y�|uYÁ��

É�ÁM� {ZË�-�� µZ�� �{������Ã�Âu� �{� Ê¿ZÆm� d�Y|Æ]� ½Z»�Z�� Ê��ze� ÄfÌ¼¯� ��Âe� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� |uYÁ

{�Y|¿Zf�YÉ�Z��Ä¿Â¼¿�®Ë�Â·ÂÌ]�ÉZÅ ��|��¦Ë� e��Ä¯f»ZÀ�dÌ·Z §�Z]�\��
���Y�¹�³Â¿Z¿�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��m�»��{�Y|¿Zf�Y

|Æ]�Ê¿ZÆm�½Z»�Z��d�Y� � �YYZÌ����|¯� Z]�ÉÔ¯(-)�: K���:HK������ ZËEU/ng ���d�Y� ��g�d�ÂÌa�Ä],�

��m�»��|ÌÀ¯�Ä mY�»��� 

��
                                                                                                                                           
1- Japanese horseshoe crab 
2- Coagulin 
3- Lipopolysaccharid (LPS) 
4- Endotoxin unit (EU) 
5- ECBS 
6- Reference Standard Endotoxin (RSE) 
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É�ÁM{ZË����EU�µ{Z »�Z]��Ê¸¸¼·Y�¾Ì]�|uYÁ(IU)�d�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y����

��

�����

�Ó¿Y|� ë�� �

�dÌ�Z�u|Ì«��Ã|�LAL���Ã|���z�»�\�q�]�Z]�Ä¯d�Y��ÉY�]���Á�Ê·��Äfz·��ZË�¾Ë�fÀÌËZa

£¸� d�� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿YÉÁ��� ÉY�]� {�Y|¿Zf�Y� ÊÀvÀ»�Á�ÉZÅ�ÊËY�� ²¿� �� ZËÊnÀ�� c�Á|¯��Ä¯�

�c�Â�] EU/ml½ZÌ]��Ê»{Â����

���� 

LAL 

�Ã�Z���]M�ÊµÂ¸��Âe�a�¼�Ôa�Ê� ½Ây�²Àq�y�d�Y��ÊÀaY�� 

������

½Â»�M� LAL � �

¿Â»�MÊ�Y�]�ÉÃ�Y|¿Y�³Ì��É�¯ÂeÁ|¿YÌ¾�ZÅ�É�f¯Z]Ë�ÉZ�ÊËZ]�Ã{Z¨f�Y��Y��´�À¯YÁ�LAL �d�Y� 

� �

É�ÁM�{ZË���½Â»�M�LAL ��ÄaÂ¯Z»�Z§��{�BET��Ã|Ì»Z¿�»Ê{Â�� 

 

��

�����

Ê·Z´q�É�Â¿�� �

~m[��Â¿Ë�É®���À���Â¿�ÉY�]Ë�É®�µÂ��kÂ»��z�»��{�YÁu|�§ZÄ¸��d�Y���

                                                 
1- Chromogenic methods 
2 -Turbidometric method 
3 -Corpuscle 
4 -Bacterial Endotoxin TesT 
5- Optical  density(OD) 
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�Ä¿Â¼¿�½Â»�M��

�Ê³|À¯Y�a]MZË�Ê�Ã�Z���]M�Ê{YÂ»�Â¿Z¿�dve�Ê���]�d�Y�� �

��

�����������cY�Z�fyY� �

BET��½Â»�M��¾Ì�¯ÂeÁ|¿YÊËZË�f¯Z]���

CSE��±��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Yµ�fÀ¯�{�Y|¿Zf�Y��

ECBS��±�Ê°Ë�Â·ÂÌ]�É�Z�{�Y|¿Zf�Y�Ê��ze�ÄfÌ¼¯��

EF�
±�|«Z§��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��

EU�����¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|uYÁ��

I/EC��±É�ZÆ»�µ�fÀ¯�
Ê�ËY�§Y��

LAL�±� limulus amebocyte lysate test��
LPS�±��|Ë�Z¯Z��Ê¸aÂbÌ·��

OD�±�Ê·Z´q�É�Â¿��

RSE�±��{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�m�»� 

WHO����Ê¿ZÆm�d�Y|Æ]�½Z»�Z�  

 

 

��

                                                 
1 - Control standard endotoxin 
2- Expeer committee on biological standardization 
3 -�Endotoxin-free 
4- Iinhibition/enhancement contro 
5 -World Health Organization 
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��      ½Â»�M��Y��Ìa�cZ�uÔ»��

 ��������É�Z��Ã�Ìy}{YÂ»�Â¿Z¿�� �

Â¿Z¿{YÂ»�Ä]�d¸��Êv���duZ�»�ÓZ]�»Ê|À¿YÂe��]Ì�Z� É�Y�³{Â·MÊZÅ�¶»Z���¯ÂeÁ|¿YÌ¾ZÅ�Y����Y

�Ìv»��¼m��ÁM�É|ÀÀ¯���Ä]YË¾�·{Ì¶�Â¿Z¿{YÂ»�Z]Ë|��Ã{Z¨f�Y�¹Z´ÀÅ�Ze�{Á�Á��Y�{�¥Á����{�Äf�]�|«Z§�

¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��|À¿Z»��Ä�Ì�McÓ����¼mMÉ�Á��Ã�Ìy}�Á|¿Â���|ÅZ��Ä¿Â¼¿˺�^�ZÀ»�Ê»|À¿Z��{ÂaÉZÅ�

�¯YÌ|�cY�¸§�|«Z§��¯ÂeÁ|¿YÌ¾�Ä¸¼m� �Y�eÌ¿ZfÌ¹Â�É{|ËZ�¯Y�Á�½Â°Ì¸Ì�É{|ËZ�¯Y�Á�� Ã�Ì£��|ËZ]

Ã{Z¨f�Y�Â�¿|���Â�u�¹|��ZeMeÁ|¿Y�Ê³{Â·Â�¾Ì�¯{Â��|ÌËZe���

��

É�ÁM{ZË����Ê»� ÄÌ�Âe�� {ÂÄ¯��Y�f�ÔaÌ®ZÅÊË�|À¿Z»�¸a�ÊaÁ�aÌ¾¸�Ã�Ìy}�ÉY�]É�Z��{YÂ»� Â¿Z¿�d¸�� Ä]�½Z°»Y�

�¶yY|eZ]�½Â»�M�LAL��ÀfmYZ[�|¿Â����d�Y�Ã|��Ã{Y{�½Z�¿�¦·Y�d�ÂÌa��{�Ä¯��Â�¿Z¼Å���

É�ÁM{ZË�����ÉZÅ�{Âa�|Ì�¯Y�É�¸§�|«Z§�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�Ê»�|À¿YÂe�Ä¸Ì�Â]�Êe�Y�u�cZÌ¸¼��ËZÌ]�d�{� Ä]|À� �� ��Ä]

�,g�d�ÂÌa��m�»����Ä mY�»�|ÌÀ¯� 

��

�������¥Á���É�Z��Ã�Ìy}���

�,�ZÅ�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�¥~u�dÆm¥Á����ÌÄ��Y�ÉÁ��Z�Ë��¥Á����É�Z��Ã�Ìy}{YÂ»�Â¿Z¿�Ä¿Â¼¿�Á�ÉZÅ

½Â»�M�Y��½{�¯� ¹�³� Ä¸Ì�Á� Ä]��{�Z»{� É�eÓZ]��YC�������ÉY�]�¶«Y|u����Ä¬Ì«{�Á�ËZ���ËZ�

Äv��ÉZÆ^�ZÀe� Ã|��É�Y~³ËZ»{�Ê¿Z»�� Á�Ê�Z»{�ÉC������ÉY�]�¶«Y|u���d�Z��Á�ËZ�C�����

ÉY�]���«{ÌÄ¬����M�Ã{Z»|ÌÀ¯��¥Á���¸aÊf�Y½�ËZ��f�YË¶��|«Z§�¯ÂeÁ|¿YÌ¾�Ä¯��É�Zne�c�Â��Ä]¶]Z«�

|Àf�Å���f�{�»Ê|À¿YÂe�Ã{Z¨f�Y�|¿Â����

������Z]�½{�¯��Z¯��{YÂ»�Â¿Z¿��

                                                 
2-Blank 
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{�³�Á��Z^£�ÉÄ¯��{�v»Ì���¸yY{Ë�Êd§Z�»Ê{Â���ÓÂ¼ »�¶»Z�{Z¬»Ë��«Z]¶�ÆmÂe�Ê�Y��¯ÂeÁ|¿YÌ¾�

ZÅ�»Ê|�Z]���

ÄmÂe�ÁËÃ�YÉ�{�Ì³�c�Â��|ËZ]��Y�Ze��Z¼e�]Ì¾�{YÂ»�Â¿Z¿�Á�{�³�Á�£�Z^��{�µÂ��Ä¿Â¼¿��Y{�]É��Á��Z¯

½{�¯�{Â�� É�Ì³Â¸m���Ìv»�Z»�MËÅZ´�� ¹Zn¿Y� ÉY�]� ­Za� ÉYÂÅ� Z]� Ê½Â»�M���Á�� Éd�Y����Ä]

g�d�ÂÌa,���m�»�Á��|ÌÀ¯�Ä mY�»�����

 

�   ��Ä¿Â¼¿½Â»�M�� �

�������Ê³|À¯Y�a�]M�Ê��

{YÂ»Â¿Z¿�� Ã|�� Ã|À¯Y�a�{��Ìv»�]MÊ�Y��Ä]��Â��¬f�»Ìº�ËZ��a��Y�½{�¯� ªÌ«��� Z][M�|«Z§�

�¯ÂeÁ|¿YÌ¾��dÆm½Â»�M�LAL�|Ë�Ì³��Z°]���

�����Ã�Z���]MÊ��

v»Ì���À¯YÁ�|«Z§��¯ÂeÁ|¿YÌ,¾�µÂ¸v»�¾Ì·Z��§Ì�Ë�Â·ÂË®� �ËZ�Z�Ë��ÄËZa� ÉZÅkY�zf�Y�������

¿Zz»�³ÄÉ�Y~³��Ã|���Z]{YÂ»Â¿Z¿�Y���Ä¿Â¼¿�½YÂÀ��Ä]M��ËZ»�Y�]�É½Â»�MLAL �|Ë�Ì³��Z°]���

��

��������Ã{Z»M��Z��ÉÄ¿Â¼¿�½Â»�M� �

 �����������Á��À¯Y�a�˺� �

�Ä¿Â¼¿��À¯Y�a½Â»�M�Ê»�Á��Ä¸Ì�Â]�|¿YÂe|�Z]��Ë��ÉZÅ���

-�d�{�Z]�½{�¯�{�y��

-Ê°Ì¿Z°»�½{�¯�[ZÌ�M��

-�®Ì¿Â��Y�f·ÁY��

                                                 
1 - Dispersion method 
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��Â¿v»Ì����À¯Y�a�Ä]�¥|Å��Ê³�ËÁ�Á½Â»�M�¾e�½Á�]��Ê´f�]{�Y{���
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É�ÁM�{ZË��{YÂ»�Â¿Z¿�ÓZ]�Êv���duZ�»�d¸��Ä],�¶z¸ze,�[MÉ�Ë�³˺�Á�Z�Ë��ÁË³�ÊZÅ��Ê»Y��Ä¸u�»�¾ËY�|À¿YÂe�

|ÀÀ¯�¶°�»����

��

 ���������Á��kY�zf�Y���

Y��Ë��kY�zf�Y�|À¿Z»�v»Ì�ÉZÅ�,kY�zf�Y�½Z»���Z]Â°¿YÌ½Â�,�Z»{�É�Z]Â°¿YÌ½Â�,�Á�d�¸£�Ä¿Â¼¿�

½Â»�M�¾°¼»�d�Y�Y��Ë��Ä¿Zz»�³É�Y~³�½Â»�M�¾e� ½Á�]�� �Â]� �»Y��^�ÌÄ�Z�É�|À¯���dÆm

²¿��Z]�¶yY|e��Y�É�Ì³Â¸m�,v»Ì�ÉZÅ��À¯YÁ�|«Z§��´�À¯YÁ�pH��Ä]�½YÂÀ��µZj»�µÂÀ§��»�«��ËZ�

�§Z]�·Z�Ì¾�Y�]É���Ìv»�kY�zf�Y� m�YÌd�{�Y{��v»Ì���À¯YÁ�Z]Ë|�|«Z§��¯ÂeÁ|¿YÌ¾�|�Z]�ËZ��Y�

Á�´�À¯YZÅ�É|«Z§��¯ÂeÁ|¿YÌ¾�É�Z��Z]�Ã|��|�Z]� 

½{Á�§Y�f¿M�Ê]ÌeÂÌ®ZÅ�Á�|��o�Z«ZÅ�Ä]�v»Ì��kY�zf�Y�d�Y�¾°¼»��\Ìe�e�Ä]dÆm�³Â¸mÌ��É�Y�

|����f¯Z]É Y�Á�o�Z« Y��iÂ»�|�Z]��Ä¸yY|»�cY�ÌiZeÄ]� Ã|��Ä§Z�Y�®ÌeÂÌ]�Êf¿M�¶»YÂ��ÉY�½Â»�M�

LAL�|ËZ]�Ë��YZ]� Ê{Â���z»� kY�zf�Y� �Y��a��Â¸kY�zf�Y�Ã|��� Á� {Â�� �Â¨Ë�f¿Z�� |ËZ]�µÂ¸v»

[M�ÉÁ��Ê¿Z«Â§�Ä¯�¿Â¼¿�½YÂÀ��Ä]È�½Â»�M��ÉY�]½Â»�M�LAL��Äf§�³� �Z¯�Ä]Ê»Ä·Â·� �{�{Â�ZÅ��ZË

¥Á���|«Z§�ÉZÅ�¸b¼���� Á��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�¼m�É�ÁM{Â����|ËZ]� �Â¨Ë�f¿Z��¶»Z��kY�zf�Y��ËY��

�Á�ºÌ�Àed^i�{Â����»�|ËZ]��Â¨Ë�f¿Z���ËY��Z]�ª�Z]{YÂ»�Â¿Z¿���Â]�»{Â��¾ÌÌ e���

��

� {ZËMÉ�Á�����cZ]�Â��Ê¸a�����
�� ��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� ÉY�]� kY�zf�Y� ÄËZa�®Ë�½YÂÀ�� Ä]{Y�YÂÅ˻��f¸Ì§� �YÉZÅ��^Ì§���

Ä�Ì�{ZÆÀ�Ìa�ÉY�d�Y�Ã|����

                                                 
ϭ-Hydrophobocity 
1- Airborne 



� 
 

{ZËMÉ�Á����d]Zi�d�Y� Ã|��Ä¯�� ¾Ì»ZfËÁ� d¿Zf°§�Â�E����� ��vitamin E d-á-tocopHeryl 
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{Â�� 

��

��������¸£d��
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�{�|ËZ]�®Ë�]�{�¥��Äf��|«Z§���{�¾Ì�¯ÂeÁ|¿YZ»{É�¾Ì] C����ZeC ��� �Ã�Ìy}�{Â����Ä¿Â¼¿��³Y

½Â»�M���Y��f�Ì]����d�Z�Ã�Ìy}�{Â��|ËZ]�Ä¿Â¼¿�ÊfyYÂÀ°Ë�Á�É�Y|ËZa�½Â»�M��ËY���dve     �

Ã�Ìy}�É�Z��{Â��¾ÌÌ e��

����������Ìv»��M�ÃZ´�ËZ»���

 ���������Ê³�Ì¯Za�YÂÅ��Ì��[M�Á��

[M��Z^£�Á�{�³�Á��Ì�É�Ä¯���{�¸yY{��Ìv»Ê�{Â�Ì»�d§ZË��¶»Z��ÓÂ¼ »�Ë{Z¬»�«Z]��Y�ÊÆmÂe�¶

¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�ZÅd�Y��{YÂ»Â¿Z¿��|ËZ]Z]��¥Á���Á��Ìv»MÊÅZ´�ËZ»��|«Z§��Ze�|¿Â��É�ÁY�§�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y

��YMÃ{Z»Ä¿Â¼¿�É�Z��®Ìfb�M��ËY����{�{Â��¶�Zu�½ZÀÌ¼�Y���Ì¼e�©Z�Y�®Ë,��Ì¼e�ÉYÂÅ�{ÂÅ�®Ë�

{Z »��Ì¼e�ÉYÂÅ�Ä¸Ì�Á�®Ë�ZËµ���Ô¯�Ê³�Ì¯Za�Z]����ËY����{�|ËZ]�Á�ËYM{Â��Ã{Z¨f�Y�ÃZ´�ËZ»���

YÂÅ�Ê³�Ì¯Za�Ã�Z]��{�ÊËZ¼ÀÅY��ÉY�]��Ä]��ÉZÅ{�Y|¿Zf�YISO-14644-2,ISO-14644-1,�{Â��Ä mY�»���

���������¶ËZ�Á��¥Á��ÁMÃZ´�ËZ»���



� 
 

¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�¥~u�dÆm�ZÅ¶ËZ�Á�Ä�Ì��¥Á���Á�ÉYM�ÊÅZ´�ËZ»�Ã{Z¨f�Y�{�Â»��ÉY�]MÃ{Z»�É�Z�

�Ä¿Â¼¿½Â»�M��Ä¸Ì�Á�Ä]�|ËZ]½{Y{�c�Y�u��{��Z»{�É�eÓZ]��Y C�����ÉY�]�¶«Y|u����Ä¬Ì«{�Á�ËZ�

��ËZ�\�ZÀeÄv��ÉZÅ�Ã|��É�Y~³��Ê¿Z»��Á�ÊËZ»{�Z»{�ÉC�������ÉY�]¶«Y|u���d�Z��Á�ËZ���

�C�������ÉY�]��«{ÌÄ¬��M�É�Z�� Ã{Z»|¿Â���«��Á��®ËZ]¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�¥~u�dÆm�{Z¼f�Y�¶�ZÅ

���Z]�Â�f[M�|«Z§��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��Y�| ]Ä�Â£|Ì�¯Y�µÂ¸v»��{�{YÂ»�½|���Á�Ã|ÀÀ¯ZË�ÊËZÌ¸«�ÉÂ«�

d�Y����

d�Y�¹�Ó�{Â�� Ã{Z¨f�Y�ÉÂ«�ÊËZÌ¸«� ZË� Ã|ÀÀ¯|Ì�¯Y�µÂ¸v»� �Y� �³Y�Ä¯�Äv���Á��Ze� {Â��É�Y~³

{Â��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��ÂÆ���ÅZ¯�\mÂ»�Ã|¿Z¼Ì«Z]�pÌÅ��ÁÃ{Z»M��Y�| ]�ÉY�Ä¿Â¼¿�É�Z��Y|¿�{ÂmÁ�Äf

|�Z]����

���������]MÊ�°��

[M�À»��Y�Ê°ËZ]¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y����{�Ä¯�d�Y�ZÅ¶ËZ�Á�¥Á���Á�M�ÊÅZ´�ËZ»�d§ZË�Ê»{Â���Ê»��Y�½YÂe

[M�¶ËZ�Á�ÉÂ�f���ÉY�]���¬»�¥Á���Á�M�Ã{Z¨f�Y�ZÅ�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��ÅZ¯��Y�| ]�ÊÅZ´�ËZ»�{�¯��

YZ»�[M�� ��¬»M� Ã|�� Ã{Z»�{ÃZ´�ËZ»�M�d�Y� ¾°¼»�¯� ZË� cY�ÌÆne� d¸�� Ä]\�ZÀ»Z¿� µ�fÀ��Z]

ZÅ�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�M{Â��Ã{Â·,�d�Y�Ã|��d]Zi�Äq��³��Ä¯��Ì�¬e��{�¥~u���Y�ZÅ�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y[M�M�Ã{Â·

d�Y� �iÂ»��� �{� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� t��[M�� ��¬»MÃ|�� Ã{Z»�� �{� ÃZ´�ËZ»�M� �Â�� Ä]� |ËZ][ÁZÀf»���������

Ã�Y|¿Y�Ä¯�{Â���z�»�Ze�{Â��É�Ì³ÉÁZu�½Y�Ì»��Z¼£Y�¶]Z«�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��Y�ZÅd�Y��Ê³{Â·Y��³Y�

[M����¬»�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�Z]«�Ì£Z]ÀfmY�¶Z[�|�Z]�,�|ËZ]�[M�|«Z§���¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�Ä¯É�Zne�c�Â��Ä]�

d�Y���f�{��{�{Â��Ã{Z¨f�Y� 

 

 

 



�� 
 

��

�������Á��ÉZÅ½Â»�M� �

����������Á���Z�Y��

¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� �{� Y��É�Âf¯Z§� ZÅLAL�Ê»�µZ §Á�|ÀÀ¯�½|��µZ §�\mÂ»��®Ë]M�®ÌfÌ·ÂXeÁ�a� �Z�

»{Â�Ì��MÉ{Z¬ ¿Y�ºË�¿���Y�Ê°Ë�Ä¸Ì�Á�Ä]�Ä¯Ã|��µZ §�ÉZÅ�Âf¯Z§�Á���Y�®ËMÉ{Z¬ ¿Y��Ìa�ºË�¿�M�{Y�

Ê»{Â�,���{� Y��½�Â·Â³YÂ¯��Ì·ÂXeÁ�aLAL�|À°Ì»��Ì·ZeZ¯��ÁcZ �«��d�{�Ä]MÃ|»,�¾Ì·Â³YÂ¯ZÅ,���Y

É{�|¿Z]�ªË��|Ì¨·Â��É{Ây�Ä]�{Ây��Â��Ä]�Ê»�µZ�eY��´Ë|°Ë�Ä]ËZ]�Ze�|À���f�³�h�Z]�c�Á|¯

LAL�|¿Â���¶Ì°�e�Ê·��Äfz·�®Ë�¹Zn¿Y���Á{Â����Ê·��Äfz·�¶Ì°�eÓÂ�Y���½{�¯�½Â³�YÁ��Y�| ]

Ä·Â·�ÉZÅ½Â»�M��Ê���]�Ä¸Ì�Á�Ä]Ê¼�q�Ê»�¾ÌÌ e{Â����

� �Á�� ¾ËY� |À»�ZÌ¿� pÌÅ�Â¿� �nÀ�� Ä¸Ì�ÁÉ �Ê¼¿|�Z]�� Ä]� ZÅ|ÀËY�§� ÁM� ¹Zn¿Y� Ê¿Z�Ê»|¿Â���

� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]� Ê·�� Äfz·� �Á�� ¾Ë�f�Z�uÁ�´�À¯YZÅËÊ�c�Â�� Ä]� Ä¯����f�{� �{� É�Zne

|Àf�Å/ml �EU������
��Ã�Y|¿Y�Y�Ê»�É�Ì³|À¯���

��

M{ZËÉ�Á����Y�Ê°Ë�Á�É{�]�Z¯�ÉZÅ���{�Ê·��Äfz·��Á��ÉY�][�d�ÂÌa�d�Y�Ã|��Ã{Y{�s�����

��

���������Á��ÉZÅ½Â»�M�¾Ë�´ËZm��

������������Á�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�®Ë�f»ÂeÂ§�ÉZÅ��� �

Ê·Z´q�É�Â¿���À¯YÁ��Â¸z»�a��Y�Ê��Ã�Y|¿Y��À¯YÁ�½Z»���Y��z�»�Ã�Á{�®ËÊ»�É�Ì³{Â����

�Á��Ä]�ÄmÂe�Z]{�Y{�{ÂmÁ�®ÌÀ°e�Á{�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�®Ë�f»ÂeÂ§�ÉZÅ���{�Ä¯�ÊnÀ��c�Á|¯�®ÌÀ°e

��½M��{�Ä¯�ÊnÀ��²¿��®ÌÀ°e�Á��{Â�Ì»�É�Ì³�Ã�Y|¿Y��À¯YÁ��Â¸z»�c�Á|¯�½M�P-NA���{Y�M

                                                 
1� Optical Reader 
2� End Point PHotometric method 
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�ÉY�f�]Â��®Ë��Y�Ã|�Ê�ÂÀ�»˺�,|À¿Z»���Boc-Leu-Gly-Arg-p-NA or Boc-Thr-Gly-Arg-p-

NA����ÉY�]MÃ�Y|¿Y�É{Z¬ ¿Y�ºË�¿Ê»�É�Ì³{Â����¦«Âe�Ê°ÌÀ°e�¶°�»�Á�¾ÌËZa�dÌ�Z�u�Ä]�ÄmÂe�Z]

Ã|��ÊuY���Ê¿Z»��Ä�¬¿�®Ë��{�c�Á|¯�|Ì·Âe�|¿Á�,���Á�ÊnÀ��c�Á|¯��Z]�Ã{Z��c�Á|¯��Á�

®ÌfÀÌ��ÊnÀ����{� Ã|��Ã{Y{�s���|À]������ �Ê»�¾Ë�´ËZm��{Â��Ã�Y|¿Y�ÉY�]��Á��Á{�¶«Y|u

�É�Ì³P-NA�{�Y{�{ÂmÁ��À¯YÁ��Â¸z»��{���

��������������{���Á��®ËÊ·Z´q��É�Â¿p-NA��kÂ»�µÂ���{���  �Z¼Ì¬f�»��f»Â¿Z¿��Ã�Y|¿Y�É�Ì³

Ê»{Â����

�����������Äe�Y�É{�ªf�»��Y�Ê�Z¿��»�«�²¿����´Ë{��Á���{p-NA� ��¾Ì]�kÂ»�µÂ���{��� ��Á

����Ì³�Ã�Y|¿Y��f»Â¿Z¿Ê»�É�{Â����

� �Á�� dÌ�Z�uÊ¿ZËZa� Ä�¬¿� ®Ë�f»ÂeÂ§���{� É�Zne� c�Â�� Ä]� Ä¯� ÊËZÅ�´�À¯YÁ� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]

�É�Ì³�Ã�Y|¿Y�Ä¸Ì�Á�Ä]�|Àf�Å���f�{Ê·Z´q��kÂ»�µÂ���{�É�Â¿�����f»Â¿Z¿eu/ml���
���d�Y

��Á��dÌ�Z�u�Ä¯�Ê·Zu��{�Á�M�É{�d¨m�eu/ml�����
��d�Y���

��

É�ÁM�{ZË�����Y�Ê°Ë�Á�ÉZÅ�É{�]�Z¯���Á��ÉY�]�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�®Ë�f»�ÂeÂ§�d�ÂÌa��{c�d�Y�Ã|��Ã{Y{�s�����

��

����������Á��ÉZÅ®ÌfÀÌ���

¹�Ó�½Z»��Ä]�½|Ì���ÉY�]�Ê·Z´q�É�Â¿�� Ã|��¾ÌÌ e��Ìa��Y���f�³�d���� ZË��À¯YÁ��Â¸z»

²¿��ZË�c�Á|¯��®Ë�Ä¸Ì�Á�Ä]lÀ���Â¿�Ê»�¾ÌÌ e{Â����{��ÉZÅ��Á�®ÌfÀÌ�,Ê·Z´q�É�Â¿��

                                                 
1-Synthetic substrate������� 

2� Diazo coupling 
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�p-NA�M�Y�Ã|��{Y���|ÌfbaÉ�fÀ��Ã|��½ZÌ]���{��{��À¯YÁ��Â¸z»�c�Á|¯�ZË�ÓZ]��|Àq��Z¬¿Ä�

� Ê¿Z»�Ê»� Ã|¿YÂy� Á� {Â�¾ËY� �]ZÀ]�� �YÂ¿YÁ�Z¶Ë�Äf§��Ìa� ®ÌeZ»ÂeYÉY�� Ã|�� �Y|]Yd�Y���¾Ë�f¼¯

��Á��dÌ�Z�u®ÌfÀÌ���d�Y���f�{��{�É�Zne�c�Â��Ä]�Ä¯��Z¯{Ây�Ä¸Ì�Á�®Ë��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]��

EU/ML����
��d�Y����

��

ÁM�{ZËÉ������Y�Ê°Ë�Á�ÉZÅ�d�Y�Ã|��Ã{Y{�s���_�d�ÂÌa��{�®ÌfÀÌ¯��Á��ÉY�]�É{�]�Z¯���

��

�������½Â»�M��Á��[Zzf¿Y�Á�É�Y~³�Äv���

���������ZÌ¿�{�Â»�dÌ�Z�u�¶«Y|u��

¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� ÉY�]� Ê¿Y�v]� d�¸£�À¯YÁ� |Ì·Âe� ÉY�]� ¾e� ½Á�]� ½Â»�M� ÉZÅ� ºf�Ì�� �{� ZÅ�ÉZÅ

Ê»��Z°]�Ä¯�Ê¼f�Ì���Z�Y��]�Ê°Ë�Â·ÂÌ]{Á��d�Y��Ì¤f»���Y|¬» ng ���
����¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y IL-1�Á 

TNF�Ä¯�Ê·Zu�{�|À°Ì»� Z¬·Y�½Z�¿Y�ÉZÅ�Z§Á�¯Z»� �{� Y�ng����
���Êf�Ë��ÉZÅ�x�Za�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y

��{�Y��Ê�Â�v»Z¿µÂ¸��ZË�½Z�¿Y�®ÌfË�|¿{�ÉZÅ�µÂ¸��Äf�Å�®e�ÉZÅ�Z¬·Y�Ê�Ìv»�½Ây�ÉY�Ê»|À¯���

Ê»�ÄÌ�Âe�¯ÂeÁ|¿Y��Zn»�Ê³{Â·M�t���Ä¯�{Â�¾Ìºf�Ì���{�ZÅÌ¿Y|]�Y��¾e�½Á�]�½Â»�M�ÉZÅ|��Ze

�½Â»�MLAL�ÌÀ¯�[Zzf¿Y� Y��\�ZÀ»|����´�À¯YÁ�dÌ�Z�uLAL�¾ÌËZa�|ËZ]�Z]�µ{Z »�¶«Y|u� ZË��e

½Á�]�½Â»�M��{��Zn»�Ê³{Â·Y�t��|�Z]�¾e���

���������É�ZÆ»�¶Ì�¿Zfa
�dÆm�Ê�ËY�§YM�Ä¿Â¼¿�Z]��ËZ»�½Â»�M��

���������»�¾Ë|Àq�Ä¯�d�Y�Ã|����Y�³�Z]�Ã{Z½Â»�M�LAL�Ê»�¶yY|eÀ¯À|����Y�Ê� ]Â¿Z¿��{YÂ»�

� d�Y� ¾°¼»Ê³�Ze� Ä]�Ê³�ËÁ� d¸�� Ä]� Á� |À�Z]� Ã|�� �fÀ�½Z�ËZÅ�cY�iY�ÃÂ¬·Z]�É�ZÆ»
Ê�ËY�§Y�

�ÉÁ��ÉY�ÄfyZÀ�Z¿½Â»�M�LAL�|À�Z]�Äf�Y{���

��



�� 
 

M{ZËÉ�Á���µZj»�cÔyY|e��Y�ÊËZÅÃÂ¬·Z]���{¦·Y�d�ÂÌa �d�Y�Ã|��½ZÌ]���

��

���������� Ä¯�Êf«Á�Á�Ê¿ZËZa� Ä�¬¿�®Ë�f»ÂeÂ§�ÉZÅ��Á�� ZË�ÉZÅ®ÌfÀÌ��Y���Z¯� Ä]�Ê»|Ë�],�

�Ä¿Â¼¿�c�Á|¯� ZË�²¿�� Z]�¶yY|e½Â»�M�� Y�{� �Y�«�ÄmÂe�{�Â»|ÌÅ����Á�½Â»�M�Y���»Z]�Ê³�ËÁ� Z]�ª

�Ä¿Â¼¿�É�Â¿½Â»�M�zf¿YZ[�|ÌÀ¯���

��������É�Y~³�Äv��Á��½Â»�M 

�����������cY�ÌiZeÄ¸yY|»�Y�É{YÂ»Â¿Z¿�Á��É½Â»�M�¿Y�¯ÂeÁ|Ì¾�»Ê|¿YÂe�Ä]��ÁÌÄ¸�M½{�¯��ËZ»��

d«�Ê·YÂf»�ÉZÅ��Y�Ä¿Â¼¿�½Â»�M�Z]�Á�½Á|]�Ë®��Y|¬»��z�»��Y��Ã|��tÌ¬¸e�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Zvf»Y�

{Â����

��

��{ZËMÉ�Á�����Á�Z¼ÀÅY��ÉZÅ��ÉY�]É�Y~³�Äv��½Â»�M���{ �Á�[�Á�¦·Y�d�ÂÌa_�d�Y�Ã|��Ã{Y{�s�����

��M{ZËÉ�Á����Y�]�É�cZ�Ô�Y��f�Ì]�Z]�{�ÃÉ�Y~³�Äv���Á�ZÅ�É½Â»�M�ÄaÂ¯Z»�Z§�Y��|ÌÀ¯�Ä ·Z�»���

��

���������À¯YÁ�LAL ��{�pH�ÄÀÌÆ]���Ze���Ê»�©Z¨eY|f§Y���Ä¯�Ê¿Z»�½Â»�M���ZÆ»{Â��� 

Ã�Y|¿Y³Ì��ÉpH��Y�Á��É�Â¸z»��À¯YÁ�¶»Z��Ä¿Â¼¿�½Â»�M�·ÁÌcY��Z]�Ã{Z¨f�Y��Y�Ë®��ºf�Ì� pH 

É�f»�\�ZÀ»�¹Zn¿Y�|ÌÅ{���³Y��ÀeÌº�pH�¹�Ó�,|�Z] pH �Ä¿Â¼¿�½Â»�M�Y���ÀeÌº�À¯Ì|�Ze�pH �

�Â¸z»��À¯YÁ�Ã{Á|v»��{��pH�Ã|��Äf¨³��Y�«�{�Ì´]� 

��

M{ZËÉ�Á�����Ä]��Â�À»��ÀeÌºpH �Ê»��Y�½YÂe�§Z]��eË���Tris��,�Á��OH� Na�0.1�µZ»�¿�ËZ�HCL ��� µZ»�¿�

|«Z§�Ã{Z¨f�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y{�¯���

�{ZËMÉ�Á�����®¼¿ZÅ�É{ÂmÂ]�Ã|»M��{�µÂ��e�ÀÌº� pH »Ê¿YÂeÀ|�Z]��À¯YÁ�LAL�¶yY|e�YË{Zn�À¯À|���

������Á�ÉZÅ�½Â»�M��
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�Á���Y�Ê°Ë�ÉZÅ½Â»�M��½YÂÀ��Ä]�Ã|��Ã{Y{�s��½Â»�M��ÊËZË�f¯Z]�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y(BET)�ËZ�(BE)��{�

�ËY�ËÁ�¾Ë�yM�ÄaÂ¯Z»�Z§�ZÅ�Â�¯�É�»MË,Z°�ZaÁ�Y�Á�¾aY��Y�,�Ã{Z¨f�Y�|ÌÀ¯���

��

�������YÊ]ZË���lËZf¿� �

������Ì¸¯cZ��

Ê]ZË��Y�¹Z´ÀÅ�Zf¿Ël�½Â»�MLAL �ÉÁ��{YÂ»�Â¿Z¿�,�Z]�Ä]�ÄmÂe�{Á|v»Ëd�½Â»�M�|ËZ]�cÁZ�«�¼¸��Ê

]Ây�Ê�Z°]�Äf§�³�{Â����

�¾f§�³���¿��{�¶yY|e�dÌÅZ»{YÂ»�Â¿Z¿��ÉÁ�½Â»�M� LAL�d�Y��Y{Ây�]�Ê�Zy�dÌ¼ÅY��Y����{ÀqÌ¾�

{�YÂ»�É{Á|v»ËdZÅ�É~aËÄf§��Ã|��iZeÌcY��Ä¸yY|»YÉ�|ËZ]��Ê���]Ã|��Á�cZ�Ô�Y����Ì�¨e�d«{�Ä]

{Â����

�������ÉZ¼ÀÅY��{�]�Z¯�½Â»�M��

��������³Y��ªË����Y�«�Ìª�½{�¯�Ä¿Â¼¿�½Â»�M�ËZ�Z�Ë��Ã�Y|¿Y³Ì�ÉZÅ�½YÂf¿�Ä]��Â��¬§Â»Ìd�»MÌ��Ä]�

¶yY|e�|��ªWZ§,�½Â»�M LAL Y�]�ÉÀqÌ¾�Ä¿Â¼¿ÉY�{�Y|¿�{�]�Z¯���

��������Ê»Z´ÀÅ�Ä¯�³{Â·M�ÊZ]��¯ÂeÁ|¿YÌ¾ZÅ�£Ì��«Z]¶�ÀfmYZ[�,d�Y�Ê»Z]�½YÂe�ÄmYÂ»�Ä¿Â¼¿�½Â»�M�

Z]��´�À¯YÁZÅ�ÊË|À¿Z»�¸a�Ê»Ì�°Ì¾�  BcY�iY�Ã|��{ZnËY�Ä¸Ì�Á�Ä]��¯ÂeÁ|¿YÌ¾ZÅ�Y���¥~u{�¯��Ä]

�g�d�ÂÌa�»Y��m����Á���Ä mY�»�|ÌÀ¯����

������� �d�Y�ÊÆË|]�Ä¯�¹���¾°¼»�d�Y�Z]�3-glucan, B-1 ��Ê�Z¿�Y�,�¼z»�o�Z«�Á�ËZ�Z�Ë��

»Ì°[Á�ZÅ�Ã{Â·M�,{Â��Á�YËÄ°À�Ë®��´�À¯YÁ�»�µÂ¼  LAL ÃÁÔ���]��¯ÂeÁ|¿YÌ¾�ZÅ�Z]�glucan ���

B-1,3��À¯YÁ�|Å{����m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���|ÌÀ¯�Ä mY�»����Ã|��ÄÌ�Âe�Y|Ì¯Yd�Y�Ä¯�B-1,3-

glucan�{Y�M�¹���Y�]�ÉÃ{Z»M��Z��ÉÄ¿Â¼¿ZÅ�É½Â»�M�{Á���Z°]���



�� 
 

� Ä¯� Êf«ÁM� µZ¼fuYÊ³{Â·�Z]�B-1,3-glucan�Ê»� ÄÌ�Âe� |�Z]� Äf�Y{� {ÂmÁ{Â������������������

�´�À¯YÁZÅÉLAL ��ÁËÃ���¯ÂeÁ|¿YÌ¾��Y�Ä¯�Z]��B-1,3-glucan��À¯YÁ�¼¿Ê|Å{�Ã{Z¨f�Y�|ÌÀ¯���

��

���Y�³��½Â»�M� �

�������Y�³�½Â»�M�Z]Ë|�Z]��Á��»�Ã|��Ã{Z¨f�Y�ÉZÅZ]Äf�Y{�d¬�|�Z]�� �

������Y�³��½Â»�M�Z]Ë|�¶»Z��{�YÂ»��Ë��|�Z]�� �

¦·Y���ËZf¿l�½Â»�M-���

[��ÉZÅ|ÀËY�§�½Â»�M-��

_��cZ�z�»�¶»Z¯��Ì§Á�Ê°Ë�ÊËZÌ¼Ì��{YÂ»�Â¿Z¿�{�Â»�½Â»�M-���

c���Á�ÉZÅ�Ã{Z»M��Z�� ÉÄ¿Â¼¿�½Â»�M,�Y��Ë��Ã�Ìy}É�Z��Ä¿Â¼¿�½Â»�M,�Á�eZ�Ô�Y� ÊÃ�Z]�{����

Ä¬^�|À]�Év»Ì��ÅZ´�ËZ»�M�ÊÄf§���Z°]-��

g���cZ�z�»�´�À¯YÁLAL �����|¯Ã|¿�Z�,�ZÀ��±�]ÊËZ�,�ËZ�Ã�Z¼���ÓÂ»�§Ì,½Â�Ã�Z¼���É��

dyZ��ZË��ZeËx�,dyZ��¹Z¿��ZneÉ,��Z�uÌd�Á�£ÌÃ��-��

k��cZ�z�»�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��{�Y|¿Zf�Y���É�Zne�¹Z¿�
Ã|¿�Z�|¯�
ÊËZ�ZÀ��±�],�ËZ�Ã�Z¼���ÓÂ»�§Ì,½Â�

Ã�Z¼��dyZ��É���ËZ��ZeËx�,dyZ��,��iY�c|���Á�£ÌÃ��-��

s���Z^f�Y½Â»�M�¾f§�³���¿��{�Z]�ÔyY|e�Ä¯�Êe�Ä¸Ì�Á�Ä]�Ä¿Â¼¿�½Â»�M�Ê»�{ZnËY{Â����

��

�{ZËMÉ�Á���Y�]�ÉÔ�Y���Ã�Z]�{{�Y|¿Zf�Y�Ä]�ª]YÂ��ISO-10993-12:2007�{Â��Ä mY�»� 

                                                 
1 �Potency 
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��

¦·Y�d�ÂÌa� �

�ÊeZ�Ô�Y�� �

Ä¿Â¼¿ÊËZÅ���Y�ÔyY|eÃÂ¬·Z]�c�Z]�½Â»�M�LAL�� �

¦·Y������ZÆ»���

�¦·Y������®¼¿ZÅ�CH3COONa (0,3M), NaHCO3 (0,1M), KCl (50mM), NaCl (0,6M)���Ä]

��m�»�g�d�ÂÌa���|ÌÀ¯�Ä mY�»����

��

É�ÁM�{ZË����«Z¶]�d�³�]���Z]�ªÌ«��É�Z��Ä¿Â¼¿�½Â»�M�Ê»�É�Ì³Â¸m��ZÆ»��Y{Â����

��

�¦·Y�������¾Ë�ZbÅ����m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���|ÌÀ¯�Ä mY�»����

��

É�ÁM{ZË���«Z¶]�d�³�]��Z]Ä§Z�Y�½{�¯��½ÂËºË|��Na+��Á�ºÌ�¸¯�Ca+2��m��ZÆ»��YÊ»�É�Ì³Â¸{Â����Ê»¿YÂe|Ì�

��Y�®Ë��§Z]�Ê¿ÂÌeZ¯�|«Z§¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�É�Zne�Ã{Z¨f�Y�¯|ÌÀ�Ze�{Â��É�Ì³Â¸m��ZÆ»��Y���

��

�¦·Y�����½ÂËÉZÅ�É�¸§�Fe2+, Fe3+, Cr3+, Al3+�� �

� �

M{ZËÉ�Á��d�³�]�Ë~aZ¿��Ä§Z�Y�½{�¯���ºË|�±�Ze{Y�� �Ze�É|u�dÌ·Z §�Y�Ê»�Ê]ZË�Z]|À¯���

��

�¦·Y����®Ìf�ÔaZÅ��a¾¸ÌaÁ�a�Ê¸�����m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���|ÌÀ¯�Ä mY�»��� �

�¦·Y��������Z]�Ã|��µZ §�cY�}MÊfÌ§����ZÆq�¹ÂÌ¿Â»���m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���|ÌÀ¯�Ä mY�»�� 

                                                 
1� EDTA- Na 
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�¦·Y����cY�}�ÉZÅ�Ê§Z���·Â¸�����f�Y���m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���|ÌÀ¯�Ä mY�»����

�¦·Y��� Ã|ÀÀ¯��ZÆ»�ZXeÁ�a�ÉZÅ�����m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���ÌÀ¯�Ä mY�»|������

�¦·Y������Ê¸acZ]�Â���� ���m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���|ÌÀ¯�Ä mY�»����

� �

É�ÁM{ZË��«Z¶]�d�³�]��ªÌ«� É�Z��Ä¿Â¼¿�½Â»�M�|À°Ì»�É�Ì³Â¸m��ZÆ»��Y���

� �

¦·Y������ËY�§Y�Ê��

¦·Y��������� EDTA-4Na����m�»�g�d�ÂÌa�Ä]���|ÌÀ¯�Ä mY�»����

� �

�É�ÁM{ZË���½ÂÀ¯Ze�Ì¿Z°»�º�½M��z�»�Ã|�¿�d�Y.��

�É�ÁM{ZË������³Y�Äq�d�¸£�ÉÓZ]�EDTA-Na �Ê»|¿YÂe��À¯YÁ�LAL��ZÆ»�À¯�,|Z»Y�Ä]�d¸��dÌ·Z §�É�ÂeÔ��

½M�Z]�½ÂÌeZ¯ÉZÅ�Á{�ÊfÌ§���Ä¯��{���À¯YÁ½Â»�M�{�Â»��ZÌ¿�d�Y�pÌÅ�Ê¸yY|e�Ê�ËY�§Y
É�ZÆ»�Z]�½Â»�M�LAL��Ä]

�Ä¸Ì�ÁEDTA-2Na or -3Na�d�¸£�Ze�mm���
���{��Â¸z»�Ã|ÀÅ{��À¯YÁ�{YÂ»�Ã|Ë{�¿Ê¼{Â�����Ä]�d�ÂÌa

��m�»�g���|ÌÀ¯�Ä mY�»����

 

 

 

 

 

 

 

��

 

��



�� 
 

[�d�ÂÌa� �

�ÊeZ�Ô�Y�� �

µ���Á���Ã{Âe� �

[����cZÌ¸¯��

�Ê·Zj»�d�ÂÌa�¾ËY�Y��Á�ÉZÅ�µ���Á����Ã{ÂeZ]�Ã{Z¨f�Y��Y��´�À¯YÁ��Ã|��Ã{Z»MLAL ���{���Ä·Â·�

ÉZÅ�½Â»�M��Y�tÌ�Âe�Ê»|Å{���

[��  �´�À¯YÁZÅ��

[������Ä·Â·ÉZÅ�½Â»�M��À¯YÁ�ÉÁZuÃ|��Ã{Z»M��´LAL�ÉY�]��Á���µ����Ã{ÂeZ]�dÌ�Z�u�ë���

[�����[M�|«Z§�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�Ef-water� 

[�������eÁ|¿YÃ|��Ã�Ì¸Ì§ÂÌ·�µ�fÀ¯�{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯Â(CSE) 

��

� {ZËMÉ�Á���´�À¯YÁ�LAL�·ÌÃ�Ì¸Ì§Â�Ã|��Ä]��Â��É�Zne��{���f�{�d�Y�Á�¾ÌÀr¼Å�½Y�]�Z¯�½Z�{Ây����������

Ê»�|À¿YÂeM�Y��½Ã{Z»M�À¯À|����

��

[����¶ËZ�Á���

[�������Á��¥�Ä�Ì�ÉY�ZË�Á���Á¥�Ê¸af�Y�ËZ½�|«Z§�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�ÉY�]�½{�¯� ÄÌÆe�d«�ÉZÅ�

{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�ZË�Ä¿Â¼¿�½Â»�M����

[�������Zm·Â·Ä�ÉYÉY�]�É�Y|Æ´¿�½{�¯�ZË�Ä¿Zz»�³É�Y~³�Ä·Â·ÉZÅ��À¯YÁ��

[��������YÂ¿Y�dbÌaZÅ�ÂfbÌa�Á�ZÅ�ÉZÅ�ÂfbÌa�Á��Z¯{Ây�É�¸b¼�����Z]�Ê·ZË����

[������¹Z¼u�]MÊ�Ê�{�³��Ì£ ��ZËÄ¿Zz»�³��®�y�«�Z]Z]ÉZ»{�É�Y|Æ´¿�dÌ¸���{C������������

                                                 
1� Non-circulating water bath 
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[������½�¼Å���Â¿�°e�Á˻��

[�������lÀ��½Z»���

[�����M{Z»Ã�{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�µÂ¸v»�É�Z���� �

[���������M{Z»Ã��µÂ¸v»�É�Z��{Z»˼� �

µÂ¸v»�CSE�Ä]�c�Â���{Âa�Ã�¸Ì§ÂÌ·�Ã|��|ËZ]�Ã{Z¨f�Y�{Â����µÂ¸v»�¾fyZ��dÆm�{Z»�CSE�

cZËÂfv»�µZËÁ�CSE��Z]�|ËZ]EFW�¶u�{Â����d�¸£ªÌ«{��ÃY�¼Å�ÊÅYÂ³�ÉÁ��µZËÁM�½k�{��|ÅYÂy

|��� �

[�������M{Z»Ã�Ã�^Ì·Z¯�ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y�É�Z���

Ã�^Ì·Z¯�{�Y|¿Zf�Y�½{�¯�ªÌ«��Ä¸Ì�Á�Ä]�|ËZ]� CSE Z] E-FW M{Â��Ã{Z»���Ã�^Ì·Z¯�ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y

Z��|ËZ]�¶»���d�¸£��
���Á�
���Á���Á��ë�|�Z]���Êf�¸£��Å��{�µÂ¸v»�d«���Âf¯Z§CSE��|ËZ^¿�

�Ì]���Y���ÉZ�y�Ze�{Â��Ã{Z¨f�Y��Y�Ê�Z¿�dÌbÌa��{Â���f¼¯���

[������{Z»MÃ�É�ZÆ»�µ�fÀ¯�É�Z�
Ê�ËY�§Y�(I/EC)���
� 

É�ZÆ»�µ�fÀ¯�µÂ¸v»
Ê�ËY�§Y�Y��È¸Ì�Â]�ªÌ«��½{�¯�µÂ¸v»�¯�{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Yµ�fÀ�Z]�Ä¿Â¼¿�

½Â»�M��Ã|��ªÌ«���Ì£Ã{Z»M�|ÌÀ¯���d�¸£É�ZÆ»�µ�fÀ¯�µÂ¸v»
Ê�ËY�§Y��¶»Z��|ËZ]���d�¸£��
���Á

��
���Á���Á��ë�|�Z]��[ZÀfmY�dÆm��Y�ªÌ«��½|���{ZË��Ä¿Â¼¿�½Â»�M��Y|¬»�CSE��ÉY�]�µÂ¸v»

Ê�ËY�§Y��|ËZ^¿��Ì]��Y����{Â����Ä]��Â��µZj»� ��Y|¬»�µÂ¸v»�CSE�ÉY�]�§Y�µÂ¸v»Ê�ËY��|ËZ^¿�

�Ì]��Y�50µl ��{��¶¯�ºnuml���µÂ¸v»��Y I/EC�|�Z]����

[����Ì«�ª�É�Z��Ä¿Â¼¿�½Â»�M����
®Ë�É���d«�ZÅ�É���]Y�]����,�� ,���ZÌ¿�c�Â���{��f�Ì]�ZË���Y�Ä¿Â¼¿�½Â»�M� Z]�EF-water��Z]�|Ë�
Ã{Z»M�{Â�� 

                                                                                                                                           
1 �Dry block incubator 
2- Vortex type mixer 
3- Stock 
4� Pipetting error 
5 - Spike 
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��
[�����Á�ÊÅZ´�ËZ»�M�ÊËY�mY�ÉZÅ��
[�������ÌËZe|��dÌ�Z�u�Ã|��|Ì«�k�{�\�q�]�ÉÁ��Ã|����´�À¯YÁ�LAL 

[��������ºnu��z�»Ê��Y�EF-water���µ�fÀ¯�Ê¨À»��É�Zne�ZË�Ã|¿�Z��Ã�^Ì·Z¯�{�Y|¿Zf�Y) ���
���
�Á��
����Á���Á��ë���{EF-water����Y��d«{�Z]��{�®Ë�È·Â·�½Â»�M�Äf�£M��Z]�´�À¯YÁ�LAL��ÉY�]
YÊ]ZË���µ���Ã{Âe�ÄfzË��Á��Â¸z»�|ÌÀ¯��ÅÃ�Y|¿Y�É�Ì³�Y��ZÆq��Y�°e��Z]�|ÌÀ¯����
��
[���������·Â·ÄÉZÅ�½Â»�M�Y���{�®Ë�¹Z¼u�]MÊ��Ì£�Ê�{�³ ZË�Ä¿Zz»�³��®�y�{�ÉZ»{C����� 

�ÉY�]����Ä¬Ì«{�É�Y|Æ´¿�|ÌÀ¯,��Y�|ÌÀ¯�[ZÀfmY�½{�¯�Ã�^ËÁ����
��
[���������Y�]É�Ä°ÀËY�Ê´q�Zb°Ë�¶Ì°�e�µ��Y��| ]��Y�Ä¿Zz»�³É�Y~³��ËZ»�M�ºÌÀ¯,��Å�Ä·Â·�|ËZ]�

����Äm�{�{��®Ë�d¯�u�M�¹Y���°��]{Â�.��³Y��µ�Ã|��Äf�]��|�Z]½|���°��]�Z]�Á���{��¿Z°»
�Ê«Z]]|¿Z¼��ÄnÌf¿Y�����Y�³�d^j»|ÌÀ¯���dz��µ��®Ë��³YÃ|�¿�Äf�]�|�Z]��Ã|ÀÀ°��µ��®Ë��³Y�ZË
�¶°�³�Äf§�|�Z]�Ä¯�½|���°��]�Z]�Ê»�½ZË�m]Z]�ÄnÌf¿�|Y�����Y�³�Ê¨À»|ÌÀ¯���

��
[�������� �½Â»�M�Ê¿Z»����^f »�d�Y�Ä¯�Á{��Å�µ�fÀ¯�Ê¨À»)�(EF-water��Á�¾ÌËZa�d�¸£�¾Ë�e

�{�Y|¿Zf�Y�Ã�^Ì·Z¯���
��ë��Ê¨À»�|Àf�Å����
��
[���������¾ÌËZaË�e¾�Ä¯�Êf�¸£�Ã{�Z]��d^j»�ÄnÌf¿Y��{�Y{�]Ä��¦Ë� e�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�d�¸£�½YÂÀ�
Ê»{Â���� Ê�|ÀÅ� ¾Ì´¿ZÌ»��Ê¿ZËZa� Ä�¬¿� d�¸£,�c, �{�½YÂÀ�� Ä]� Ã�^Ì·Z¯� {�Y|¿Zf�Y��dÌ�Z�u

�´�À¯YÁ�LAL��{ EF-water��Ê»�d�{�Ä]��Ë��µÂ»�§�ª^�M|Ë���
��
���  ]c =antilog[∑e/F 

��
��

½M��{�Ä¯���
∑e���¼m�d«��Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�ÉZÆf�¸£�ºfË�Z´·Ê·YÂf»�ÉZÅ�d�Y�Ã|��Ã{Z¨f�Y���
��F��É�Ì³�Ã�Y|¿Y�{Y| ed�Y�ZÅ���
��
[��������Ì�Z�ud��´�À¯YÁ�LAL���{EF-water����{�|ËZ]ÄÀ»Y{� ��
�� �Ze��ë�|�Z]���
��



�� 
 

M{ZËÉ�Á��Ê»�ÄÌ�Âe�dÌ�Z�u�Ä¯�{Â��Ã|��|Ì«�\�q�]��{�´�À¯YÁ�LAL�{Â��|ÌËZe���
��
[���������É�Y~³�Äv����Á�½Â»�M��
[�����������ºnu��z�»Ê��Y�EF-water���µ�fÀ¯�Ê¨À»��É�Zne�ZË�Ã|¿�Z��Ã�^Ì·Z¯�{�Y|¿Zf�Y��
 ����
����Á��
���Á���Á��ë���{EF-water����fÀ¯�,µ�É�ZÆ»
§Y�Ê�ËY����
����Á��
����Á���Á��ë�

�Ä¿Â¼¿��{½Â»�M��Ä¿Â¼¿�ZË½Â»�M�Y��d«{�Z]��{�®Ë�È·Â·�½Â»�M���´�À¯YÁ�Z]�Äf�£MLAL��Ê]ZË��Y�ÉY�]
µ����Á�ÄfzË��Ã{Âe��Â¸z»�|ÌÀ¯���ÅÃ�Y|¿YÉ�Ì³�Y��Ê¨À»�µ�fÀ¯�Á�Ã�^Ì·Z¯�{�Y|¿Zf�Y�ÉY�]��Z]�Á{��Á

�ÉY�]É�ZÆ»�µ�fÀ¯
Ê�ËY�§Y��Ä¿Â¼¿�Á½Â»�M��ZÆq��Z]��Y�°e|ÌÀ¯���
��
[������½Â»�M�Y���{�Ä¯�Ä¿Â´¿Z¼Å[��ÉZÅ|À]��������Á[��������¹Zn¿Y�Ã|��Ã{Y{�s���|ÌÅ{���
��
[�±�������½Â»�M��Ê¿Z»��^f »��Ê¨À»�µ�fÀ¯�Ä¯�d�Y�EF-water��Á��Ä¿Â¼¿½Â»�M��Á�|Àf�Å�Ê¨À»

�dÌ�Z�u�Ã�^Ì·Z¯� {�Y|¿Zf�Y� ÄnÌf¿k�{�� Ã|��´�À¯YÁ�LAL�� �{ÄÀ»Y{��¾Ì]�
� � Ze��ë�Y���|ÌËZe��
Ê»|À¯���
��

�{ZËMÉ�Á����Ä¿Â¼¿�Ä¯�Êe�Â���{½Â»�M��Ã|��Ã{Â·M�ZÅ�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�Z]��{Êf�¸£�«�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�pÌÅ�¶»Z��Ä¯Z]�¶
Ê»�ªÌ«��|�Z^¿�ÊËZ�ZÀ�{Â����

��
[����������¾Ì´¿ZÌ»�Ê�|ÀÅ�d�¸£ÉZÅ�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿��{�É�ZÆ»�µ�fÀ¯
Ê�ËY�§Y,�Y���Â�¿Z¼Å�Ä¯��{�

|À]�[���������s���Ã{Y{��Ã|�,d�Y�Ä^�Zv»�|ÌÀ¯��|¿YÂfÌ»�½Y�Ì»�¾ËY��ÄÀ»Y{��{¾Ì]��
��Ze���ë�

|ÌËZe�{Â����

[����������³Y��¾Ì´¿ZÌ»�Ê�|ÀÅ�d�¸£ZÅÉ�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿��{�É�ZÆ»�µ�fÀ¯
Ê�ËY�§Y k�Zy��Y�ÄÀ»Y{�

� Ã|�� Äf¨³,|�Z]�½Â»�M�Y��Z]�d«��É�eÓZ]��Y�Ä¿Â¼¿��ËZ»�M��Y�°e�|ÌÀ¯��dÌ�Z�u�Ã|�|Ì«���{

�\�q�]�´�À¯YÁ�LAL�Z]�Y��[���½{�¯��Âf¯Z§�d«��tÌv�e��|ÌÀ¯Ze��Y�¶yY|e�{Â��É�Ì³Â¸m���

 

[��������f«ÁÊ�Ä¯�Ê¼¿Ä]�½YÂe��Ä¿Â¼¿�Z]�¶yY|e½Â»�M��Z]ªÌ«��½{�¯�|��ªWZ§,�ÉY�]�¶yY|e�¥~u�

�´Ë{�{�YÂ»�¶j»�¥Z��,½{�¯�ÊjÀy�,½{�¯�,�Ì·ZË{�ZË�Êe�Y�u�cZÌ¸¼��Y��Ä]��Z¯|Ë�Ì³���
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[ ������f«ÁÊ�Ä¯��Ä]¶yY|e�]Z�ªÌ«��½{�¯��Ä¿Â¼¿½Â»�M�ZË��ËZ����Ë~a�¶]Z«�{�YÂ»�ªWZ§�Â�¿Ë|�

½Â»�M�LAL�Ä¸Ì�Â]�Á���Ã{Âe�µ��Y��Ê¼¿|¿YÂe���Z¯�Ä]|Ë�Ì³���

[��������Ä¿Â¼¿�Z]��nÀ�½Â»�M��

[���������Ë®���Y|¬»¾Ì e��Ã|���»Z]�Âf�{�Z]�ªÉZÅ�¶¼ ·Y�Ã|¿�Z���EF-water��Ê¨À»�µ�fÀ¯�,�
�fÀ¯µ�É�ZÆ»
�Ê�ËY�§Y���
���Á���
����Á���Á��ë��Ä¿Â¼¿��{½Â»�M��Ä¿Â¼¿�ZË½Â»�M��Ã|��ªÌ«���Ì£�

�d«����]Y�d«��ZË��]���]Y�d«��ZË��]���]Y��{��]EF-water�Y��d«{�Z]��{�®Ë�È·Â·�½Â»�M��Z]�Äf�£M

��´�À¯YÁLAL�µ��Ê]ZË��Y�ÉY�]��Á�ÄfzË��Ã{Âe��Â¸z»�|ÌÀ¯���ÅÃ�Y|¿Y�É�Ì³��Y���Y�°e��Z]Á{|ÌÀ¯�� �
��
[���������½Â»�M��Y���{�Ä¯�Ä¿Â´¿Z¼Å�[�ÉZÅ|À]������ Á[���������¹Zn¿Y�Ã|��Ã{Y{�s��|ÌÅ{���
��
[���������½Â»�M��d�Y��^f »�Ê¿Z»���Ë���ËY���Ä¯�|�Z]�Äf�Y{�{ÂmÁ���
¦·Y���Ê¨À»�µ�fÀ¯�ÉZÅ�Y�°e�EF-water�|Àf�Å�Ê¨À»���
[��É�ZÆ»�µ�fÀ¯�ÉZÅ�Y�°e
Ê�ËY�§Y�|Àf�Å�d^j» ��
_��Ì´¿ZÌ»¾��d�¸£�Ê�|ÀÅÊ¿ZËZa�Ä�¬¿��Ã�^Ì·Z¯�{�Y|¿Zf�Y��{ÄÀ»Y{��¾Ì]�
� �Ze��ë�|�Z]���
��
[����������Ä¯�d«���Âf¯Z§�¾Ë�eÓZ]M¾Ë�y�Ã{�Z]��Y��d^j»�ÄnÌf¿{�Y{��¦Ë� e�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�½YÂÀ��Ä]

d�Y�Ã|�,��Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�d�¸£Z]�Y��½{�¯�[����Ê¿ZËZa�Ä�¬¿��{�dÌ�Z�u�ZË�Ã|��k�{�dÌ�Z�u
�Ä^�Zv»�Ã|��sÔ�Y|ÌÀ¯�ÂeÁ|¿Y�d�¸£�Ze�Ä¿Â¼¿��{�¾Ì�¯½Â»�M��d�|]�Ã|��ªÌ«���Ì£M|Ë���

��
[���������Ì´¿ZÌ»¾��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�Ê�|ÀÅY���Ä¿Â¼¿��{�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿�d�¸£�½YÂÀ��Ä]½Â»�M�

���Y�³|ÌÀ¯���
��
[�������� �d«�� �Y� ¹Y|¯� pÌÅ� �³Y� Ä¿Â¼¿�ÉZÅ½Â»�M��d^j»d�¸£� |�Z^¿��Ä¿Â¼¿� �{� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y

½Â»�M�Y���|ËZ]|��k�{�dÌ�Z�u��Y��f¼¯�Ã|��tÌv�e�dÌ�Z�u�ZË�Ã���Y�³|ÌÀ¯���
��
[�������d«��Ä¼Å��³YÅ�Ä¿Â¼¿��{�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�|À�Z]�d^j»�Z½Â»�M�Y��|ËZ]���f�Ì]�ZË�ÉÁZ�»

���Y�³� Ã|��tÌv�e�dÌ�Z�u� ZË� Ã|��k�{�dÌ�Z�u� �{� Ã|��[���d�¸£� �Âf¯Z§�¾Ë�eÓZ]� �Y
|ÌÀ¯����
��



�� 
 

�d�ÂÌa_��
�ÊeZ�Ô�Y�� �

®Ë�f»Âf§�Ê¿ZËZa�Ä�¬¿��Á�� �
 

�� _��¯cZÌ¸� �
�� ¾ËYd�ÂÌa�� �Y� Ê·Zj»� �Á�ÊËY�mY�� ®Ë�f»Âf§� Ê¿ZËZa� Ä�¬¿Z]��ÉY�f�]Â�� ®Ë� �Y� Ã{Z¨f�Y

Ê�ÂÀ�»��|À¿Z»  Boc-Leu-Gly-Arg-p-NA �ZËBoc-Thr-Gly-Arg-p-NA�|Å|Ì»�s���Y����

�½Y�Ì» p-NA�Ä¸Ì�Á�Ä]��À¯YÁ��Â¸z»��{ Ê·Z´q�É�Â¿ �p-NA��kÂ»�µÂ���{������f»Â¿Z¿

Ã�Y|¿YÊ»�É�Ì³{Â����

 ���_���´�À¯YÁZÅ��

�����_���´�À¯YÁ��Ã|��Ã�Ì¸Ì§ÂÌ·LAL�®Ì¿�Â»Á�¯��Á��ÉY�]�Z]�dÌ�Z�u�ë� 

�����_ � §Z]��µ�fÀ¯�Ã|� ��ÉY�]�´�À¯YÁ�LAL 

�����_� Ã�Ì¸Ì§ÂÌ·�µ�fÀ¯�{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��CSE���

�����_[M��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|«Z§(EF-Water)��

�����_� µÂ¸v»�»�¦«ÂfÀ¯Ã|À�����Ä]�Ã|¿�Z���Âf�{´�À¯YÁ�LAL �|ÌÀ¯�Ä mY�»����

��

É�ÁM�{ZË����´�À¯YÁÄf�]�¶^«��Y�dÌ¯�c�Â��Ä]�ZÅ�É�Zne�Ã|��É|À]��{|Àf�Å���f�{���

�_±����¶ËZ�Á��

_�������Ä·Â·Ä�Ì��ÉZÅ�½�ËZf�Y�Ê¸a��fÌeÁ�°Ì»�¥Á���ZË�ÉY�dÌ¸aÁ�°Ì»��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|«Z§��

_�������¥Á���Ä�Ì�ÉY�ZË�Ä·Â·ZÅ�Á���Á¥�Ê¸a�f�YËZ½��|«Z§�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��Ê§Z¯�dÌ§���Z]ÉY�]�

d��{�½{�¯�d«��ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�ZË�Ä¿Â¼¿�½Â»�M����

                                                 
1� Reconstitution buffer 
2� Stop solution 



�� 
 

_�������ÉZm�Ä·Â·ÉY�]�ÉY�É�Y|Æ´¿�ZËÄ¿Zz»�³É�Y~³�½{�¯�Ä·Â·ÉZÅ��À¯YÁ��

����_���Z¯{Ây�ÉZÅ�ÂfbÌa�,�dbÌa��YÂ¿Y��Ê·ZË���ÉZÅ�ÂfbÌa�Á��¸b¼�����Z]�ÃY�¼Å��

�����_��¹Z¼u�Ê]M��ZË�Ä¿Zz»�³Z«�Z]��®�yÉ�Y|Æ´¿�dÌ¸]��C�������������

�������_�°e�Á��Â¿�½�¼Å��

������ _½YÂy� �Â¿� ÃZ´f�{���f»ÂeÂ§Á�f°b�Y� �� ½YÂy� Äv¨�� �Ë�� ÃZ´f�{� ZË�ÉY�]� \�ZÀ»� ,�������

Ã�Y|¿Y�kÂ»�µÂ���{�É�Ì³�����f»�Â¿Z¿��

������_lÀ��½Z»���

��

ZË�{MÉ�Á����ÉY�]M�É�Z��Ã{Z»¶ËZ�Á��¥Á���ÁM�ÊÅZ´�ËZ»�|«Z§��¾Ì�¯ÂeÁ|¿YÄ]�À]|�������|ÌÀ¯�Ä mY�»���

��

�{ZËMÉ�Á�����cÓÂ�v»�|«Z§�Y¾Ì�¯ÂeÁ|¿�ÓÂ¼ »�Z]�½YÂÀ���Ì£\eY���\�q��]É�Y~³�Ê»|¿Â����

_����{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�É�Z��Ã{Z»M 

_�������­Âf�Y�µÂ¸v»�É�Z��Ã{Z»M� �

�µÂ¸v»� �Y�CSE�Ä]�¶°���{Âa�¸Ì§ÂÌ·ÌÃ��Ã{Z¨f�Y�|ÌÀ¯� � ­Âf�Y� µÂ¸v»� ¾fyZ�� ÉY�]CSE�

cZËÂfv»�ËÁµZ�CSE�� Z]� Y�EF-Water�|ÌÀ¯�É�Z��Z]��½M�ÃY�¼Å�ÊÅYÂ³�ÉÁ��µZËÁ�É{�]�Z¯�d�¸£

|��|ÅYÂy�k�{�� 

                                                                                                    ��

   ��

_������MÃ{Z»�Ã�^Ì·Z¯�ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y�É�Z���

                                                 
ϭ ��� Automatic pipettors 
Ϯ ��  Repeating pipettors 
ϯ ��  Microplate reader    
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��� Ã�^Ì·Z¯�{�Y|¿Zf�Y�Y� Y���½{�¯�ªÌ«� CSE Z] EF-Water��Ã{Z»MÌÀ¯|� �|ËZ]�Ã�^Ì·Z¯�ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y

��Y�¶°�f»�¶«Y|u����{�Ã|��|Ì«�dÌ�Z�u�¶»Z��d�¸£\�q�])� (ë��´�À¯YÁ LAL |�Z]���d«�

CSE�Y��d«�� �{� Z]�ª]Z�»�Ê·YÂf»�ÉZÅ�Á�ÉZÅ�� Ã{Z»M� Ã|¿�Z�|ÌÀ¯���d«�� �Âf¯Z§�Êf�¸£� �Å� �{

CSE����Y��Ì]�|ËZ^¿���|�Z]��Ze�Ã{Z¨f�Y��Y�Ê�Z¿�ÉZ�y��YdÌbÌa�{Â���f¼¯���

_���MÉ�ZÆ»�µ�fÀ¯�É�Z��Ã{Z»
Ê�ËY�§Y�I/EC���

µÂ¸v»�É�ZÆ»�µ�fÀ¯
Ê�ËY�§Y�Y����Y�ªÌ«��½{�¯�µÂ¸v»�­Âf�Y�CSE��Z]�Ä¿Â¼¿�½Â»�M��ªÌ«���Ì£

�Ã|�Ã{Z»M�|ÌÀ¯��É�ZÆ»�µ�fÀ¯��{�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�ÉY�]�[Zzf¿Y�¾Ë|Àq
{�Y{�{ÂmÁ�Ê�ËY�§Y��Ä]

½YÂÀ��µZj»� ë� Á ë ��{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�Ê¿ZÌ»�d�¸£�ZË�� �{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�Ê¿ZÌ»�d�¸£�ÓÂ¼ »

Ê»�Äf§�³��Z¯�Ä]{Â���[ZÀfmY�dÆm��Y�ªÌ«��½|���{ZË��Ä¿Â¼¿�½Â»�M��Y|¬»��µÂ¸v»�{Z»�CSE��ÉY�]

Ê�ËY�§Y�µÂ¸v»���|ËZ^¿��Ì]��Y����{Â����Ä]��Â��µZj»���Y|¬»�µÂ¸v»�CSE�ÉY�]�Ê�ËY�§Y�µÂ¸v»�

|ËZ^¿��Ì]��Y�50µl ��{��¶¯�ºnuml���µÂ¸v»��Y I/EC�|�Z]����

_����ÊÅZ´�ËZ»�M�ÊËY�mY�ÉZÅ��Á���

�_�������´�À¯YÁ��Ã|��Ã�Ì¸Ì§ÂÌ·LAL ��ÉY�f�]Â��®Ë�¶»Z�Ê�ÂÀ�»��Y��Z][M�|«Z§��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y

�¶u�\�ZÀ»��§Z]�®Ë�ZË|ÌÀ¯��µÂ¸v»�Ze�´�À¯YÁ�LAL��»]Z�Z]�ª�Á��ÉZÅÃ|¿�Z��{Â��ÄfyZ����

_��������z�»�ºnuÊ���Y�´�À¯YÁ�LAL��Ã|¿�Z�Y����Y��z�»�ºnu�®Ë�Z][M�|«Z§��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y

�Ê¨À»�µ�fÀ¯�,�¯�{�Y|¿Zf�YÃ�^Ì·Z, �É�ZÆ»�µ�fÀ¯
Ê�ËY�§Y��Ä¿Â¼¿� ZË½Â»�M ��{�®Ë�À¯YÁ�Ä·Â·��ZË

��®ËÄv¨���fÌeÁ�°Ì»���Â¸z»|ÌÀ¯���

_�������Ä·Â·�ÉZÅ�½Â»�M��ZËÄv¨����fÌeÁ�°Ì»Y���Ê¿Z»��Ã�Á{�®Ë�ÉY�]ÉZ»{��{��z�»��

C������������¶yY{��{�Ä¿Zz»�³�»Z]�Z]�ª�Á�ÉZÅ����Âe�Ã|��ÄWY�Y�Ã|¿�Z�Ä¿Zz»�³|ÌÀ¯�É�Y~³� 



�� 
 

_�������ºnu���Y�Ê�z�»�µÂ¸v»¦«Âf»Ã|ÀÀ¯�Ä¿Zy�Z¯���Âe�Ã|��ÄWY�Y��dÌ¯��{�{ÂmÂ»��Y���Ä]

�Ä§Z�Y��À¯YÁ��Â¸z»|ÌÀ¯��ÁÊ·Z´q�É�Â¿��À¯YÁ��Â¸z»�Y���kÂ»�µÂ���{������f»Â¿Z¿Ä¸Ì�Á�Ä]�

®Ë�lÀ���Â¿�ÃZ´f�{��ZË�Yb�f»ÂeÂ§Á�f°�|Ì¿YÂz]���

_������ÉY�]��ºf�Ì��®Ë�Z¯{Ây�¶ËZ�Á���Á��Á½Â»�M�Y���ºf�Ì��Z]�ª]Z�»e�Á�sÔ�Y��ÌÌ¤|ÌÅ{���

_�������Ë~a�ÉZÅ�ZÌ »½Â»�M��

_������ÀvÀ»Ê��{�Y|¿Zf�Y�Y�ºÌ��e�Ê·Z´q�É�Â¿�Ã|��Ã|¿YÂy�¬»��{Z]�¶�ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y�ÉY�]�d�¸£

Ã�^Ì·Z¯��ÄfyZ�Ì»{Â�� 

_�������µ�fÀ¯�«�Ì£�|ËZ]�Ê¨À»Z]|�Z]��À¯YÁ�¶����´Ë{�c�Z^��Ä]��Y|¬»��Ã|��Ä^�Zv»�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y

Ä�¬¿�Z]�|ËZ^¿�Ê¨À»�µ�fÀ¯�ÉY�]��ÊÀÌËZa�|�Z]�Äf�Y{�Ê¿Z�Âb¼Å�{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�ÉÁ�(���

�_������{Â�Ì»�Ã{Z¨f�Y�Ê�y�½ÂÌ��³��ºfË�Â´·Y�®Ë�{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�¾fyZ��ÉY�]���

_�������\Ë���Ê´f�^¼Å��¶«Y|u�|ËZ]�{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»���
��|�Z]��{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»��³Y��ZÌ »

�|�Z]�Äf�Y|¿�Y����Ë~a�ÉZÅ½Â»�M�Y����Y�°e|ÌÀ¯���

 ����_�d«{���ÌÌ¤e�\Ë���|��{� CV%�|ËZ]�Ä ·Z�»�{�Â»�Ä¿Â¼¿�{Á|u��{�����|�Z]���

_����^�Zv»Ä��d�¸£�Ä¿Â¼¿��{�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Â»�M��

_�������ZÌ »����Ë~a½Â»�M��d�|]�|ËZ]Ì]|ËZ���

_����� ��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�½|¿YÂy�ÉY�]¾Ì´¿ZÌ»��uZ]�Ê�Ê·Z´q�É�Â¿�Å��t��½Â»�M��Z]�|ËZ]

�{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»{Â��Ã{Y{�ªÌ^�e����

_����� ��¸£d��t��� �Å�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Â»�M�Y���{���ZÀf»�d«�� �Âf¯Z§�[���|ÌÀ¯��d�¸£� Ze

�Ä¿Â¼¿�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Â»�M�Ã|��ªÌ«���Ì£��d�|]M|Ë���

_������d�¸£�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�ÉZÅY���c�Â��Ä]�uZ]¾Ì´¿ZÌ»�Ê��Äf§�³�Á¾Ì´¿ZÌ»�Y���d�¸£�½YÂÀ��Ä]

�Ä¿Â¼¿�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Â»�M�Ã|��ªÌ«���Ì£����¿��{|Ë�Ì´]���



�� 
 

_�������É�Y~³�Äv����Á�½Â»�M��

_�������ZË�Z]Ê]��¾Ì�¯ÂeÁ|¿YÉ�ZÆ»�µ�fÀ¯��{
Ê�ËY�§Y��|ËZ]Z]�»�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�ºÌ�¬e�Ã|ÅZ�

�Ä¿Â¼¿� �{� Ã|�½Â»�M��d�¸£� Ä]�¾Ì�¯ÂeÁ|¿YÊ¼�Y��Ê»� Ä^�Zv»{Â��ZË�Z]� {|�Ê]��½ZÌ]�|��{� Ä]

{Â�Ì»���

_�������ZË�Z]Ê]�É�ZÆ»�µ�fÀ¯��{�Ã|��Ä§Z�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£
Ê�ËY�§Y��¾Ì]�|ËZ]�����Ze�����

�Y|¬»��Ê¼�Y|�Z]���³Y�Ê]ZË�Z]�Ã|��Ä§Z�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�k�Zy��Y�Ã{Á|v»�¯}�|��Ã�|�Z],�

{�Â»�Ä¿Â¼¿Ä ·Z�»��Z]½Â»�M�|À°Ì»�¶yY|e��ÊËZ�ZÀ��c�Â���{�¶yY|e,�½Â»�M��Z]�Y��®Ë��Y�Ã{Z¨f�Y

�Ä¿Â¼¿½Â»�M���Y�°e��Y{�ÊÀ »�¶yY|e�½Á|]|ÌÀ¯��½{�¯�¥Z��¶j»��´Ë{�{�YÂ»�ZË�É�Z��ªÌ«���ÊjÀy

,½{�¯�|À¯�¥~u�Y��¶yY|e�d�Y�¾°¼»�Êe�Y�u�cZÌ¸¼��ZË��Ì·ZË{��,¾ËY�]ZÀ]��µ�fÀ¯É�ZÆ»
�Ê�ËY�§Y

�Ä¿Â¼¿��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]Y�½Â»�M�|ÌÀ¯�Ã{Z»M�¶yY|e�½Á|]�  
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c�d�ÂÌa 

�ÊeZ�Ô�Y� 

��Á�Ì�®ÌfÀ� �

� �

c����cZÌ¸¯ 

� ¾ËYÊ·Zj»� d�ÂÌa�� �Y�Á��ÊËY�mY�ÉY�]��Á�� ÉZÅ�®ÌÀ°e� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]�®ÌfÀÌ� ÉZÅ�c�Á|¯

ÊnÀ���ZËÊËY��²¿��Ä¸Ì�Á�Ä]�®Ë��½YÂy�Äv¨���Ë��ÃZ´f�{˺� �Y���s�|Å|Ì»���

c�����´�À¯YÁZÅ��

c������´�À¯YÁ��Ã�Ì¸Ì§ÂÌ·LAL���Á��ÉY�]²¿�ÊËY���ZËÊnÀ��c�Á|¯�Z]�dÌ�Z�u�ë�� �

c�����§Z]�ZË�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|«Z§�[M����´�À¯YÁ�ÉY�]�Ã|��¶uLAL��

c�����¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|«Z§�[M��

c�����Ã�Ì¸Ì§ÂÌ·�µ�fÀ¯�{�Y|¿Zf�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��

��

�É�ÁM�{ZË��Ì¯�c�Â��Ä]�ZÅ��´�À¯YÁÄf�]�¶^«��Y�d|Àf�Å���f�{�É�Zne�Ã|��É|À]���

��

c���¶ËZ�Á��

 c�������Ä·Â·Ä�Ì��ÉZÅ�½�ËZf�Y�Ê¸a��fÌeÁ�°Ì»�¥Á���ZË�ÉY�dÌ¸aÁ�°Ì»��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|«Z§��

c������¥Á���Ä�Ì�ÉY�ZË�Ä·Â·ZÅ�Á�¥���Ê¸a�f�YËZ½��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� |«Z§��Ê§Z¯�dÌ§��� Z]ÉY�]�

d��{�½{�¯�d«��ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y�Ì�¯ÂeÁ|¿Y¾�ZË�Ä¿Â¼¿�½Â»�M����

c������ZÅ�ÂfbÌa�Á�dbÌa��YÂ¿Y,�Z¯{Ây�É�Ê·ZË���ÉZÅ�ÂfbÌa���¸b¼�����Z]��

                                                 
  1-Incubating optical reader or microplate reader 
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c�������½YÂy�Äv¨���Ë��ÃZ´f�{��

É�ÁM{ZË�����¥Á���Á�¶ËZ�Á�É�Z��Ã{Z»M�ÉY�]MÄ]�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|«Z§�ÊÅZ´�ËZ»��|À]��������|ÌÀ¯�Ä mY�»���

�É�ÁM�{ZË���cÓÂ�v»�Y�|«Z§¾Ì�¯ÂeÁ|¿�ÓÂ¼ »�Z]�YÂÀ�½��Ì£�\eY���É�Y~³�\�q��]�Ê»|¿Â����

��

c���Ã{Z»M{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�É�Z� 

c�������µÂ¸v»�É�Z��Ã{Z»M�{Z»��

µÂ¸v»��Y�CSE�Ä]�¶°���{Âa�¸Ì§ÂÌ·ÌÃ��Ã{Z¨f�Y�|ÌÀ¯���µÂ¸v»�¾fyZ��ÉY�]�{Z»�CSE�cZËÂfv»�

µZËÁ�CSE�� Y�Z]EF-Water  ��É�Z��Z]�|ÌÀ¯� {�½M� ÃY�¼Å�ÊÅYÂ³�ÉÁ��µZËÁ�É{�]�Z¯�d�¸£�k�

|��|ÅYÂy����
c��������M{Z»Ã�Ã�^Ì·Z¯�ÉZÅ�{�Y|¿Zf�Y�É�Z���

��Ã�^Ì·Z¯� {�Y|¿Zf�Y�Y���½{�¯�ªÌ«�� �Y CSE � Z]EF-water�� Ã{Z»M|ÌÀ¯��|ËZ]� Ã�^Ì·Z¯�ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y

��Y�¶°�f»�¶«Y|u��\�q�]��{�Ã|��|Ì«�dÌ�Z�u�¶»Z��d�¸£) � (ë��´�À¯YÁ LAL |�Z]���d«�

CSE�Y��Z]�ª]Z�»�Ê·YÂf»�ÉZÆf«���{��Á�ÉZÅ��Ã{Z»M�Ã|¿�Z�|ÌÀ¯���d«���Âf¯Z§�Êf�¸£��Å��{CSE��

��Y��Ì]�|ËZ^¿���dÌbÌa��Y�Ã{Z¨f�Y��Y�Ê�Z¿�ÉZ�y�Ze�|�Z]�{Â���f¼¯���

����c�MÉ�ZÆ»�µ�fÀ¯�É�Z��Ã{Z»
Ê�ËY�§Y� �
µÂ¸v»�É�ZÆ»�µ�fÀ¯
Ê�ËY�§Y�Y����Y�ªÌ«��½{�¯�µÂ¸v»��{Z»�CSE�Z]�Ä¿Â¼¿�½Â»�M��Ã|��ªÌ«���Ì£

Ã{Z»M�|ÌÀ¯� �ÀqÉ�ZÆ»� µ�fÀ¯� �{� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� d�¸£� ÉY�]� [Zzf¿Y� ¾Ë|
{�Y{� {ÂmÁ� Ê�ËY�§Y��Ä]

�µZj»�½YÂÀ� ë� Á ë ��{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�Ê¿ZÌ»�d�¸£�ZË����{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�Ê¿ZÌ»�d�¸£�ÓÂ¼ »

{Â�Ì»�Äf§�³��Z¯�Ä]���

��

��



�� 
 

[ZÀfmY�dÆm��Y�ªÌ«��½|���{ZË��Ä¿Â¼¿�½Â»�M��Y|¬»�µÂ¸v»��{Z»�CSE��ËY�§Y�µÂ¸v»�ÉY�]Ê�|ËZ^¿�

�Ì]��Y����{Â���Ä]��Â��µZj»���Y|¬»�µÂ¸v»�CSE�ÉY�]�Ê�ËY�§Y�µÂ¸v»�|ËZ^¿��Ì]��Y�50µl ��{�

�¶¯�ºnu ml���µÂ¸v»��Y I/EC�|�Z]����

c�����Á�ÊÅZ´�ËZ»�M�ÊËY�mY�ÉZÅ��

c�������´�À¯YÁ��Ã|��Ã�Ì¸Ì§ÂÌ·LAL �Y��� Z]EF-water��¶u�\�ZÀ»��§Z]�®Ë� ZË|ÌÀ¯��µÂ¸v»� Ze

��´�À¯YÁLAL�]Z�»{Â��ÄfyZ��Ã|¿�Z��cY�Âf�{�Z]�ª���

c��������´�À¯YÁ��Y�Ê�z�»�ºnuLAL��¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�|«Z§�[M��Y��z�»�ºnu�®Ë�Z]�Y��Ã|¿�Z�

�Ê¨À»�µ�fÀ¯�,�Ã�^Ì·Z¯�{�Y|¿Zf�Y,�É�ZÆ»�µ�fÀ¯
�Ä¿Â¼¿�ZË�Ê�ËY�§Y½Â»�M ��®Ë�ZË��À¯YÁ�Ä·Â·�®Ë��{

|ÌÀ¯��Â¸z»��fÌeÁ�°Ì»�Äv¨����

c������Ä·Â·�½Â»�M�� ZË°Ì»�Äv¨��fÌeÁ��Y���{�\Ìe�e�Ä]���®ËIncubating optical reader or 

microplate reader���Y�«Á�Ã{Y{�ÉZ»{��{��)�����(�|ÌÀ¯�É�Y|Æ´¿���

c������Ê·Z´q�É�Â¿���À¯YÁ��Â¸z»�|ËZ]�kÂ»�µÂ���{ÉY�]��z�»��ºf�Ì�½Â»�M���Z¯�Ä]Á�Äf§��

§��{Â�¶�Y¾Ì »�Ã�Y|¿Y{Â��É�Ì³���

c������½Z»��ÉY�]�¹�Ó�]�½|Ì��Ä�Ê·Z´q�É�Â¿�Ã|��¾ÌÌ e��Ìa��Y�Y���À¯YÁ��Â¸z»��z�»�

|ÌÀ¯�����
��|uYÁÊ·Z´q�|uYÁ�ZË�É�Â¿�Ê·Z´q�Ã|¿�Z����Âe�Ã|���z�»�É�Â¿����¹�Ó�½Z»��ÉY�]

½|Ì����Ä]Ê·Z´q�É�Â¿��Ã|��¾ÌÌ e��Ìa��YÊ»�Ã|Ì»Z¿��Á���½Z»�{Â����

��

� {ZËMÉ�Á��ºf�Ì�� ÉZÅ½Â»�M�� ¾ËY� ÉY�]� Äf§ZË��Z�fyY� �Z¯{Ây��Á�ÊËY�mY����f�{� �{� É�Zne� c�Â�� Ä]

|Àf�Å���

��

��



�� 
 

c���½Â»�M���Ë~a�¶]Z«��ZÌ »��

c������� {�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»Y��Z]�ºÌ��e���Y�| ]� Ã�^Ì·Z¯�ÉZÅ{�Y|¿Zf�Y�d�¸£�¶]Z¬»� �{��Á���½Z»�

Ã{Y{�µZ¬f¿Y�z�»�µÂ»�§�®Ë� Ä]� ZÅ�µZj»�½YÂÀ�� Ä]�Log10�(��½ÂÌ��³��ºfË�Â´·Y�®Ë� Z]�ª]Z�»

Ã|¿�Z����Âe�Ã|��ÄÌ�Âe�ÄÌÆe�|ÌÀ¯���

c������µ�fÀ¯�|�Z]��À¯YÁ�¶]Z«�Ì£�|ËZ]�Ê¨À»����Ã|��Ä^�Zv»�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y��Y|¬»��´Ë{�c�Z^��Ä]

|�Z]�Äf�Y{�Ê¿Z�Âb¼Å�{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�ÉÁ��ÊÀÌËZa�Ä�¬¿�Z]�|ËZ^¿�Ê¨À»�µ�fÀ¯�ÉY�](���

c������\Ë���¶«Y|u�|ËZ]� {�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»�Ê´f�^¼Å�����/�|�Z]� �� {�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»� �³Y 

»�|�Z]�Äf�Y|¿�Y����Ë~a�ÉZÅ�ZÌ ½Â»�M�|ÌÀ¯��Y�°e�Y����

c�������d«{��ÌÌ¤e�\Ë���|��{ CV %� �|ËZ]�Ä ·Z�»�{�Â»�Ä¿Â¼¿����|�Z]���

��c�^�Zv»Ä��Ä¿Â¼¿��{�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£½Â»�M��

c��������Ë~a��ZÌ »½Â»�M�|ËZÌ]�d�|]�|ËZ]� 

 c������¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�½|¿YÂy�ÉY�]¾Ì´¿ZÌ»��Ê]Z�uÊ·Z´q�Â¿�t����Å�É�½Â»�M�� Y���Z]

�ªÌ^�e�{�Y|¿Zf�Y�ÊÀvÀ»|ÌÅ{.��

c������¸£d�� t��� �Å� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Â»�M��d�¸£� Ze� |ÌÀ¯� [��� ��ZÀf»� d«�� �Âf¯Z§� �{� Y�

�Ä¿Â¼¿�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Â»�M�|ËM�d�|]�Ã|��ªÌ«���Ì£���

c������¸£�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�ÉZÅ�Äf§�³�¾Ì´¿ZÌ»�Ê]Z�u�c�Â��Ä]� Y��¾Ì´¿ZÌ»�ÁY���d�¸£�½YÂÀ��Ä]

�Ä¿Â¼¿�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y½Â»�M����¿��{�Ã|��ªÌ«���Ì£|Ë�Ì´]���

c�������É�Y~³�Äv���Á�½Â»�M��

c�����É�ZÆ»� µ�fÀ¯� �{�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� Ê]ZË�Z]
�Ê�ËY�§YY���Ã|ÅZ�»�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£� ºÌ�¬e� Z]

� Ä¿Â¼¿� �{� Ã|�½Â»�M�� Ä^�Zv»� Ê¼�Y� ¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y� d�¸£� Ä]|ÌÀ¯��½ZÌ]� |��{� Ä]� Ê]ZË�Z]� {|��������

Ê»{Â����
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c�����É�ZÆ»�µ�fÀ¯��{�Ã|��Ä§Z�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�Ê]ZË�Z]
�¾Ì]�|ËZ]�Ê�ËY�§Y�����Ze�����

|�Z]�Ê¼�Y� �Y|¬»��|�Z]� �Ã|���¯}�Ã{Á|v»��Y�k�Zy�Ã|��Ä§Z�Y�¾Ì�¯ÂeÁ|¿Y�d�¸£�Ê]ZË�Z]��³Y,�

�Z]�Ä ·Z�»{�Â»�Ä¿Â¼¿½Â»�M�|À°Ì»�¶yY|e���

¶yY|e�ÊËZ�ZÀ��c�Â���{,�½Â»�M�®Ë��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Y���Ä¿Â¼¿½Â»�M���Y�°e��Y{�ÊÀ »�¶yY|e�½Á|]

|ÌÀ¯��,½{�¯�¥Z��¶j»��´Ë{�{�YÂ»�ZË�É�Z��ªÌ«��,½{�¯�ÊjÀy��¾°¼»�Êe�Y�u�cZÌ¸¼��ZË��Ì·ZË{

|À¯�¥~u�Y��¶yY|e�d�Y��,¾ËY�]ZÀ]�É�ZÆ»�µ�fÀ¯
�Ä¿Â¼¿��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]Y��Ê�ËY�§Y½Â»�M��¶yY|e�½Á|]

|ÌÀ¯�Ã{Z»M���
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