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الایزاروشبهdsDNAعلیهIgGباديآنتیسنجشکیت 

: کاربردحیطه

طراحیانسانپلاسمايیاسرمدو رشته اي در DNAعاملعلیهIgGبادیهايآنتیحضوریمکنیمه کمی و سنجشبرايطب،پیشتازanti-dsDNA IgGالایزايکیت
ي این کیت امحتو.رودمیکاربهبالینیتظاهراتسایرباهمراه (SLE)سیستمیکزلوپوس اریتماتوبیماراندر تشخیصکمک ابزاریکعنوانبهکیتایناز. استشده

تنها براي تشخیص آزمایشگاهی می باشد. 

:مقدمه

طیف گسترده اي از تظاهرات بالینی شناخته می شود. حضور آنتی بادي ها بروز ایمن سیستمیک می باشد که با تولید اتوآنتی بادي ها و یک بیماري خود(SLE)لوپوس اریتماتوز سیستمیک 
هر دو نوع آنتی بادي کهاستELISAازروشی مانند رویکرد عملی در غربالگري اولیه بیماران استفاده.محسوب می گرددSLEتشخیصمعیاري براي(dsDNA)دو رشته ايDNAعلیه 

فقطssDNAبادیهاي ضدآنتی. است) ssDNA(ايرشتهتکDNAبابادیهاواکنش آنتیELISAیکی از مشکلات روش .کندشناسایی میراdsDNAهاي با افینیتی پایین و بالا ضد
DNAبهمبتلابیماراندرتنهانهاین نوع از آنتی بادي ها. شناسندمیراايرشتهتکSLEشودمیهم مشاهدهمیوزیتوسیستمیکاسکلروزمانندهمبندبافتبیماریهايسایردربلکه .

هاي بر مبناي استفاده از روش.هستندکیفیت مناسبباELISAتولیددراساسیاستراتژیهايS1نوکلئازازاستفادهباssDNAهضموهمچنینخالصبسیارdsDNAازاستفادهاین،بنابر
%)، حضور این 70-80و ویژگی بالا (%)57(گزارش شده است. به علت فراوانی بالا، حساسیت مناسب SLEدرصد بیماران 80الی 20دو رشته اي بین DNAشیوع آنتی بادي علیه ، مختلف

دو رشته اي براي DNA، سنجش دوره اي آنتی بادي علیه SLEقطعییص تشخهمچنین پس ازمحسوب گردد.SLEآنتی بادي ها می تواند به عنوان مارکر سرولوژي مهمی در تشخیص 
آنتی بادي علیه حضور طرفی ازدو رشته اي می تواند پیش بینی کننده شعله ور شدن بیماري باشد. DNAپایش دوره هاي بالینی بیماران ضروري می باشد زیرا افزایش تیتر آنتی بادي علیه 

DNA و افزایش تیتر آنتی بادي ها ممکن است پیش بینی کننده عود بیماري باشد. آنتی بادي هاي علیه مرتبط می باشد با درگیري کلیوي همراه شدید بیماري نوعدو رشته ایی باDNA دو
سنجشبرايپیشتازطب،Anti-dsDNA IgGيالایزاکیتمی باشند. از این رو IgGاز کلاس SLEرشته اي زیر کلاس هاي مختلفی دارند. اکثر آنتی بادي هاي پاتولوژیک در 

بهبالینیتظاهراتسایرباهمراه SLEبیماراندر تشخیصکمک ابزاریکعنوانبهدو رشته اي می تواندDNAعاملعلیهIgGبادیهايآنتیحضوریمکنیمه کمی و 
. برده شودکار

:آزمایشاساس

براي کوتینگ از روش .اندشدهپوشاندهخالص dsDNAتوسطپلیتچاهکهايکیتایندرمی باشد. (indirect)اساس آزمایش در این کیت روش الایزاي غیر مستقیم 
ریختهچاهکهاداخلبهشدهرقیقهاينمونهآزمایش،هنگامدربه کف چاهک استفاده شده است تا از نتایج کاذب پرهیز شود. dsDNAفردي براي اتصال پایداره منحصر ب

IgGضدباديآنتیافزودنباشستشوازپس. گردندمیمتصلچاهککفژنهايآنتیبههاباديآنتیاینdsDNAژنهاينتیآعلیهباديآنتیوجودصورتدر. میشوند

رنگزامحلولشستشو،ازپس. گرددمیمتصلآنهابهنیزشدهنشاندارباديآنتی،IgGنوعازdsDNAضدبادیهايآنتیوجودصورتدرشده،متصلHRPآنزیمبهکه
تبدیلزردبهراآبیرنگکننده،متوقفمحلولافزودن. استچاهکهادرشدهتشکیلایمنیکمپلکسبامتناسبآبی،رنگشدتکهشودمیریختهچاهکهاداخل

.داردنانومتر450موجطولدررانوريجذببهترینکهنمایدمی

:کیتمحتویات

dsDNAژنهايآنتیباشدهدادهپوششچاهکهايعدد 96دارايپلیتیک عدد)1
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)آبی رنگ-مصرفبرايآماده(هانمونهکردنرقیقجهتمحلولحاويمیلی لیتري 50ویالدو): (Sample Diluentنمونهکنندهرقیقمحلول) 2
شده در مقابل استاندارد برهیکالAnti-dsDNAاز800IU/ml‚400‚100‚0يبا غلظتهااستانداردمیلی لیتري از1الیو4) : شامل Standard Setاستانداردها (يسر) 3

)سبز رنگ-مصرفبرايآماده(سازمان بهداشت جهانیNIBSC: 15/174مرجع
Enzyme(مصرفآمادهنژوگهوکآنزیممحلول) 4 Conjugate :( ضدباديآنتیمحلول حاويمیلی لیتري12ویالیکIgGپراکسیدازآنزیمبهشدهمتصلانسانی
)رنگقرمز-مصرفبرايآماده(
High(بالاکنترلسرم) 5 Control :( سرمومحافظمادهعنوانبهکاتن% 05/0وکنندهپایدارعنوانبهپروتئیندارايبافري،محلولحاويمیلی لیتري 1ویالیک

. غلظت دقیق کنترل روي ویال ذکر شده است. )رنگبنفش-مصرفبرايآماده(dsDNAعلیهIgGباديآنتیحاويشده،فعالغیرانسانی
Low(پایینکنترلسرم) 6 Control :( آنتینظرازمنفیانسانیسرمومحافظمادهعنوانبهکاتن%05/0وفسفاتبافردارايمحلولحاويمیلی لیتري 1ویالیک

)زرد رنگ-مصرفبرايآماده(dsDNAعلیهIgGبادي
)بی رنگ-مصرفبرايآماده(اکسیژنهآبوبنزیدینتترامتیلحاويمیلی لیتري 12ویالیک ): Chromogen-Substrate(ايمرحلهیکرنگزايمحلول) 7
محلولتهیهجهت، توئین%05/0وفسفاتبافرمحلولداراي(10x)غلیظشستشويمحلولحاويمیلی لیتري 50ویالیک): Wash Buffer(شستشومحلول) 8

.نماییدرقیق10/1نسبتبهمقطرآببارانیازموردمقدارمصرف،آمادهشستشوي
نرمال1اسیدکلریدریکحاويمیلی لیتري 12ویالیک ): Stop Solution(کنندهمتوقفمحلول) 9

پلیتمخصوصبرچسبیک عدد ) 10
) دستورالعمل مصرف11

:باشندنمیموجودکیتدرکهنیازموردوسایلومواد

) رفرانسفیلترعنوانبهنانومتر630امکانصورتدرو(نانومتر450فیلتردارايالایزاریدردستگاه) 1
سر سمپلرهاي مخصوص یکبار مصرفمیکرولیتري و 1000و 100، 10و کالیبرهدقیقسمپلرهاي) 2
لوله آزمایش براي رقیق سازي) 3
نمگیرکاغذ) 4
مقطرآب) 5

:کنندگانمصرفبرايذکرقابلنکات

.هستنداستفادهقابلکیتهمیندرمصرفبرايتنهاکیتاینمحتویات)1
آزمایشگاه می باشند.) تمامی محتویات کیت تنها براي استفاده تشخیصی در 2
ستی از این تست استفاده نمایند.ی) تنها پرسنل آموزش دیده با3
.استشدهساختهوطراحیانسانیپلاسمايوسرمدرdsDNAآنتی بادي هاي ضد گیرياندازهجهتصرفاکیتاین) 4
.نماییدخودداريجداًمختلفساختهايشمارهباکیتهامحتویاتکردنمخلوطاز) 5
بهتراحتیاطجهتباشند،میعواملاینفاقدواندگردیدهکنترلHIVوHCVبادیهايآنتیوHBsAgوجودنظرازدارندسرمیمنشاءکهکیتدرموجودموادکلیه)6

.بپرهیزندموادبامستقیمتماسازمیکنندکارکیتباکهکاربرانیاست
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محلولهاي واکنش گر و معرفها باید مطابق با تمامباید به عنوان پسماندهاي عفونی در نظر گرفته شوند. ،کنترلها و چاهکهاي استفاده شدهاستانداردها،ونه بیماران،من)7
مقررات ملی دفع پسماندهاي عفونی امحاء شوند .

: نگهداريشرایط

.  نماییدنگهداريگرادسانتیدرجه8تا2دمايبینیخچالدرراکیت) 1
. نماییدنگهدارينمگیرباهمراهپلیتمخصوصکیسهدرراچاهکها) 2
.باشدمیآنهاازیکهررويبرشدهنوشتهانقضايمدتپایانتاکیتمحتویاتپایداري) 3
درراویال، کریستالهاشدنحلبرايکار،شستشويمحلولتهیهازقبل.نمایدنمیایجادرامشکلیامراینکهشودتشکیلکریستالغلیظشستشويمحلولدراستممکن) 4

گرادسانتیدرجه2- 8شرایطدرهفتهیکمدتبه) مصرفآماده(محلولاین. نماییدرقیقمقطرآببا10/1نسبتبهراشستشومحلول. دهیدقرارگرادسانتیدرجه37
.باشدمیمصرفونگهداريقابل

: نمونهسازيآمادهوآوريجمع

برايولیشودنگهداريسانتیگراددرجه2-8دمايدرروزدومدتبرايتواندمینمونهنمود،استفادهخونسلولهايازنمودنجداازپستوانمیراپلاسمایاسرم
آلودگیبهمشکوكهاينمونهاز). شودپرهیزنمونهنمودنFreeze-thawازبایددرضمن(گردداستفادهگرادسانتیدرجه-20دمايازبایدروزدوازبیشنگهداري
.نشوداستفادهآزمایشانجامجهتمیکروبی

: هانمونهاولیهسازيآماده

آمادهکیتکنترلهاي:توجه.)نمونهکنندهرقیقمحلولمیکرولیتر1000بانمونهمیکرولیتر10(کنیدرقیق101به1نسبتبهنمونهکنندهرقیقمحلولکمکباراهانمونه
.ندارندسازيرقیقبهنیازيوبودهمصرف

:عمومیتوضیحات

پلیت را بعد از رسیدن به دماي محیط از کیسه مخصوص آن خارج کرده و چاهک . برسنداتاقحرارتدرجهبهبایدهانمونهوموادتمامآزمایشمراحلشروعازقبل) 1
هاي مورد نیاز را بردارید. 

از خشک شدن چاهک ها در بین مراحل انکوباسیون پرهیز شود..پذیرندانجامتوقفبدونبایدمراحلکلیهآزمایششروعمحضبه) 2
.شوداستفادهنمونههربرايمصرفیکبارسمپلرنوكازحتما) 3
.باشدمیقرائتقابلساعتنیمتاحداکثرچاهکهانوريجذبکننده،متوقفمحلولافزودنازپس) 4
.   شوندتخلیهچاهکهاازشستشوازپسقطراتآخرینوگرفتهصورتکاملصورته بچاهکهاشستشويبایدمطلوبنتایجکسببراي) 5
رانیازموردمحلولهايوموادتمامآزمایششروعازقبلگرددمیپیشنهادبنابراین. باشدمیمناسبانکوباسیونزمانمطلوب،نتیجهحصولدرفاکتورهامهمتریناز) 6

. شودمیدقیقترنتایجباعثسمپلینگمراحلبینزمانیفاصلهکاهشباعملاینکنید،بازراآنهادربونمودهآماده
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: آزمایشانجاممراحل

.ببندیدراآندربودادهقرارپلیتنگهداريمخصوصکیسهدروننمگیرهمراهبهراچاهکهاسایروکردهانتخابرانظرموردچاهکهايتعداد) 1
.بریزیدچاهکهادرزیردستورطبقراشدهآمادههاي نمونهوکنترلهر استاندارد، سرم هاي ازمیکرولیتر100) 2

برايراچاهکهاسایروبالاو پایینکنترل سرم دو چاهک بعدي به ترتیب براي ،براي استانداردهاي مختلفبعدي چهار چاهک اولین چاهک براي بلانک، ،براي سنجش کمی
ه گردد. پیشنهاد می گردد استانداردها و نمونه ها به صورت دوپلیکیت استفاده شود و در انتها میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاد،کنیداستفادههانمونه

سایروبالاو پایین، دو چاهک بعدي به ترتیب براي سرم کنترل )IU/ml 100(استاندارد براي استاندارد بعدي چاهک اولین چاهک براي بلانک، براي سنجش نیمه کمی،
درجه سانتی گراد) 22-28دماي اتاق (دردقیقه60مدتبهراچاهکهاپلیت،مخصوصبرچسبتوسطچاهکهادرب پوشاندنازپس. کنیداستفادههانمونهبرايراچاهکها

.انکوبه نمایید
ازتوانمینباشددسترسدراتوماتیکواشردستگاهچنانچهشستشوبراي. بشوییدمصرفآمادهشستشويمحلولبابار5راچاهکهاوکردهخالیراچاهکهامحتویات) 3

هردر. گرددآزمایشنتیجهدرخطاایجادموجبتواندمیزیرانشودوارددیگرچاهکبهچاهکیکازشستشومحلولکهبودمواظببایدولینموداستفادهکاناله8سمپلر
راچاهکهاشستشو،عملیاتانتهايدرونماییدخالیتکاندنوکردنوارونهباراچاهکهاسپسوریختهچاهکهردرشستشومحلولمیکرولیتر300حدودشستشودفعه

.شوندخارجاضافیقطراتتابکوبیدنمگیرکاغذیاپارچهیکرويبرملایمضرباتباووارونهدرحالت
پلیت،مخصوصبرچسبتوسطچاهکهاپوشاندنازپس. بریزیدچاهکهاداخلبهرامصرفآماده)Enzyme Conjugate(نژوگهوکآنزیممحلولازمیکرولیتر100) 4

.درجه سانتی گراد) انکوبه نمایید22-28دماي اتاق (دردقیقه30مدتبهراچاهکها
.)3بندهمانند(بشوییدمصرفآمادهشستشويمحلولبابار5راچاهکهاوکردهخالیراچاهکهامحتویات) 5
.دهیدقرارتاریکیدرواتاقحرارتدرجهدردقیقه15مدتبهراچاهکها. نماییداضافهچاهکهربه) Chromogen-Substrate(رنگزامحلولمیکرولیتر100) 6
دستگاهازچاهکهرنوريجذبسنجشبراي. نماییدمتوقفراآنزیمیواکنشهايچاهکهربه(Stop Solution)کنندهمتوقفمحلولمیکرولیتر100کردناضافهبا) 7

.گردداستفادهرفرانسفیلترعنوانبهnm630فیلترازشودمیتوصیه. نمائیدقرائتراچاهکهانوريجذبونمودهاستفادهnm450فیلترباالایزاریدر

ارزشیابی آزمایش:

این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی می گردد:
قابل قبول 1/0بیشتر از 100استاندارد جذب نوري و براي روش نیمه کمی 2/1بیشتر از و 1/0کمتر ازبه ترتیب IU/ml800و صفراستانداردجذب نوري در روش کمی -

است.
قابل پذیرش است.1/0جذب نوري بلانک کمتر از -

: نتایجمحاسبه

.نموداستفادهتوانمیnm450موجطولدرنوريجذبسنجشقابلیتباالایزاریدردستگاههراز

کمی: نیمه نتایج 
.بخوانیدnm630رفرانسفیلترمقابلدرامکانصورتدروnm450موجطولدرالایزاریدردستگاهکمکبهراهانمونهوکنترلهااستانداردها، نوريجذب) 1
محاسبه می گردد. فرمول زیر براي محاسبه نسبت استفاده ) IU/ml100(2شمارهنوري استانداردنوري نمونه یا کنترل به جذب میانگین جذبمحاسبه نسبتبانتایج ) 2

:می گردد
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ایندکس = بیمار نمونه یا کنترل نوري 2جذب شماره استاندارد نوري جذب

تفسیر نتایج به صورت زیر صورت می گیرد:
ایندکس>1.0منفی

≤مثبت ایندکس1.0

نتایج کمی: 

.بخوانیدnm630رفرانسفیلترمقابلدرامکانصورتدروnm450موجطولدرالایزاریدردستگاهکمکبهراهانمونهوکنترلهااستانداردها، نوريجذب) 1
يمحور عمودياستانداردها را رويصورت که جذب نورنیبه ادی) رسم کنPoint to point(ياستانداردها و غلظت معلوم آنها نموداريجذب نورنیانگیبا استفاده از م) 2
)Y(یمحور افقي) و غلظت آنها را روXتا دییوصل نماگریکدینقاط بدست آمده را به س، سپدیهر استاندارد بدست آوريرا برايغلظت و جذب نوری) برده و نقطه تلاق

.دیبدست آیمنحن
خط نیاکهیبطوردییوصل نمایبه منحنیسپس نقطه مذکور را توسط خطد،یکندایآن راپيجايمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبرايجذب نورنیانگی) م3

مقدار غلظت را نشان خواهد ین خط با محور افقیای، نقطه تلاقدیوارد کنیخطی عمود بر محور افق،یخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيبر محور عمود
داد .

Anti-dsDNA IgG Standard Curve

.توجه: جذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نماید
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مقادیر مورد انتظار: 

قرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد که هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود را ه سرم افراد طبیعی که  توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بدست آمده بدرقابل انتظارمقادیر 
بدست آورد: 

>IU/ml 100منفی

≤IU/ml 100مثبت

:اجراییشاخصهاي
:مطالعه مقایسه ایی) 1
نمونه هاي مثبت از جمعیت بیماران کیت تجاري مربوطه مقایسه شدند.نمونه سرم هاي تایید شده با دو شرکت پیشتاز طب با dsDNAهیعلIgGسنجش آنتی بادي تیک

آمده است.مربوطهنتایج در جداول .مراجعه کننده به یکی از مراکز ریفرال درمان بیماران روماتولوژیک انتخاب شدند

)451(تعداد نمونه مقایسه ایی  anti-dsDNAIgGکیت رقابتی الایزاي سنجش 

+ - جمع
علیه IgGکیت سنجش آنتی بادي 

dsDNA پیشتاز طب زمان
+ 136 5 141
- 12 298 310

جمع  148 303 451

براي کیت شرکت پیشتاز طب است.% 2/96% و صحت: 35/98%، اختصاصیت: 9/91نتایج تست هاي مقایسه ایی بروي نمونه هاي ذکر شده بیانگر حساسیت: 

حداقل مقدار قابل اندازه گیري:)2

و با غلظت پایین آنالیتنمونهبر اساس جذب نوري می باشد.IU/ml 7.6در این کیت(LoB)مرز شاهد ) SDو سه برابر انحراف معیار (صفراستاندارد بر اساس جذب نوري 
30در این کیتdsDNAعلیه IgGآنتی بادي قابل تشخیص حداقل غلظت )SDسه برابر انحراف معیار ( IU/ml.می باشد

دقت آزمایش: ) 3

با غلظت هاي نمونه سرمیسهجهت بررسی تکرارپذیري کیت، آزمون هاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک سري ساخت) بوسیله
آمده است.مربوطهانجام شد که نتایج آن در جداول dsDNAعلیه IgGآنتی بادي متفاوت 
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-Intra)آزمون دقت درون سنجی-1جدول  assay):

SD(IU/ml)میانگین تستتعداد دفعات تکرار (IU/ml)CV %

12053.495.039.40نمونه 

220379.577.231.90نمونه 

320613.6115.512.53نمونه 

-Inter)میان سنجیدقت آزمون-2جدول  assay):

SD(IU/ml)میانگین تستتعداد دفعات تکرار (IU/ml)CV %

12062.946.4810.30نمونه 

220321.8224.57.61نمونه 

320640.6535.745.60نمونه 

ریکاوري آزمایش:) 4

افزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که dsDNAعلیه IgGآنتی بادي سرم با غلظتهاي مشخص 3به dsDNAعلیه IgGآنتی بادي مقادیر معلوم از سه نمونه سرم با 
نتایج آن در جدول زیر آمده است:

جهت تست ریکاوري از استاندارد هاي کیت استفاده نشود .*

ریکاوري:-3جدول

نمونه
anti-dsDNA IgGمقدار

)(IU/mlموجود در سرم 
مقدار

Anti-dsDNA IgG
(IU/ml)افزوده شده 

مقدار مورد 
)(IU/mlانتظار

مقدار بدست 
)(IU/mlآمده

ریکاوري
(%)

139.25128.2183.7380.7396.4

2301.82705.68503.75601.7119.4

3678.46106.48392.47424.35108.1

خطی بودن آزمایش:) 5

و درصد ریکاوري تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقتanti-dsDNA IgGنمونه سرم با غظت مشخص از 3رقتهاي متوالی محلول رقیق کننده نمونه به کمک 
محاسبه شد که در جدول زیر نتایج آن آورده شده است.
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:خطی بودن-4جدول

نمونه
موجود در سرم رقیق anti-dsDNA IgGمقدار 

)(IU/mlنشده
(%)ریکاوري 

8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 
1708.38108.0117.5115.5

2755.9112.5116.9115.4

3577.79100.594.993.9

) واکنش متقاطع:6
. مشاهده نشد) 12) و ارتریت روماتوئید ( تعداد= 20بت از نظر آنتی بادي هاي علیه اسکلرودرما ( تعداد= ثمهاي واکنش متقاطعی سرمی با سرم 
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به صورت شماتیکdsDNAهیعلIgGآنتی بادي روش انجام آزمایش 
.رقیق کنید101به1نمونه ها را با کمک محلول رقیق کننده نمونه به نسبت 

dsDNAاختصاصیهايچاهکهاي کوت شده با آنتی ژن

نمونه کنترل ها استانداردها محلولها
- - میکرولیتر100 هااستاندارد
- میکرولیتر100 - کنترل ها

میکرولیتر100 - - آماده شدهنمونه
برچسب پلیت را انکوبه نمایید. اتاقدقیقه در دماي60دهانه چاهک ها را با چسب مخصوص پلیت بپوشانید و آن را به مدت 

ید.یبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشوبرداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 نژوگهوآنزیم ک

برچسب پلیت را انکوبه نمایید. اتاق دمايدقیقه در 30دهانه چاهک ها را با چسب مخصوص پلیت بپوشانید و آن را به مدت 
ید.یبار چاهکها را بشو5،طبق دستور شستشوبرداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.قرار دهید دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی 15پلیت را به مدت 

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) 630(و در صورت امکان نانومتر450جذب نوري چاهکها را در مقابل بلانک و در طول موج 

قرائت کنید.


