
 

 

 

 
   

 در سرم انسان Folate گیریاندازهکیت 
Folate ELISA Kit 96t  

Cat. No: 6524-96 / Rev: E7 (1405/07/07) 
 

 مقدمه:

به  (Folate)فولات   وکه   در  شودمی شناخته    زین  B9  نیتامی عنوان 

رشد لوله   ،فرایندهای زیستی متعدد و مهمی مانند سنتز اسیدهای نوکلئیک

جنین   طبو  عصبی  خونی  سلول  یع یعملکرد  استهای  نرمال   . مؤثر  سطح 

و رژیم غذایی مناسب است. آن در روده    یعی جذب طب   ازمندیفولات خون ن

شرایط فولات   افتیدر  درها  سلول  ییتوانا  ،B12  نیتام یو  هی اول  ودکمب  در 

م و  در چنین شرایطی  شود وی مختل  با  است  B12  نیتامی درمان  . ضروری 

حاملگ  میزان  بررسی در  همول  یاب یارز  ،ی فولات    ی آنم  و  کی تیاختلالات 

دارد.  کی مگالوبلاست در    کمبود  اهمیت  حامله،    درصد  33فولات  زنان  از 

الکل   یاری بس ب  های از  می   اکیسل   هاییماریو  شود. سطوح  و کرون مشاهده 

ب  دی اس  کی فول  یسرم  افتهی  شیافزا در  است  آنم   مارانیممکن   می وخ  یبا 

گیری غلظت فولات در سرم انسان اندازه حیطه کاربرد این کیت   شود.  دهید

 می باشد. 

 

 : اصول آزمایش

پا  نیا بر  است  یرقابتالایزای    هیتست  شده   یسازحرکتیب.  طراحی 

شده در کف   تیتثب  نی دی استرپتاو  نیتوسط واکنش ب   یمنیا  هایکمپلکس 

آنت و    براتور یسرم و کال  یها. نمونهردیپذیصورت م  لهین یوتیب  بادیی چاهک 

غ  ژنی آنت  ی)حاو و  آنز  فولات  ،( رکونژوگهیآزاد  با  و   HRP  میکونژوگه 

بیوتینیله شده ضد فولاتآنتی   هاژنی . آنت شوندی اضافه م  هابه چاهک   بادی 

آنت   یبرا به  استرپتاو   لهینی وتیب فولات  ضد    یبادی اتصال  به  کف    نیدیکه 

با   است  شده  متصل  م  گریکدی چاهک  تخل کنند ی رقابت  از  پس  و    هی . 

سپس    و(  HRP  میآنز  یچاهک، با افزودن محلول رنگزا )سوبسترا  یشستشو

متوقف  نهامحلول  محصول  ب  شودی م  دیتول  ییکننده،    زان یم  نیشتریکه 

 شدت  جهی و در نت   رنگ   زانیم نانومتر دارد.    450موج  را در طول   یجذب نور

ها ارتباط معکوس دارد.  ربراتو یکالیا    و  با غلظت فولات در نمونه  نوری  جذب

نها منحن  تیدر  کمک  به  نمونه  هر  در  فولات  محاسبه   یغلظت  استاندارد 

 گردد. ی م
 

 : محتویات کیت
  تثبیت شده. نیدیاسترپتاوتستی حاوی  96پلیت میکرو  (1

،  9  ،3،  1  ،0  هایتبا غلظشش ویال    :Cal A-F)   (Folateهایکالیبراتور  (2

   . ng/mL  30و  18

  6ویال    یک:  (Folate Enzyme Conjugate)  آنزیمی  وگهژنوک  (3

 در بافر. HRP آنزیم متصل به ژنآنتی  لیتری حاویمیلی 

بژونک  (4  6  الیو  یک:  (Folate Biotin Conjugate)  ین یوتیوگه 

 . در بافربادی بیوتینیله آنتی  یحاو یتریلی ل یم

  13ویال    یک:  (Folate Releasing Agent)کننده  آزاد  محلول  (5

 لیتری. میلی 

 7/0ویال    یک:  (Folate Stabilizing Agent)کننده  پایدار  حلولم  (6

 لیتری. یلی م

خنثی   (7   12ویال    یک:  (Folate Neutralizing Buffer)  کنندهبافر 

 لیتری. میلی 

 . یترلیی ل یم 20 الیو کی(: Wash Solution-50X( محلول شستشو )8

 . یترلییل یم 12 الیو کی: (Substrate Solution)( محلول رنگزا 9

متوقف 10 محلول  :  Stop Solution)  واکنش  کننده(    12  الیو  کی( 

 . یترلیی ل یم

  .لیتریمیلی 5/0( ی: ویال)ها(Folate Control) ( محلول کنترل11

 ورق.  یک: تی( برچسب مخصوص پل 12

شوند.    ینگهدار  گرادی درجه سانت  8تا    2  دمای  در  هامحلول  هی: کل 1  توجه

 .است یقابل نگهدار  زیاتاق ن  یکننده در دمامحلول متوقف 

 درج گردیده است. COAمقادیر کنترل)ها( در  :2توجه 

 

 باشند:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمي

 نانومتر )فیلتر مرجع(.    630و  450گر پلیت دارای فیلتر ( دستگاه خوانش 1

 ( سمپلر کالیبره. 2

 ( آب مقطر دیونیزه. 3

 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

لذا  است؛    دهیگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده در هم  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو(  1

سا  از با  مشترک  د  یهاشماره   ای  و  هاتیک   ریاستفاده   جداً  گریساخت 

 کنید.  یخوددار

محلول 2 تمام  محلول(  از  هستند.  پایدار  کیت  انقضاء  زمان  تا  که ها  هایی 

 ها گذشته است استفاده نکنید. تاریخ انقضاء آن 

 ها در معرض نور مستقیم قرار نگیرند. ( توجه فرمایید که محلول3

منف  ی انسان   شاءمن با    تیکاین    اتیمحتو (  4 نظر  دن بو  یاز 

HIV1/2،HBsAg     وHCV  مورد   تشخیص قطعی  ولی  ؛اندشده  بررسی   در 

بیماریبودن    یمنف  عفونی  عوامل  روش   زاتمام  از  استفاده  متداول  با  های 

پذیر   امکان  بنابراستی نآزمایشگاهی  و    نی.  آلودگی  احتمال  به  توجه  با 

با بیماری  مطابق  باید  آزمایش  مراحل  تمام  کیت،  محتویات    زایی 

 د. نانجام شو یمن یا یهادستورالعمل 

در هنگام کار با و   است  یدر هنگام کار الزام   نکیاستفاده از دستکش و ع (  5

ریخته نقاط بدن    ریسا  ایصورت    ر رویبآن    اتی که محتو  دییدقت فرما  تیک

 . کنید جلوگیری مخاط جداً  ریبا دهان و سامواد از تماس  نشود.

ب(  6 سمپلرهای  هاچاهک  ،هاکنترل  ماران،ینمونه  سر  با  و  شده    د یاستفاده 

پسماندهابه شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  دفع    الزاماتمطابق 

 گردند. امحاء  یعفون یپسماندها

 

 سازی و نگهداری نمونه:آوری، آمادهجمع 

به 1 فرد  بودن  ناشتا  است.  سرم  آزمایش  این  برای  مناسب  نمونه  هنگام   ( 

دست آمده تأثیرگذار خواهد بود. نمونه خون گیری در درستی نتایج به نمونه 

گیری سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از با استفاده از تکنیک استاندارد خون 

( خون  کامل  شدن  سلول  60تا    30لخته  از  شود.  دقیقه(  جدا  خونی  های 

  .د یاستفاده نکن زیهمولو  کیم یپل ک،ی کتریا یهااز نمونه حتی الامکان 

کنند، را دریافت می   (mg/day 5˃)( در افرادی که دوز بالایی از بیوتین  2

باید حداقل  نمونه  انجام    8گیری  بیوتین  دوز  آخرین  دریافت  از  ساعت پس 

 شود. 

تا   2  دمای  روز در  2تا    هانمونه   .بسته باشد  کاملاً  دیها بانمونه ظرف  درب  (  3

قابل  گراد  ی جه سانترد  -20  یدر دماروز    7گراد و حداکثر تا  ی درجه سانت  8

ها خودداری از منجمد و ذوب کردن مکرر نمونه .  نگهداری و استفاده هستند

 کنید. 

 
 ها:  سازی و نگهداری معرف آماده

آماده 1 شستشو:(  محلول  نگهداری  و  محلول میلی  20حجم    سازی  از  لیتر 

به    (50X)شستشو   از  میلی   980را  پس  و  اضافه  دیونیزه  مقطر  آب  لیتر 

دمای  آماده  در  سانتی   8تا    2سازی  صورت درجه  در  کنید.  نگهداری  گراد 

گراد سانتی  درجه  37ماری  مشاهده رسوب در محلول شستشو، آن را در بن 

در کدورت  مشاهده  صورت  در  شود.  حل  رسوب  تا  دهید  محلول   قرار 

 شستشو، از مصرف آن خودداری کنید. 

آماده 2 استخراج:  (  محلول  با محلول سازی  را  آزادکننده  و  پایدارکننده  های 

)  1:39نسبت   نمایید  مثال،  به مخلوط  محلول   100عنوان  میکرولیتر 

آزادکنندهمیلی   9/3  بهپایدارکننده   محلول  نمایید  لیتر  توصیه  اضافه   )

   .تهیه شودو به مقدار نیاز شود که این محلول قبل از مصرف می 

نمونه:(  3 نمونه   استخراج  تعداد  آزمایش  به  لوله  بیمار،  تهیه  ای  شیشه های 

لوله   هر  به  نمونه  µl  100نمایید.  استخراج  µl  50  و  از  محلول  آماده    از 

 3مدت  هر بار به  ورتکسسه بار  اضافه کرده و پس از مخلوط کردن )  مصرف

نمایید. سپس  15  به مدت(  ثانیه  5تا   انکوبه  اتاق  دمای  در  از    µl50دقیقه 

مخلوط کردن )سه بار ورتکس  پس از ها رالوله  کنید. کننده اضافهبافر خنثی 

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید.   5مدت به  ثانیه( 5تا  3  مدتهر بار به

آماده مصرف می کالیبراتورها و کنترل   نکته: به استخراج  ها  باشند و احتیاج 

 ندارند. 

 در لوله های تیره انجام شود.  Folateنگهداری نمونه های  توجه:

شود  ی م شنهادیپروسسور پ زایدر دستگاه الا تیجهت استفاده از ک توجه:

لاندا نمونه    200جهت استخراج دو برابر شود )  باتیحجم استفاده از ترک

 . کننده( یلاندا محلول ختث 100 لاندا محلول استخراج + 100+

 

   روش انجام آزمایش:

نمونه و  کیت  اجزاء  تمام  که  شوید  مطمئن  آزمایش  از شروع  به قبل  ها 

ها ها، کنترل اند. کالیبراتور گراد( رسیده درجه سانتی   28تا    22دمای اتاق )

 آرامی یکنواخت کنید. بار سر و ته کردن به  5ها را با و نمونه 

ن  یهاچاهک   تعداد(  1 بردا  یبرا  ازیمورد  را  تست  بقرید  انجام    ه یو 

درب آن   دهید،قرار    یوم ینی آلوم  سهیدر ک  ریگهمراه رطوبترا  ها  چاهک 

 . ی کنیدگراد نگهدار ی درجه سانت  8تا  2 یرا بسته و در دما

  های استخراج شده نمونه  و ، کنترلها کالیبراتور میکرولیتر از  50  حجم  (2

  کالیبراتور   ایاز هر نمونه  بریزید. بهتر است که    نظر  موردهای  در چاهک   را

 شود.  ختهیها ردر چاهک دوتایی )دوپلیکیت(  صورتبه

از محلول    50  حجم  (3 اضافه    به هر  آنزیمی  کونژوگهمیکرولیتر  چاهک 

 . تکان دهید یآرام به سطح میز ثانیه روی  30مدت  و پلیت را به کنید

به هر چاهک    50( حجم  4 بیوتینی  اضافه میکرولیتر از محلول کونژوگه 

 . دی تکان ده یآرامبه زیسطح م یرو هیثان 30مدت بهرا  تیپل کنید و 

  دقیقه   60  مدت  به  بپوشانید و  پلیت  ها را با برچسب مخصوصچاهک  (5

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. 

کردنچاهک   اتیمحتو  (6 وارونه  با  را  آسپیراسیون  ها  .  دی کن  تخلیه  یا 

چاهک  راسپس  با    3  ها  مرتبه  هر  و  محلول    تری لکرو یم  300مرتبه 

آماده شستشو )بخش  شده،  آماده  معرف ی  بفرمایید(  سازی  مطالعه  را  ها 

به دیی بشو اگر شستشو  دست.  انتهای م   انجام  یصورت  در  شستشو    یشود 

رو  تیپل   یآرامبه بر  رطوبت  یرا  انجام  به   .دیبزن  ریگدستمال  منظور 

ها، مطابق با فیلم قرار داده شده در شستشوی مناسب و استاندارد چاهک 

 اقدام نمایید.  1سایت شرکتوب

و   ها بریزیدچاهک   درون تمامرنگزا    محلول  از  میکرولیتر  100  حجم  (7

از تکان    .دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه کنید  03مدت  پلیت را به

 دادن پلیت در این مرحله خودداری نمایید. 

دست آمد،  به   2کمتر از    براتوری کال  یجذب نور  زانیم  نیاگر بالاترتوجه:  

انکوباستوانید  می  به  ونیزمان  را  رنگزا    ش یافزا  قه یدق  15مدت    محلول 

 . دیده

متوقف   میکرولیتر  50  حجم  (8 چاهک محلول  کلیه  به  اضافه  کننده  ها 

رنگ آبی آن به    تکان دهید تا  یآرامبه ثانیه    20به مدت  کنید و پلیت را  

  .زرد تبدیل شود

 
1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 

 

 



 

 

 

 
   

در  مقدار    (9 چاهک  هر  برای  را  نوری  نانومتر   450  موجطولجذب 

تا   متوقف    15حداکثر  از  بعد  بخوانیددقیقه   موجطول )از    کردن واکنش 

   نانومتر استفاده کنید(. 620-630س رفران

روش   به  غلظت  محاسبه  آزمایش  این  )یا   4PLو    Point to Pointدر 

Logit-logاست اجرا  قابل  روش  (  از  استفاده  صورت  در  غلظت    4PL؛ 

)به   Aکالیبراتور   کوچک  عددی  مثال  را  نظر ng/mL 0.01عنوان  در   )

نمونه ارائه    عنوانبهمیزان جذب و نمودار کالیبراتورهای این کیت      بگیرد.

  شده است.

 

 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 Folate تست الایزای   یانتظار برامقادیر مورد 
 

به را  تست  این  برای  انتظار  مورد  مقادیر  کیت،  تولیدکننده  قرار   شرکت 

باید  نظر  مورد  آنالیت  برای  مقادیر  این  اگرچه،  است.  زیر مشخص کرده 

 توسط آزمایشگاه تعیین گردد.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 های کنترل کیفيپارامتر
 

 (Within Run)دور آزمون دقت درون-( بررسي دقت1

درون  با  دقت  سرم  نمونه  سه  از  حاصل  نتایج  تکرارپذیری  ارزیابی  با  دور 

بار تکرار    20کاری )های متفاوت و سه سطح کنترل در یک نوبتغلظت

آزمایش   این  در  پذیرش  معیار  شد.  بررسی  نمونه(  هر   CV˂12%برای 

 است.

 
 
 
 

 

 (Between Run)دور آزمون دقت بین-( بررسي دقت2

های  دور با ارزیابی تجدیدپذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم با غلظتدقت بین

در   کنترل  سه سطح  و  )نوبت  4متفاوت  هر   5کاری  در  نمونه  هر  برای  تکرار  بار 

 است. CV˂12%کاری( بررسی شد. معیار پذیرش در این آزمایش نوبت

 

 

 

 
 

 (Recovery)بازیابي آزمون -يدرست ي( بررس3
یکدیگر   با  مساوی  نسبت  به  نمونه سرم  دو  آزمون،  ازاء هر  به  آزمایش  این  در 

گیری شد. معیار پذیرش  دست آمده اندازه در ترکیب به  Folateترکیب و سطح  

 . نسبت به نتیجه مورد انتظار است Bias˂19.20%در این آزمایش، 

 
 

 

 

 

 (Linearity)آزمون خطي بودن -( بررسي درستي4

غلظت   تست،  این  رقت  Folateدر  تعیین  در  برای  سرم  نمونه  مختلف  های 

اندازه  کیت  بودن  شد.خطی  ا   رشیپذ  اریمع   گیری    ش یآزما  نیدر 

Bias˂19.20% است. 

 

 

 

 
 
 
 
 

  (Comparison of Methods) هامقایسه روش  -( بررسي درستي5

میزان   کیت،  این  نتایج  درستی  بررسی  با    100در    Folateجهت  سرم  نمونه 

گیری شد و نتایج آن با کیت مرجع مقایسه و  مقادیر پایین، نرمال و بالا اندازه 

از دو کیت، بر اساس روش پیرسون،  آمدهدستبه ی بین نتایج همبستگضریب  

این آزمایش به صورت زیر تعریف    995/0 محاسبه گردید. معیار پذیرش برای 

 شده است: 

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

    (Interference) ( بررسي تداخلات6

در سنجش رایج  تداخلات  درصد  زیر،  فرمول  اساس  ارزیابی   Folate بر  مورد 

 قرار گرفت:

 
 

 

نتا  اساس  هموگلوبدستبه  جیبر  ب250تا    نیآمده  و    15تا    نیروبیل ی، 

 . سنجش ندارد جهی بر نت  یریتأث تریلی گرم بر دسی ل یم 250تا  دیسریگل یتر

 

  (Sensitivity) ( بررسي حساسیت7

  Limit of Blankو  Limit of Detection  (LOD)حساسیت کیت بر اساس  

(LOB)  با برابر  و  از فرمول زیر محاسبه شد  تعیین   ng/mL  52/0  با استفاده 

 . گردید
 

LOD = LOB + 1.645 SDs 
LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 
(s: Diluted sample & b: Blank) 

 
 (Stability)( بررسي پایداری 8

Accelerated Stability Test  :کیت پایداری    در   هفته  4  مدت  به  بررسی 

   گراد.سانتی  درجه 37 دمای

In Use Stability Test  :کیت پایداری   درب  کردن  باز  از   پس  بررسی 

 گراد. سانتی  درجه 4 دمای در هفته 8 مدت به ها،محلول 

Shelf Stability Test : دمای سال در 2 مدت به کیت عدد 8بررسی پایداری 

   باشد.می  بار یک ماه سه صورت هر ارزیابی نتایج به  و گرادسانتی  درجه 4

 هایزمان   در  مورد نظر  کیت که  دهدی نشان م   یداریپا   یمطالعات مختلف بررس

آزما   رشیپذ  اریمع است.    پایدار  شدهمشخص  تع  یهاشیدر  به    ن ییمربوط 

  .درصد است 20تغییر نتایج کمتر از  ،یداریپا

 
 

 

 

 علائم استفاده شده در برچسب کالاها

 

Authorized representative in 

the European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 
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با   است  بروز هرگونه مشکل خواهشمند  بر  شماره در صورت  مندرج  های 

 تماس بگیرید.  (بخش پشتیبانی )روی جعبه 

توانید کنید، می های الایزا پروسسور استفاده می چنانچه از دستگاه   توجه:

 تنظیمات دستگاه خود را از شرکت دریافت نمایید. 

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 2.803 

2.850 0 
B1 2.897 

Cal. B 
C1 2.272 

2.310 1 
D1 2.348 

Cal. C 
E1 1.540 

1.570 3 
F1 1.600 

Cal. D 
G1 0.962 

0.990 9 
H1 1.018 

Cal. E 
A2 0.555 

0.580 18 
B2 0.605 

Cal. F 
C2 0.263 

0.280 30 
D2 0.297 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 5.35 10.25 7.80 7.79 99.8 

2 24. 70  5.35 14.71 14.97 101.7 

3 10.25 24. 70  17.16 17.31 100.8 

 

Normal Range (ng /mL) 

(ng/mL) 4.5 - 32.2 Male 

(ng/mL) 4.8 – 37.3 Female 

1 ng/mL = 2.266 nmol/L 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias  

1 5.46 -1.8 2.4 -2.1 -1.9 

2 10.22 -3.1 -1.3 2.4 -2.3 

3 21.18 2.6 -1.9 2.7 -2.1 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl.   

3  

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 2.80 9.08 24.00 2.98 10. 2 28.14 

SD (ng/mL) 0.16 0.44 1.2 0.14 0.47 1.3 

CV (%) 5.7 4.8 5.0 4.7 4.6 4.6 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl.   

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 2.24 7.44 21.84 2.10 6.14 26.05 

SD (ng/mL) 0.13 0.38 1.13 0.11 0.30 1.41 

CV (%) 5.8 5.1 5.1 5.2 4.8 5.4 

 

 درصد تداخل = 
میانگین غلظت بعد از افزودن آنالیت   -میانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت مداخله گر 

 مداخله گر
 میانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت مداخله گر 
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