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1.0 INTRODUZIO
 
Uso previsto: Te
quantitativa della 
siero umano. 
 
2.0 SPIEGAZION
 
L’assunzione di Aci
alla conoscenza de
vitamine del gruppo
molte funzioni corp
non solo negli anzia
è associata all’ane
neurale (DNT), e a m
 
L’acido folico svolge
ed è dunque vitale
comuni causate da
neurale. Con un r
l’acido folico è utile 
altri periodi di rapida
L’acido folico svolg
dell’omocisteina, fat
con predisposizione
tumore possono ben
 
Fonti di folati sono i 
fortificati. La pratica
folico aumenta la b
presenti in circolo in
stabili di altre. L’aci
comuni; il secondo
maggiori nel siero. 
Metiltetraido folato è
analisi.4,5   
 
Le proteine leganti 
folati. In circolazion
legame alla superfi
circolazione. Quest
capacità di legare d
il N-Metiltetraido fo
legante i folati è ma
prodotti presenti og
estrazione per rilasc
il folato.5,6   
 
In passato i folati s
metodi quali analis
tecniche HPLC-MS.
importanza e di co
una crescita nella do
 
 

Folati Test System
ce Prodotto:  7525

ONE 

est colorimetrico per la
concentrazione di Folat

NE DEL TEST 

do Folico è aumentata negl
ei suoi numerosi benefici.  
o B, l’acido folico, o Vitamina
poree e la sua carenza può
ani, ma anche nei bambini. L
emia megaloblastica, a dis
malattie cardiovascolari.1,2,3 

e un ruolo importante nello 
e nelle fasi della crescita. 
alla carenza di folati sono
ruolo vitale nella sintesi d
come supplemento durante

a divisione cellulare. 
ge anche un ruolo vitale 
ttore di rischio cardiovascola
e a malattie cardiovascolari 
neficiare della sua integrazio

vegetali a foglia verde, legu
a di fortificare le farine alim
iodisponibilità per l’assorbim
n forme differenti, alcune de
ido folico e il N-Metiltetraido
o è più stabile e si trova 

A causa della stabilità de
è la forma su cui ci si foca

i folati sono responsabili de
e ne esistono due forme: u
cie cellulare e l’altra forma
te proteine leganti i folati
ifferenti derivati dei folati inc
lato. L’interazione tra acido

aggiore di quella con il N-M
ggi sul mercato richiedono
ciare i derivati del folato dal

sono stati quantificati nei ca
i microbiologiche, procedur
. L’incremento di conoscenz

onseguenza l’assunzione di 
omanda per metodi impleme

 
m 
5-300 

a determinazione 
i in campioni di 

i ultimi anni grazie 
Appartenente alle 

a B9 è coinvolto in 
ò causare malattie 
La carenza di folati 
sfunzioni del tubo 

sviluppo cerebrale 
Le disfunzioni più 
o quelle del tubo 
dell’acido nucleico, 
 la gravidanza e in 

nel metabolismo 
are. Anche individui 
e diverse forme di 

one.  1,2,4 

mi, fagioli e cereali 
mentari con acido 

mento. I folati sono 
elle quali sono più 
o folato sono i più 

in concentrazioni 
lla molecola, il N-
lizza nei metodi di 

el metabolismo dei 
na forma aiuta nel 

a solubile esiste in 
 hanno inoltre la 

clusi l’acido folico e 
o folico e proteina 
etiltetraido folato. I 

o un passaggio di 
la proteina legante 

ampioni utilizzando 
re bio-specifiche e 
ze sui folati, la loro 

folati, ha causato 
entati di analisi.4 
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 PRINCIPIO 

mpetitive Binding Protein A
agenti essenziali richiesti pe

mprendono proteine legant
gene e antigene nativo.
ima-antigene, la proteina
tenente l’antigene nativo

mpetizione tra l’antigene nat
un numero limitato di siti leg
uente equazione:  

EnzAg  +  Ag  +  BPBtn   

Btn = Biotinylated Binding Pro
= Native Antigen (Variable Q

Ag = Enzyme-antigen Conjug
Btn = Antigen-Binding Protein
AgBPBtn= Enzyme-Antigen-B
=  Rate Constant of Associat

= Rate Constant of Disassoc

ka / k-a = Equilibrium Const
ntemporaneamente avviene 

proteina legante e la strepta
po decantazione o aspirazio
zione legata della proteina le

AbBtn + EnzAgBPBtn + Strepta
eptavidinCW = Streptavidin im
mobilized complex = sandw
face 
ttività enzimatica nella frazio
ersamente proporzionale a
vo. Utilizzando diversi sier
a di antigene, può essere ge
è possibile determinare la

mpione in esame.  

 REAGENTI  

teriale fornito: 
Set di Calibratori Folati – 1
Sei (6) flaconi di calibratori p
0 (A), 1.0 (B), 2.5 (C), 5.0
Contengono conservanti. Co
Nota: I calibratori basati su
utilizzando una preparazion
folato altamente purificato. 

Folati Reagente Enzimatico
Un (1) flacone di perossidas
matrice stabilizzata di 
Conservare a 2-8°C. 
Folati Reagente Biotina – 7
Un (1) flacone di reagen
biotinilati purificati coniugat
Contiene conservanti. Conse
Piastra coattata con Strept
Una micropiastra da 96 po
conservata in un sacchet
Conservare a 2-8C. 

Soluzione di lavaggio conc
Un (1) flacone contenente
Contiene conservanti. Conse
Reagente Substrato – 12m
Un (1) flacone contenen
perossido d’idrogeno (H2O2)
Soluzione Stop – 8ml/fiala
Un (1) flacone contenente
Conservare a 2-8°C.  

Agente di Rilascio – 14ml/f
Un (1) flacone contenente u
cianuro di potassio. Conserv

Assay (TYPE 8): 
er un dosaggio competitivo l
ti specifiche, coniugato e
Una volta miscelati il con
 legante biotinilata e il
o, avviene una reazio
ivo e il coniugato enzima-an
ganti. L’interazione è illustrat

ka 

  AgBPBtn +  EnzAgBPBtn

k-a 
otein (Constant Quantity) 
Quantity) 
gate (Constant Quantity) 
 Complex 
inding Protein Complex 
tion 

ciation 

tant 
una reazione tra la biotina

avidina immobilizzata sulla p
one avviene la separazione
gante.  

vidinCW  immobilized comp
mmobilized on well 
wich complex bound to the

one legata della proteina leg
alla concentrazione dell’an
ri di riferimento di concentr
enerata una curva di riferime
a concentrazione dell’antige

1ml/fiala - Icone A-F 
per folati  ad una concentraz
(D), 10.0 (E), e 25.0 (F) in

onservare a 2-8C.   
u siero umano sono stati c
e di riferimento con N-Metilt

o – 7.0 ml/fiala – Icona 
 

E 

si di rafano (HPR) coniugata
proteine con colorante 

7.0 ml/fiala - Icona  
nte con proteina legante 
to in buffer con colorante 
ervare a 2-8C. 
tavidina – 96 pozzetti –Icon
zzetti coattata con streptav
tto di alluminio con essic

centrata – 20ml/fiala - Icon
e tensioattivo in soluzione 
ervare a 2-8C. 

ml/fiala - Icona SN 
nte tetrametilbenzidina (TM
) in tampone.  Conservare a
- Icona STOP  

e un acido forte (0.5M H

fiala - Icona  
na base forte (idrossido di s

vare  a 2-8°C. 

legante 
enzima-
niugato 
 siero 
ne di 
ntigene 
ta dalla 

 legata  
piastra. 
e della 

plex 

e solid 

gante è 
ntigene 
razione 
ento da 
ene nel 

zione di 
 ng/ml. 

calibrati 
tetraido 

 
a in una 

rosso. 

i folati 
verde. 

na  
vidina e 
ccante. 

a  
salina. 

MB) e 
2-8C. 

H2SO4). 

sodio) e 

I. Agente Stab
Un (1) flaco
Conservare 

J. Buffer Neut
Un (1) flaco
campione. C

K. Istruzioni p
 
Nota 1: Non uti
Nota 2: Evitar

calore. I re
conservati 
indicata sul

Nota 3: I reage
pozzetti. 

 
4.1 Richiesto m
1. Pipetta in gr

(100l) con 
2. Dispensator

0.350ml (35
3. Dispensator
4. Provette in 

controllo e d
5. Lavatore pe
6. Lettore per 

450 nm (lun
7. Carta assorb
8. Involucro d

passaggi di 
9. Aspiratore (o
10. Timer. 
11. Controlli di q

 
5.0 PRECAU

Non per uso 
 
Gli standard pr
reattivi per la pr
metodo attualm
che questi age
considerati co
maneggiati con 
 
Smaltire i com
locali o statali.
 
6.0 RACCOL
 
I campioni poss
normali precauz
accurato attrav
campione di m
venosa in una 
sottovuoto cont
coaguli. Centrif
dalle cellule. 
 
I campioni poss
(2) giorni. Se 
tempo, può ess
di apparecchiat
scongelamenti. 
campione.  
 
7.0 CONTRO
 
Ogni laborator
normali e alti pe
devono essere
determinati in o
qualità per se
statistici adegu
trend. Il labora
prestazione del
dovrebbe esse
deviazione sign
cambiamento 

bilizzante – 0.7 ml/ fiala - Ic
one contenente tris(2-carbo
a 2-8°C. 

tralizzante – 7 ml/ fiala - Ico
one con buffer che abbass
Conservare  a 2-8°C. 
per l’uso 

lizzare i reagenti oltre la data
re l’esposizione prolungata 
eagenti aperti sono stab
a 2-8C. La stabilità del k
ll’etichetta. 
enti sono sufficienti per una

ma non fornito: 
rado di erogare volumi di 0.0
una precisione maggiore di 

re per erogazioni ripetitive 
0l) volumi con una precisio
re a volume variabile (200-10

vetro per la preparazion
del campione del paziente. 
r micropiastre o bottiglia a sp
micropiastre in grado di leg
ghezza d'onda di riferimento
bente per asciugare i pozzet

di plastica o coperchio pe
incubazione. 
optional) per le fasi di lavagg

qualità interni. 

ZIONI 
 

Per Uso Diagnostico in 
interno o esterno su sogg

esenti nel kit sono stati test
resenza di HBsAg, HIV 1&2 

mente disponibile può offrire a
nti siano assenti, tutti gli st
me potenzialmente infetti
le normali precauzioni. 

mponenti del kit in base a
. 

LTA E PREPARAZIONE

sono essere siero, plasma o
zioni nella raccolta dei cam
verso cui stabilire valori 

mattina a digiuno. Raccoglie
provetta (con o senza addi
tenenti eparina (plasma). L
ugare il campione per sepa

sono essere conservati a 2-8
il campione non è testato 

sere conservato a -20oC fino 
ture contaminate. Evitare r

Se testato in doppio, è

OLLO QUALITÀ  

rio dovrebbe testare cont
er monitorare le prestazioni d
e trattati come ignoti ed i 
ogni test effettuato. Creare d
guire le prestazioni dei re

uati dovrebbero essere imp
atorio dovrebbe fissare i li
l test. Inoltre, la capacità d
ere coerente con l’espe
nificativa dalle prestazioni st
inavvertito nelle condizion

cona  
ossietil)fosfina (TCEP). 

ona  
sa il pH dell’estrazione 

a di scadenza.  
a fonti luminose e di 

bili per 60 giorni se 
it e dei componenti è 

a singola piastra da 96 

050ml (50l) e 0.100ml 
1.5%. 
di 0.100ml (100l) e 

one maggiore di 1.5%. 
000µl) per il coniugato.  
e del calibratore, del 

pruzzetta (optional). 
ggere ad assorbanza di 
o 620 nm). 
tti della micropiastra. 
er micropiastra per i 

gio. 

Vitro 
getti umani o animali 

tati e sono risultati non 
e HCV. Poiché nessun 

assicurazione completa 
tandard devono essere 
vi e devono essere 

alle regolamentazioni 

E DEI CAMPIONI 

o sangue. Osservare le 
pioni. Per un confronto 
normali, prelevare il 

re il campione per via 
tivi) oppure in provette 

Lasciare che il sangue 
rare il siero o il plasma 

8oC al massimo per due 
entro questo lasso di 
a 7 giorni. Evitare l’uso 

ripetuti congelamenti e 
è richiesto 0.100ml di 

rolli con livelli bassi, 
del test. Questi controlli 
valori devono essere 

delle tabelle di controllo 
eagenti forniti. Metodi 
piegati per verificare i 
imiti di accettabilità di 
i assorbanza massima 
rienza passata. Una 
tabilite può indicare un 

ni sperimentali o una 

degradazione dei reagenti
determinare il motivo delle v
 
8.0 PREPARAZIONE
 
1. Wash Buffer 

Diluire il contenuto dell
acqua distillata  o deio
conservazione. Il Buffe
30°C fino a 60 giorni. 

2. AGENTE DI ESTRAZIO
Aggiungere un’aliquota 
una soluzione diluita a 
rilascio). Per esempio, p
0.100 (1000µl) di age
agente di rilascio. 

3. ESTRAZIONE DEL CAM
Preparare abbastanza 
calibratori. Dispensare 
provetta. Pipettare 0.0
preparato in ogni prov
addizione. Lasciare che
Dopo i 15 minuti d
neutralizzante, agitare (
neutralizzante  e la mis
completi per altri 5 minu
 

 
Nota 1: Non utilizzare la 

colorazione blu. 
Nota 2: Non utilizzare rea

sviluppo batterico. 
Nota 3:  Si raccomanda l’u
Nota 4: È estremamente

accurata il volume co
pipettare toccando il c

 
9.0 PROCEDURA DEL
 
Prima di procedere con il t
calibratori a temperatura am
** Il test deve essere eseg
 
1. Preparare tutti i campio

del Campione” nella sez
aspettare 5 minuti prim
la reazione di neutraliz

2. Preparare il numero ad
calibratori, controlli e s
doppio. Riporre i pozz
alluminio, sigillare e co

3. Pipettare 0.050 ml (50µ
pozzetto assegnato. 

4. Aggiungere 0.050 ml (
ogni pozzetto.  

5. Agitare gentilmente la p
6. Aggiungere 0.050 ml (5

pozzetto. 
7. Agitare gentilmente la p
8. Coprire e incubare per 4
9. Eliminare il contenuto

aspirazione. Se per de
pozzetti su carta assorb

10. Aggiungere 0.350ml (3
sezione Preparazione d
asciugare) o aspirare. R
di tre (3) lavaggi. Per 
lavatore manuale o au
del produttore. Se si u
tra un pozzetto e l’altro

11. Aggiungere 0.100 ml (
pozzetto. Aggiungere 
ordine in modo da mi
reazione tra un pozzet
NON AGITARE LA PIASTR

12. Incubare a temperatura 
13. Aggiungere 0.050ml (50

agitare gentilmente la p
sempre i reagenti n
minimizzare le differe
pozzetto e l’altro.  

i del kit. Utilizzare reagent
variazioni. 

E DEI REAGENTI 

a soluzione di lavaggio a 1
nizzata in un contenitore ad

er diluito può essere conse

ONE 
di agente stabilizzante pe
1/40 (agente stabilizzante 

per ottenere 4 ml (4000 µl) 
nte stabilizzante a 3.9ml 

MPIONE (vd. nota 3) 
provette per campioni, 
0.10ml (100µl) di camp

50ml (50µl) dell’agente di 
vetta, agitare (vd. nota 3) 
e avvenga la reazione per
dispensare 0.50ml (50µl) 
(vd. nota 3). Dopo l’aggiunta
scelazione, lasciare che la 

uti prima di dispensare nei po

soluzione substrato se as

agenti contaminati o che p

utilizzo di un Vortex.  
e importante dispensare i
orretto con una pipetta c

collo della provetta in vetro

L TEST 

test portare tutti i reagenti, i 
mbiente (20 - 27C).   
guito da un operatore quali

oni seguendo la procedura 
zione “8.0 Preparazione dei
ma di procedere affinché s
zzazione (vd. sopra). 
deguato di pozzetti per il d
siero del paziente da esser
zetti non utilizzati nel sa
onservare a 2-8C. 
µL) di siero, controllo e cali

50µl) di reagente enzimatic

iastra per 20-30 secondi per
50µl) di reagente Folati Biot

iastra per 20-30 secondi per
45 minuti a temperatura amb
o della piastra per decan
ecantazione, picchiettare leg
bente. 
350µl) di soluzione di lavag
dei Reagenti), decantare (pic
Ripetere altre due (2) volte p
il lavaggio è possibile ut

utomatico. Seguire le istruz
utilizza una spruzzetta evit
o. 
(100µl) di reagente substra
sempre i  reagenti  ne

inimizzare le differenze ne
tto e l’altro.  

RA DOPO L’AGGIUNTA DEL SUB
ambiente per venti (20) min

0µl) di soluzione stop in ogni
piastra per 15-20 secondi. A
nello stesso ordine in 
enze nei tempi di reazio

i nuovi per 

1000ml con 
datto per la 
ervato a 2-

r preparare 
/ agente di 
aggiungere 
(3900µl) di 

controlli e 
pione nella 

estrazione 
dopo ogni 

r 15 minuti. 
di buffer 

a del buffer 
reazione si 

ozzetti. 

ssume una 

presentano 

in maniera 
calibrata e 
o inclinata. 

controlli e i 

ificato ** 

“Estrazione 
i Reagenti”; 
si completi 

dosaggio di 
re testati in 
acchetto in 

ibratore nel 

co Folati in 

r miscelare. 
tina in ogni 

r miscelare. 
biente. 
ntazione o 
ggermente i 

ggio (vd. la 
cchiettare e 
er un totale 

tilizzare un 
zioni d’uso 
are schizzi 

ato in ogni 
ello stesso 
ei tempi di 

BSTRATO 
uti. 
i pozzetto e 

Aggiungere 
modo da 

one tra un 



14. Leggere l’assorb
lunghezza d’ond
risultati entro 
soluzione stop.

 
Nota: Diluire i campio

25ng/ml a 1:5
nuovo. 

 
 
10.0 CALCOLO 
 
Utilizzare una curva
di Folati in campioni
1. Registrare l’ass

come indicato ne
2. Riportare l’asso

funzione della ri
carta semilogari
standard prima d

3. Tracciare la migl
4. Per determinare

non noto, identif
campione non n
punto di intersez
(in pg/ml) dall’a
campioni non n
Nel seguente es
la curva standar
(vd. figura 1). 

 
Nota: Per l’elaboraz

software proget
micropiastra. Ac
caso di utilizzo. 

*I dati, la figura e l
Non devono ess
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11.0 PARAMETR
 

banza in ogni pozzetto a 45
da di riferimento di 620-63

trenta (30) minuti da
 

oni la cui concentrazione si 
 con Folati ‘0’ ng/ml calibr

DEI RISULTATI 

a standard per determinare 
i non noti.   
orbanza ottenuta dal letto
ell’esempio 1. 
orbanza di ciascun duplica
ispettiva concentrazione di 
itmica (non fare la media 
di riportare). 
lior curva di calibrazione. 
e la concentrazione di Fola
icare l’assorbanza media de
noto sull’asse verticale del 
zione sulla curva, e leggere
asse orizzontale del grafic
oti possono essere calcola
sempio, l’assorbanza media
rd della concentrazione di 

zione della curva possono e
ttati appositamente per i 
ccertarsi della validazione 

la tabella sotto sono a scop
ere utilizzati per i risultati an

ESEMPIO 1 

W
ell 

N
um

ber

A
bs (A

) 

M
ean

A
bs (B

) 

A1 2.812 
2.839 

B1 2.865 
C1 2.437 

2.455 
D1 2.473 
E1 2.058 

2.055 
F1 2.051 
G1 1.542 

1.518 
H1 1.494 
A2 1.003 

1.015 
B2 1.027 
C2 0.453 

0.485 
D2 0.516 
E2 1.004 

1.021 
F2 1.038 

 

RI Q.C. 

50nm (usando una 
30nm). Leggere i 

all’aggiunta della 

ritiene maggiore di 
ratore e testare di 

la concentrazione 

re di micropiastre 

ato di standard in 
Folati in ng/ml su 
dei duplicati degli 

ati in un campione 
ei duplicati per ogni 

grafico, trovare il 
 la concentrazione 

co (i duplicati dei 
ati come indicato). 
a (1.021) interseca 
Folati a 11.9ng/ml 

essere utilizzati dei 
dosaggi Elisa su 
di tali software in 

po esemplificativo. 
alitici. 

Value 
(ng/m

l) 

0 

1 

2.5 

5 

10 

25 

11.9 
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nché i risultati del test ri
disfatti i seguenti criteri: 
L’assorbanza (OD) del calibr
Quattro su sei pool di contro
range stabiliti. 

0 PRECAUZIONI 

scheda di sicurezza di q
iesta. 

1 Performance 
È importante che il tempo 
stesso per ottenere risultati
L’aggiunta del campione n
per evitare risultati scorretti
Non utilizzare campioni 
contaminati. 
Se si utilizza più di una p
un’altra curva di riferimento
L’aggiunta della soluzione s
cinetica che termina con
Pertanto il substrato e la
aggiunti nella stessa sequ
durante la reazione.  
I lettori di micropiastre misu
fondo dei pozzetti. 
La mancata rimozione della
aspirazione o decantazione
Utilizzare componenti dello
reagenti di lotti differenti.  
Pipettare in maniera accura
temperature richieste sono 
Tutte le norme nazionali a
cui, ma non limitato a, 
devono essere seguite 
l’utilizzo corretto del dispos
È importante calibrare le a
e/o strumenti automatici u
eseguire la manutenzione d
MSDS – come previsto dal
per altri dispositivi poss
Monobind@monobind.com

2 Interpretazione 
L’interpretazione dei ris
personale qualificato. 
I risultati di laboratorio son
la cura del paziente e non 
terapia, in particolare se in 
I reagenti sono stati form
interferenze. Tuttavia una
campioni di siero e i reage
anticorpi eterofili sono spes
è nota la loro problema
immunologici. (Boscato 
antibodies: a problem fo
1988:3427-33). A scopo d
saggio devono essere uti
indagini cliniche e la storia 
Per risultati validi, controlli 
essere compresi nei range 
Se il kit è alterato miscelan
risultati errati, o se i risulta
non corretta, Monobind non
Se si utilizza un software
calibratori devono cadere 
assegnate. 

0 VALORI ATTESI 

accordo con intervalli di riferim
a, i range attesi per il test

st System sono specificati ne

TAB
Valori attesi p

Popolazione Normale

sultino attendibili devono 

ratore 0 pg/ml deve essere >
ollo qualità devono rientrare 

questo prodotto è disponib

di reazione in ogni pozzetto
 riproducibili.  

non deve avvenire oltre i 10
. 
altamente lipemici, emoliz

iastra, si raccomanda di ge
o standard. 
substrato dà inizio ad una re
 l’aggiunta della soluzione
a soluzione stop devono 
uenza per evitare scarti tem

urano verticalmente. Non toc

a soluzione in fase di lavag
e può determinare risultati er
o stesso lotto. Non intersca

ata e precisa e il rispetto di t
essenziali. 

applicabili, regolamenti e le
buone procedure di labo
scrupolosamente per ga

itivo.  
attrezzature, pipette, lettori, 
utilizzati con questo disposit
di routine.  
lla Direttiva 98/79EC – per q

sono essere richiesti via 
. 

ultati deve essere esegu

no solo un aspetto per deter
devono essere l’unica base
conflitto con altri determinan
ulati per eliminare al mass
a potenziale interazione t
enti può causare risultati err
sso causa di queste interaz
aticità con tutti i tipi di 
LM Stuart MC.  ‘Heter

or all immunoassays’ Clin.
diagnostico, i risultati di 
ilizzati in combinazione co
clinica del paziente. 
adeguati e altri parametri d
elencati e nei requisiti del te

ndo reagenti di kit diversi e p
ati vengono interpretati in m
n avrà alcuna responsabilità.
e per dosaggi Elisa, i val
entro il 10% delle concent

mento stabiliti per una popo
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