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INTENDED USE 
For the direct quantitative determination of Estrone by enzyme immunoassay in 
human serum.   
For in vitro diagnostic use only. 

 
PRINCIPLE OF THE TEST 
The Estrone ELISA is a competitive immunoassay. Competition occurs between 
estrone present in standards, controls and patient samples and an enzyme-
labelled antigen (conjugate) for a limited number of anti-estrone antibody binding 
sites on the microplate wells. After a washing step that removes unbound 
materials, the enzyme substrate is added and 20 minutes later the enzymatic 
reaction is terminated by addition of stopping solution. The resulting optical 
density (OD), measured with a microplate reader, is inversely proportional to the 
concentration of estrone in the sample. A calibrator curve is plotted with a 
provided set of calibrators to directly calculate the concentration of estrone in 
patient samples and controls. 

 
CLINICAL APPLICATIONS 
Estrone is a steroid like estriol and estradiol, belonging to the class of estrogens.  
The estrogens are involved in the development of female sex organs and 
secondary sex characteristics.  Before the ovum is fertilized the main action of the 
estrogens is on the growth and function of the reproductive tract in order to 
prepare it for the fertilized ovum. 
During the follicular phase of the menstrual cycle the estrone level shows a slight 
increase.  The production of estrone then increases markedly to peak at around 
day 13. The peak is of short duration and by day 16 of the cycle levels will be low.  
A second peak occurs at around day 21 of the cycle and if fertilization does not 
occur, then the production of estrone decreases. 

 
PROCEDURAL CAUTIONS AND WARNINGS 
1. This kit is for professional use only and for in vitro use only.   
2. Practice good laboratory practices when handling kit reagents and specimens. 
This includes: 
• Do not pipette by mouth. 
• Do not smoke, drink, or eat in areas where specimens or kit reagents are 
handled. 
• Wear protective clothing and disposable gloves. 
• Wash hands thoroughly after performing the test. 
• Avoid contact with eyes; use safety glasses; in case of contact with eyes, flush 
eyes with water immediately and contact a doctor. 
3. Users should have a thorough understanding of this protocol for the successful 
use of this kit. Reliable performance will only be attained by strict and careful 
adherence to the instructions provided. 
4. Avoid microbial contamination of reagents. 
5. A calibrator curve must be established for every run. 
6. It is recommended to all customers to prepare their own control materials or 
serum pools which should be included in every run at a high and low level for 
assessing the reliability of results. 
7. The controls (included in kit) must be included in every run and their results 
must fall within the ranges stated in the quality control certificate; a failed control 
result might indicate improper procedural techniques or pipetting, incomplete 
washing or improper reagent storage. 
8. When the use of water is specified for dilution or reconstitution, use deionized 
or distilled water. 
9. All kit reagents and specimens must be brought to room temperature and 
mixed gently but thoroughly before use. Avoid repeated freezing and thawing of 
specimens. 
10. When reading the microplate, the presence of bubbles in the wells will affect 
the optical densities (ODs). Carefully remove any bubbles before performing the 
reading step. 
11. The substrate solution (TMB) is sensitive to light and should remain colourless 
if properly stored. Instability or contamination may be indicated by the 
development of a blue colour, in which case it should not be used. 
12. When dispensing the substrate and stopping solutions, do not use pipettes in 
which these liquids will come into contact with any metal parts. 
13. To prevent contamination of reagents, use a new disposable pipette tip for 
dispensing each reagent, sample, calibrator and control. 
14. Do not use kit components from different kit lots within a test and do not use 
any component beyond the expiration date printed on the label. 

15. Kit reagents must be regarded as hazardous waste and disposed of according 
to local and/or national regulations. 

 
LIMITATIONS 
1. The kit is calibrated for the direct determination of estrone in human serum. 
The kit is not calibrated for the determination of estrone in other specimens of 
human or animal origin. 
2. Do not use grossly hemolyzed, grossly lipemic, icteric or improperly stored 
serum.   
3. Samples or control sera containing azide or thimerosal are not compatible with 
this kit, they may lead to false results.  
4. Serum samples with a known low concentration (< 60 pg/mL) may be used to 
dilute serum samples with values higher than the highest calibrator. Otherwise, 
results may be reported as “> 2000 pg/mL”. The use of any other reagent will lead 
to false results. 
5. The results obtained with this kit shall never be used as the sole basis for a 
clinical diagnosis. For example, some drugs and the occurrence of heterophilic 
antibodies in patients regularly exposed to animals or animal products have the 
potential of causing interferences in immunological tests. Consequently, the 
clinical diagnosis should comprise all aspects of a patient’s background including 
the frequency of exposure to animals/products. 

 
SAFETY CAUTIONS AND WARNINGS 
BIOHAZARDS 
The reagents should be considered a potential biohazard and handled with the 
same precautions applied to blood specimens. All human specimens should be 
considered a potential biohazard and handled as if capable of transmitting 
infections and in accordance with good laboratory practices. 
The calibrators and controls provided with the kit contain processed human 
plasma that has been tested by approved methods and found to be negative for 
the presence of HBsAg and antibodies to HCV, HIV 1/2 and HIV NAT. However, 
no test method can offer complete assurance that any viable pathogens are 
absent. Therefore, these components should be considered a potential biohazard 
and handled with the same precautions as applied to any blood specimen, 
following good laboratory practices. 
 

CHEMICAL HAZARDS 
Avoid contact with reagents containing TMB, hydrogen peroxide and sulfuric acid. 
If contacted with any of these reagents, wash with plenty of water. TMB is a 
suspected carcinogen. 

 
SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE 
Approximately 0.15 mL of serum is required per duplicate determination. Collect 
4–5 mL of blood into an appropriately labelled tube and allow it to clot. Centrifuge 
and carefully remove the serum layer. Store at room temperature for up to three 
days, at 2-8°C for up to seven days or freeze at or below -20°C for up to 1 month. 
Consider all human specimens as possible biohazardous materials and take 
appropriate precautions when handling. 
 
 

SPECIMEN PRETREATMENT 
 

No specimen pretreatment is necessary. 

 
REAGENTS AND EQUIPMENT NEEDED BUT NOT PROVIDED 
1. Calibrated single-channel pipette to dispense 50 μL. 
2. Calibrated multi-channel pipettes to dispense 50, 100 and 150 μL. 
3. Calibrated multi-channel pipettes to dispense 350 μL (for manual washing 
only). 
4. Disposable pipette tips. 
5. Distilled or deionized water.  
6. Absorbance microplate reader with a 450 nm filter and an upper OD limit of 3.0 
or greater. 
7. Automatic microplate washer (recommended). 
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REAGENTS PROVIDED     

   Rabbit Anti-Estrone Antibody Coated Microwell Plate-Break Apart 
Wells - Ready To Use.    

Contents:  One polyclonal antibody-coated 96-well (12x8) microplate in a 
resealable pouch with desiccant.       
Storage:  2-8°C       
Stability:  Unopened: Stable until the expiry date printed on the label. After 
Opening: Stable for 4 weeks. 
 
 

Estrone-Horseradish Peroxidase (HRP) Conjugate – 
Ready to use 

 
Contents: One bottle containing Estrone-HRP conjugate in a protein-based buffer 
with a non-mercury preservative. 
Volume:  15ml/bottle    
Storage:  2-8°C 
Stability:  Unopened: Stable until the expiry date printed on the label. After 
Opening: Stable for 4 weeks. 
 
 
                   Estrone Calibrators - Ready To Use. N = 0 to 5 
                    
Contents:  Six vials containing estrone in a human serum-based buffer with a 
non-mercury preservative. Prepared by spiking buffer with defined quantities of 
estrone. 
*Listed below are approximate concentrations, please refer to vial labels for exact 
concentrations. 
 

Calibrator Concentration Volume/Vial 

Calibrator 0 0 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 1 20 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 2 60 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 3 200 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 4 600 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 5 2000 pg/ml 1.0 ml 

 
Storage:  2-8°C       
Stability:  Unopened: Stable until the expiry date printed on the label. After 
Opening: Stable for 4 weeks. 
 
 

              Controls - Ready To Use. 
   N = 2 
                          
Contents:  Two vials containing estrone in a human serum-based buffer with a 
non-mercury preservative. Prepared by spiking buffer with defined quantities of 
estrone. Refer to vial labels for the acceptable ranges.  
Volume:  1.0 ml/vial                 
Storage:  2-8°C   
Stability:  Unopened: Stable until the expiry date printed on the label. After 
Opening: Stable for 4 weeks. 
 

   Wash Buffer Concentrate – X10  

   
Contents:  One bottle containing buffer with a non-ionic detergent and a non-
mercury preservative.   
Volume:  50 ml/bottle              
Storage:  Refrigerate at 2-8oC 
Stability:  Unopened: Stable until the expiry date printed on the label. After 

Opening: Stable for 4 weeks. Following Preparation: The working wash buffer is 
stable for 2 weeks following preparation, assuming Good Laboratory Practices 
are adhered to. In order to prevent microbial growth, the container in which the 
working wash buffer solution is prepared in and stored in should be clean and it is 
recommended to store the working wash buffer solution under refrigerated 
conditions (2-8°C) when not in use. 
Preparation of working wash buffer:  Dilute 1:10 in distilled or deionized water 
before use. If the whole plate is to be used dilute 50 mL of the wash buffer 
concentrate in 450 mL of water. 
 
 
     TMB Substrate - Ready To Use. 
      
Contents:  One bottle containing tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide in a 
non-DMF or DMSO containing buffer. 
Volume:  16 ml/bottle    
Storage:  2-8°C 
Stability:  Unopened: Stable until the expiry date printed on the label. After 
Opening: Stable for 4 weeks. 
 

 
  Stopping Solution - Ready To Use. 
   
Contents:  One bottle containing 1M sulfuric acid. 
Volume:  6 ml/bottle    
Storage:  2-8°C 
Stability:  Unopened: Stable until the expiry date printed on the label. After 
Opening: Stable for 4 weeks. 
 

ASSAY PROCEDURE  
Specimen Pretreatment:  None. 

All kit components, controls and specimen samples must reach room temperature 
prior to use. Calibrators, controls and specimen samples should be assayed in 
duplicate. Once the procedure has been started, all steps should be completed 
without interruption. 

1. After all kit components have reached room temperature, mix gently by 
inversion. 

 
2. Prepare the working wash buffer (See the Reagents Provided section, Wash 

Buffer Concentrate). 
 

3. Plan the microplate wells to be used for calibrators, controls and samples. 
Remove the strips from the microplate frame that will not be used and place 

them in the bag with desiccant. Reseal the bag with the unused strips and 
return it to the refrigerator. 

 
4. Pipette 50 µL of each calibrator, control and specimen sample into 

correspondingly labelled wells. 
 

5. Pipette 100 μL of the Estrone-HRP conjugate into each well (the use of a multi-
channel pipette is recommended). 

 
6. Gently tap the microplate frame for 10 seconds to mix the contents of the wells 

and incubate the microplate at room temperature (no shaking) for 1 hour. 
 
7. Wash the wells either with an automatic microplate washer (preferred) or 

manually as stated below.  
    Automatic: Using an automatic microplate washer, wash the wells 3 times with 

working wash buffer, using 350 μL/well for each wash. Following washing, tap 
the plate firmly against absorbent paper to ensure that wells are dry.  

    Manually: Briskly empty the contents of the wells over a waste container. Using 
a multi-channel pipette, add 350 μL of working wash buffer into each well. 
Briskly empty the contents of the wells over a waste container. Repeat the 
same above pipetting and emptying steps 2 more times. After the final time, 
tap the plate firmly against absorbent paper to ensure that wells are dry. 

 
8. Pipette 150 μL of TMB substrate into each well (the use of a multi-channel 

pipette is recommended). 
 
9. Incubate the microplate for 20 minutes at room temperature (no shaking).  
 
10. Pipette 50 μL of Stopping Solution into each well (the use of a multi-channel 

pipette is recommended) in the same order and speed as was used for 
addition of the TMB Substrate.  Gently tap the microplate frame to mix the 
contents of the wells. 

 
11. Measure the optical density (absorbance) in the microplate wells using an 

absorbance microplate reader set to 450 nm, within 20 minutes after addition 
of the stopping solution. 

 
 

CALCULATIONS    
1. Calculate the mean optical density of each calibrator, control and sample 
duplicate. 
2. Use a 4-parameter or 5-parameter curve fit with immunoassay software to 
generate a calibrator curve. 
3. Read the values of the unknowns directly off the calibrator curve. 
4. If a sample reads more than 2000 pg/mL and needs to be diluted, then dilute it 
up to 1:10 with a known low value serum sample that has a value <60 pg/mL.  
The results obtained must be multiplied by the dilution factor. 
 

TYPICAL TABULATED DATA 

Calibrator Mean OD (450 nm) % 
Binding 

Value  
(pg/ml) 

0 2.261 100 0 

1 2.012 89 20 

2 1.671 75 60 

3 1.132 50 200 

4 0.632 28 600 

5 0.319 14 2000 

Unknown 1 1.481 - 96 

Unknown 2 0.734 - 467 

      N    CAL 

  CONTROL 

 CONC   SOLN    WASH 

      TMB    CHROM 

  STOP   SOLN 

HRP Ag 

      N 
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TYPICAL CALIBRATION CURVE 
 

Sample curve only.  Do not use to calculate results. 
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS 
 
SENSITIVITY       
The sensitivity study was performed following the EP17-A2 guideline. The results 
are summarized in the table below. 
Limit of Blank (LoB)  5.6 pg/mL 
Limit of Detection (LoD) 14.8 pg/mL 
Limit of Quantitation (LoQ) 17.7 pg/mL 
 
 

SPECIFICITY (CROSS REACTIVITY)         
The following compounds were tested for cross-reactivity with estrone cross-
reacting at 100%. 
 

Compound % Cross-Reactivity 

Estrone 100 

11-Deoxycorticosterone <0.1 

17-hydroxyprogesterone <0.1 

17α-estradiol 3.6 

17β-Estradiol 7.9 

Aldosterone <0.1 

Androstenedione <0.1 

Androsterone <0.1 

Cholesterol <0.01 

Corticosterone <0.1 

Cortisol 0.2 

Danazol <0.1 

DHEA 0.1 

DHEAS <0.1 

DHT <0.1 

Equilin 19.1 

Estradiol sulfate ≤2.9 

Estriol 2.6 

Estrone sulfate 2.5 

Ethisterone <0.1 

Prednisone <0.1 

Pregnenolone <0.1 

Pregnenolone sulfate <0.1 

Progesterone <0.1 

Testosterone <0.1 

 

INTERFERENCES 
Potential interferents were spiked into human serum samples to determine the 
effect on the measured estrone values.  Haemoglobin up to 10 g/L, Bilirubin 
conjugated up to 20 mg/dL, Bilirubin unconjugated up to 10 mg/dL, Triglycerides 
up to 1500 mg/dL, Biotin up to 2.4 µg/mL, HAMAS up to 1.2 µg/mL, Rheumatoid 
Factor (RF) up to 1688 IU/mL, Fulvestrant up to 100 ng/mL, and Mifepristone up 
to 4.6 µg/mL did not interfere with the assay. Interferences were observed for 
bilirubin unconjugated at levels of 20 mg/dL or higher. 
 
 

 

PRECISION         
The precision study was performed according to the CLSI EP05-A3 guideline. 
 

Repeatability 
The experimental protocol used a nested components-of-variance design with 8 
serum samples, 10 testing days, two lots and two scientists per day. Each 
scientist ran two tests with two lots per day and two replicate measurements per 
run (a 10 x 2 x 2 x 2 design) for each sample. The results were analyzed with a 
two-way nested ANOVA and are summarized in the table below. 
 

 

Sample Mean 

(pg/mL) 

Between Run 

SD (pg/mL) 

Between Run 

CV 

Total 

SD (pg/mL) 

Total 

CV 

1 91.5 11.7 12.8% 14.4 15.8% 

2 40.7 6.2 15.1% 8.0 19.6% 

3 144.8 15.2 10.5% 20.1 13.9% 

4 744.4 31.7 4.3% 46.7 6.3% 

5 632.8 41.9 6.6% 56.2 8.9% 

6 1027.0 26.1 2.5% 73.5 7.2% 

7 381.0 25.5 6.7% 34.1 8.9% 

8 1211.7 71.2 5.9% 106.2 8.8% 

 

Reproducibility 
The reproducibility study evaluated the precision performance of the device 
following EP05-A3 experimental design model 3 x 5 x 5 (3 locations x five testing 
days x five replicates per day) across laboratories located in Italy, the USA and 
Canada. The results were analyzed with a two-way nested ANOVA and are 
summarized in the table below. 
 

Sample 
Mean 

(pg/mL) 

Repetability   

SD (pg/mL) 

Repetability 

CV 

Within 

location 

SD (pg/mL) 

Within 

locaation 

CV 

Control 1 88.3 6.7 7.5% 9.2 10.5% 

Control 2 515.5 25.9 5.0% 33.6 6.5% 

1 43.0 6.6 15.4% 7.0 16.3% 

2 75.1 6.8 9.1% 8.8 11.8% 

3 122.6 9.7 7.9% 13.0 10.6% 

4 129.4 8.7 6.7% 9.7 7.5% 

5 447.4 24.5 5.5% 31.3 7.0% 

6 912.3 51.3 5.6% 64.8 7.1% 

 

Sample Mean 

(pg/mL) 

Reproducibility  

SD (pg/mL) 

Reproducibility 

CV 

Control 1 88.3 10.8 12.2% 

Control 2 515.5 46.1 8.9% 

1 43.0 7.1 16.6% 

2 75.1 9.8 13.0% 

3 122.6 14.4 11.7% 

4 129.4 11.9 9.2% 

5 447.4 38.0 8.5% 

6 912.3 66.9 7.3% 

 

LINEARITY 
The linearity study was performed using six serum samples with concentrations 
covering the range of the assay and following CLSI guideline EP06-Ed2. The 
samples were diluted in low value samples (<60 pg/mL) up to ten percent (1:10), 
tested in duplicate, and the regression equation of the results (y) compared to the 
concentration (x) predicted from the dilution factor was y = 1.001x + 10.2, r = 
0.999. 
The relative non-linearity ranged between -10.6% and 10.5% across all samples 
and measurement dilution points. The statistical analysis shows that the assay is 
sufficiently linear up to a 1:10 dilution when using low value samples (<60 pg/mL) 
as the diluent. 

Sample 
Mean (pg/mL) 

Within Run SD 

(pg/mL) 

Within Run 

CV 

1 91.5 8.5 9.2% 

2 40.7 5.1 12.4% 

3 144.8 11.9 8.2% 

4 744.4 33.4 4.5% 

5 632.8 26.3 4.2% 

6 1027.0 55.1 5.4% 

7 381.0 18.2 4.8% 

8 1211.7 53.0 4.4% 
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RECOVERY 
Three low value samples and three high value samples were mixed in three 
groups at different ratios. The original samples and each set of mixed samples 
were tested in duplicate with calibrators and controls also in duplicate according 
to the IFU of the Estrone ELISA kit. The expected concentration values were 
determined by the fraction contribution of each sample to the final mix. Samples 
Estrone concentrations were measured and the recovery% was calculated as the 
ratio percent between the sample’s measured result and expected value. 
The results were summarized as table below : 
 
 

Estrone Value, pg/mL 

 Sample Measured Expected 
Recovery

% 

Low value: 

Sample A 

 

High value: 

Sample B 

100% Sample A 45.5 - - 

100% Sample B 878.2 - - 

90% Sample A 

/10% Sample B 
135.7 128.8 105.4 

70% Sample A 

/30% Sample B 
285.7 295.3 96.8 

50% Sample A 

/50% Sample B 
397.3 461.9 86.0 

30% Sample A 

/70% Sample B 
616.9 628.4 98.2 

10% Sample A 

/90% Sample B 
838.3 795.0 105.5 

 

Low value: 

Sample C 

  

High value: 

Sample D 

100% Sample C 56.8 - - 

100% Sample D 768.5 - - 

90% Sample C 

/10% Sample D 
152.2 127.9 119.0 

70% Sample C 

/30% Sample D 
318.4 270.3 117.8 

50% Sample C 

/50% Sample D 
482.8 412.6 117.0 

30% Sample C 

/70% Sample D 
553.7 555.0 99.8 

10% Sample C 

/90% Sample D 
641.3 697.4 92.0 

 

Low value: 

Sample E 

 

High value: 

Sample F 

100% Sample E 45.2 - - 

100% Sample F 1113.2 - - 

90% Sample E 

/10% Sample F 
146.0 152.0 96.1 

70% Sample E 

/30% Sample F 
373.4 365.6 102.1 

50% Sample E 

/50% Sample F 
676.3 579.2 116.8 

30% Sample E 

/70% Sample F 
928.4 792.8 117.1 

10% Sample E 

/90% Sample F 
994.7 1006.4 98.8 

 
 

COMPARATIVE STUDIES  
The DIAsource Estrone ELISA kit (y) was compared with the previous 
version of the DIAsource Estrone ELISA kit and an LCMS method, and 
yielded the following linear regression results: 
 
1) Comparison with previous version of the DIAsource Estrone ELISA 
kit (x):     
y = 1.10x + 7.22, 107 samples, r = 0.98, Slope =1.10. 
 
2) Comparison with an LCMS method (x): 
y = 0.80x + 25.82, 105 samples, r = 0.92, Slope =0.80. 
 
 

 

 

 

 

 

 
REFERENCE RANGES 
Reference ranges (95%) were estimated using samples obtained from individuals 
of diverse races (all values are reported in pg/mL). Each laboratory shall establish 
their own range of reference values. 
 

Cohort N Average Median 95% 

Range 

Female Premenopausal* 140 93.9 83.3 19.5 - 231.9 

Premenopausal, cycle 

1 – 10 days 40 84.4 81.5 29.8-146.7 

11 – 20 days 40 87.7 79.6 20.9-232.0 

21 – 30 days 40 82.2 73.2 27.2-173.8 

Female 

Postmenopausal* 

205 31.9 42.5 ND – 166.4 

Male  202 59.1 52.1 ND - 187.2 

 
*The menopausal status was classified according to age. 
ND = Non-Detectable; results below the LoD (14.8 pg/mL). 
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BUT DU DOSAGE  
Pour le dosage quantitatif direct de l’estrone par immunodosage enzymatique 
dans le sérum humain   
Pour diagnostic in vitro uniquement. 

 
PRINCIPE  DU  DOSAGE  
Le kit Estrone ELISA est un immunodosage compétitif.  La compétition se déroule 
entre l'estrone présente dans les calibrateurs, les contrôles et les échantillons de 
patients, et un antigène marqué avec une enzyme (conjugué) pour un nombre 
limité de sites de fixation d’anticorps anti-estrone sur la microplaque. Après une 
étape de lavage qui élimine les produits non liés, le substrat enzymatique est ajouté 
et, 20 minutes plus tard, la réaction enzymatique est arrêtée par l’ajout d’une 
solution d’arrêt.  L’absorbance (D.O) mesurée sur un lecteur de microplaque, est 
inversement proportionnelle à la concentration en estrone dans l’échantillon.  Un 
ensemble de calibrateurs sert à établir une courbe d’étalonnage à partir de laquelle 
la quantité d’estrone présente dans les échantillons de patients et de contrôles peut 
être directement lue. 

 
APPLICATIONS CLINIQUES 
L’estrone est un stéroïde comme l’estriol et l’estradiol, et appartient à la classe des 
œstrogènes.  Les œstrogènes sont impliqués dans le développement des organes 
sexuels féminins et des caractères sexuels secondaires.  Préalablement à la 
fertilisation de l’ovule, la principale action des œstrogènes et d’assurer la 
croissance et la fonction du système reproducteur afin de le préparer à la nidation 
de l’ovule fécondé. 
Au cours de la phase folliculaire du cycle menstruel, le taux d’estrone augmente 
légèrement.  La production d’estrone augmente ensuite brutalement pour atteindre 
un pic aux environs du 13e jour. Ce pic est de courte durée et la concentration sera 
de nouveau faible dès le 16e jour du cycle.  Un deuxième pic survient aux environs 
du 21e jour du cycle, puis la production d’estrone diminue si la fécondation n’a pas 
eu lieu. 

 
PRECAUTIONS  ET  AVERTISSEMENTS POUR LA PROCÉDURE 
1. Ce kit est destiné à un usage professionnel uniquement et à un usage in vitro 
uniquement. 
2. Appliquer les bonnes pratiques de laboratoire lors de la manipulation des réactifs 
et des échantillons du kit. Ceci comprend: 
• Ne pas pipeter à la bouche. 
• Ne pas fumer, boire ou manger dans les zones où les échantillons ou les réactifs 
du kit sont manipulés. 
• Portez des vêtements de protection et des gants jetables. 
• Lavez-vous soigneusement les mains après avoir effectué le test. 
• Éviter le contact visuel; utiliser des lunettes de sécurité ; en cas de contact avec 
les yeux, rincer immédiatement les yeux à l'eau et consulter un médecin 
3. Les utilisateurs doivent avoir une compréhension approfondie de ce protocole 
pour une utilisation réussie de ce kit. Des performances fiables ne seront atteintes 
que par le respect strict et attentif des instructions fournies. 
4. Éviter la contamination microbienne des réactifs 
5. Une courbe d’étalonnage doit être établie pour chaque série de tests 
6. Il est recommandé à tous les clients de préparer leurs propres matériel de 
contrôle ou pools de sérums qui doivent être inclus dans chaque analyse à un 
niveau élevé et faible pour évaluer la fiabilité des résultats 
7. Les contrôles (inclus dans le kit) doivent être inclus dans chaque série de tests 
et leurs résultats doivent se situer dans les limites de confiance établies. Un résultat 
de contrôle invalide peut indiquer des techniques de procédure ou un pipetage 
inappropriés, un lavage incomplet ou un stockage incorrect des réactifs 
8.  Quand l’utilisation d’eau est mentionnée pour une dilution ou une reconstitution, 
il y a lieu d’utiliser de l’eau désionisée ou distillée.   
9. Tous les réactifs du kit et échantillons doivent être amenés à température 
ambiante et mélangés doucement, mais complètement, avant utilisation.  Éviter les 
cycles répétés de congélation-décongélation des échantillons. 
10.Lors de la lecture de la microplaque, la présence de bulles dans les puits 
affectera les densités optiques (DO). Éliminer soigneusement toutes les bulles 
avant de passer à l’étape de lecture.    
11. La solution de substrat (TMB) est sensible à la lumière et doit être incolore si 
elle a été correctement stockée. L’apparition d’une couleur bleue peut indiquer une 
instabilité ou une contamination, auquel cas la solution ne doit pas être utilisée.  

12. Au cours de la distribution du substrat et de la solution d’arrêt, ne pas utiliser 
de pipettes avec lesquelles ces liquides pourraient entrer en contact avec des 
pièces métalliques.  
13. Afin d’éviter la contamination des réactifs, utiliser un nouvel embout de pipette 
jetable pour la distribution de chaque réactif, échantillon, calibrateur et contrôle.   
14. Ne pas mélanger de composants provenant de différents lots de kit dans un 
même test et ne pas utiliser de composant au-delà de la date limite d’utilisation 
imprimée sur l’étiquette. 
15. Les réactifs du test doivent être considérés comme des déchets potentiellement 
dangereux et éliminés conformément à la réglementation du pays. 

 
LIMITATIONS 
1. Tous les réactifs du kit sont calibrés pour le dosage direct de l’estrone dans un 
sérum humain. Le kit n'est pas calibré pour la détermination de l'estrone dans 
d'autres échantillons d'origine humaine ou animale. 
2. Ne pas utiliser de sérum fortement hémolysé, manifestement lipémique, ictérique 
ou conservé dans de mauvaises conditions. 
3. Tout échantillon ou sérum de contrôle contenant de l'azoture ou du thimérosal 
n’est pas compatible avec ce kit, car il pourrait produire des résultats erronés. 
4. Des échantillons de sérum avec une faible concentration connue (< 60 pg/mL) 
peuvent être utilisés pour diluer des échantillons de sérum avec des valeurs 
supérieures au calibrateur le plus élevé. Sinon, les résultats peuvent être rapportés 
comme "> 2000 pg/mL". L'utilisation de tout autre réactif pourrait conduire à des 
résultats erronés. 
5. Les résultats obtenus avec ce kit ne doivent jamais être utilisés comme seule 
base d’un diagnostic clinique. Par exemple, certains médicaments et l'apparition 
d'anticorps hétérophiles chez des patients régulièrement exposés à des animaux 
ou des produits d'origine animale ont le potentiel de provoquer des interférences 
dans les tests immunologiques. Par conséquent, le diagnostic clinique doit 
comprendre tous les aspects des antécédents d'un patient, y compris la fréquence 
d'exposition aux animaux/produits. 

 
PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS  
DANGER BIOLOGIQUE POTENTIEL  
Les réactifs doivent être considérés comme un risque biologique potentiel et 
manipulés avec les mêmes précautions que celles appliquées aux échantillons de 
sang. Tous les échantillons humains doivent être considérés comme un risque 
biologique potentiel et manipulés comme s'ils étaient capables de transmettre des 
infections et conformément aux bonnes pratiques de laboratoire. 
Les calibrateurs et les contrôles fournis avec le kit contiennent du plasma humain 
traité qui a été testé par des méthodes approuvées et s'est avéré négatif pour la 
présence d'HBsAg et d'anticorps anti-VHC, VIH 1/2 et VIH NAT. Cependant, 
aucune méthode d'essai ne peut offrir une assurance complète que tout agent 
pathogène viable est absent. Par conséquent, ces composants doivent être 
considérés comme un risque biologique potentiel et manipulés avec les mêmes 
précautions que celles appliquées à tout échantillon de sang, conformément aux 
bonnes pratiques de laboratoire. 

 
DANGERS CHIMIQUES 
Éviter tout contact avec des réactifs contenant du TMB, du peroxyde d’hydrogène 
et de l’acide sulfurique. En cas de contact avec ces réactifs, laver abondamment à 
l’eau.  Le TMB est soupçonné d’être cancérogène. 

 
PRÉLÈVEMENT ET CONSERVATION DES ÉCHANTILLONS 
Environ 0,15 ml de sérum sont nécessaires pour un dosage en double.  Recueillir 
4 à 5 ml de sang dans un tube correctement étiqueté et le laisser coaguler. 
Centrifuger puis prélever soigneusement la couche de sérum.  Conserver à 
température ambiante jusqu'à trois jours, entre 2 et 8 °C jusqu'à sept jours ou 
congeler à une température égale ou inférieure à -20 °C jusqu'à 1 mois. Considérer 
tous les échantillons humains comme des matériaux potentiellement dangereux et 
prenez les précautions appropriées lors de la manipulation. 
 
 

PRÉTRAITEMENT DES ÉCHANTILLONS 
Aucun prétraitement des échantillons n’est nécessaire. 
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MATERIEL NON FOURNI 
1. Pipette calibrée pour distribuer 50 µl. 
2. Pipettes multicanaux calibrées pour distribuer 50, 100 et 150 μl 
3. Pipettes multicanaux calibrées pour distribuer 350 µl (pour lavage manuel 
uniquement) 
4. Embouts de pipettes jetables 
5. Eau distillée ou désionisée  
6. Lecteur de microplaque avec filtre réglé à 450 nm et une limite supérieure de 
DO de 3,0 ou plus. 
7. Laveur automatique de microplaques (recommandé). 

 
 
RÉACTIFS FOURNIS     

   Microplaque recouverte d’anticorps anti-estrone de lapin - Puits 
sécables - Prête à l’emploi.    

Contenu :  Une plaque à 96 micropuits (12 x 8) recouverte d’anticorps polyclonaux 
dans un sachet refermable avec produit dessiccant.       
Conservation :  2-8 °C       
Stabilité :  Non ouvert : Stable jusqu'à la date de péremption imprimée sur 
l'étiquette. Après ouverture : Stable 4 semaines. 
 
 

 
Conjugué Estrone-Peroxydase de Raifort (HRP) – Prêt à 
l’emploi 

Contenu : Conjugué estrone-HRP dans un tampon à base de protéines et un 
conservateur non mercuriel.      
Volume :  15 ml / flacon    
Conservation :  2-8 °C       
Stabilité :  Non ouvert : Stable jusqu'à la date de péremption imprimée sur 
l'étiquette. Après ouverture : Stable 4 semaines. 
 
 
  Calibrateurs d’estrone - Prêts à l’emploi. N = 0 à 5 
                    
Contenu :  Six flacons contenant de l'estrone dans un tampon à base de sérum 
humain avec un conservateur sans mercure. Préparé par dopage de tampon avec 
des quantités définies d'estrone 
*La liste ci-dessous indique des concentrations approximatives ; se référer aux 
étiquettes des flacons pour obtenir les concentrations exactes. 
 

Calibrateur Concentration Volume/flacon 

Calibrateur 0 0 pg/ml 1,0 ml 

Calibrateur 1 20 pg/ml 1,0 ml 

Calibrateur 2 60 pg/ml 1,0 ml 

Calibrateur 3 200 pg/ml 1,0 ml 

Calibrateur 4 600 pg/ml 1,0 ml 

Calibrateur 5 2000 pg/ml 1,0 ml 

 
Conservation :  2-8 °C       
Stabilité :  Non ouvert : Stable jusqu'à la date de péremption imprimée sur 
l'étiquette. Après ouverture : Stable 4 semaines. 
 
 
 

   Contrôles - Prêts à l’emploi. N = 2 
                          
Contenu :  Deux flacons contenant de l'estrone dans un tampon à base de sérum 
humain avec un conservateur sans mercure. Préparé par dopage de tampon avec 
des quantités définies d'estrone. Se référer aux étiquettes des flacons pour les 
plages acceptables. 
Volume :  1,0 ml/flacon                 
Conservation :  2-8 °C       
Stabilité :  Non ouvert : Stable jusqu'à la date de péremption imprimée sur 
l'étiquette. Après ouverture : Stable 4 semaines. 
 
 

  Concentré de tampon de lavage – X10  

   
Contenu :  Un flacon contenant un tampon et un détergent non ionique et un 
conservateur non mercuriel.   
Volume :  50 ml/flacon              
Conservation :  2-8 °C       
Stabilité :  Non ouvert : Stable jusqu'à la date de péremption imprimée sur 
l'étiquette. Après ouverture : Stable 4 semaines. Après la préparation : Le tampon 
de lavage de travail est stable pendant 2 semaines après la préparation, en 
supposant que les bonnes pratiques de laboratoire soient respectées. Afin d'éviter 
la croissance microbienne, le récipient dans lequel la solution tampon de lavage de 
travail est préparée et stockée doit être propre et il est recommandé de stocker la 
solution tampon de lavage de travail dans des conditions réfrigérées (2-8°C) 
lorsqu'elle n'est pas utilisée.  

Préparation :  Diluer au 1/10 dans de l’eau distillée ou désionisée avant utilisation.  
Si toute la plaque doit être utilisée, diluer 50 ml du concentré de tampon de lavage 
dans 450 ml d’eau.    
 
  Substrat TMB - Prêt à l’emploi. 
      
Contenu :  Un flacon contenant de la tétraméthylbenzidine et du peroxyde 
d’hydrogène dans un flacon sans DMF ou contenant du DMSO. 
Volume :  16 ml/flacon    
Conservation :  2-8 °C       
Stabilité :  Non ouvert : Stable jusqu'à la date de péremption imprimée sur 
l'étiquette. Après ouverture : Stable 4 semaines. 
 
  Solution d’arrêt - Prête à l’emploi. 
   
Contenu :  Un flacon contenant de l’acide sulfurique 1M. 
Volume :  6 ml/flacon    
Conservation :  2-8 °C       
Stabilité :  Non ouvert : Stable jusqu'à la date de péremption imprimée sur 
l'étiquette. Après ouverture : Stable 4 semaines. 
 

PROCÉDURE DE TEST  
Prétraitement des échantillons :  Aucun 

Tous les composants du kit, les contrôles et les échantillons doivent atteindre une 
température ambiante avant utilisation. Les calibrateurs, les contrôles et les 
échantillons doivent être dosés en double. Une fois la procédure démarrée, toutes les 
étapes doivent être effectuées sans interruption. 

1. Une fois que tous les composants du kit ont atteint la température ambiante, 
mélangez doucement par retournement 

 
2. Préparer la solution de travail du tampon de lavage. 
 

3. Planifiez les puits de la microplaque à utiliser pour les calibrateurs, les contrôles 
et les échantillons. Retirez les barrettes de la microplaque qui ne seront pas 
utilisées et placez-les dans le sac avec dessiccateur. Refermer le sachet avec 
les barrettes non utilisées et le remettre au réfrigérateur. 

 
4. Pipetter 50 μl de chaque calibrateur, contrôle et échantillon dans les puits 

respectifs étiquetés. 
 

5. Pipetter 100 μl du conjugué estrone-HRP dans chaque puits (il est recommandé 
d’utiliser une pipette multicanaux). 

 
6. Tapoter doucement le cadre de la microplaque pendant 10 secondes pour 

mélanger le contenu des puits et incuber la microplaque à température ambiante 
(sans agitation) pendant 1 heure. 

 
7. Laver les puits avec un laveur de microplaques automatique (de préférence) ou 

manuellement comme indiqué ci-dessous. 
    Automatique : À l'aide d'un laveur de microplaques automatique, laver les puits 

3 fois avec du tampon de lavage de travail, en utilisant 350 µl/puits pour chaque 
lavage. Après le lavage, tapoter fermement la plaque contre du papier absorbant 
pour s'assurer que les puits sont secs. 

    Manuellement : Videz rapidement le contenu des puits au-dessus d'un conteneur 
à déchets. À l'aide d'une pipette multicanaux, ajouter 350 µl de tampon de 
lavage de travail dans chaque puits. Vider rapidement le contenu des puits au-
dessus d'un conteneur à déchets. Répétez les mêmes étapes de pipetage et de 
vidange ci-dessus 2 fois de plus. Après le dernier cycle, tapotez fermement la 
plaque contre du papier absorbant pour vous assurer que les puits sont secs. 

 
8. Pipeter 150 μL de substrat TMB dans chaque puits (l'utilisation d'une pipette 

multicanaux est recommandée). 
 
9. Incuber la microplaque à température ambiante (sans agitation) pendant 20 

minutes . 
 
10. Pipeter 50 µl de solution d'arrêt dans chaque puits (l'utilisation d'une pipette 

multicanaux est recommandée) dans le même ordre et à la même vitesse que 
celles utilisées pour l'ajout du substrat TMB. Tapotez doucement le cadre de la 
microplaque pour mélanger le contenu des puits 

 
11. Mesurer la densité optique (absorbance) dans les puits de la microplaque à 

l'aide d'un lecteur de microplaque réglé à 450 nm, dans les 20 minutes suivant 
l'ajout de la solution d'arrêt. 

 

CALCULS    
1. Calculez la densité optique moyenne de chaque calibrateur, contrôle et 
échantillon en double. 
2. Utilisez un ajustement de courbe à 4 ou 5 paramètres avec un logiciel de dosage 
immunologique pour générer une courbe d'étalonnage. 
3. Lire les valeurs des inconnues directement sur la courbe de calibration. 
4. Si un échantillon lit plus de 2000 pg/mL et doit être dilué, diluez-le jusqu'à 1:10 
avec un échantillon de sérum de faible valeur connue qui a une valeur <60 pg/mL. 
Les résultats obtenus doivent être multipliés par le facteur de dilution. 

      N    CAL 

  CONTROL 

 CONC   SOLN    WASH 

      TMB    CHROM 

  STOP   SOLN 

HRP Ag 

      N 
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DONNÉES TYPE 

Calibrateur DO 
moyenne 
(450nm) 

% 
liaison 

Valeur 
(pg/ml) 

0 2.261 100 0 

1 2.012 89 20 

2 1.671 75 60 

3 1.132 50 200 

4 0.632 28 600 

5 0.319 14 2000 

Echantillon 1 1.481 - 96 

Echantilon 2 0.734 - 467 

 
COURBE STANDARD 
 

Exemple de courbe uniquement.  Ne pas l’utiliser pour calculer des 
résultats. 

 
 
CARACTÉRISTIQUES DES PERFORMANCES 
 
SENSIBILITE       
L'étude de sensibilité a été réalisée conformément à la directive EP17-A2. Les 
résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous. 
Limite du blanc (LoB)   5,6 pg/mL 
Limite de détection (LoD)  14,8 pg/mL 
Limite de quantification (LOQ)  17,7 pg/mL 
 

SPÉCIFICITÉ (RÉACTIVITÉ CROISÉE)         
Les substances suivantes ont été testées pour une réactivité croisée avec le kit 
Estrone ELISA avec une réaction croisée à l’estrone de 100 %. 

Composé % Réactivité croisée 

Estrone 100 

11-Deoxycorticosterone <0.1 

17-hydroxyprogesterone <0.1 

17α-estradiol 3.6 

17β-Estradiol 7.9 

Aldosterone <0.1 

Androstenedione <0.1 

Androsterone <0.1 

Cholesterol <0.01 

Corticosterone <0.1 

Cortisol 0.2 

Danazol <0.1 

DHEA 0.1 

DHEAS <0.1 

DHT <0.1 

Equilin 19.1 

Estradiol sulfate ≤2.9 

Estriol 2.6 

Estrone sulfate 2.5 

Ethisterone <0.1 

Prednisone <0.1 

Pregnenolone <0.1 

Pregnenolone sulfate <0.1 

Progesterone <0.1 

Testosterone <0.1 
 

 

INTERFERENCES 
Des interférents potentiels ont été ajoutés à des échantillons de sérum humain pour 
déterminer l'effet sur les valeurs d'œstrone mesurées. Hémoglobine jusqu'à 10 g/L, 
Bilirubine conjuguée jusqu'à 20 mg/dL, Bilirubine non conjuguée jusqu'à 10 mg/dL, 
Triglycérides jusqu'à 1500 mg/dL, Biotine jusqu'à 2,4 µg/mL, HAMAS jusqu'à 1,2 
µg/mL, Le facteur rhumatoïde (FR) jusqu'à 1688 UI/mL, le fulvestrant jusqu'à 100 
ng/mL et la mifépristone jusqu'à 4,6 µg/mL n'ont pas interféré avec le dosage. Des 
interférences ont été observées pour la bilirubine non conjuguée à des taux de 20 
mg/dL ou plus. 
 
 

PRÉCISION  
L'étude de précision a été réalisée conformément à la directive CLSI EP05-A3. 
 

Répétabilité 
Le protocole expérimental été mené en utilisant une composante de variances 
imbriqué avec 8 échantillons de sérum, 10 jours de test, deux lots et deux 
scientifiques par jour. Chaque scientifique a effectué deux tests avec deux lots par 
jour et deux mesures répétées par série (une conception 10 x 2 x 2 x 2) pour chaque 
échantillon. Les résultats ont été analysés avec une ANOVA à deux facteurs et 
sont résumés dans le tableau ci-dessous. 

Echantillon Moyenne 

(pg/mL) 

Intra-test 

 SD (pg/mL) 

Intra-test 

CV 

1 91.5 8.5 9.2% 

2 40.7 5.1 12.4% 

3 144.8 11.9 8.2% 

4 744.4 33.4 4.5% 

5 632.8 26.3 4.2% 

6 1027.0 55.1 5.4% 

7 381.0 18.2 4.8% 

8 1211.7 53.0 4.4% 

 

Echantillon 
Moyenne 

(pg/mL) 

Inter-test 

SD (pg/mL) 

Inter-test 

CV 

 

SD totale 

(pg/mL) 

 

CV% 

total 

1 91.5 11.7 12.8% 14.4 15.8% 

2 40.7 6.2 15.1% 8.0 19.6% 

3 144.8 15.2 10.5% 20.1 13.9% 

4 744.4 31.7 4.3% 46.7 6.3% 

5 632.8 41.9 6.6% 56.2 8.9% 

6 1027.0 26.1 2.5% 73.5 7.2% 

7 381.0 25.5 6.7% 34.1 8.9% 

8 1211.7 71.2 5.9% 106.2 8.8% 

 

Reproductibilité 
L'étude de reproductibilité a évalué les performances de précision de l'appareil 
selon le modèle de conception expérimentale EP05-A3 3 x 5 x 5 (3 emplacements 
x cinq jours de test x cinq répétitions par jour) dans des laboratoires situés en Italie, 
aux États-Unis et au Canada. Les résultats ont été analysés avec une ANOVA à 
deux facteurs et sont résumés dans le tableau ci-dessous. 

Echantillon 

Moyenne 

(pg/mL) 

Répétabilité 

SD (pg/mL) 

Répétabilité 

CV 

Entre 

location 

SD 

(pg/mL) 

Entre 

location 

 

CV 

Control 1 88.3 6.7 7.5% 9.2 10.5% 

Control 2 515.5 25.9 5.0% 33.6 6.5% 

1 43.0 6.6 15.4% 7.0 16.3% 

2 75.1 6.8 9.1% 8.8 11.8% 

3 122.6 9.7 7.9% 13.0 10.6% 

4 129.4 8.7 6.7% 9.7 7.5% 

5 447.4 24.5 5.5% 31.3 7.0% 

6 912.3 51.3 5.6% 64.8 7.1% 

 

Echantillon Moyenne 

(pg/mL) 

Reproductibilité  

SD (pg/mL) 

Reproductibilité 

CV 

Control 1 88.3 10.8 12.2% 

Control 2 515.5 46.1 8.9% 

1 43.0 7.1 16.6% 

2 75.1 9.8 13.0% 

3 122.6 14.4 11.7% 

4 129.4 11.9 9.2% 

5 447.4 38.0 8.5% 

6 912.3 66.9 7.3% 
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LINÉARITÉ 
L'étude de linéarité a été réalisée à l'aide de si 
x échantillons de sérum avec des concentrations couvrant la plage du test et 
conformément à la directive CLSI EP06-Ed2. Les échantillons ont été dilués dans 
des échantillons de faible valeur (<60 pg/mL) jusqu'à dix pour cent (1:10), testés 
en double, et l'équation de régression des résultats (y) comparée à la concentration 
(x) prédite à partir de la dilution le facteur était y = 1,001x + 10,2, r = 0,999. 
La non-linéarité relative variait entre -10,6 % et 10,5 % pour tous les échantillons 
et les points de dilution de mesure.  
L'analyse statistique montre que le test est suffisamment linéaire jusqu'à une 
dilution de 1:10 lors de l'utilisation d'échantillons de faible valeur (<60 pg/mL) 
comme diluant. 
 

RÉCUPÉRATION 
Trois échantillons de faible valeur et trois échantillons de valeur élevée ont été 
mélangés en trois groupes à des ratios différents. Les échantillons originaux et 
chaque ensemble d'échantillons mélangés ont été testés en double avec des 
calibrateurs et des contrôles également en double selon la procédure du kit Estrone 
ELISA. Les valeurs de concentration attendues ont été déterminées par la 
contribution de la fraction de chaque échantillon au mélange final. Les 
concentrations d'estrone ont été mesurées et le pourcentage de récupération a été 
calculé comme le pourcentage de rapport entre le résultat mesuré de l'échantillon 
et la valeur attendue. Les résultats ont été résumés dans le tableau ci-dessous : 
 

Valeur d'Estrone, pg/mL 

 Echantillon Mesuré Attendu 
Récupération

% 

Faible 

valeur: 

Echantillon 

A 

 

Valeur 

élevée: 

Echantillon 

B 

100% Echantillon A 45.5 - - 

100% Echantillon B 878.2 - - 

90% Echantillon A 

/10% Echantillon B 
135.7 128.8 105.4 

70% Echantillon A 

/30% Echantillon B 
285.7 295.3 96.8 

50% Echantillon A 

/50% Echantillon B 
397.3 461.9 86.0 

30% Echantillon A 

/70% Echantillon B 
616.9 628.4 98.2 

10% Echantillon A 

/90% Echantillon B 
838.3 795.0 105.5 

 

Faible 

valeur: 

Echantillon 

C 

  

Valeur 

élevée: 

Echantillon 

D 

100% Echantillon C 56.8 - - 

100% Echantillon D 768.5 - - 

90% Echantillon C 

/10% Echantillon D 
152.2 127.9 119.0 

70% Echantillon C 

/30% Echantillon D 
318.4 270.3 117.8 

50% Echantillon C 

/50% Echantillon D 
482.8 412.6 117.0 

30% Echantillon C 

/70% Echantillon D 
553.7 555.0 99.8 

10% Echantillon C 

/90% Echantillon D 
641.3 697.4 92.0 

 

Faible 

valeur: 

Echantillon 

E 

 

Valeur 

élevée: 

Echantillon 

F 

100% Echantillon E 45.2 - - 

100% Echantillon F 1113.2 - - 

90% Echantillon E 

/10% Echantillon F 
146.0 152.0 96.1 

70% Echantillon E 

/30% Echantillon F 
373.4 365.6 102.1 

50% Echantillon E 

/50% Echantillon F 
676.3 579.2 116.8 

30% Echantillon E 

/70% Echantillon F 
928.4 792.8 117.1 

10% Echantillon E 

/90% Echantillon F 
994.7 1006.4 98.8 

 
ÉTUDES COMPARATIVES  
Le kit DIAsource Estrone ELISA (y) a été comparé à la version précédente 
du kit DIAsource et à une méthode LC/MS (x), avec les regressions linéaires 
suivantes: 
 
1) Comparaison à la version précédente du kit DIAsource(x):     
y = 1,10x + 7,22 ;  107 échantillons , r = 0,98, Pente =1,10. 
 
2) Comparaison à la méthode LCMS (x): 
y = 0,80x + 25,82 ;  105 échantillons, r = 0,92, Pente =0,80. 

VALEURS NORMALES ATTENDUES 
Les plages de référence (95 %) ont été estimées à l'aide d'échantillons obtenus à 
partir d'individus d'ethnies diverses (toutes les valeurs sont rapportées en pg/mL). 
Chaque laboratoire doit établir sa propre gamme de valeurs de référence.  
 

Cohorte N Moyenne Médiane Plage 95%  

Femmes 

Prémenopausées* 
140 93.9 83.3 19.5 - 231.9 

Premenopause, cycle 

1 – 10 jours 40 84.4 81.5 29.8-146.7 

11 – 20 jours 40 87.7 79.6 20.9-232.0 

21 – 30 jours 40 82.2 73.2 27.2-173.8 

Femmes 

Postmenopausées* 

205 31.9 42.5 ND – 166.4 

Hommes 202 59.1 52.1 ND - 187.2 

 
*Le statut de ménopause a été déterminé sur base de l’âge. 
ND = non détectable ; résulat inférieur à laLoD (14.8 pg/mL). 
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INDICACIONES 
Para la determinación cuantitativa directa de estrona mediante inmunoensayo 
enzimático en suero humano. 
Sólo para uso diagnóstico in vitro. 

 
PRINCIPIO DE LA PRUEBA 
El ELISA de estrona es un inmunoensayo competitivo. La competencia ocurre 
entre la estrona presente en los estándares, controles y muestras de pacientes y 
un antígeno marcado con enzima (conjugado) por un número limitado de sitios de 
unión de anticuerpos anti-estrona en los pocillos de la microplaca. Después de una 
etapa de lavado que elimina los materiales no unidos, se agrega el sustrato 
enzimático y 20 minutos más tarde se termina la reacción enzimática mediante la 
adición de una solución de parada. La densidad óptica (DO) resultante, medida 
con un lector de microplacas, es inversamente proporcional a la concentración de 
estrona en la muestra. Se traza una curva de calibrador con un conjunto de 
calibradores proporcionado para calcular directamente la concentración de estrona 
en las muestras y los controles de los pacientes. 

 
APLICACIONES CLÍNICAS 
La estrona es un esteroide como el estriol y el estradiol, que pertenece a la clase 
de estrógenos. Los estrógenos están involucrados en el desarrollo de los órganos 
sexuales femeninos y en las características sexuales secundarias. Antes de que 
el óvulo sea fertilizado, la acción principal de los estrógenos es sobre el crecimiento 
y la función del tracto reproductivo para prepararlo para el óvulo fertilizado. 
Durante la fase folicular del ciclo menstrual, el nivel de estrona muestra un ligero 
aumento. La producción de estrona aumenta entonces notablemente hasta 
alcanzar el pico alrededor del día 13. El pico es de corta duración y para el día 16 
del ciclo los niveles serán bajos. Un segundo pico ocurre alrededor del día 21 del 
ciclo y si no ocurre la fertilización, la producción de estrona disminuye. 

 
PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS SOBRE EL PROCEDIMIENTO 
1. Este kit es solo para uso profesional y solo para uso in vitro. 
2. Asegure siempre  buenas prácticas de laboratorio al manipular los reactivos y 
las muestras del kit. Esto incluye: 
• No pipetear con la boca. 
• No fume, beba ni coma en áreas donde se manipulen muestras o reactivos del 
kit. 
• Use ropa protectora y guantes desechables. 
• Lávese bien las manos después de realizar la prueba. 
• Evitar contacto visual; use gafas de seguridad; en caso de contacto con los ojos, 
lávelos con agua inmediatamente y póngase en contacto con un médico. 
3. Los usuarios deben tener un conocimiento profundo de este protocolo para el 
uso exitoso de este kit. El rendimiento confiable solo se logrará mediante el 
cumplimiento estricto y cuidadoso de las instrucciones proporcionadas. 
4. Evite la contaminación microbiana de los reactivos. 
5. Se debe establecer una curva de calibrador para cada ejecución. 
6. Se recomienda a todos los clientes que preparen sus propios materiales de 
control o mezclas de sueros que deben incluirse en cada ejecución a un nivel alto 
y bajo para evaluar la confiabilidad de los resultados. 
7. Los controles (incluidos en el kit) deben incluirse en cada ejecución y sus 
resultados deben estar dentro de los rangos establecidos en el certificado de 
control de calidad; un resultado de control fallido puede indicar técnicas de 
procedimiento incorrectas o pipeteo, lavado incompleto o almacenamiento 
inadecuado de reactivos. 
8. Cuando se especifique el uso de agua para dilución o reconstitución, use agua 
desionizada o destilada. 
9. Todos los reactivos y las muestras del kit deben llevarse a temperatura ambiente 
y mezclarse suave pero completamente antes de su uso. Evite la congelación y 
descongelación repetidas de las muestras. 
10. Al leer la microplaca, la presencia de burbujas en los pocillos afectará las 
densidades ópticas (DO). Retire con cuidado las burbujas antes de realizar la  
lectura. 
11. La solución de sustrato (TMB) es sensible a la luz y debe permanecer incolora 
si se almacena correctamente. La inestabilidad o contaminación puede estar 
indicada por el desarrollo de un color azul, en cuyo caso no debe usarse. 
12. Al dispensar el sustrato y las soluciones de parada, no utilice pipetas en las 
que estos líquidos entren en contacto con piezas metálicas. 
13. Para evitar la contaminación de los reactivos, utilice una nueva punta de pipeta 
desechable para dispensar cada reactivo, muestra, calibrador y control. 

14. No utilice componentes del kit de diferentes lotes de kit dentro de una prueba 
y no utilice ningún componente después de la fecha de vencimiento impresa en la 
etiqueta. 
15. Los reactivos del kit deben considerarse residuos peligrosos y eliminarse de 
acuerdo con las normativas locales y / o nacionales. 

 
LIMITACIONES 
1. El kit está calibrado para la determinación directa de estrona en suero humano. 
El kit no está calibrado para la determinación de estrona en otras muestras de 
origen humano o animal. 
2. No utilice suero muy hemolizado, muy lipémico, ictérico o almacenado 
incorrectamente. 
3. Las muestras o los sueros de control que contienen azida o timerosal no son 
compatibles con este kit, pueden dar lugar a resultados falsos. 
4. Las muestras de suero con una concentración baja conocida (< 60 pg/mL) 
pueden usarse para diluir muestras de suero con valores superiores al calibrador 
más alto. De lo contrario, los resultados pueden informarse como "> 2000 pg/mL". 
El uso de cualquier otro reactivo dará lugar a resultados falsos. 
5. Los resultados obtenidos con este kit nunca se utilizarán como base única para 
un diagnóstico clínico. Por ejemplo, algunos medicamentos y la aparición de 
anticuerpos heterófilos en pacientes expuestos regularmente a animales o 
productos animales tienen el potencial de causar interferencias en las pruebas 
inmunológicas. En consecuencia, el diagnóstico clínico debe comprender todos los 
aspectos de los antecedentes de un paciente, incluida la frecuencia de exposición 
a animales / productos. 

 
PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE SEGURIDAD 
MATERIAL DE POTENCIAL RIESGO BIOLÓGICO  
Los reactivos deben considerarse un riesgo biológico potencial y manipularse con 
las mismas precauciones que se aplican a las muestras de sangre. Todas las 
muestras humanas deben considerarse un riesgo biológico potencial y 
manipularse como si fueran capaces de transmitir infecciones y de acuerdo con 
las buenas prácticas de laboratorio. 
Los calibradores y controles proporcionados con el kit contienen plasma humano 
procesado que ha sido probado por métodos aprobados y resultó negativo para la 
presencia de HBsAg y anticuerpos contra el VHC, VIH 1/2 y VIH NAT. Sin embargo, 
ningún método de prueba puede ofrecer una garantía completa de la ausencia de 
patógenos viables. Por lo tanto, estos componentes deben considerarse un riesgo 
biológico potencial y manipularse con las mismas precauciones que se aplican a 
cualquier muestra de sangre, siguiendo las buenas prácticas de laboratorio. 

 
RIESGOS QUÍMICOS 
Evite el contacto con reactivos que contengan TMB, peróxido de hidrógeno y ácido 
sulfúrico. Si se produce el contacto con alguno de estos reactivos, lávese con 
abundante agua. La TMB es potencialmente carcinógena. 

 
RECOGIDA Y CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Se requieren aproximadamente 0,15 ml de suero por determinación por duplicado. 
Recoja de 4 a 5 ml de sangre en un tubo debidamente etiquetado y deje que se 
coagule. Centrifugue y retire con cuidado la capa de suero. Almacene a 
temperatura ambiente hasta por tres días, a 2-8 ° C por hasta siete días o congele 
a -20 ° C o menos por hasta 1 mes. Considere todas las muestras humanas como 
posibles materiales bio-peligrosos y tome las precauciones adecuadas al 
manipularlos 
 
 

PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 
Este ensayo es un sistema directo y no requiere ningún pretratamiento de las 
muestras. 

 
REACTIVOS Y EQUIPO NECESARIO NO PROPORCIONADO 
1. Pipeta monocanal calibrada para dispensar 50 μL. 
2. Pipetas multicanal calibradas para dispensar 50, 100 y 150 μL. 
3. Pipetas multicanal calibradas para dispensar 350 μL (solo para lavado 
manual). 
4. Puntas de pipeta desechables. 
5. Agua destilada o desionizada. 
6. Lector de microplacas de absorbancia con un filtro de 450 nm y un límite de 
DO superior de 3,0 o superior. 
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7. Lavadora automática de microplacas (recomendada) 

 
REACTIVOS PROPORCIONADOS     

   Microplaca de pocillos separables recubiertos con anticuerpos anti-
estrona de conejo - Lista para usar.    
Contenido:  una microplaca de 96 pocillos (12 x 8) recubierta con 
anticuerpos policlonales en una bolsa resellable con desecante.       

 Conservación:  2-8°C       
Estabilidad:  Sin abrir: Estable hasta la fecha de caducidad impresa en la 
etiqueta. Después de la apertura: estable durante 4 semanas. 
 

 
Conjugado de estrona-peroxidasa de rábano  (HRP) – 
Listo para usar. 

Contenido: Un frasco que contiene conjugado de estrona-HRP en un tampón a 
base de proteínas con un conservante sin mercurio. 
Volumen:  15 ml/frasco    
Conservación:  2-8°C       
Estabilidad:  Sin abrir: Estable hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. 
Después de la apertura: estable durante 4 semanas.. 
 
 
                   Calibradores de estrona - Listos para usar. N = 0 a 5 
                    
Seis viales que contienen estrona en un tampón a base de suero humano con un 
conservante sin mercurio. Preparado añadiendo tampón con cantidades definidas 
de estrona. 
* A continuación se enumeran las concentraciones aproximadas; consulte las 
etiquetas de los viales para conocer las concentraciones exactas. 
 

Calibrador Concentración Volumen / vial 

Calibrator 0 0 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 1 20 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 2 60 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 3 200 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 4 600 pg/ml 1.0 ml 

Calibrator 5 2000 pg/ml 1.0 ml 

 
Conservación:  2-8°C       
Estabilidad:  Sin abrir: Estable hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. 
Después de la apertura: estable durante 4 semanas. 
 
 
 

              Controles - Listos para usar. 
   N = 2 
Contenido:  Dos viales que contienen estrona en un tampón a base de suero 
humano con un conservante sin mercurio. Preparado añadiendo tampón con 
cantidades definidas de estrona. Consulte las etiquetas de los viales para conocer 
los rangos aceptables. 
Volumen:  1,0 ml/vial                 
Conservación:  2-8°C       
Estabilidad:  Sin abrir: Estable hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. 
Después de la apertura: estable durante 4 semanas. 
 
 
   Tampón de lavado concentrado – X10 
   
Contenido:  un frasco que contiene tampón con un  
detergente no iónico y un conservante sin mercurio.   
Volumen:  50 ml/frasco              
Conservación:  2-8°C       
Estabilidad:  Sin abrir: Estable hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. 
Después de la apertura: estable durante 4 semanas. Después de la preparación: 
El tampón de lavado de trabajo es estable durante 2 semanas después de la 
preparación, asumiendo que se cumplen las Buenas Prácticas de Laboratorio. 
Para evitar el crecimiento microbiano, el recipiente en el que se prepara y 
almacena la solución tampón de lavado de trabajo debe estar limpio y se 
recomienda almacenar la solución tampón de lavado de trabajo en condiciones de 
refrigeración (2-8 ° C) cuando no se utilice. . 
Preparación del tampón de lavado de trabajo: Diluir 1:10 en agua destilada o 
desionizada antes de usar. Si se va a utilizar toda la placa, diluya 50 ml del tampón 
de lavado concentrado en 450 ml de agua. 
 
 
     Sustrato de TMB - Listo para usar. 
      
Contenido:  un frasco que contiene tetrametilbencidina y peróxido de hidrógeno en 
un tampón que no contenga DMF ni DMSO. 
Volumen:  16 ml/frasco    
Conservación:  2-8°C       

Estabilidad:  Sin abrir: Estable hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. 
Después de la apertura: estable durante 4 semanas. 
 
 
  Solución de parada - Lista para usar. 
   
Contenido:  un frasco con ácido sulfúrico 1 M. 
Volumen:  6 ml/frasco    
Conservación:  2-8°C       
Estabilidad: Sin abrir: Estable hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. 
Después de la apertura: estable durante 4 semanas. 
 
 

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO  
Pretratamiento de las muestras:  Ninguno. 

Todos los componentes, controles y muestras del kit deben alcanzar la temperatura 
ambiente antes de su uso. Los calibradores, controles y muestras de muestras deben 
analizarse por duplicado. Una vez que se ha iniciado el procedimiento, todos los 
pasos deben completarse sin interrupción. 
 

1. Una vez que todos los componentes del kit hayan alcanzado la temperatura 
ambiente, mezcle suavemente por inversión. 

 

2. Prepare el tampón de lavado de trabajo (consulte la sección Reactivos 
suministrados, Tampón de lavado concentrado). 

 
3. Planifique los pocillos de la microplaca que se utilizarán para calibradores, 

controles y muestras. Retire las tiras del marco de la microplaca que no se 
utilizarán y colóquelas en la bolsa con desecante. Vuelva a sellar la bolsa con 
las tiras sin usar y devuélvala al refrigerador. 

 
4. Pipetee 50 µL de cada calibrador, control y muestra de muestra en los pocillos 

etiquetados correspondientemente. 
 
5. Pipetee 100 μL del conjugado Estrone-HRP en cada pocillo (se recomienda el 

uso de una pipeta multicanal). 
 
6. Golpee suavemente el marco de la microplaca durante 10 segundos para 

mezclar el contenido de los pocillos e incubar la microplaca a temperatura 
ambiente (sin agitar) durante 1 hora. 

 
7. Lave los pocillos con un lavador automático de microplacas (preferentemente) o    
manualmente como se indica a continuación. 
Automático: Con un lavador automático de microplacas, lave los pocillos 3 veces 
con tampón de lavado de trabajo, usando 350 μL / pocillo para cada lavado. 
Después del lavado, contacte  la placa firmemente contra el papel absorbente para 
asegurarse de que los pocillos estén secos. 
 Manualmente: Vacíe rápidamente el contenido de los pocillos sobre un contenedor 
de desechos. Con una pipeta multicanal, agregue 350 μL de tampón de lavado de 
trabajo en cada pocillo. Vacíe rápidamente el contenido de los pocillos sobre un 
contenedor de desechos. Repita los mismos pasos de pipeteo y vaciado anteriores 
2 veces más. Después del último tiempo, contacte  la placa firmemente contra el 
papel absorbente para asegurarse de que los pocillos estén secos. 
 
8. Pipetee 150 μL de sustrato TMB en cada pocillo (se recomienda el uso de una 
pipeta multicanal). 
 
9. Incube la microplaca durante 20 minutos a temperatura ambiente (sin agitar). 
 
10. Pipetee 50 μL de solución de parada en cada pocillo (se recomienda el uso de 
una pipeta multicanal) en el mismo orden y velocidad que se utilizó para la adición 
del sustrato TMB. Golpee suavemente el marco de la microplaca para mezclar el 
contenido de los pocillos. 
 
11. Mida la densidad óptica (absorbancia) en los pocillos de la microplaca 
utilizando un lector de microplacas de absorbancia ajustado a 450 nm, dentro de 
los 20 minutos posteriores a la adición de la solución de parada. 
 

 
 

CÁLCULOS    
1. Calcule la densidad óptica media de cada calibrador, control y duplicado de 
muestra. 
2. Utilice un ajuste de curva de 4 o 5 parámetros con software de inmunoensayo 
para generar una curva de calibrador. 
3. Lea los valores de las incógnitas directamente de la curva del calibrador. 
4. Si una muestra lee más de 2000 pg/mL y necesita diluirse, entonces dilúyala 
hasta 1:10 con una muestra de suero de bajo valor conocido que tenga un valor 
<60 pg/mL. Los resultados obtenidos deben multiplicarse por el factor de dilución. 
 
 
 
 
 

      N    CAL 

  CONTROL 

 CONC   SOLN    WASH 

      TMB    CHROM 

  STOP   SOLN 

HRP Ag 

      N 
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DATOS TÍPICOS TABULADOS 

Calibrador DO media (450 nm) % Unión  Valor 
(pg/ml) 

0 2.261 100 0 

1 2.012 89 20 

2 1.671 75 60 

3 1.132 50 200 

4 0.632 28 600 

5 0.319 14 2000 

Desconocido  1 1.481 - 96 

Desconocido  2 0.734 - 467 

 
CURVA TÍPICA DE CALIBRACIÓN 
 

Solo curva de la muestra.  No usar para calcular resultados. 
 

 
 
 
EFICACIA DIAGNÓSTICA 
SENSIBILIDAD       
El estudio de sensibilidad se realizó siguiendo la guía EP17-A2. Los resultados 
están resumidos en la tabla que se encuentra abajo. 
Límite de blanco (LoB)  5,6 pg/ml 
Límite de detección (LoD)  14,8 pg/mL 
Límite de cuantificación (LoQ)  17,7 pg/mL 
 
 

ESPECIFICIDAD (REACTIVIDAD CRUZADA)         
Se ensayó la reactividad cruzada de los siguientes compuestos con la reacción 
cruzada de estrona al 100%. 
 

Esteroides % De reactividad cruzada 
Estrona 100 

11-Deoxicorticosterona <0.1 

17-hidroxiprogesterone <0.1 

17α-estradiol 3.6 

17β-Estradiol 7.9 

Aldosterona <0.1 

Androstenediona <0.1 

Androsterona <0.1 

Colesterol <0.01 

Corticosterona <0.1 

Cortisol 0.2 

Danazol <0.1 

DHEA 0.1 

DHEAS <0.1 

DHT <0.1 

Equilina 19.1 

Estradiol sulfate ≤2.9 

Estriol 2.6 

Estrona sulfato 2.5 

Etisterona <0.1 

Prednisona <0.1 

Pregnenolona <0.1 

Pregnenolona sulfate <0.1 

Progesterona <0.1 

Testosterona <0.1 

 

INTERFERENCIAS 
Se añadieron interferencias potenciales a muestras de suero humano para 
determinar el efecto sobre los valores de estrona medidos. Hemoglobina hasta 10 
g/L, Bilirrubina conjugada hasta 20 mg/dL, Bilirrubina no conjugada hasta 10 
mg/dL, Triglicéridos hasta 1500 mg/dL, Biotina hasta 2.4 µg/mL, HAMAS hasta 1.2 
µg/mL, el factor reumatoide (RF) hasta 1688 UI / ml, el fulvestrant hasta 100 ng/ml 
y la mifepristona hasta 4,6 µg / ml no interfirieron con el ensayo. Se observaron 
interferencias para la bilirrubina no conjugada a niveles de 20 mg/dL o más 
 
 

PRECISIÓN 
El estudio de precisión se realizó de acuerdo con la directriz CLSI EP05-A3.  
      

Repetibilidad 
El protocolo experimental usó un diseño anidado de componentes de varianza con 
8 muestras de suero, 10 días de prueba, dos lotes y dos científicos por día. Cada 
científico realizó dos pruebas con dos lotes por día y dos mediciones repetidas por 
ejecución (un diseño de 10 x 2 x 2 x 2) para cada muestra. Los resultados se 
analizaron con un ANOVA anidado de dos vías y se resumen en la siguiente tabla. 
 

 

Muestra 
Media (pg/mL) Intra Run DE (pg/mL) 

Intra Run 

CV 

1 91.5 8.5 9.2% 

2 40.7 5.1 12.4% 

3 144.8 11.9 8.2% 

4 744.4 33.4 4.5% 

5 632.8 26.3 4.2% 

6 1027.0 55.1 5.4% 

7 381.0 18.2 4.8% 

8 1211.7 53.0 4.4% 

 
Muestra Media 

(pg/mL) 

Inter Run 

DE (pg/mL) 

Inter Run 

CV 

Total 

DE (pg/mL) 

Total 

CV 

1 91.5 11.7 12.8% 14.4 15.8% 

2 40.7 6.2 15.1% 8.0 19.6% 

3 144.8 15.2 10.5% 20.1 13.9% 

4 744.4 31.7 4.3% 46.7 6.3% 

5 632.8 41.9 6.6% 56.2 8.9% 

6 1027.0 26.1 2.5% 73.5 7.2% 

7 381.0 25.5 6.7% 34.1 8.9% 

8 1211.7 71.2 5.9% 106.2 8.8% 

 
Reproducibilidad 
El estudio de reproducibilidad evaluó el rendimiento de precisión del dispositivo 
siguiendo el modelo de diseño experimental EP05-A3 3 x 5 x 5 (3 ubicaciones x 
cinco días de prueba x cinco repeticiones por día) en laboratorios ubicados en 
Italia, EE. UU. y Canadá. Los resultados se analizaron con un ANOVA anidado de 
dos vías y se resumen en la siguiente tabla. 
 

Muestra 
Media 

(pg/mL) 

Repetibilidad 

SD (pg/mL) 

Repetibilidad 

CV 

Dentro 

de la 

ubicación 

SD 

(pg/mL) 

Dentro de la 

ubicación 

CV 

Control 1 88.3 6.7 7.5% 9.2 10.5% 

Control 2 515.5 25.9 5.0% 33.6 6.5% 

1 43.0 6.6 15.4% 7.0 16.3% 

2 75.1 6.8 9.1% 8.8 11.8% 

3 122.6 9.7 7.9% 13.0 10.6% 

4 129.4 8.7 6.7% 9.7 7.5% 

5 447.4 24.5 5.5% 31.3 7.0% 

6 912.3 51.3 5.6% 64.8 7.1% 

 

Muestra Media 

(pg/mL) 

Reproducibilidad 

SD (pg/mL) 

Reproducibilidad 

CV 

Control 1 88.3 10.8 12.2% 

Control 2 515.5 46.1 8.9% 

1 43.0 7.1 16.6% 

2 75.1 9.8 13.0% 

3 122.6 14.4 11.7% 

4 129.4 11.9 9.2% 

5 447.4 38.0 8.5% 

6 912.3 66.9 7.3% 

StdCurve 4 par
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LINEALIDAD 
El estudio de linealidad se realizó utilizando seis muestras de suero con 
concentraciones que cubrían el rango del ensayo y siguiendo la directriz CLSI 
EP06-Ed2. Las muestras se diluyeron en muestras de bajo valor (<60 pg/ml) hasta 
el diez por ciento (1:10), se analizaron por duplicado y la ecuación de regresión de 
los resultados (y) se comparó con la concentración (x) predicha a partir de la 
dilución. factor fue y = 1.001x + 10.2, r = 0.999. 
La no linealidad relativa osciló entre -10,6 % y 10,5 % en todas las muestras y 
puntos de dilución de medición. El análisis estadístico muestra que el ensayo es 
suficientemente lineal hasta una dilución de 1:10 cuando se utilizan muestras de 
bajo valor (<60 pg/mL) como diluyente. 

 
RECUPERACIÓN 
Se mezclaron tres muestras de valor bajo y tres muestras de valor alto en tres 
grupos en diferentes proporciones. Las muestras originales y cada conjunto de 
muestras mixtas se analizaron por duplicado con calibradores y controles también 
por duplicado de acuerdo con las IFU del kit de ELISA de Estrona. Los valores de 
concentración esperados se determinaron por la contribución de la fracción de 
cada muestra a la mezcla final. Se midieron las concentraciones de estrona de las 
muestras y se calculó el% de recuperación como el porcentaje de relación entre el 
resultado medido de la muestra y el valor esperado. 
Los resultados se resumieron en la siguiente tabla. 

 

Valor Estrona en , pg/mL 

 Muestra 
Valor 

Obtenido  

Valor 

Esperado  

Recuperaci

ón 

% 

Valor bajo: : 

Muestra A 

Valor alto:: 

Muestra B 

100% Muestra A 45.5 - - 

100% Muestra B 878.2 - - 

90% Muestra A 

/10% Muestra B 
135.7 128.8 105.4 

70% Muestra A 

/30% Muestra B 
285.7 295.3 96.8 

50% Muestra A 

/50% Muestra B 
397.3 461.9 86.0 

30% Muestra A 

/70% Muestra B 
616.9 628.4 98.2 

10% Muestra A 

/90% Muestra B 
838.3 795.0 105.5 

 

Low value: 

Muestra C 

  

High value: 

Muestra D 

100% Muestra C 56.8 - - 

100% Muestra D 768.5 - - 

90% Muestra C 

/10% Muestra D 
152.2 127.9 119.0 

70% Muestra C 

/30% Muestra D 
318.4 270.3 117.8 

50% Muestra C 

/50% Muestra D 
482.8 412.6 117.0 

30% Muestra C 

/70% Muestra D 
553.7 555.0 99.8 

10% Muestra C 

/90% Muestra D 
641.3 697.4 92.0 

 

Valor bajo  

Muestra E 

 

Valor alto  

Muestra F 

100% Muestra E 45.2 - - 

100% Muestra F 1113.2 - - 

90% Muestra E 

/10% Muestra F 
146.0 152.0 96.1 

70% Muestra E 

/30% Muestra F 
373.4 365.6 102.1 

50% Muestra E 

/50% Muestra F 
676.3 579.2 116.8 

30% Muestra E 

/70% Muestra F 
928.4 792.8 117.1 

10% Muestra E 

/90% Muestra F 
994.7 1006.4 98.8 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ESTUDIOS COMPARATIVOS  
El kit DIAsource Estrona ELISA (y) se comparó con la versión anterior del kit 
DIAsource Estrona ELISA y un método LCMS, y arrojó los siguientes 
resultados de regresión lineal: 
 
1) Comparación con la versión anterior del kit DIAsource Estrone ELISA 
(x): 
y = 1,10x + 7,22, 107 muestras, r = 0,98, Pendiente = 1,10. 
 
2) Comparación con un método LCMS (x): 
y = 0,80x + 25,82, 105 muestras, r = 0,92, Pendiente = 0,80. 

 
VALORES NORMALES ESPERADOS 
Los rangos de referencia (95%) se estimaron utilizando muestras obtenidas de 
individuos de diversas razas (todos los valores se expresan en pg / mL). Cada 
laboratorio debe establecer su propio rango de valores de referencia.  

Grupo  N Promedio  Mediana 95% 

Rango  

Mujer pre-menopáusica*  

 

140 93.9 83.3 19.5 - 

231.9 

Ciclo pre-menopáusico  

1 – 10 días  40 84.4 81.5 29.8-146.7 

11 – 20 días  40 87.7 79.6 20.9-232.0 

21 – 30 días  40 82.2 73.2 27.2-173.8 

Mujer Post-menopáusica* 

 

205 31.9 42.5 ND – 

166.4 

Hombre 

  

202 59.1 52.1 ND - 187.2 

* El estado menopáusico se clasificó según la edad. 
ND = no detectable; menor que el LoD (14.8 pg/mL). 
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RENDELTETÉSSZERŰ HASZNÁLAT 
Az ösztron enzim immunvizsgálat útján történő követlen mennyiségi 
meghatározására humán szérumban.   
Kizárólag in vitro diagnosztikai felhasználásra. 

 
A VIZSGÁLAT ALAPELVE 
Az Estrone ELISA tesz egy kompetitív immunoassay. A standardokban, 
kontrollokban és a betegektől levett mintákban jelen lévő ösztron egy enzimmel 
jelölt antigénnel (konjugátum) verseng a mikrolemezek lyukaiban jelen lévő anti-
ösztron antitest korlátozott számú kötőhelyeiért. A meg nem kötött anyagokat 
eltávolító mosási lépés után hozzáadásra kerül az enzimszubsztrát, és 20 perccel 
később a leállító oldat hozzáadásával áll le az enzimatikus reakció. Az így kapott, 
mikrolemez-olvasóval mért optikai sűrűség (OD) fordítottan arányos a mintában 
lévő ösztron koncentrációjával. A biztosított kalibrátorkészlet segítségével készült 
kalibrációs görbe alapján közvetlenül kerül kiszámításra a betegektől levett 
mintákban jelen lévő ösztron koncentrációja. 

 
KLINIKAI ALKALMAZÁSOK 
Az ösztron az ösztriolhoz és az ösztradiolhoz hasonlóan az ösztrogének 
csoportjába tartozó szteroid.  Az ösztrogének szerepet játszanak a női nemi 
szervek és a másodlagos nemi jellemzők kifejlődésében.  A petesejt 
megtermékenyítése előtt az ösztrogének a reproduktív traktus növekedésére és 
működésére gyakorolt hatással készítik elő a megtermékenyített petesejt 
fogadását. 
A menstruációs ciklus follikuláris fázisában az ösztron szintje enyhe növekedést 
mutat.  Az ösztron termelése ezután jelentősen megnő, és a 13. nap körül éri el a 
csúcsértéket. Ez a csúcs csak rövid ideig tart, és a ciklus 16. napjára az ösztron 
szintje lecsökken.  A ciklus 21. napja körül újabb csúcs figyelhető meg, és ha a 
megtermékenyítés nem történik meg, akkor az ösztrontermelés újra lecsökken. 

 
ELJÁRÁSI ÓVINTÉZKEDÉSEK ÉS FIGYELMEZTETÉSEK 
1. Ez a készlet csak professzionális használatra és kizárólag in vitro alkalmazásra 
szolgál.   
2. A reagensek és minták kezelése során tartsa be a helyes laboratóriumi 
gyakorlatok előírásait! Ide tartoznak a következők: 
• Ne pipettázzon szájjal! 
• Ne dohányozzon, ne igyon és ne egyen olyan helyen, ahol a mintákat vagy 
reagenseket kezelik! 
• Használjon védőruházatot és eldobható kesztyűt! 
• A teszt elvégzése után alaposan mosson kezet! 
• Kerülje a szembe kerülést; használjon védőszemüveget; szembe kerülés esetén 
azonnal öblítse ki a szemét vízzel, és forduljon orvoshoz! 
3. A készlet sikeres használatához a felhasználóknak alaposan ismerniük és 
érteniük kell a jelen protokollt. Megbízható teljesítmény kizárólag a mellékelt 
utasítások szigorú és gondos betartásával érhető el. 
4. Kerülje a reagensek mikrobiális szennyeződését! 
5. Minden mérési sorozathoz kalibrációs görbét kell készíteni. 
6. Minden ügyfél számára javasolt a saját kontrollanyagok vagy szérumkészletek 
elkészítése, amelyeket az eredmények megbízhatóságának értékelése 
érdekében minden mérési sorozatba magas és alacsony szinten is be kell vonni. 
7. A (készletben található) kontrollokat minden mérési sorozatba be kell vonni, és 
fontos, hogy eredményük a minőségellenőrzési tanúsítványban megadott 
tartományon belül legyen; a hibás kontroll-eredmény utalhat többek között 
helytelen eljárási technikára vagy pipettázásra, nem kielégítő mosásra vagy a 
reagens nem megfelelő tárolására. 
8. Ha a hígításhoz vagy feloldáshoz víz használata előírt, ionmentesített vagy 
desztillált vizet használjon. 
9. Használat előtt a készlet összes reagensét és mintáját szobahőmérsékletre kell 
melegíteni, és óvatosan, de alaposan össze kell keverni. Kerülje a minták ismételt 
fagyasztását és felolvasztását! 
10. A mikrolemez leolvasásakor a lyukakban lévő buborékok befolyásolják az 
optikai sűrűséget (ODs). Az olvasási lépés végrehajtása előtt óvatosan távolítsa 
el a buborékokat. 
11. A szubsztrát oldat (TMB) fényre érzékeny, és megfelelő tárolás esetén 
színtelennek kell maradnia. Kék szín kialakulása instabilitást vagy szennyeződést 
jelezhet. Ilyen esetben nem szabad használni a szubsztrát oldatot. 
12. A szubsztrát és a leállító oldat adagolásakor ne használjon olyan pipettákat, 
amelyekben ezek a folyadékok bármilyen fém résszel érintkezhetnek. 

13. A reagensek szennyeződésének elkerülése érdekében használjon új, egyszer 
használatos pipettahegyet minden reagens, minta, kalibrátor és kontroll 
adagolásához. 
14. Ne használjon különböző készlettételekből származó összetevőket, és a 
készlet egyetlen összetevőjét se használja a címkén feltüntetett lejárati időn túl! 
15. A készlet reagenseit veszélyes hulladéknak kell tekinteni, és a helyi és/vagy 
nemzeti előírásoknak megfelelően kell ártalmatlanítani. 

 
AZ ELJÁRÁS KORLÁTAI 
1. A készlet az emberi szérumban lévő ösztron közvetlen meghatározására van 
kalibrálva. A készlet nincs kalibrálva az ösztron meghatározására más emberi 
vagy állati eredetű mintákban. 
2. Ne használjon erősen hemolitizált, erősen lipémiás, icterusos vagy nem 
megfelelően tárolt szérumot!   
3. Az azidot vagy tiomerzált tartalmazó minták vagy kontrollszérumok nem 
kompatibilisek ezzel a készlettel, és hamis eredményekhez vezethetnek.  
4. A legmagasabb kalibrátornál magasabb értékű szérumminták az ismert 
alacsony koncentrációjú (< 60 pg/ml) szérumminták felhasználásával hígíthatók. 
Ellenkező esetben az eredményeket „> 2000 pg/ml” formában lehet jelenteni. 
Bármilyen más reagens használata hamis eredményekhez vezet. 
5. Az ezzel a készlettel kapott eredmények soha nem használhatók a klinikai 
diagnózis kizárólagos alapjaként. Előfordulhat például, hogy egyes gyógyszerek 
és az állatokkal vagy állati termékekkel rendszeresen érintkező betegeknél 
előforduló heterofil antitestek potenciálisan zavaró hatást fejtenek ki az 
immunológiai vizsgálatok során. Következésképpen a klinikai diagnózisnak ki kell 
terjednie a beteg hátterének minden aspektusára, ideértve az állatokkal/állati 
termékekkel való érintkezés gyakoriságát is. 

 
BIZTONSÁGI ÓVINTÉZKEDÉSEK ÉS FIGYELMEZTETÉSEK 
BIOLÓGIAI VESZÉLYEK 
A reagenseket potenciális biológiai veszélynek kell tekinteni, és ugyanolyan 
elővigyázatossággal kell kezelni, mint a vérmintákat. Minden emberi mintát 
potenciális biológiai veszélynek kell tekinteni, és fertőzés továbbítására képes 
anyagként, a helyes laboratóriumi gyakorlatnak megfelelően kell kezelni. 
A készlethez mellékelt kalibrátorok és kontrollok feldolgozott emberi plazmát 
tartalmaznak, amelyet jóváhagyott módszerekkel teszteltek, és negatívnak 
találtak a HBsAg és a HCV, HIV 1/2 és HIV NAT antitestek jelenléte tekintetében. 
Egyetlen vizsgálati módszer sem nyújthat azonban teljes bizonyosságot arra 
vonatkozóan, hogy a vizsgált anyagban nincsenek életképes kórokozók. Ezért 
ezeket az összetevőket potenciális biológiai veszélynek kell tekinteni, és a helyes 
laboratóriumi gyakorlattal összhangban ugyanolyan elővigyázatossággal kell 
kezelni, mint bármely vérmintát. 
 

KÉMIAI VESZÉLYEK 
Kerülje a TMB-t, hidrogén-peroxidot és kénsavat tartalmazó reagensekkel való 
érintkezést! Az ilyen reagensek bármelyikével való érintkezés esetén azt azonnal 
mossa le bő vízzel! A TMB feltehetően karcinogén. 

 
A MINTÁK GYŰJTÉSE ÉS TÁROLÁSA 
A két párhuzamosban történő meghatározáshoz körülbelül 0,15 ml szérum 
szükséges. Gyűjtsön 4–5 ml vért egy megfelelően felcímkézett csőbe, és hagyja 
megalvadni. Centrifugálja és óvatosan távolítsa el a szérumréteget. Tárolja 
szobahőmérsékleten legfeljebb három napig, 2-8°C-on legfeljebb hét napig, vagy 
legalább -20 °C-ra fagyasztva legfeljebb 1 hónapig. Tekintsen minden emberi 
mintát biológiailag potenciálisan veszélyes anyagnak, és kezelésekor tegyen meg 
minden szükséges óvintézkedést! 
 
 

A MINTÁK ELŐKEZELÉSE 
 

Nincs szükség a minta előkezelésére. 

 
A VIZSGÁLATHOZ SZÜKSÉGES, DE NEM BIZTOSÍTOTT 
REAGENSEK ÉS ESZKÖZÖK 
1. Kalibrált egycsatornás pipetta 50 μl adagolásához. 
2. Kalibrált többcsatornás pipetták 50, 100 és 150 μl adagolásához. 
3. Kalibrált többcsatornás pipetták 350 μl adagolásához (csak kézi mosáshoz). 
4. Eldobható pipettahegyek. 
5. Desztillált vagy ionmentesített víz.  
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6. Abszorbancia mikrolemez-olvasó 450 nm-es szűrővel és 3,0 vagy annál 
magasabb felső OD határértékkel. 
7. Automata mikrolemez mosó (ajánlott). 

 
BIZTOSÍTOTT REAGENSEK     

   Nyúl anti-ösztron antitesttel bevont mikrolemez letörhető lyukakkal 
- használatra kész.    

Tartalom:  Egy poliklonális antitesttel bevont 96 lyukas (12x8) mikrolemez 
szárítószerrel ellátott, visszazárható tasakban.       
Tárolás:  2 és 8°C között       
Stabilitás:  Bontatlan állapotban: A címkén feltüntetett lejárati ideig stabil. 
Felnyitás után: 4 hétig stabil. 
 

Ösztron-tormaperoxidáz (HRP) konjugátum – 
használatra kész 

 
Tartalom: Egy üveg Ösztron-HRP konjugátum fehérje-alapú pufferben, 
higanymentes tartósítószerrel. 
Mennyiség:  15ml/üveg    
Tárolás:  2 és 8°C között 
Stabilitás:  Bontatlan állapotban: A címkén feltüntetett lejárati ideig stabil. 
Felnyitás után: 4 hétig stabil. 
 
 
                   Ösztron kalibrátorok - használatra kész. N = 0-tól 5-ig 
                    
Tartalom:  Hat darab, higanymentes tartósítószert tartalmazó humán 
szérumalapú pufferben ösztront tartalmazó injekciós üveg. A pufferhez 
meghatározott mennyiségű ösztront adagolva készül. 
*Az alább felsorolt értékek hozzávetőleges koncentrációk. A pontos 
koncentrációkat az injekciós üveg címkéjén találja. 
 

Kalibrátor Koncentráció Mennyiség/üveg 

0 kalibrátor 0 pg/ml 1,0 ml 

1 kalibrátor 20 pg/ml 1,0 ml 

2 kalibrátor 60 pg/ml 1,0 ml 

3 kalibrátor 200 pg/ml 1,0 ml 

4 kalibrátor 600 pg/ml 1,0 ml 

5 kalibrátor 2000 pg/ml 1,0 ml 

 
Tárolás:  2 és 8°C között       
Stabilitás:  Bontatlan állapotban: A címkén feltüntetett lejárati ideig stabil. 
Felnyitás után: 4 hétig stabil. 
 
 

              Kontrollok – használatra kész. 
   N = 2 
Tartalom:  Két darab, higanymentes tartósítószert tartalmazó humán szérumalapú 
pufferben ösztront tartalmazó injekciós üveg. A pufferhez meghatározott 
mennyiségű ösztront adagolva készül. Az elfogadható tartományokat az injekciós 
üvegek címkéin találja.  
Mennyiség:  1,0 ml/üveg                 
Tárolás:  2 és 8°C között   
Stabilitás:  Bontatlan állapotban: A címkén feltüntetett lejárati ideig stabil. 
Felnyitás után: 4 hétig stabil. 
 

   Mosópuffer koncentrátum – X10  

   
Tartalom:  Egy darab, nem ionos mosószerrel és higanymentes tartósítószerrel 
készült puffert tartalmazó üveg.   
Mennyiség:  50ml/üveg              
Tárolás:  Hűtve 2-8oC-on 

Stabilitás:  Bontatlan állapotban: A címkén feltüntetett lejárati ideig stabil. 
Felnyitás után: 4 hétig stabil. Az elkészítést követően: A hígított mosópuffer az 
elkészítést követően 2 hétig stabil marad, feltéve, hogy betartják a helyes 
laboratóriumi gyakorlat előírásait. A mikrobák szaporodásának megelőzése 
érdekében fontos, hogy a hígított mosópuffer oldat elkészítésére és tárolására 
használt tartály tiszta legyen, a nem használt mosópuffer-oldatot pedig ajánlatos 
hűtve (2–8 °C) tárolni. 
A hígított mosópuffer elkészítése:  Használat előtt hígítsa 1:10 arányban 
desztillált vagy ionmentesített vízben. Ha az egész lemezt használja, hígítson fel 
50 ml mosópuffer-koncentrátumot 450 ml vízben. 
 
 
     TMB szubsztrát - használatra kész. 
      
Tartalom:  Egy darab, nem-DMF vagy DMSO-tartalmú pufferben tetrametil-
benzidint és hidrogén-peroxidot tartalmazó üveg. 
Mennyiség:  16ml/üveg    
Tárolás:  2 és 8°C között 
Stabilitás:  Bontatlan állapotban: A címkén feltüntetett lejárati ideig stabil. 
Felnyitás után: 4 hétig stabil. 

 
  Leállító oldat – használatra kész. 
   
Tartalom:  Egy darab 1M kénsavat tartalmazó üveg. 
Mennyiség:  6ml/üveg    
Tárolás:  2 és 8°C között 
Stabilitás:  Bontatlan állapotban: A címkén feltüntetett lejárati ideig stabil. 
Felnyitás után: 4 hétig stabil. 
 

VIZSGÁLATI ELJÁRÁS  
Minta-előkezelés:  Nincs. 

Használat előtt a készlet minden összetevőjének, minden kontrollnak és mintának el 
kell érnie a szobahőmérsékletet. A kalibrátorok, kontrollok és minták vizsgálatát két 
párhuzamosban kell végezni. Az eljárás beindítását követően minden lépést 
megszakítás nélkül el kell végezni. 

1. Miután a készlet minden összetevője elérte a szobahőmérsékletet, óvatosan 
megfordítva keverje össze azokat. 

 
2. Készítse el a hígított mosópuffert (ld. A Biztosított reagensek rész, Mosópuffer 

koncentrátum pontjában). 
 

3. Tervezze meg, hogy a mikrolemez melyik lyukait használja majd a 
kalibrátorokhoz, koltrollokhoz és mintákhoz. Távolítsa el a mikrolemez 

keretéből a használatra nem kerülő csíkokat, és helyezze azokat a tasakba a 
szárítószerrel együtt. Zárja vissza a nem használt csíkokat tartalmazó tasakot, 
és helyezze vissza a hűtőszekrénybe. 

 
4. Pipettázzon 50 µl mennyiséget minden kalibrátorból, kontrollból és mintából a 

megfelelő lyukakba. 
 

5. Pipettázzon 100 μL ösztron-HRP konjugátumot minden lyukba (többcsatornás 
pipetta használata javasolt). 

 
6. Óvatosan ütögesse meg a mikrolemez keretét 10 másodpercig, hogy a lyukak 

tartalmát összekeverje, és inkubálja a mikrolemezt szobahőmérsékleten (rázás 
nélkül) 1 órán keresztül. 

 
7. Mossa ki a lyukakat automata mikrolemez mosóval (javasolt) vagy kézzel az 

alábbiak szerint.  
    Automata: Automata mikrolemez mosó használatával mossa 3-szor a lyukakat 

minden mosáshoz 350 µl/lyuk hígított mosópuffert használva. Mosás után 
erősen ütögesse a lemezt nedvszívó papírhoz, hogy a lyukak megfelelően 
szárazak legyenek.  

    Kézi: Ürítse ki a lyukak tartalmát egy hulladéktároló tartály fölött. 
Többcsatornás pipetta használatával adagoljon 350 μl hígított mosópuffert 
minden lyukba. Ürítse ki a lyukak tartalmát egy hulladéktároló tartály fölött. 
Ismételje meg még kétszer a fenti pipettázási és ürítési lépéseket. Az utolsó 
alkalom után erősen ütögesse a lemezt a nedvszívó papírhoz, hogy a lyukak 
megfelelően szárazak legyenek. 

 
8. Pipettázzon 150 μl TMB szubsztrátot minden lyukba (többcsatornás pipetta 

használata javasolt). 
 
9. Inkubálja a mikrolemezt 20 percig szobahőmérsékleten (rázás nélkül).  
 
10. Pipettázzon 50 μl leállító oldatot minden lyukba (többcsatornás pipetta 

használata javasolt) ugyanabban a sorrendben és sebességgel, mint ahogyan 
a TMB szubsztrátot adagolta.  Óvatosan ütögesse meg a mikrolemez keretét a 
lyukak tartalmának összekeveréséhez. 

 
11. Mérje meg az optikai sűrűséget (abszorbanciát) a mikrolemez-lyukakban egy 

450 nm-re beállított abszorbancia mikrolemez-olvasóval, a leállító oldat 
hozzáadását követő 20 percen belül. 

 
 

SZÁMÍTÁSOK    
1. Számítsa ki az egyes kalibrátorok, kontrollok és minták párhuzamosainak 
átlagos optikai sűrűségét. 
2. Immunoassay szoftverrel 4-paraméteres vagy 5-paraméteres görbeillesztést 
használva készítse el a kalibrációs görbét. 
3. Olvassa le az ismeretlenek értékeit közvetlenül a kalibrációs görbéről. 
4. Ha a minta 2000 pg/ml-nél nagyobb értéket mutat, és hígítani kell, akkor 
hígítsa fel maximum 1:10 arányig egy ismert alacsony értékű (<60 pg/ml) 
szérummintával.  A kapott eredményeket meg kell szorozni a hígítási tényezővel. 
 

TIPIKUS ADATOK 

Kalibrátor Átlagos OD (450 nm) % 
kötődés 

Érték 
(pg/ml) 

0 2,261 100 0 

1 2,012 89 20 

2 1,671 75 60 

3 1,132 50 200 

4 0,632 28 600 

      N    CAL 

  CONTROL 

 CONC   SOLN    WASH 

      TMB    CHROM 

  STOP   SOLN 

HRP Ag 

      N 
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5 0,319 14 2000 

Ismeretlen 1 1,481 - 96 

Ismeretlen 2 0,734 - 467 

 
TIPIKUS KALIBRÁCIÓS GÖRBE 
 

Csak minta görbe.  Ne használja az eredmények kiszámításához! 
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TELJESÍTMÉNYJELLEMZŐK 
 
ÉRZÉKENYSÉG       
Az érzékenységi vizsgálat az EP17-A2 iránymutatás szerint került elvégzésre. Az 
eredményeket az alábbi táblázat foglalja össze: 
Vakhatár (LoB)  5,6 pg/ml 
Kimutatási határ (LoD)  14,8 pg/ml 
Meghatározási határ (LoQ) 17,7 pg/ml 
 
 

SPECIFICITÁS (KERESZTREAKTIVITÁS)         
Az alábbi vegyületek keresztreaktivitása került megvizsgálásra az ösztron 100%-
os keresztreaktivitása mellett. 
 

Vegyület Keresztreaktivitási % 

Ösztron 100 

11-dezoxikortikoszteron <0,1 

17-hidroxiprogeszteron <0,1 

17α-ösztradiol 3,6 

17β-ösztradiol 7,9 

Aldoszteron <0,1 

Androszténdion <0,1 

Androszteron <0,1 

Koleszterin <0,01 

Kortikoszteron <0,1 

Kortizol 0,2 

Danazol <0,1 

DHEA 0,1 

DHEAS <0,1 

DHT <0,1 

Equilin 19,1 

Ösztradiol-szulfát ≤2.9 

Ösztriol 2,6 

Ösztron-szulfát 2,5 

Etiszteron <0,1 

Prednizon <0,1 

Pregnenolon <0,1 

Pregnenolon-szulfát <0,1 

Progeszteron <0,1 

Tesztoszteron <0,1 

 

INTERFERENCIÁK 
A mért ösztron értékekre gyakorolt hatás a potenciális zavaró anyagok emberi 
szérummintákhoz való hozzáadása útján került meghatározásra.  A hemoglobin 
max. 10 g/l, a konjugált bilirubin max. 20 mg/dl, a konjugálatlan bilirubin max. 10 
mg/dl, a trigliceridek max. 1500 mg/dl, a biotin max. 2,4 µg/ml, a HAMA-k max. 
1,2 µg/ml, a reumafaktor (RF) max. 1688 IU/ml, a fulvesztrant max. 100 ng/ml, és 
a mifepriszton max. 4,6 µg/ml mennyiségben nem zavarta a vizsgálatot. A 
konjugálatlan bilirubin esetén 20 mg/dl szinttől interferencia volt megfigyelhető. 

 
 
 

PRECIZITÁS         
A precíziós vizsgálat a CLSI EP05-A3 iránymutatás szerint került elvégzésre. 
 

Ismételhetőség 
A kísérleti protokoll hierarchikus varianciaanalízist alkalmazott 8 szérummintával, 
10 vizsgálati nappal, két tétellel és naponta két analitikussal. Minden analitikus 
naponta két tesztet végzett két tétellel, és futtatásonként két párhuzamos mérést 
hajtott végre (10 x 2 x 2 x 2-es modell) minden minta esetén. A kétszempontú 
hierarchikus (nested) ANOVA modellel elemzett eredményeket az alábbi táblázat 
foglalja össze. 
 
 

Minta 
Átlag 

(pg/ml) 

Futtatások 

közötti 

SD (pg/ml) 

Futtatások 

közötti 

CV 

Teljes 

SD (pg/ml) 

Teljes 

CV 

1 91,5 11,7 12,8% 14,4 15,8% 

2 40,7 6,2 15,1% 8,0 19,6% 

3 144,8 15,2 10,5% 20,1 13,9% 

4 744,4 31,7 4,3% 46,7 6,3% 

5 632,8 41,9 6,6% 56,2 8,9% 

6 1027,0 26,1 2,5% 73,5 7,2% 

7 381,0 25,5 6,7% 34,1 8,9% 

8 1211,7 71,2 5,9% 106,2 8,8% 

 

Reprodukálhatóság 
A reprodukálhatósági vizsgálat az EP05-A3 kísérleti modell szerinti 3 x 5 x 5 (3 
helyszín x öt vizsgálati nap x öt párhuzamos naponta) módszerrel, 
Olaszországban, az USA-ban és Kanadában található laboratóriumokban 
értékelte az eszköz precíziós teljesítményét. A kétszempontú hierarchikus 
(nested) ANOVA modellel elemzett eredményeket az alábbi táblázat foglalja 
össze. 
 

Minta 
Átlag 

(pg/ml) 

Ismételhetőség   

SD (pg/ml) 

Ismételhetőség 

CV 

Helyszínen 

belüli 

SD (pg/ml) 

Helyszínen 

belüli 

CV 

1. 

kontroll 
88,3 6,7 7,5% 9,2 10,5% 

2. 

kontroll 
515,5 25,9 5,0% 33,6 6,5% 

1 43,0 6,6 15,4% 7,0 16,3% 

2 75,1 6,8 9,1% 8,8 11,8% 

3 122,6 9,7 7,9% 13,0 10,6% 

4 129,4 8,7 6,7% 9,7 7,5% 

5 447,4 24,5 5,5% 31,3 7,0% 

6 912,3 51,3 5,6% 64,8 7,1% 

 

Minta Átlag 

(pg/ml) 

Reprodukálhatóság 

SD (pg/ml) 

Reprodukálhatóság 

CV 

1. kontroll 88,3 10,8 12,2% 

2. kontroll 515,5 46,1 8,9% 

1 43,0 7,1 16,6% 

2 75,1 9,8 13,0% 

3 122,6 14,4 11,7% 

4 129,4 11,9 9,2% 

5 447,4 38,0 8,5% 

6 912,3 66,9 7,3% 

 
 
 

Minta 

Átlag (pg/ml) 
Futtatáson belüli SD 

(pg/ml) 

Futtatáson 

belüli 

CV 

1 91,5 8,5 9,2% 

2 40,7 5,1 12,4% 

3 144,8 11,9 8,2% 

4 744,4 33,4 4,5% 

5 632,8 26,3 4,2% 

6 1027,0 55,1 5,4% 

7 381,0 18,2 4,8% 

8 1211,7 53,0 4,4% 
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LINEARITÁS 
A linearitás vizsgálata hat, a vizsgálat tartományát fedő szérumminta 
felhasználásával, a CLSI EP06-Ed2 iránymutatás alapján került elvégzésre. A 
mintákat alacsony értékű mintákban (<60 pg/ml) maximum tíz százalékig (1:10) 
hígítva két párhuzamosban teszteltük. Az eredmények (y) regressziós egyenlete 
a hígítási tényező alapján jósolt koncentrációra (x) vonatkoztatva y = 1,001x + 
10,2, r = 0,999. 
A relatív nemlinearitás -10,6% és 10,5% között mozgott az összes minta és 
mérési hígítási pont között. A statisztikai elemzés azt mutatja, hogy a vizsgálat 
kellően lineáris 1:10 hígításig, hígítószerként alacsony értékű mintákat (<60 
pg/ml) használva. 

 
VISSZANYERÉS 
Három alacsony értékű és három magas értékű mintát kevertek össze három 
csoportban különböző arányokban. Az eredeti mintákat és a kevert minták 
minden készletét az Estrone ELISA Kit használati utasításában foglaltak szerint, 
két párhuzamosban, kalibrátorokkal és kontrollokkal (szintén két párhuzamosban) 
tesztelték. A várt koncentrációértékeket az egyes minták frakciójának a végső 
keverékhez való hozzájárulása alapján határozták meg. A minták ösztron-
koncentrációjának mérése után a visszanyerési százalék a minta mért 
eredménye és a várt érték közötti százalékos arányként került kiszámításra. 
Az eredményeket az alábbi táblázatban foglaltuk össze: 
 
 

Ösztron érték, pg/ml 

 Minta Mért Várt 
Visszanyeré

s % 

Alacsony 

érték: A minta 

 

Magas érték: 

B minta 

100% A minta 45,5 - - 

100% B minta 878,2 - - 

90% A minta /10% 

B minta 
135,7 128,8 105,4 

70% A minta /30% 

B minta 
285,7 295,3 96,8 

50% A minta /50% 

B minta 
397,3 461,9 86,0 

30% A minta /70% 

B minta 
616,9 628,4 98,2 

10% A minta /90% 

B minta 
838,3 795,0 105,5 

 

Alacsony 

érték: C minta 

  

Magas érték: 

D minta 

100% C minta 56,8 - - 

100% D minta 768,5 - - 

90% C minta/10% 

D minta 
152,2 127,9 119,0 

70% C minta/30% 

D minta 
318,4 270,3 117,8 

50% C minta/50% 

D minta 
482,8 412,6 117,0 

30% C minta/70% 

D minta 
553,7 555,0 99,8 

10% C minta/90% 

D minta 
641,3 697,4 92,0 

 

Alacsony 

érték: E minta 

 

Magas érték: 

F minta 

100% E minta 45,2 - - 

100% F minta 1113,2 - - 

90% E minta/10% 

F minta 
146,0 152,0 96,1 

70% E minta/30% 

F minta 
373,4 365,6 102,1 

50% E minta/50% 

F minta 
676,3 579,2 116,8 

30% E minta/70% 

F minta 
928,4 792,8 117,1 

10% E minta/90% 

F minta 
994,7 1006,4 98,8 

 
 

ÖSSZEHASONLÍTÓ TANULMÁNYOK  
A DIAsource Estrone ELISA készletnek (y) a DIAsource Estrone ELISA 
készlet korábbi verziójával és egy LCMS módszerrel történő 
összehasonlítása során az alábbi lineáris regressziós eredményeket kaptuk: 
 
1) A DIAsource Estrone ELISA készlet (x) korábbi verziójával végzett 
összehasonlítás:     
y = 1,10x + 7,22, 107 minta, r = 0,98, Meredekség = 1,10. 

2) Az LCMS módszerrel (x) végzett összehasonlítás: 
y = 0,80x + 25,82, 105 minta, r = 0,92, Meredekség = 0,80. 
 
REFERENCIA TARTOMÁNYOK 
A referencia tartományokat (95%) különböző fajú egyedektől származó minták 
felhasználásával becsülték meg (minden érték pg/ml-ben jelentett). Minden 
laboratóriumnak meg kell határoznia saját referenciaérték-tartományát. 
 

Kohorsz N Átlag Medián 95%-os 

tartomány 

Nő (premenopauzális) * 140 93,9 83,3 19,5 – 

231,9 

Premenopauzális, ciklus 

1. – 10. nap 40 84,4 81,5 29,8-146,7 

11. – 20. nap 40 87,7 79,6 20,9-232,0 

21. – 30. nap 40 82,2 73,2 27,2-173,8 

Nő 

(posztmenopauzális)* 

205 31,9 42,5 ND – 166,4 

Férfi  202 59,1 52,1 ND - 187,2 

 
* A menopauzális állapotot életkor szerint osztályozták. 
ND = nem detektálható; az eredmények kisebbek, mint az LoD (14,8 pg/ml). 

 
HIVATKOZÁSOK 
1. Callum Fraser, Biological Variation: From Principles to Practice, AACC Press, 
2013. 
2. Faslodex® Product Monograph. AstraZeneca Canada, 2017 
3. Robertson JFR and Harrison M. Fulvestrant Pharmacokinetics and 
pharmacology. British Journal of cancer. 2004. 90: S7-S10. 
4. Siemens. Urgent Field Safety Notice. Advia Centaur Systems. Crossreactivity 
of Fulvestrant in Siemens Healthcare Diagnostics  Estradiol Assays. 2016. 
5. Berkane N, Liere P, Oudinet JP, Hertig A, Lefèvre G, Pluchino N, Schumacher 
M, Chabbert-Buffet N. From Pregnancy to  Preeclampsia: A Key Role for 
Estrogens. Endocrine Reviews, 2017; 38:123–144. 
6. Fleck SC, Twaddle NC, Churchwell MI, Doerge DR, Pande P, Teeguarden JG. 
Comparative estrogenicity of endogenous,  environmental, and dietary 
estrogens in pregnant women I: Serum levels, variability and the basis for urinary 
biomonitoring of serum estrogenicity. Food and Chemical Toxicology, 2018; 
115:511–522. 
7. Hauptmann H, et al. Concepts for the Synthesis of Biotinylated Steroids. Part 2: 
17β-Estradiol Derivatives as Immunochemical Probes.  Bioconjug Chem. 2000; 
11(4):537–48. 
8. Meyer HH, et al. Immunoaffinity Chromatography and a Biotin-Streptavidin 
Amplified Immunoassay for Sensitive and Specific  Estimation of Estradiol-
17β. J Steroid Biochem.1990; 35(2):263–69. 
9. Folan J, et al. Solid-Phase Enzymoimmunoassay of Estrone in Serum. Clin 
Chem. 1988; 34(9):1843–6. 
10. Folan J, et al. Solid-Phase Enzymoimmunoassay of Estrone in Saliva. Clin 
Chem. 1989; 35(4):569–72. 
11. Speroff L, et al. Hormone Biosynthesis, Metabolism, and Mechanism of 
Action. In: Clinical Gynecologic Endocrinology & Infertility, 3rd  ed. 
Baltimore: Willams & Wilkins; 1983:1–41. 
12. Kim MH, et al. Plasma Levels of Estrogen, Androgens and Progesterone 
During Normal and Dexamethasone-treated Cycles. J Clin Endocrinol 
Metab. 1974; 39(4):706–12. 
13. Speight AC, et al. Non-Protein Bound Oestrgens in Plasma and Urinary 
Excretion of Unconjugated Oestrogens in Non- Pregnant  Women. J Endocrinol. 
1979; 83(3):385–91. 
14. Kricka, L.J. Human Anti-Animal Antibody Interferences in Immunological 
Assays. Clin Chem. 1999; 45(7):942–56.  
15. Check JH, et al. Falsely Elevated Steroidal Assay Levels Related to 
Heterophile Antibodies Against Various Animal Species. Gynecol  Obstet 
Invest. 1995; 40(2):139–40. 
16. Bidlingmaier F, Wagner-Barnack M, Butenandt O, Knorr D: Plasma estrogens 
in childhood and puberty under physiologic and  pathologic conditions. 
Pediatr Res. 1973;7(11):901-907. 
17. Nelson RE, et al. Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry Assay 
for Simultaneous Measurement of Estradiol and Estrone  in Human Plasma, 
2004, Clinical Chemistry 50:373-384. 
18. Christopher MM, et al. Serum Estrogen Metabolites and Systolic Blood 
Pressure Among Middle-Aged and Older Women and Men.  American 
Journal of Hypertension, November 2009; 22 (11): 1148-1153. 
 

 
Felülvizsgálat dátuma: 2023-06-29 

 
 

A jelen használati utasítás más fordításai a honlapunkról 

tölthetők le: https://www.diasource-diagnostics.com/ 

https://www.diasource-diagnostics.com/

	Garde+page+history
	KAPDB420

	KAPDB420-Estrone-CE-230629-EN
	INTENDED USE
	PRINCIPLE OF THE TEST
	PROCEDURAL CAUTIONS AND WARNINGS

	LIMITATIONS
	TYPICAL TABULATED DATA
	TYPICAL CALIBRATION CURVE
	REFERENCE RANGES
	REFERENCES

	N
	CAL
	N
	CONTROL
	CONC
	SOLN
	WASH
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	KAPDB420-Estrone-CE-230629-FR
	PRINCIPE  DU  DOSAGE
	Le kit Estrone ELISA est un immunodosage compétitif.  La compétition se déroule entre l'estrone présente dans les calibrateurs, les contrôles et les échantillons de patients, et un antigène marqué avec une enzyme (conjugué) pour un nombre limité de si...
	PRECAUTIONS  ET  AVERTISSEMENTS POUR LA PROCÉDURE
	LIMITATIONS
	DONNÉES TYPE
	COURBE STANDARD
	VALEURS NORMALES ATTENDUES
	RÉFÉRENCES

	N
	CAL
	N
	CONTROL
	CONC
	SOLN
	WASH
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	KAPDB420-Estrone-CE-230629_ES
	INDICACIONES
	PRINCIPIO DE LA PRUEBA
	PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS SOBRE EL PROCEDIMIENTO

	LIMITACIONES
	DATOS TÍPICOS TABULADOS
	CURVA TÍPICA DE CALIBRACIÓN
	El kit DIAsource Estrona ELISA (y) se comparó con la versión anterior del kit DIAsource Estrona ELISA y un método LCMS, y arrojó los siguientes resultados de regresión lineal:
	1) Comparación con la versión anterior del kit DIAsource Estrone ELISA (x):
	y = 1,10x + 7,22, 107 muestras, r = 0,98, Pendiente = 1,10.
	2) Comparación con un método LCMS (x):
	y = 0,80x + 25,82, 105 muestras, r = 0,92, Pendiente = 0,80.
	VALORES NORMALES ESPERADOS
	BIBLIOGRAFÍA

	N
	CAL
	N
	CONTROL
	CONC
	SOLN
	WASH
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP

	KAPDB420-Estrone-CE-230629_HU
	RENDELTETÉSSZERŰ HASZNÁLAT
	A VIZSGÁLAT ALAPELVE
	ELJÁRÁSI ÓVINTÉZKEDÉSEK ÉS FIGYELMEZTETÉSEK

	AZ ELJÁRÁS KORLÁTAI
	TIPIKUS ADATOK
	TIPIKUS KALIBRÁCIÓS GÖRBE
	REFERENCIA TARTOMÁNYOK
	HIVATKOZÁSOK

	N
	CAL
	N
	CONTROL
	CONC
	SOLN
	WASH
	TMB
	CHROM
	SOLN
	STOP


