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Utilisations prévues

Le kit de dosage immuno-enzymatique du 17B-cestradiol salivaire de Salimetrics® est un test
d'immunodosage compétitif spécifiquement concu et validé pour la mesure quantitative in vitro
du 17B-cestradiol salivaire. Les mesures obtenues avec ce dispositif peuvent étre utilisées pour
le diagnostic et le traitement de divers troubles hormonaux sexuels. Ce test n‘est pas destiné
a évaluer la fonction placentaire dans le cadre d’'une grossesse compliquée. L'cestradiol
salivaire reflete de facon précise la quantité d'cestradiol sérique dans la circulation (1).
L'utilisation de ce kit avec des échantillons sériques ou plasmatiques n‘est pas validée par
Salimetrics. Ce kit est validé pour mesurer la concentration d’cestradiol salivaire chez la
femme.

Ce manuel d’instruction décrit deux protocoles d’analyse. Utiliser la méthode A
Procédure de mesure du 17B-cestradiol salivaire ultrasensible lorsque les valeurs attendues
sont comprises entre 1 et 32 pg/mL. Utiliser la méthode B Procédure de mesure du 173-
cestradiol salivaire de gamme inférieure pour des valeurs comprises entre 0,5 et 32 pg/mL.

Avertissement : Le médicament appelé fulvestrant (FASLODEX®) provoque une réaction
croisée avec les anticorps utilisés dans les tests d'immunodosage de I'cestradiol qui peut
donner lieu a des valeurs d’cestradiol faussement élevées. En raison de ce risque de réactivité
croisée, le kit de dosage immuno-enzymatique du 17B-cestradiol salivaire ultrasensible de
Salimetrics® ne doit pas étre utilisé chez les femmes traitées par fulvestrant (FASLODEX®). Le
fulvestrant (FASLODEX®) est utilisé pour traiter certaines formes de cancer du sein positif pour
les récepteurs aux cestrogénes chez la femme ménopausée. Des valeurs faussement élevées
d’cestradiol pourraient fausser l'interprétation du statut ménopausique chez ces femmes et
entrainer une modification ou l'arrét du traitement par fulvestrant (FASLODEX®) alors que cela
n‘a pas lieu d'étre.

Veuillez lire la notice du kit dans son intégralité avant de réaliser le test. Tout non-
respect de la procédure et des recommandations relatives au prélevement salivaire
et a la manipulation des échantillons pourrait entrainer des résultats inexacts.

Pour plus d‘informations sur ce kit, son utilisation ou les procédures décrites dans cette notice,
contactez le service technique de Salimetrics ou votre représentant commercial local.

Introduction

L'cestradiol (17B-cestradiol, E2, 1,3,5(10)-estratriene-3, 17B-diol) est une hormone
stéroidienne produite principalement par les follicules ovariens a partir de la testostérone
(2,3). L'cestradiol est le plus actif des cestrogénes sécrétés naturellement (2). Chez 'homme,
I'cestradiol est produit dans les testicules et par la conversion extra-glandulaire des
androgenes (2).
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Les taux d’cestradiol circulant sont relativement élevés a la naissance chez les deux sexes,
mais diminuent aprés la naissance (3). Chez les enfants prépuberes et les hommes, les taux
sont faibles et non cycliques. Ils augmentent graduellement durant la puberté chez les deux
sexes. Chez les femmes préménopausées, les interactions entre I'hormone lutéinisante (LH) et
I'hormone folliculo-stimulante (FSH) entrainent la libération d’cestradiol par les ovaires. La
sécrétion d'cestradiol est faible chez la femme ménopausée.

Les recherches sur |'cestradiol portent principalement sur des domaines relatifs a la
reproduction tels que la conception, I'ovulation, l'infertilité et la ménopause (4,5,6). Pourtant,
I'cestradiol agit sur divers processus biologiques impliqués dans la capacité reproductive (7), la
conception et le maintien de la grossesse (8), la parentalité (9), les maladies coronariennes
(10), I'immunocompétence (11), la prédisposition au

cancer (12) et la neuroprotection (13). L'cestradiol pourrait également influencer

les différences individuelles en termes de processus cognitifs et socio-émotionnels ainsi que la
psychopathologie (14,15).

Il existe de nombreuses méthodes de dosage des cestrogenes. D’apres les études, I'cestradiol
peut étre mesuré de fagon précise dans la salive (4,5,16,17).

Principe du test

Il sagit d’un kit d'immunodosage compétitif. L'cestradiol présent dans les étalons et dans les
échantillons entre en compétition avec I'cestradiol conjugué a la peroxydase de raifort pour les
sites de liaison des anticorps sur une plague de microtitration. Aprés incubation, les
composants non liés sont éliminés par lavage. Le conjugué enzymatique lié de I'cestradiol est
mesuré par la réaction de I'enzyme (la peroxydase de raifort) au substrat (le
tétraméthylbenzidine [TMB]). Cette réaction produit une coloration bleue. Une coloration jaune
se produit apres arrét de la réaction a I'aide d’une solution acide. La densité optique est lue
sur un lecteur de plaques standard a 450 nm. La quantité de conjugué enzymatique de
I'cestradiol détectée est inversement proportionnelle a la quantité d’cestradiol présente dans
I’échantillon (18).
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Précautions de sécurité
Lire les fiches de données de sécurité avant de manipuler les réactifs.

Ingrédients dangereux

La solution d’arrét est corrosive. Utiliser avec précaution. Nous recommandons de suivre les
procédures suivantes pour tous les réactifs du kit.

Manipulation

Respecter les bonnes pratiques de laboratoire lors de la manipulation des réactifs du kit. Le
port d’'une blouse de laboratoire, de gants et de lunettes de protection est recommandé.
Essuyer les liquides renversés a I'aide d’'un matériau absorbant en portant des vétements de
protection. Respecter la réglementation locale concernant I'élimination.

Mesures d’urgence en cas d’exposition

En cas de contact, rincer immédiatement la peau ou les yeux a I'eau pendant 15 minutes.
Retirer les vétements contaminés. En cas d'inhalation, faire respirer de I'air frais. Si la
personne présente des difficultés respiratoires, appeler un médecin.

Les informations ci-dessus sont jugées exactes mais ne sont pas exhaustives. Elles sont
fournies uniquement a titre indicatif. La responsabilité de Salimetrics ne saurait étre engagée
en cas d'accident ou de dommage résultant d’'une mauvaise utilisation du produit.

Les fiches de données de sécurité sont disponibles sur demande aupres de Salimetrics a
I'adresse support@salimetrics.com (consulter le site www.salimetrics.com pour connaitre les
autres options de contact).

M® lime salimetrics.com
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Informations générales concernant l'utilisation du kit

e Le kit contient des barrettes de microtitration sécables. Il est possible de ne pas utiliser
tous les puits de la plaque. Les puits inutilisés doivent étre conservés a une température
comprise entre 2 et 8 °C dans le sachet avec le dessiccant et doivent étre utilisés dans
le cadre fourni.

e Eviter toute contamination microbienne des réactifs lorsqu’ils sont entamés. Salimetrics
recommande d'utiliser les réactifs entamés dans un délai d'un mois. Conserver tous les
réactifs a une température comprise entre 2 et 8 °C.

e La quantité de réactif fournie dans le kit unique est suffisante pour trois analyses
partielles. Si tous les puits de la plaque ne sont pas utilisés, les volumes de tampon de
lavage et de conjugué enzymatique préparés doivent étre réduits en conséquence, en
conservant le méme rapport de dilution.

e Ne pas mélanger les composants de différents lots de kits.

e Pour garantir une qualité optimale des résultats du test, le pipetage des échantillons et
des réactifs doit se faire le plus rapidement possible (sans interruption) d’un bout a
I'autre de la plaque. Idéalement, ce processus ne doit pas prendre plus de 20 minutes.

e Si une pipette multicanaux est utilisée pour le transfert des réactifs, veiller a toujours
ajouter les réactifs dans le méme ordre afin que le temps d'incubation soit le méme
pour tous les puits.

e Si plusieurs plaques ou jeux de barrettes sont analysés, une courbe d'étalonnage doit
étre établie pour chaque plaque et/ou jeu de barrettes.

e La température du laboratoire peut avoir une incidence sur les analyses. Les kits
Salimetrics sont validés a une température comprise entre 20 et 23,3 °C. Une
température inférieure ou supérieure peut influencer les valeurs de densité optique.

e L'étalonnage de routine des pipettes et autre matériel est essentiel pour une
performance optimale du test.

e Lors de I'agitation des plaques durant les procédures du test, éviter les vitesses
entrainant un déversement du contenu des puits.

e Nous recommandons de conserver tous les réactifs jusqu’a ce que l'analyse des
données confirme le succes du test, pour faciliter la résolution des éventuels problemes.

e Avant d'ajouter I'échantillon, étiqueter chaque barrette pour garantir la bonne
orientation de la plaque et le bon ordre des échantillons lors de I'acquisition des
données sur le lecteur de plaques.

Stockage

Avant ouverture, tous les composants du kit sont stables a une température comprise entre 2
et 8 °C jusqu’a la date de péremption du kit.
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Indicateur de pH

Les valeurs de cotinine obtenues avec des échantillons ayant un pH < 5 ou > 9 pourraient étre
inexactes. Un indicateur de pH dans le diluant du test d’cestradiol ultrasensible indique a
I'utilisateur les échantillons ayant un pH trop bas ou trop élevé. Lors de I'ajout du diluant du
test d’cestradiol ultrasensible, les échantillons acides prendront une coloration jaune et les
échantillons alcalins une coloration mauve. Une coloration jaune foncé ou mauve foncé du
puits indique que le pH de I"échantillon doit étre mesuré a l'aide d’'une bandelette indicatrice de
pH. En cas de pH < 5,0 ou = 9, un nouvel échantillon doit étre recueilli.

Recueil de I'échantillon

Eviter de prélever I'échantillon dans les 60 minutes suivant la prise d'un repas et dans les

12 heures suivant la consommation d‘alcool. Les aliments acides ou a forte teneur en sucre
peuvent compromettre la performance du test car ils diminuent le pH de I'’échantillon et
influencent le développement des bactéries. Afin de limiter I'impact de ces facteurs, le donneur
doit se rincer soigneusement la bouche a I'eau 10 minutes avant le recueil de I'échantillon.

Recueillir la salive totale par salivation passive non stimulée. Le donneur peut pencher la téte
en avant afin que la salive s’écoule sur le plancher buccal jusque dans le tube en

polypropyléne en passant a travers le dispositif de recueil SalivaBio. Les protocoles/méthodes
de recueil sont disponibles en ligne a I'adresse www.salimetrics.com ou sur simple demande.

En cas d’échantillon manifestement contaminé par du sang, un nouveau recueil est nécessaire.
Une éventuelle contamination des échantillons par le sang peut étre recherchée (19,20) a
I'aide de notre kit d’EIA de contamination sanguine (références catalogue 1-1302/1-1302-5).
Les bandelettes peuvent donner des résultats faux positifs en raison des enzymes salivaires et
ne doivent pas étre utilisées.

Noter la date et I'heure de recueil de I'échantillon.

Manipulation et préparation des échantillons

Apres le recueil, il est important de conserver I'échantillon au froid pour éviter toute
prolifération bactérienne. Placer I'échantillon au réfrigérateur dans les 30 minutes suivant le
recueil, puis le congeler a une température inférieure ou égale a -20 °C dans les 4 heures
suivant le recueil. (Les échantillons peuvent étre conservés a -20 °C pendant 6 mois.) En cas
de stockage a long terme, consulter le livret d'informations de Salimetrics sur le prélévement
et la manipulation des échantillons ( Collection and Handlling Advice Booklet).

Ne pas ajouter d’azoture de sodium (conservateur) aux échantillons de salive car
cela pourrait fausser I'immunodosage.

Le jour de I'analyse, décongeler completement les échantillons de salive, les passer au vortex

puis les centrifuger a 1 500 g pendant 15 minutes. La congélation des échantillons de salive

entraine la-pEEipitEtioMaes ines. La centrifugation:éliminedes’ mucineset autres:particules
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susceptibles de perturber la liaison aux anticorps et de fausser les résultats. Les échantillons
doivent étre ramenés a température ambiante avant le transfert dans les puits. Pipeter la
salive claire dans les puits appropriés. Recongeler les échantillons de salive dés que possible
apres le transfert. Recentrifuger les échantillons a chaque décongélation. Eviter les cycles de
congélation/décongélation répétés.
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Matériel fourni avec le kit unique

Article

Quantité/taill
e

Plaque de microtitration
Enduite d'anticorps de lapin anti-cestradiol.

1/96 puits

Etalon d’cestradiol ultrasensible

32 pg/mL dans une matrice salivaire. A diluer en série avant utilisation
en respectant les instructions de la section Préparation des réactifs.
Une nouvelle dilution de I'étalon est nécessaire avec la méthode B
Procédure de mesure du 17B-cestradiol salivaire de gamme inférieure.
Contient : cestradiol, tampon, conservateur.

1 flacon/1,6 mL

Controles d’cestradiol ultrasensibles

Concentration élevée (Ctrl-H), concentration faible (Ctrl-L), dans une
matrice salivaire. Prét a I'emploi.

Contient : cestradiol, tampon, conservateur.

2 flacons/1 mL
par flacon

Conjugué enzymatique de I'cestradiol

Concentré. A diluer avec le diluant du test d'cestradiol ultrasensible
avant utilisation. (Voir I'étape 5 de la section Procédure.)

Contient : conjugué cestradiol-peroxydase de raifort, conservateur.

1 flacon/50 pL

Diluant du test d’cestradiol ultrasensible
Contient : tampon phosphate, indicateur de pH, conservateur.

1 flacon/60 mL

Tampon de lavage concentré (10x)

A diluer avant utilisation en respectant les instructions de la section
Préparation des réactifs.

Contient : tampon phosphate, détergent, conservateur.

1 flacon/100 mL

Solution de substrat TMB
Non toxique, préte a I'emploi.

1 flacon/25 mL

Solution d’arrét

1 flacon/12,5 mL

Puits de liaison non spécifique (NSB)
Ne contiennent pas d’anticorps anti-cestradiol. Si nécessaire, ces puits
peuvent étre détachés et ajoutés en tant que puits a blanc (facultatif).

1 barrette

10

Films adhésifs pour plaque

- SHMERIS X
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Matériel nécessaire non fourni

Pipette de précision pouvant délivrer 15 uL, 100 pL et 300 pL

Pipette de précision multicanaux pouvant délivrer 50 pL, 100 pL et 200 pL

Vortex

Rotateur pour plagues avec orbite de 0,08 a 0,17 po d’une capacité de 500 tr/min
Lecteur de plaques avec filtres de référence de 450 nm et de 620 a 630 nm
Logiciel informatique pour la réduction des données

Eau déminéralisée

Réservoirs a réactif

1 tube en polypropyléne jetable d’'une capacité minimale de 12 mL

Petits tubes en polypropyléne jetable pour la dilution de I'étalon (5 pour la méthode A,
6 pour la méthode B)

Embouts de pipette
Pipette sérologique pouvant délivrer jusqu’a 12 mL
Centrifugeuse d'une puissance de 1 500 g

Préparation des réactifs

Amener tous les réactifs a température ambiante et les agiter avant utilisation. Il est
recommandé d’attendre au moins 1 heure et demie pour que les 12 mL de diluant du
test d'cestradiol ultrasensible utilisé a I'étape 5 (dilution du conjugué) reviennent a
température ambiante.

Amener la plaque de microtitration a température ambiante avant utilisation. Veiller a
conserver le sachet contenant les barrettes fermé jusqu‘a ce que le contenu
soit revenu a température ambiante, car I'humidité peut affecter les puits
enduits.

Préparer un tampon de lavage 1x en diluant le tampon de lavage concentré (10x)

10 fois avec de I'eau déminéralisée a température ambiante (100 mL de tampon de
lavage concentré [10x] pour 900 mL d'eau déminéralisée). Diluer uniquement la
quantité de réactif nécessaire pour la journée et jeter toute quantité
inutilisée. (En cas de précipité dans le tampon de lavage concentré, celui-ci peut étre
réchauffé a 40 °C pendant 15 minutes. Laisser revenir a température ambiante avant
utilisation pour l'analyse.)

Voir les sections Procédure (méthodes A et B) ci-dessous pour obtenir des instructions
spécifiques sur la dilution de I'étalon. (Les instructions pour la dilution des controles et
des échantillons de salive sont présentées dans la section Procédure de la méthode A
uniqguement).

m® ‘ lime m + salimetrics.com
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Méthode A : Procédure de mesure du 17[-cestradiol salivaire
ultrasensible

(Valeurs attendues comprises entre 1 et 32 pg/mL)

(Utiliser la méthode B si les valeurs attendues sont comprises entre 0,5 et 32 pg/mL.)

e Préparer les dilutions en série de I'étalon d’cestradiol ultrasensible comme suit :

o Numeéroter 5 tubes de microcentrifugation en polypropyléne (ou autres petits
tubes) de 2 a 6.

o Pipeter 300 L de diluant du test d’cestradiol ultrasensible dans les tubes 2 a 6.

o Diluer I'étalon 2x en série en ajoutant 300 L de I'étalon a 32 pg/mL (tube 1)
dans le tube 2. Bien mélanger.

o Apreés avoir changé les embouts des pipettes, transférer 300 pL du tube 2 au
tube 3. Bien mélanger.

o Procéder de la méme fagon pour les tubes 4, 5 et 6.

o Les concentrations finales des étalons dans les tubes 1 a 6 sont respectivement
de 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL et 1 pg/mL. Ces
concentrations correspondent respectivement a 117 pmol/L, 58,5 pmol/L,

29 pmol/L, 14,6 pmol/L, 7,3 pmol/L et 3,65 pmol/L.

+300 pL +300 pL +300 pL +300 pL +300 pL
L) <y N X N TN
\\\\la = \\Q\fﬂ = \\Q&/ﬂ = ~ s = \\Q&/ﬂ —
L r | | | | | | | | |
E > > L Y
g
i - — — f— |
\ / \ / \\ /” \ / \ /
L “-\Jsf ‘l‘\/}j \./’ :‘\/}f ‘\vs'
32 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL | pg/mL
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Etape 1 : Lire la section Préparation des réactifs et préparer les réactifs conformément a ces
instructions avant le début du test. Déterminer la disposition de la plaque. Un exemple de
disposition est présenté ci-dessous. (Les étalons, les controles et les échantillons de salive
doivent étre analysés en doublet.)

1 2 3 4 5/ 6|7 (8|9|10 11|12
A | Eta32 Eta 32 Ctrl-H Ctrl-H
B Eta 16 Eta 16 Ctrl-L Ctrl-L
C Eta 8 Eta 8 Ech. 1 Ech. 1
D Eta 4 Eta 4 Ech. 2 Ech. 2
E Eta 2 Eta 2 Ech. 3 Ech. 3
F Eta 1 Eta 1 Ech. 4 Ech. 4
G Zéro Zéro Ech. 5 Ech. 5
H NSB* NSB* Ech. 6 Ech. 6

* NSB : puits de liaison non spécifique. Ces puits peuvent servir de puits a blanc ; leur utilisation est facultative.

Etape 2 : Garder le nombre de barrettes souhaité dans le support de barrettes et remettre
les autres barrettes dans le sachet. Si vous choisissez de placer les puits de liaison non
spécifique en H-1 et H-2 : retirer les barrettes 1 et 2 du support de barrettes et détacher les
puits du bas. Remettre les barrettes dans le support en laissant H-1 et H-2 vides. Détacher

2 puits NSB de la barrette de puits NSB contenue dans le sachet. Les placer en H-1 et H-2. Les
puits NSB peuvent également étre placés ailleurs sur la plaque. Refermer hermétiquement le
sachet contenant les puits inutilisés et le dessiccant. Conserver a une température comprise
entre 2 et 8 °C.

Mises en garde : 1. Les puits NSB excédentaires ne doivent pas étre utilisés pour la
détermination des étalons, des contréles et des inconnues.

2. Ne pas utiliser les puits d’une plaque sur une autre plaque.

Etape 3 : Pipeter 12 mL de diluant du test d'cestradiol ultrasensible dans le tube jetable.
(Réduire le volume au prorata si tous les puits de la plaque ne sont pas utilisés.) Réserver
jusqu’a I'étape 5.

Etape 4 :

e Pipeter 100 uL d'étalons, de contrdles et d'échantillons salivaires dans les puits
appropriés.

e Pipeter 100 pL de diluant du test d’cestradiol ultrasensible dans 2 puits qui serviront
d’étalon zéro.

M® lime salimetrics.com
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e Pipeter 100 pL de diluant du test d’cestradiol ultrasensible dans chaque puits NSB.

Etape 5 : Diluer le conjugué enzymatique a une concentration de 1:800 en ajoutant 15 pL de
conjugué dans le tube de 12 mL contenant le diluant du test d'cestradiol ultrasensible.
(Réduire le volume au prorata si tous les puits de la plague ne sont pas utilisés.) Le tube
contenant le conjugué peut étre centrifugé quelques minutes pour que le liquide tombe au
fond du tube. Agiter immédiatement la solution de conjugué diluée et ajouter 100 pL dans
chaque puits a I'aide d’'une pipette multicanaux.

I'Etape 6 : Recouvrir la plague avec le film adhésif fourni. Agiter la plaque pendant 5 minutes
dans un rotateur pour plaques réglé a 500 tr/min et laisser incuber a température ambiante
pendant 2 heures au total.

Etape 7 : Laver la plaque 4 fois avec le tampon de lavage 1x. L'utilisation d'un laveur de
plaques est recommandée. Le lavage peut également se faire en pulvérisant délicatement du
tampon de lavage dans chaque puits a I'aide d’un flacon pulvérisateur, ou en transférant

300 pL de tampon de lavage dans chaque puits puis en jetant le liquide dans I'évier. Aprés
chaque lavage, la plague doit étre soigneusement épongée avec des serviettes en papier puis
placée en position verticale. Si un laveur de plaques est utilisé, il est tout de méme
recommandé d’éponger la plaque apres le dernier lavage.

Etape 8 : A I'aide d'une pipette multicanaux, ajouter 200 L de solution de substrat TMB
dans chaque puits.

Etape 9 : Agiter la plaque pendant 5 minutes dans un rotateur pour plaques réglé a
500 tr/min, et laisser incuber dans le noir (couvrir) a température ambiante pendant
25 minutes supplémentaires.

Etape 10 : A |'aide d’une pipette multicanaux, ajouter 50 pL de solution d'arrét.

Etape 11 :

e Agiter la plague pendant 3 minutes dans un rotateur pour plaques réglé a 500 tr/min.
Si la coloration verte persiste, continuer d’agiter la plaque jusqu’a voir apparaitre une
coloration jaune. S’assurer que tous les puits ont pris une coloration jaune.

Mise en garde : une vitesse supérieure a 600 tr/min peut entrainer un
débordement.

e Essuyer le fond de la plaque a I'aide d’un linge non pelucheux humidifié avec de I'eau,
puis avec un linge sec.

e Lire la plaque a 450 nm dans un lecteur de plaques. Lire la plague dans les 10 minutes
suivant I'ajout de la solution d'arrét. (Pour des résultats optimums, une correction a
I'aide d’un second filtre de 620 a 630 nm est recommandée).

M® salimetrics.com
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Controle qualite

Les contrdles d'cestradiol a concentration élevée et faible de Salimetrics doivent étre utilisés
lors de chaque test. Les plages de contrble établies par Salimetrics sont données a titre
indicatif. Chaque laboratoire doit établir sa propre gamme. Ces plages peuvent varier d’'un
laboratoire a l'autre en raison des différences techniques et d’instruments.

Calculs

1. Déterminer la densité optique (DO) moyenne pour tous les puits dédoublés.

2. Soustraire la valeur moyenne de DO obtenue avec les puits NSB (si utilisés) des
valeurs obtenues avec le zéro, les étalons, les controles et les échantillons de salive.

3. Calculer le pourcentage de liaison (B/Bo) pour chaque étalon, controle et échantillon
de salive en divisant la DO de chaque puits (B) par la DO moyenne du zéro (Bo). (Le
zéro ne correspond pas a un point sur la courbe d’étalonnage.)

4. Déterminer les concentrations des controles et des échantillons de salive par
interpolation en utilisant le logiciel de réduction des données. Il est recommandé
d'utiliser un ajustement de courbe de régression non linéaire a 4 parameétres.

5. Les échantillons donnant des valeurs d’cestradiol supérieures a 32 pg/mL doivent
étre dilués avec le diluant du test d'cestradiol ultrasensible et réanalysés afin
d’obtenir des résultats corrects. Si I'échantillon est dilué, multiplier les résultats du
test par le facteur de dilution.

Une nouvelle courbe d’étalonnage doit étre établie pour chaque plagque
complete ou partielle.

Résultats attendus

Les résultats ci-dessous sont présentés a titre indicatif uniguement et ne doivent pas étre
utilisés pour calculer les résultats d’'un autre test.

Puits Etalon DO moyenne B B/Bo Estradiol (pg/mL)
A1,A2 S1 0,183 0,174 0,185 32

B1,B2 S2 0,290 0,280 0,299 16

Cc1,c2 S3 0,438 0,429 0,457 8

D1,D2 S4 0,619 0,609 0,650 4

E1,E2 S5 0,773 0,764 0,814 2

F1,F2 S6 0,837 0,828 0,883 1

G1,G2 Bo 0,947 0,937 S.0O. S.0.

H1,H2 NSB 0,009 S.0. S.0. S.0.

Mc@ ‘ salimetrics.com
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Exemple : ajustement de courbe de 17B-oestradiol ultrasensible a
4 parameétres

0.0 T T T T 1
1 2 4 8 16 32

(Estradiol (pg/mL)

Exemples de gammes de concentrations de l'cestradiol salivaire*

o | | s e gotm
Phase folliculaire 20 1,35 0,80
Milieu du cycle 20 2,97 1,58
Phase lutéale 20 2,56 0,84

* A titre indicatif uniquement. Chaque laboratoire doit établir sa propre gamme.

e ° S 101 Innovation Boulevard * Suite 302 « State College, PA 16803
oo M.IMHRI(S ® 1.800.790.2258 « support@salimetrics.com ¢ salimetrics.com
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Exemple de variation des taux d’cestradiol au cours du cycle
menstruel chez une femme

Salivary and Serum Estradiol Levels Across the Menstrual Cycle
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Caractéristiques de performance du kit d’EIA du 17B-
oestradiol salivaire ultrasensible

Précision
La précision intra-série a été déterminée en calculant la moyenne de 14 réplicats.

Echantill ) icient
Con || s earpegaimy | ot
Elevée 14 20,26 1,42 7,0
Moyenne 14 7,24 0,45 6,3
Faible 14 3,81 0,31 8,1

g S 101 Innovation Boulevard * Suite 302 « State College, PA 16803
oo AHMHRI(S ® 1.800.790.2258 * support@salimetrics.com ¢ salimetrics.com
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La précision inter-série a été déterminée en calculant la moyenne des moyennes des duplicats
pour 10 analyses distinctes.

7 . .. Moyenne Ecart-type Coefficient de
Ech | | N
chantillon salivaire (pg/mL) (pg/mL) variation (%)
Concentration élevée 10 24,62 1,47 6,0
Concentration faible 10 4,76 0,42 8,9
Récupération

Cing échantillons de salive contenant différentes concentrations d’'cestradiol endogéne ont été
enrichis avec des quantités connues d'cestradiol et analysés.

Echantillon Endogéne Ajoutée Attendue Observée Récupération
salivaire (pg/mL) (pg/mL) | (pg/mL) (pg/mL) (%)
1 2,92 20,48 23,40 23,84 101,9
2 4,68 13,65 18,33 17,91 97,7
3 3,80 3,20 7,00 6,78 96,9
4 5,41 20,48 25,89 28,2 108,9
5 3,69 3,20 6,89 8,26 120,0
Sensibilité

La limite inférieure de détection a été déterminée en interpolant la densité optique moyenne
moins 2 écarts-types de 10 ensembles de duplicats a la concentration de 0 pg/mL. La
concentration minimale d’cestradiol pouvant étre distinguée de 0 est de 0,1 pg/mL.

Corrélation avec l'cestradiol sérique

La corrélation entre I'cestradiol sérique et I'cestradiol salivaire chez les femmes a été
déterminée en analysant 11 échantillons appariés. Le pH des échantillons a été mesurée, et
une éventuelle contamination par le sang a été recherchée. L'ampleur de la corrélation sérum-
salive, r(9) = 0,80, p = < 0,001, concorde avec les données trouvées dans la littérature

(5,17,21).
m(@ salimetrics.com
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Récupération apres dilution de I'échantillon
Deux échantillons ont été dilués en série avec le diluant du test d’cestradiol ultrasensible et ont
été analyseés.

Echantillon Facteur de Attendue Observée Récupération
salivaire dilution (pg/mL) (pg/mL) (%)
1 28,98
1:2 14,49 13,57 93,7
1:4 7,25 7,24 99,9
1:8 3,62 3,73 103,0
2 23,84
1:2 11,92 12,03 100,9
1:4 5,96 5,56 93,3
1:8 2,98 3,60 120,8
3 6,78
1:2 3,39 3,07 90,6
1:4 1,70 1,70 100,0
4 8,54
1:2 4,27 4,55 106,6
1:4 2,14 1,93 90,2

M® lime salimetrics.com
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Méthode B : Procédure de mesure du 17[3-cestradiol salivaire de
gamme inférieure
(Valeurs attendues comprises entre 0,5 et 32 pg/mL)

e Préparer les dilutions en série de I'étalon d’cestradiol ultrasensible comme suit :

o Numeéroter 6 tubes de microcentrifugation en polypropyléne (ou autres petits
tubes) de 2 a 7.

o Pipeter 300 pL de diluant du test d’cestradiol ultrasensible dans les tubes 2 a 7.

o Diluer I'étalon 2x en série en ajoutant 300 pL de I'étalon a 32 pg/mL (tube 1)
dans le tube 2. Bien mélanger.

o Apreés avoir changé les embouts des pipettes, transférer 300 pL du tube 2 au
tube 3. Bien mélanger.

o Procéder de la méme facon pour les tubes 4, 5, 6 et 7.

o Les concentrations finales des étalons dans les tubes 1 a 7 sont respectivement
de 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL et 0,5 pg/mL. Ces
concentrations correspondent respectivement a 117 pmol/L, 58,5 pmol/L,

29 pmol/L, 14,6 pmol/L, 7,3 pmol/L, 3,65 pmol/L et 1,83 pmol/mL.

+300 uL +300 pL +300 pL +300 L +300 uL
SIS STV YA YA S |

| l < ] I |
- | : _
L?; . > | ) o | > | >» ) o |
‘ ! Il' III .I I.
L_ |

32 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL | pg/mL 0.5 pg/mL

M® 800.790.2258 « support@salimetrics.com * salimetrics.com
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Procédure

Etape 1 : Lire la section Préparation des réactifs et préparer les réactifs conformément a ces
instructions avant le début du test. Déterminer la disposition de la plague. Un exemple de
disposition est présenté ci-dessous. (Les étalons, les controles et les échantillons de salive
doivent étre analysés en doublet.)

1 2 3 4 5|67 8|9 |10 11|12
A| Ea32 Eta 32 Ctrl-H Ctrl-H
B | Etal6 Eta 16 Ctrl-L Ctrl-L
C Eta 8 Eta 8 Ech. 1 Ech. 1
D Eta 4 Eta 4 Ech. 2 Ech. 2
E Eta 2 Eta 2 Ech. 3 Ech. 3
F Eta 1 Eta 1 Ech. 4 Ech. 4
G| Etao5 Eta 0,5 Ech. 5 Ech. 5
H Zéro Zéro Ech. 6 Ech. 6

Remarque : La procédure de gamme inférieure n’utilise pas de puits NSB.

Etape 2 : Garder le nombre de barrettes souhaité dans le support de barrettes et remettre
les autres barrettes dans le sachet. Refermer hermétiquement le sachet a fermeture a glissiere
contenant les puits inutilisés et le dessiccant. Conserver a une température comprise entre 2
et 8 °C.

Mises en garde : 1. Les puits NSB excédentaires ne doivent pas étre utilisés pour la
détermination des étalons, des controles et des inconnues.

2. Ne pas utiliser les puits d’une plaque sur une autre plaque.

Etape 3 : Pipeter 12 mL de diluant du test d'cestradiol dans un tube jetable. (Réduire le
volume au prorata si tous les puits de la plague ne sont pas utilisés.) Réserver jusqu’a
I'étape 5.

Etape 4 :

e Pipeter 100 uL d'étalons, de contrdles et d’échantillons inconnus dans les puits
appropriés. Les étalons, les contrdles et les échantillons inconnus doivent étre analysés
en doublet.

e Pipeter 100 L de diluant du test d'cestradiol dans 2 puits qui serviront d’étalon zéro.

m® ‘ lime m + salimetrics.com
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Etape 5 : Diluer le conjugué enzymatique & une concentration de 1:800 en ajoutant 15 pL de
conjugué dans le tube de 12 mL contenant le diluant du test d'cestradiol ultrasensible.
(Réduire le volume au prorata si tous les puits de la plague ne sont pas utilisés.) Le tube
contenant le conjugué peut étre centrifugé quelques minutes pour que le liquide tombe au
fond du tube. Agiter immédiatement la solution de conjugué diluée et ajouter 100 pL dans
chaque puits a 'aide d’'une pipette multicanaux.

Etape 6 : Couvrir la plaque avec le film adhésif fourni. Agiter la plaque dans un rotateur pour
plaques réglé a 500 tr/min en continu pendant 4 heures a température ambiante.

Etape 7 : Laver la plaque 4 fois avec le tampon de lavage 1x. L'utilisation d'un laveur de
plaques est recommandée. Le lavage peut également se faire en pulvérisant délicatement du
tampon de lavage dans chaque puits a I'aide d'un flacon pulvérisateur, ou en transférant

300 pL de tampon de lavage dans chaque puits puis en versant le liquide dans un évier. Apres
chaque lavage, la plaque doit étre épongée avec des serviettes en papier puis placée en
position verticale. Si un laveur de plaques est utilisé, il est tout de méme
recommandé d’éponger la plaque apreés le dernier lavage.

Etape 8 : A l'aide d’une pipette multicanaux, ajouter 200 pL de solution TMB dans chaque puits.

Etape 9 : Agiter la plaque pendant 5 minutes dans un rotateur pour plaques réglé a
500 tr/min, et laisser incuber dans le noir a température ambiante pendant 25 minutes
supplémentaires.

Etape 10 : A |'aide d’une pipette multicanaux, ajouter 50 pL de solution d'arrét.

Etape 11 :

e Agiter la plaque pendant 3 minutes dans un rotateur pour plaques réglé a 500 tr/min (ou
tapoter la plaque pour mélanger). S'assurer que tous les puits ont pris une coloration
jaune. Si la coloration verte persiste, continuer d‘agiter la plaque jusqu’a voir apparaitre
une coloration jaune.

Mise en garde : une vitesse supérieure a 600 tr/min peut entrainer un débordement.

e Essuyer le fond de la plaque a l'aide d’un linge non pelucheux humidifié avec de I'eau, puis
avec un linge sec.

e Lire la plaque a 450 nm dans un lecteur de plaques. Lire la plague dans les 10 minutes
suivant I'ajout de la solution d’arrét. (Une correction a 630 nm est recommandée.)

Controle qualité
Les contréles d'cestradiol a concentration élevée et faible de Salimetrics doivent étre utilisés
lors de chaque test. Les plages de contrble établies par Salimetrics sont données a titre

indicatif. Chaque laboratoire doit établir sa propre gamme. Ces plages peuvent varier d'un
laboratoire a I'autre en raison des différences techniques et d'instruments.

MGD salimetrics.com
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Calculs

1. Déterminer la densité optique (DO) moyenne pour tous les puits dédoublés.
2. Calculer le pourcentage de liaison (B/Bo) pour chaque étalon, controle et échantillon
de salive en divisant la DO de chaque puits (B) par la DO moyenne du zéro (Bo). (Le

zéro ne correspond pas a un point sur la courbe d'étalonnage.)

3. Déterminer les concentrations des controles et des échantillons de salive par
interpolation en utilisant le logiciel de réduction des données. Il est recommandé
d'utiliser un ajustement de courbe de régression non linéaire a 4 parametres.

4. Les échantillons donnant des valeurs d'cestradiol supérieures a 32 pg/mL doivent
étre dilués avec le diluant du test d'cestradiol ultrasensible et réanalysés afin
d’obtenir des résultats corrects. Si I'échantillon est dilué, multiplier les résultats du

test par le facteur de dilution.

Une nouvelle courbe d’étalonnage doit étre établie pour chaque plagque

compleéte ou partielle.

Résultats attendus

Les résultats ci-dessous sont présentés a titre indicatif uniguement et ne doivent pas étre

utilisés pour calculer les résultats d'un autre test.

Puits Etalon mo:::nne B B/Bo C(E:;;i:':_‘;'
A1,A2 s1 0,110 0,160 | 0,072 32
B1,B2 s2 0,180 0,174 | 0,118 16
C1,C2 s3 0,309 0294 | 0,199 8
D1,D2 54 0,509 0,495 | 0,336 4
E1,E2 S5 0,785 0,756 | 0,513 2
F1,F2 S6 1,052 1,036 | 0,702 1
G1,G2 57 1,261 1,256 | 0,852 0,5
H1,H2 Bo 1,489 1,475 | s.0. S.0.
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Exemple : ajustement de courbe de 17B-cestradiol ultrasensible a
4 parameétres

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

B/Bo

0.4
0.3
0.2
0.1

0-0 T T T T T 1
0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 32.0

CEstradiol (pg/mL)

Caractéristiques de performance du kit d’EIA du 17B-
ocestradiol salivaire ultrasensible

Précision

La précision intra-série a été déterminée en calculant la moyenne de 5 échantillons de salive et
analysée.

o | || ey | ot
L1 20 1,71 0,07 4,3
L2 20 3,31 0,16 4,9
L3 20 5,01 0,24 4,8
L4 20 11,00 0,76 6,9
L5 20 12,27 0,95 7,8

g S 101 Innovation Boulevard * Suite 302 « State College, PA 16803
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La variabilité inter-plaque a été déterminée a partir de 5 échantillons de salive a différentes
concentrations, en utilisant la moyenne de 4 plaques.

bammilon | | Woreme | g ome parmy | Couicmte
L1 18 1,92 0,08 4,3
L2 18 3,64 0,20 5,4
L3 18 6,19 0,33 5,3
L4 18 10,50 0,81 7,8
L5 18 14,07 1,12 8,0
Sensibilite

La limite inférieure de détection a été déterminée en interpolant la densité optique moyenne
moins 2 écarts-types de 16 ensembles de duplicats a la concentration de 0 pg/mL, en utilisant
la moyenne de 2 analyses. La concentration minimale d’cestradiol pouvant étre distinguée de 0
est de 0,086 pg/mL.

Limitations (méthodes A et B)

e Les échantillons donnant des valeurs d’cestradiol supérieures a 32 pg/mL doivent étre
dilués avec le diluant du test d’cestradiol ultrasensible et réanalysés afin d’obtenir des
résultats corrects. Pour obtenir la concentration finale d’cestradiol, multiplier la
concentration de I'échantillon dilué par le facteur de dilution.

e Si un échantillon a pris une coloration jaune ou mauve apres I'ajout de la solution de
conjugué diluée et I'agitation de la plaque (étape 6), son pH doit é&tre mesuré. En cas
de pH < 5,0 ou = 9, un nouvel échantillon doit étre recueilli.

e Voir les recommandations de la section Recueil de I'€chantillon pour garantir que
I"échantillon de salive est recueilli correctement et pour éviter les substances
interférentes.

e Les échantillons contenant de I'azoture de sodium ne conviennent pas pour ce test.

e En cas de résultat quantitatif indiquant des concentrations d'cestradiol anormales, une
analyse et une évaluation supplémentaires s‘imposent.

e Les gammes ont été établies pour les femmes uniqguement.

M® salimetrics.com
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Spécificité de I'anticorps (méthodes A et B)

Concentration

% de réactivité croisée
avec le test d’EIA du 17-

Composé apres tz:richissement cestradiol salivaire
g/mL) ultrasensible
Estriol 10 0,234
Estrone 1 1,276
Progestérone 100 ND
17 a-hydroxyprogestérone 1000 ND
Testostérone 1 000 ND
Cortisol 1 000 ND
DHEA 1 000 ND
Androsténedione 1 000 ND
Aldostérone 1 000 ND
Cortisone 1000 ND
11-désoxycortisol 1 000 ND
21-désoxycortisol 1 000 ND
Dexaméthasone 1 000 ND
Triamincinolone 1000 ND
Corticostérone 1 000 ND
Prednisolone 1 000 ND
Prednisone 100 0,016
Transferrine 1 000 ND
Diacétate d'éthynodiol 1 000 ND
Ethynylestradiol 10 0,189

ND = non détecté (< 0,004)

- SHMERIS X
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Garantie limitée du vendeur

« Le Vendeur garantit que tous les produits vendus aux termes des présentes sont exempts de
défaut de matériau et de fabrication. En cas de notification d’'un défaut par I’Acheteur,
envoyée dans les trente (30) jours suivant la date de la découverte dudit défaut et dans les
trois mois suivant la date d’expédition, le Vendeur, a sa discrétion, réparera ou remplacera le
produit s'il le juge défectueux. Toute demande doit étre soumise par écrit. Cette garantie ne
couvre pas les dommages résultant d'un accident, d'un mésusage, d’'une négligence ou d'une
utilisation anormale. Dans tous les cas, la responsabilité se limitera au prix d’achat du kit.

Il est expressément convenu que cette garantie limitée remplace toute garantie
d’adéquation avec un usage particulier et de qualité marchande. Le Vendeur ne
peut étre tenu responsable des dommages accessoires ou indirects découlant de
lI'installation, de l'utilisation et de manipulation du produit du Vendeur ou
découlant du non-respect de toute garantie expresse ou tacite. »
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