EPISCREEN PLUS™

Diagnosticka slUprava na stanovenie aktivity neutralnej alfa-glukozidazy v ludskej
sperme a semennej plazme
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Len na diagnostické pouZzitie in vitro.
Reagencia je urcena len na profesionalne pouZzitie.

VSEOBECNE INFORMACIE

je potrebné pouzivat plastové kondémy, ktoré nie st pre spermu toxické.
Vzorku spermii odstredujte napr. pri 3000 x g po¢as 10 az 15 minut, aby
ste mohli ziskat semennu plazmu bez spermii.

Test mozno vykonat na Cerstvych alebo zmrazenych/rozmrazenych
vzorkach spermy a semennej plazmy.

PRIPRAVA REAGENCI|

EpiScreen Plus™ méze poméct pri diagnostike a liecbe neplodnosti u
muzov. Tento test mozno pouzit na stanovenie aktivity neutralnej alfa-
glukozidazy v sperme (plazme), t. j. enzymu vylu€ovaného najma z
nadsemennikov?.

Aktivita tohto enzymu je spoflahlivym markerom funkcie nadsemennikov
u pacientov s (velmi) nizkou koncentraciou spermii alebo u pacientov s
azoospermiou, ktori maji normalnu hladinu androgénov v krvi:

e velmi nizka aktivita naznacuje bilateralnu obstrukciu medzi
nadsemennikom a ejakulaénym kanalom?.

. nizka aktivita moze odrazat iastoénu obstrukciu nadsemennikov?.

. normalna aktivita enzymu sa o¢akava v pripade obstrukcie nad
oblastou, kde sa enzym vyluCuje, alebo v pripade neobstrukénej
azoospermie (porucha funkcie semennikov)?2.

URCENY UCEL

Vyrobok nepouzivajte, ak pri dodani supravy je uzaver flaSe otvoreny
alebo poskodeny. Reagencie €. 1, 2 a 3 zahrejte na 37 °C pocas 30 minut.
(Poznamka: v reagencii ¢. 1 sa mbze vyskytnut precipitat, ktory po
predhriati zmizne)

METODA EPISCREEN PLUS

EpiScreen Plus™ je semikvantitativna, neautomatizovana, fotometricka
a diagnosticka slprava na detekciu neutralnej alfa-glukozidazy v fudskej
sperme alebo semennej plazme, ktora méze pomdct pri diagnostike a
lie€bu neplodnosti u muzov.

Jedna suprava EpiScreen Plus™ postacuje na 25 testov.

PRINCIP TESTU

Princip testu je zaloZeny na nasledujucej reakcii:

PNPG + alfa-glukozidaza - alfa-D-glukopyranozid+ PNP (Zita)

Za stanovenych podmienok (pH =6,8; T = 37 °C) 1 IU alfa-glukozidazy
uvolni zo substratu PNPG® 1 ymol PNP za mindtu. ZIté sfarbenie PNP
mozno merat spektrofotometricky pri 405 nm. Alfa-glukozidazova aktivita
sa vyjadruje v 1U/I (alebo mIU/ml).

Poznamka: Reakény pufer obsahuje SDS, ktory selektivne inhibuje kyslu
formu alfa-glukozidazy, ktora pochadza z prostaty. To umozriuje
$pecifické stanovenie aktivity neutralneho enzymu®.

Poznamka: KedZe odchylka pozadia vzoriek spermii je pomerne velka
(+/— 20 %), odporucame pripravit negativny kontrolny roztok pre kazdu
vzorku spermy (plazmy) pouzitim roztoku inhibitora. Roztok inhibitora
obsahuje glukézu, ktora inhibuje aktivitu alfaglukozidazys®.

MATERIAL, KTORY JE SUCASTOU SUPRAVY

Reagencia €. 1 (5 ml): reakény pufer (pH 6.8) doplneny 1 % SDS
Reagencia €. 2 (0,25 ml): 50x roztok substratu (PNPG v DMSO)
Reagencia ¢. 3 (5 ml): roztok inhibitora (reakény pufer s glukézou)
Reagencia €. 4 (60 ml): zastavovaci roztok (0.02 M NaOH)
Reagencia €. 5 (1 ml): Standardny z&sobny roztok (5 mM PNP)
Reagencia ¢. 6 (60 ml): Standardny riediaci pufer (0.02 M NaOH +
0.1 % SDS)

Osvedcenie o analyze a doklad o bezpecnosti materialu (MSDS) st k
dispozicii na poZiadanie alebo si ich méZete stiahnut’ z nasej webovej
stranky (www.fertipro.com).

POTREBNY MATERIAL, KTORY NIE JE SUCASTOU DODAVKY

Snimag¢ platniciek, fotometer (filter 405 nm), termo trepacka, tepelny blok
alebo teply vodny kupel, pipeta s novymi Spickami, skimavky Eppendorf
1.5 ml, mikrotitracna platnicka

METODA

Naskenujte Ciarovy kod (alebo pouzite odkaz na stranke
www.fertipro.com) a pozrite si video s ukazkou.

VZORKA

Pri odbere spermii masturbaciou je potrebné pouzivat Standardné nadoby
na odber spermii, zvy€ajne polypropylénové, a zaroveri by sa mal vykonat
test prezitia/motility spermii. Ak odber spermy masturbaciou nie je mozny,

Grafické znazornenie protokolu a opis:
“ 1. Pre kazdu vzorku spermy
~ o (plazmy), ktora sa ma analyzovat:
N NS - vytvorit’ reakény roztok: 3 pl
A reagencie &. 2 (roztok substratu) v 147
ul reagencie €. 1 (reakény pufer)
vytvorit' roztok inhibitora: 3 pl

= g
E g reagencie €. 2 (roztok substratu) v 147
ul reagencie €. 3 (roztok inhibitora)

2. Napipetujte 20 ul kazdej vzorky
spermy (plazmy) do dvoch 1.5 ml
skumaviek Eppendorf;
3. Do jednej reakénej nadoby

? pridajte 130 pl reakéného roztoku a do

druhej 130 pl roztoku inhibitora (na

REACTION INHIBITOR ~ negativnu kontrolu);
SOLUTION SOLUTION 4. Premiesajte na vortexe a

inkubujte presne 2 h pri teplote 37 °C v
teplom vodnom kipelis
termoregulaciou, v termo trepacke
vhodnej pre reakénu skumavku alebo v
tepelnom bloku (nepouzivajte

10N vzduchovy inkubator: méze zhorsit
30ul vysledok testu!);
SAMPLE SAMPLE 5, Pocas inkubacie vzoriek spermy
204l 20Ul (plazmy) pripravte riedenia pre
Standardnu krivku PNP:
a. Vytvorte najvyssi Standard na
Grovni 200 puM: rozpustite 100 pl
reagencie ¢. 5 (Standardny zasobny
roztok) v 2400 pl reagencie €. 6
(Standardny riediaci pufer). Jemne
Incubate tor 2h premiesaijte.
at37°C b. Roztok pouZite na pripravu
ostatnych Standardov, ako je uvedené v tabulke nizSie.
Samotna reagencia €. 6 sluzi ako PNP standard 0 uM
(slepy pokus).

Standardné riedenia PNP

Standardy PNP Standard 200 pM  Reagencia &. 6

EACTION

200 uM 500 pl oul

150 uM 375 ul 125 pl
100 uM 250 pl 250 pl
50 pM 125 ul 375 ul
10 uM 25 pl 475 pl
0 UM (=slepy pokus) ol 500 ul


http://www.fertipro.com/

VYPOCET/INTERPRETACIA

Po dvoch hodinéach inkubécie m
vzoriek (reakcia a inhibitor) zastavte m

reakciu: vyberte skimavky z Prepare
tepelného bloku/teplého vodného . Pl:llpd
kupefa/termo trepacky, pridajte 1 ml ~ Standards 1 mi

reagencie €. 4 (zastavovaci roztok)
a vortexuijte.
Napipetujte 200 pl vSetkych vzoriek
a Standardnych roztokov “
(pripravenych v kroku 5) do
mikrotitracnej platnicky. Podla

moznosti vykonajte tento postup
duplicitine.

Odc¢itajte absorbanciu na fotometri ‘ SAMPLEIN SAMPLE IN
; REACTION  INHIBITOR
pri 405 nm. SOLUTION  SOLUTION

VSetky pouzité reagencie a
materidly je potrebné po kazdom LRRE S @ Vortex <
teste zlikvidovat.

Step7-8

VYSLEDKOV 200ul / well

PRINCIP:

Z naSej webovej

stranky si stiahnite

tabufku pre Excel a

zadajte do nej Udaje na

vypocet vysledkov: Read absorbance at 405nm

1.

2.

Spriemerujte duplicitne odgitané
hodnoty pre kazdy Standard a vzorku.

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

Opakovatelnost’ a reprodukovatelnost: CVinya < 15%, CViner < 15%
Detek&ny limit: 1.66 mIU/ml

Rozsah merania: 5.02 -95.8 mlU/ml

Medzna hodnota: = 5.88mIU/ml

SKLADOVANIE/LIKVIDACIA

o EpiScreen Plus je stabilny 24 mesiacov od datumu vyroby (aj po
otvoreni).

o Vyrobok nepouzivajte po uplynuti datumu exspiracie.

o Reagencie skladujte pri teplote od 2 °C do 8 °C.

o Nezmrazujte.

o Uchovavajte mimo (slne¢ného) ziarenia.

e Vhodné na prepravu alebo kratkodobé vystavenie pri zvySenej teplote
(do 5 dni pri 37 °C).

e Reagencie sa musia zlikvidovat v sulade s miestnymi predpismi na
likvidaciu zdravotnickych pomécok.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

Calculate with
Excel sheet

Od vsetkych nameranych hodnét Standardov odpocitajte priemernu
hodnotu absorbancie slepého pokusu (PNP $tandard 0 pM). Tym
ziskate absorpcie korigované vzhfadom na slepy pokus. Pri dalSich
vypoctoch pouzite len hodnoty korigované na slepy pokus.
Vypogitajte Standardnt krivku PNP (na osi X sa nachadzaju
koncentracie Standardov a na osi Y su hodnoty optickej hustoty (OD)
korigované na slepy pokus). Vykonajte linearnu regresiu na vypocet
smernice. Koeficient determinacie (R2) by mal byt >0.99.

Pre kazdu reakénu vzorku: odpocitajte pozadie semennej plazmy
(ODgeaction — prislusny ODynisiror)- Ide 0 absorbancie vasich vzoriek
korigované vzhladom na pozadie (background-corrected sample).
Na vypocet koncentracie PNP neznamej vzorky pouZite rovnicu
regresnej krivky (koncentracia PNP = hodnota OD korigovana na

VSetok ludsky organicky material by sa mal povaZovat za potencialne
infekény. So vSetkymi vzorkami zaobchadzajte, ako keby mohli prenasat
HIV alebo hepatitidu. Pri manipulacii so vzorkami a reagenciami noste
vzdy ochranny odev (rukavice, laboratorny plast, ochranu oci/tvare)
Reagencie €. 1, 3 a 5 obsahuju azid sodny.

V pripade akejkolvek zavaznej nehody (v zmysle vymedzenia tohto pojmu
v nariadeni (EU) &. 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
pomdbckach in vitro®) je potrebné takuto udalost nahlasit spolo¢nosti
FertiPro NV a v relevantnych pripadoch prislusnému organu v ¢lenskom
State, v ktorom ma pouzivatel alebo pacient bydlisko.
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pozadie / smernica).

Vypogitajte aktivitu enzymu (v mlU/ml) vynasobenim koncentracie
PNP koeficientom 0,479 (viac informécii o tom, ako bol stanoveny
skorekény faktor”, najdete v ¢asto kladenych otédzkach na stranke
produktu na naSej webovej stranke).

Normalne hodnoty neutralnej alfa-glukozidazy v ludskej
sperme/semennej plazme: 25.88 miU/ml.

Priklad

Standard curve PNP y=0.0097x
R?*=0.9999
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Udaje z analyzy a $tandardna krivka:

Smernica krivky = 0,0097 (krivka rovnice: y= 0,0097x), R? = 0,9999
MpasHa onTuyHa nnbTHOCT (0 UM PNP ctangapt) = 0.045;

ODgeaction = 0.845 - corrected for the blank: 0.845 - 0.045 = 0.800
ODinnisiror = 0.060 > corrected for the blank: 0.060 — 0.045 = 0.015
ODBACKGROUND CORRECTED SAMPLE = 0800 - 0015 = 0785

Koncentracia PNP = 0.785 / 0.0097 = 80.93 uM
Aktivita enzymu na 1 ml = 80.93 pM x 0.479 = 38.76 mIU/ml
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TECHNICKA PODPORA PRE ZAKAZNIKOV

Test EpiScreen Plus sluzi ako pomdcka pri diagnostike neplodnosti u
muzov a jeho vysledky sa musia interpretovat’ — tak ako v pripade inych
testov — spolu s klinickym nalezom a udajmi z anamnézy. Musia sa vylucit

aj

iné pri¢iny nedostatonej epididymalnej sekrécie, ako je

hypoandrogenizmus alebo zavazna atrofia semennikov.
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SLOVNIK SYMBOLOV

Symbol vymedzeny v norme ISO 15223

)
/1

REF Katalégové cislo Kod Sarze
e Uchovavajte mimo sine€ného Ziarenia Vyrobca

D}] Pregitajte si navod na pouzitie

a3

Datum spotreby

Diagnostika in vitro

Teplotny limit

Symbol vymedzeny v nariadeni IVDR 2017/746

c € Oznadenie CE oboznamenym organom
2797

2797




