Fructose Test

Kit de diagndstico para dosagem de frutose em sémen humano ou plasma
seminal

Referéncia do documento: FP09 129 R01 C.1
Atualizagéo: 22/12/2022

Para uso em diagnéstico in vitro
Reagente apenas para uso profissional.

INFORMAGCOES GERAIS

Todos os reagentes estao prontos para uso. Deixe ajustar a temperatura
ambiente antes de usar,

Preparacdo da amostra

1. Permita que a amostra de sémen se liquefaca a temperatura
ambiente

2. Meca o volume total de sémen (plasma) (por exemplo, com uma
seringa)

Método de Fructose Test

A secrecdo das vesiculas seminais constitui a principal fragdo do
ejaculado. A concentracado de frutose no sémen pode ser usada como um
marcador da fungdo vesicular seminal. A baixa frutose no sémen é
caracteristica de obstrugdo parcial ou completa do ducto ejaculatério,
auséncia congénita bilateral do ducto deferente, ejaculagdo retrograda
parcial e deficiéncia androgénica (OMS, 2021; ASRM, 2015).

Portanto, o Fructose Test pode ser usado como auxiliar no diagnéstico e
tratamento da infertilidade/subfertilidade masculina.

USO PRETENDIDO

O Fructose Test é um kit quantitativo, ndo automatizado, fotométrico e
diagnostico para dosagem de frutose em sémen humano ou plasma
seminal (fresco ou congelado).

O Fructose Test pode ajudar na avaliagao do diagnostico e tratamento da
infertilidade masculina, pois a frutose no sémen reflete a fungéo secretora
das vesiculas seminais.

Um méaximo de 44 amostras podem ser testadas com os reagentes no
Fructose Test quando as amostras séo testadas em duplicata numa
execucao de teste.

PRINCIPIO DO TESTE

Sob a influéncia do calor e do baixo pH, a frutose reage com o indol e
forma um complexo colorido, que absorve a luz num comprimento de
onda de 450-492 nm que pode ser medido com um espectrofotdmetro.

MATERIAL INCLUSO NO TESTE

Reagente 1 - 50 ml de solugdo de TCA

Reagente 2 - 25 ml HCI concentrado (32%)

Reagente 3 - 3 ml Indol em metanol

Reagente 4 - 25 ml de NaOH (0,5M)

Padrao de frutose - 10 ml (5 mg/ml)

Um certificado de analise e FISPQ estéo disponiveis mediante solicitagao
ou podem ser baixados de nosso site (www.fertipro.com)

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

Leitor de placas/fotdbmetro (com filtro 450-492 nm), pipetas e pontas de
pipeta frescas, tubos de centrifuga, placa de microtitulagéo, centrifuga (=
1000 g), pequenos tubos de reagente ou tubos Eppendorf, banho-maria
ou bloco de calor, exaustor.

METODO

Faca a leitura do codigo de barras (ou baixe o link em
www.fertipro.com) para ver o video de demonstragao.

Coleta e preparagéo das amostras

Recipientes padrdo de coleta de sémen devem ser usados, tipicamente
em polipropileno e sobrevivéncia/motilidade espermatica testada, quando
0 sémen é coletado por masturbacdo. Preservativos de plastico ndo
téxicos para o sémen devem ser usados quando a coleta de sémen por
masturbacéo néo for possivel.

Realize o teste preferenciaimente em plasma de sémen
(congelado/descongelado) em vez de toda a amostra de sémen,
especialmente nos casos em que a amostra ndo é analisada
imediatamente (ou seja, ndo dentro de 3 horas ap6s a ejaculacédo) ou
quando a contagem de espermatozoides é alta. Isso para evitar que os
espermatozoides metabolizem frutose, levando a uma subestimacao da
concentragdo de frutose. Congelar a amostra de plasma ou sémen
seminal (a -20°C sem meio de criopreservacdo) quando ndo puder ser
testado no mesmo dia Util.

Preparacéo dos reagentes

Nao utilize o produto se o selo das garrafas estiver aberto ou defeito
quando o kit é for entregue.

Recomendacdes:

1. Prepare a curva padrdo e as amostras em duplicata.

2. Preparar a curva padrdo com um intervalo de concentracdo de 0 a 5
mg/ml de frutose utilizando o Fructose Standard (5mg/ml) e agua
purificada (por exemplo, destilada):

Padrao Padrao de frutose Agua
5 mg/ml 250 pl o pl

2,5 mg/ml 125 pl 125 pl
1 mg/ml 50 pl 200 pl
Em branco - 250 pl
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Esclarecimento:

1. Pipetar 100uL de amostra de sémen/plasma seminal e 100ul dos
padrdes de frutose preparados na etapa 2 em tubos de ensaio
separados (realize este procedimento de preferéncia em duplo);

2. Adicionar 500uL do Reagente 1 (solugdo TCA) as amostras e
padrdes e misturar;



3. Centrifugar as amostras por 10 minutos a = 1000 g;

4. Pipetar cuidadosamente 20 yL de sobrenadante/padréo num tubo de
ensaio vazio. Evite o contato da ponta da pipeta com os precipitados!

5. Adicionar 200 pL do Reagente 2 (HCI) a cada tubo;

Continue under a fume hood
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LIMITACOES DO METODO

O Fructose Test € um auxilio no diagnéstico da infertilidade masculina e,
assim como para outros testes bioldgicos, a interpretacdo dos resultados
deve ser realizada no ambito dos achados clinicos e dos dados da
anamnese. O Fructose Test pode determinar os niveis de frutose entre
0,5-5 mg/ml.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Repetibilidade e reprodutibilidade: CVinya < 15%, CVinter < 15%
Faixa de medicéo: 0,5-5 mg/ml
Ponto de corte: 3,0 mg de frutose/ejaculacéo

ARMAZENAMENTO/ELIMINAGCAO

e O Fructose Test é estavel por 12 meses a partir da data de fabricagéo
(mesmo apo6s a abertura).

o N&o use o produto ap6s a data de validade.

e Armazene os reagentes entre 2°C e 8°C.

e Mantenha afastado da luz (do sol).

o Adequado para transporte ou exposi¢éo a curto prazo a temperaturas
elevadas (até 5 dias a 25°C)

o N&o congelar

e Os reagentes precisam ser descartados de acordo com o0s
regulamentos locais para descarte de dispositivos médicos.

O frasco com o Reagente 2 (HCI) pode apresentar uma ligeira alteracéo
de cor para laranja ou rosa (o liquido permanece incolor), o que nao afeta
os resultados dos ensaios.

AVISOS E PRECAUCOES

A partir desta etapa, trabalhe num exaustor (o reagente 3 é téxico
por inalagéo)

6. Adicionar 20 pL do Reagente 3 (indol) a cada tubo e misturar;

7. Fechar ou selar os tubos e incubar por 30 minutos a 37°C num banho-
maria ou bloco de calor de encaixe (recomendado), ou por 60 minutos
a 37°C numa incubadora seca;

8. Adicionar 200 pL do Reagente 4 para parar a reagao de cor;

9. Pipetar 200 pyL de amostra/padrao em um pogo vazio da placa de

microtitulagdo e ler os resultados a 450-492 nm num leitor de

placa/fotdmetro.

Apos cada teste individual, descarte todos os reagentes e materiais

usados.

INTERPRETACAO

10.

1. Média da leitura duplicada para cada padrao e amostra;

2. Subtraia o valor médio de absorbancia do espaco em branco de
todas as leituras padrdo e da amostra. Esta é a absorbancia corrigida.

3. Trace os valores de absorbancia corrigidos para cada padrdo como
uma fung&o da concentracdo de frutose dos padrdes;

4. Calcule a regressao linear com base nos dados da sua curva
padrdo; O coeficiente de determinagéo (R?) deve ser 20,98

5. Extrapole as leituras da amostra da curva padréo plotada usando a
seguinte equacao:

m
Fructose concentration of samples (?&l])

0D sample yrrecteq — intercept
B slope

6. Para obter a quantidade total de frutose (mg/ejaculado), multiplique
o resultado pelo volume total da amostra de sémen ou plasma
seminal.

7. Um valor de = 3,0 mg de frutose/ejaculado obtido com o Fructose
Test é considerado como um valor normal.

Nota:para uma andlise rapida dos dados, baixe a folha de [
célculo do Excel do nosso site e insira os dados na folha para
calcular os resultados:

Reagente 1 (solugdo TCA): Causa queimaduras graves. Muito toxico para
0S organismos aquaticos, pode causar efeitos adversos a longo prazo no
ambiente aquatico. Em caso de contato com os olhos, enxaguar
imediatamente com &gua e procurar orientagdo médica. Em caso de
acidente ou se vocé nao estiver bem, procure aconselhamento médico
imediatamente.

Reagente 2 (solucéo de HCI a 32%): Provoca queimaduras. Irritante para
0 sistema respiratorio. Em caso de contato com os olhos, enxaguar
imediatamente com agua e procurar orientacdo médica. Em caso de
acidente ou se vocé ndo estiver bem, procure aconselhamento médico
imediatamente. Nunca adicione agua ao HCI concentrado.

Reagente 3 (indol em metanol): Nocivo se ingerido. Evite o contato com
a pele e os olhos. Altamente inflamavel. Téxico por inalagdo e por
ingestdo. Sempre trabalhe sob um exaustor ao usar este reagente.

Reagente 4 (NaOH): Provoca queimaduras. Em caso de contato com os
olhos, enxaguar imediatamente com &gua e procurar orientagdo médica.
Em caso de acidente ou se vocé nado estiver bem, procure
aconselhamento médico imediatamente.

O padréao de frutose contém 0,09% de Na-azida

Todo material organico humano deve ser considerado potencialmente
infeccioso. Manuseie todas as amostras como se fossem capazes de
transmitir HIV ou hepatite. Use sempre roupas de prote¢éo ao manusear
amostras e reagentes (luvas, jaleco, protegdo ocular/facial).

Qualquer incidente grave (conforme definido no “Regulamento Europeu
de Dispositivos Médicos para Diagnéstico In Vitro 2017/746) que tenha
ocorrido, deve ser relatado a FertiPro NV e, se aplicavel, a autoridade
competente do Estado Membro da UE em que o usudrio e/ou paciente
estéa estabelecido.
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GLOSSARIO DE SiMBOLOS

Simbolos conforme definido pela norma ISO 15223

REF Numero do catalogo Cédigo do lote
e -

/ Mantenha afastado da luz (do sol) Fabricante
AN\

[13]

Consulte as instru¢fes de uso

Data de validade

Diagnostico in vitro

~IE

Limite de temperatura

Simbolo conforme definido pela norma IVDR 2017/746

Marcac&o CE por Org&o Notificado 2797

Simbolo definido conforme a Norma (EC) No. 1272/2008 [CLP]

GHSO08
Perigo grave para a saude

GHSO07
Perigo para a saude

GHS02
Liguido inflamavel

GHS05
Corrosaol/irritagdo cutanea

GHS06
Toxicidade aguda

&G

GHS09
Perigoso para o ambiente aquético




