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Pouze pro diagnostické pouZziti in vitro.
Reagencie pouze pro profesionalni pouZiti.

OBECNE INFORMACE

METODA

VétSina lidskych ejakulatd obsahuje leukocyty a pfevazujici formou leukocyth v
lidském spermatu jsou peroxidaza-pozitivni granulocyty>234. Nadmérna
pfitomnost téchto bunék (leukocytospermie) mize naznacovat existenci
infekce reprodukéniho traktu. Leukocytospermie mize byt také spojena s
defekty v profilu spermatu (snizeni pohyblivosti spermii a integrity DNA,
zvySeni viskozity spermii a ztrata funkce spermii v dusledku oxidac¢niho stresu
alnebo sekrece cytotoxickych cytokinC t&mito bilymi krvinkami)>6. Agkoli
leukocytospermie neni absolutnim znakem neplodnosti, tento stav se vyskytuje
v priméru u 10 az 20 % v8ech neplodnych muzu’.

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je pfitomnost vice nez jednoho
milionu peroxidaza-pozitivnich bilych krvinek (WBC) na ml ejakulatu
povazovana za abnormalni a oznacuje se jako ,leukocytospermie“t. O této
hranici se v8ak vedou diskuse, protoze néktefi ji povazuji za pfili§ nizkou a jini
za piili§ vysokou. Prahové hodnoty od 0,2 x106 do 2x10° byly totiz
zaznamenany 7.

Pokud je prekrocena hranice jednoho milionu peroxidaza-pozitivnich bilych
krvinek na ml ejakulatu, mély by byt provedeny mikrobiologické testy, aby se
zjistilo, zda se nejedna o infekci pfidatnych zlaz. Hodnoceni markerd
pfidatnych ZIaz muze poskytnout dal$i uzite¢né informace o spravném
fungovani nadvarlat (EpiScreen Plus, FertiPro NV), semennych vacku
(Fructose Test, FertiPro NV) nebo prostaty. DllezZité je, Ze nepfitomnost
leukocytl nevylucuje moznost infekce pFidatné zlazy.

ZAMYSLENY UCEL

LeucoScreen Plus je semikvantitativni, neautomaticka, histochemicka a
diagnostick&d souprava pro stanoveni peroxidaza-pozitivnich bilych krvinek v
lidském spermatu.

Pocet testl, které Ize provést se soupravou LeucoScreen Plus, neni uveden,
misto toho je souprava navrzena pro 40 dnu analyzy béhem Zivotnosti soupravy
(Ize vyrobit 20 pracovnich roztok, které jsou stabilni 2 po sobé jdouci dny).

MATERIALY OBSAZENE V TESTU

Reagencie 1 — 6 ml roztoku substratu (4-CN v methanolu)

Reagencie 2 — 300 pl 30% peroxidu vodiku

Reagencie 3 — 22 ml pufrovaciho roztoku

Reagencie 4 — 1.2 ml roztoku proti barveni

Certifikat o analyze a bezpecnostni list jsou k dispozici na vyZadani nebo je Ize
stahnout z nasich webovych stranek (www.fertipro.com).

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Mikroskopicka skli¢ka, kryci skli¢ka, zkumavky (Eppendorf), pipety, mikroskop
S jasnym polem.

Poznémka: Doporucuje se pouzivat svételny mikroskop a nikoli mikroskop s
fazovym kontrastem, protoZe ten by mohl vést kinterpretacnim potizim.

PRINCIP TESTU

P¥i typické analyze spermatu je velmi obtizné odlisit bilé krvinky od jinych typd
kulatych bunék ve vzorku spermatu (napfiklad spermatogennich
progenitorovych bunék). Test LeucoScreen Plus vyuZiva vnitini
peroxidazovou aktivitu nékterych bilych krvinek, a proto jej Ize pouzit k rozlieni
peroxidazoveé pozitivnich bilych krvinek (napf. polymorfonuklearnich (PMN)
granulocytt a makrofagl) ve vzorku lidského spermatu od jinych typa kulatych
bunék.

V pfitomnosti reagencie 2 (H202) myeloperoxidaza v leukocytarnich granulich
oxiduje reagencii 1 (4-CN) na modrofialovou srazeninu (4-chlor-1-nafton).
Reagencie 4 obsahuje roztok protibarviva, ktery usnadruje rozliSeni mezi
peroxidaza-pozitivnimi a peroxidédza-negativnimi kulatymi burikami.

Pfed prvnim pouzitim sady LeucoScreen Plus durazné doporucujeme
absolvovat Skoleni a shlédnout ukazkové video; obé moznosti jsou k dispozici

na nasich webovych strankach.

Video si miiZete stahnout také naskenovanim tohoto QR kodu:  [m] A2+

Typy vzorkl )
=

Test by mél byt provadén na cerstvych vzorcich lidského =

spermatu obsahujicich vice nez 1x108 kulatych bunék na ml.

Odbér spermatu

PFi odbéru spermatu masturbaci by se mély pouzivat standardni nadobky na
odbér spermatu, typicky z polypropylenu a testovany na preziti/motilitu spermii.
Pokud se odbér spermatu masturbaci nedoporucuje, mély by se pouzivat
plastové kondomy netoxické pro spermie. Pfed pfidanim vzorku spermatu
uchovavejte nadobku na odbér spermatu pfi pokojové teploté, aby se zabranilo
velkym zménam teploty, které mohou ovlivnit spermie. Test by mél byt proveden
v den odbéru spermatu.

Upozornéni pired pouzitim

Vyrobek nepouziveijte, pokud je tésnéni lahvicek pfi dodani soupravy oteviené
nebo poskozené.

Priprava reagencie

Reagencie 1 by méla obsahovat €irou tekutinu, pokud tekutina zeZloutla,
soupravu nepouzivejte.

Metoda

1. Pfi rutinni analyze spermatu spoditejte
pocet kulatych bunék a stanovte
koncentraci spermii. Vypocitejte a zapiste
celkovou koncentraci kulatych bunék v
mil/ml, protoZe bude potfebna pro vypocet
koncentrace peroxidaza-pozitivnich bilych
krvinek. Pokud koncentrace kulatych bunék
pfesahne 1x10® na ml, je indikovan test
LeucoScreen Plus.

2. Pripravte pracovni roztok: Do Eppendorfovy
zkumavky pfidejte nasledujici objemy a
dakladné promicheite.

- 200 pl reagencie 1

- 5 ul reagencie 2

- 1 ml reagencie 3

Tento pracovni roztok je stabilni po dobu
48 hodin, pokud je skladovan pfi teploté 2—
8 °C a chranén pred (slunecnim) svétlem.

3. Odeberte 10 pl vzorku spermatu a pfidejte
20 pl pracovniho roztoku. Dikladné
promichejte.

4. Inkubuijte dvé minuty pfi pokojové teploté
ve tmé.

5. Pfeneste 10 pl smési do stfedu
mikroskopického skli¢ka a pridejte 10 pl
reagencie 4. Dikladné promichejte pomoci

2’ in the dark at
room temperature
10p! l l
okraje kryciho sklicka. ®
6. Prikryjte krycim sklickem. 10pl

7. Spocitejte a klasifikujte celkem 200

kulatych bunék pfi zvét§eni 400x. Skenujte

rizna mikroskopicka pole (nejlépe 20).
8. Po kazdém jednotlivém testu zlikvidujte €

vSechny pouzité reagencie a materialy. MIX z
mUZete radéji obohatit koncentraci kulatych
bunék, abyste usnadnili jejich pocitani. Proto
vzorek odstfedujte 15 minut pfi 350 g, odeberte urcity objem vzorku spermatu
a peletku znovu rozpustte. V pfipadé velmi vysoké koncentrace kulatych bunék
(tj. nad 20x108 na ml) se dirazné doporuéuje nafedit vzorek v PBS nebo
v proplachovacim médiu FertiCult™.
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Poznamka: U nékterych vzork(l spermatu

INTERPRETACE

- Peroxidaza-pozitivni kulaté buriky: obsahuji (namodralé) ¢erné granule a
maji antracitové Sedou cytoplazmu. Tato antracitova plocha mize pokryvat
celou buriku nebo jen jeji ¢ast.

- Peroxidaza-negativni kulaté buriky: zlistavaji neobarvené nebo mohou byt
rlizové zbarvené. Granule pozorované v neobarvenych burikach nejsou
obklopeny typickou antracitovou barvou, kterd je patrnd u pozitivnich
bunék.


http://www.fertipro.com/

VYPOCET KONCENTRACE PEROXIDAZA-POZITIVNICH BILYCH KRVINEK

e Podil peroxidaza-pozitivnich bunék vypogitejte takto:

PODIL POZITIVNICH KULATYCH BUNEK =

Poget POZITIVNICH kulatych bunék
(Poget POZITIVNICH kulatych bunék + poget NEGATIVNICH kulatych bungk)

e Nyni vypocitejte koncentraci peroxidaza-pozitivnich bilych krvinek ve
vzorku spermatu takto:

KONCENTRACE (mil/ml) pozitivnich kulatych bunék=
Podil pozitivnich kulatych bunék x celkova koncentrace kulatych bunék

Priklad:

e Celkova koncentrace kulatych bunék je 2 mil/ml (stanoveno pfi
analyze koncentrace spermif).

e Testem LeucoScreen Plus se zjisti 120 pozitivnich kulatych bunék
a 80 negativnich kulatych bunék.

e  Podil pozitivnich kulatych bunék = 120/ (120 + 80) = 0,6

e Koncentrace peroxidaza-pozitivnich bilych krvinek = 0,6 x 2 mil/ml
=1,2 mil/ml

OMEZENIi METODY

Reagencie 2 obsahuje H202: Skodliva pfi poziti nebo vdechnuti; zplsobuje
vazné poskozeni o¢i. Pouzivejte ochranu oci/oblic¢eje.

Reagencie 3 obsahuje ProClin 950: ZpuUsobuje tézké popaleniny klze a
poskozeni o¢i, mlze vyvolat alergickou kozni reakci.

VSechny vzorky spermatu by meély byt povazovany za potencialné infekéni.
Zachazejte se vSemi vzorky, jako by byly schopné prenaset HIV nebo hepatitidu.
Pro kazdy krok pouzivejte vzdy Cerstvé pipetovaci Spicky, aby nedoslo ke
kFizové kontaminaci. Nevyhazuijte vyrobek do zZivotniho prostredi.

Jakykoli zavazny incident (jak je definovan v evropském nafizeni o
diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro 2017/746), ke kterému doslo,
musi byt nahlaSen spole¢nosti FertiPro NV a pfipadné pfisluSnému organu
Clenského statu EU, ve kterém uzivatel a/nebo pacient sidli.

BIBLIOGRAFIE

Tento test je pomUickou pfi diagnostice muzské neplodnosti a stejné jako u jinych
biologickych testl musi byt interpretace vysledkl provedena v ramci klinickych
nalezl a udaji z anamnézy. Test LeucoScreen Plus barvi pouze peroxidaza-
pozitivni bilé krvinky, jiné typy bilych krvinek (napf. lymfocyty a monocyty) nejsou
detekovany.

VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

Opakovatelnost a reprodukovatelnost: CVintra < 15%, CVinter < 15%
Procento pozitivni shody: 88% - procento negativni shody: 96%

SKLADOVANI / LIKVIDACE

e Souprava je stabilni po dobu nejméné 12 mésicl od data vyroby (i po
otevreni).

« Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na etiketé vyrobku.

» Reagencie skladuijte pfi teploté od 2 °C do 25 °C.

* Nezmrazujte.

e Chranite pred (slune¢nim) svétlem.

o Lahvicky musi byt vZdy pevné uzavieny.

e Pracovni roztok Ize skladovat az 48 hodin pfi teploté 2—8 °C, chranény pred
(slune€nim) svétlem.

* VVhodné pro pfepravu nebo kratkodobé skladovani pfi zvySenych teplotach
(az 5 dni pfi teploté 37 °C).

* Reagencie je tfeba zlikvidovat v souladu s mistnimi pfedpisy pro likvidaci
zdravotnickych prostredka
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ZAKAZNICKA TECHNICKA PODPORA

Doporucuje se pouzivat rukavice.

Reagencie 1 obsahuje methanol: vysoce hoflava kapalina a pary, toxicky pfi
poziti, styku s kdizi nebo vdechnuti, zpusobuje poskozeni organa.

FertiPro NV
Industriepark Noord 32
8730 Beernem / Belgium
Tel +32 (0)50 79 18 05
Fax +32 (0)50 79 17 99

URL: www.fertipro.com
E-mail: info@fertipro.com
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GLOSAR SYMBOLU

Symboly definované v normé 1ISO 15223

REF Katalogové &islo | LOTl Kod Sarze
-
- > - v s v . ,
/ Chranite pfed slune¢nim zafenim M Vyrobce
AN
| i Prectéte si navod k pouziti g Datum spotfeby
°C
|VD In vitro diagnostika Teplotni limit
°C
Symbol definovany ve smérnici 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro
c € Oznaceni CE od notifikovaného
2797 organu 2797

Symbol definovany v nafizeni (ES) €. 1272/2008 [CLP].

GHSO08 GHSO07
VVazné ohrozeni zdravi Nebezpedi pro zdravi

GHS02 GHSO05
Hoflava kapalina Ziravost/drazdéni kuze

% GHS06
Akutni toxicita
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