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Set histochimic semi-cantitativ pentru determinarea leucocitelor
peroxidaz-pozitive Tn materialul seminal uman
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Exclusiv pentru diagnosticare in vitro.
Reactiv exclusiv pentru uz profesional.

INFORMATII GENERALE

METODA

n majoritatea cazurilor, lichidul seminal ejaculat uman contine leucocite, iar
forma predominanta de leucocite in materialul seminal uman sunt granulocitele
peroxidaz-pozitive:234, Prezenta excesiva a acestor celule (leucocitospermie)
poate indica existenta unei infectii a tractului reproducétor. Leucocitospermia
poate fi, de asemenea, asociata cu defecte ale profilului materialului seminal
(reducerea motilitatii spermatozoizilor si a integritati ADN-ului, cresterea
vascozitatii spermei, precum si pierderea functiei spermatozoizilor ca urmare a
stresului oxidativ si/sau secretia de citokine citotoxice de catre aceste
leucocite)>6. Desi leucocitospermia nu este o indicatie absoluta a infertilitatii,
aceastd afectiune este observata in medie la 10 pana la 20% din toti barbatii
infertili’.

Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatatii (WHO), prezenta a peste un milion
de leucocite peroxidaz-pozitive (WBC) per ml de lichid seminal ejaculat este
considerata anormala si este etichetata ca fiind ,leucocitospermie™. Acest prag
este insa n curs de dezbatere, deoarece unii au considerat aceasta valoare
prea mica, iar altii prea mare. Intr-adevér, au fost raportate praguri de la 0,2 x
1061a 2 x 10679,

Céand pragul de un milion de leucocite peroxidaz-pozitive per ml de lichid
seminal ejaculat este depasit, trebuie efectuate teste microbiologice pentru a
investiga daca exista o infectie a glandelor accesorii. Evaluarea markerilor
glandelor accesorii poate oferi informatii utile suplimentare despre buna
functionare a epididimului (EpiScreen Plus, FertiPro NV), a veziculelor
seminale (Fructose Test, FertiPro NV) sau a prostatei. Important, absenta
leucocitelor nu exclude posibilitatea unei infectii a glandelor accesorii.

SCOPUL PREVAZUT

LeucoScreen Plus este un set histochimic si de diagnosticare semi-
cantitativ, non-automatizat pentru determinarea leucocitelor peroxidaz-
pozitive Tn materialul seminal uman.

Numarul de teste care pot fi efectuate cu setul LeucoScreen Plus nu este
specificat; in schimb, setul a fost conceput pentru 40 de zile de analiza pe
durata de viata a setului (pot fi realizate 20 de solutii de lucru, care sunt
stabile timp de 2 zile consecutive).

MATERIALUL INCLUS IN TEST

Reactivul 1 — 6 ml solutie de substrat (4-CN Tn metanol)
Reactivul 2 — 300 plI de peroxid de hidrogen 30%
Reactivul 3 — 22 ml de solutie tampon

Reactivul 4 — 1.2 ml de solutie de colorare de contrast

Un certificat de analiz& si MSDS sunt disponibile la cerere sau pot fi
descdércate de pe site-ul nostru (www.fertipro.com).

MATERIALE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE

Lame pentru microscop, ochelari de acoperire, eprubete de proba
(Eppendorf), pipete, microscop cu camp luminos.

Notad: Se recomanda utilizarea unui microscop cu lumina, nu a unui
microscop cu contrast de faza, deoarece acesta din urma ar putea
duce la dificultati de interpretare.

PRINCIPIUL TESTULUI

Atunci cand se efectueaza o analiza tipicad a materialului seminal, este
foarte dificil sa se diferentieze leucocitele de alte tipuri de celule rotunde
din proba de material seminal (de exemplu, celulele progenitoare
spermatogene’®). LeucoScreen Plus utilizeaza activitatea intrinseca a
peroxidazei anumitor leucocite si, prin urmare, poate fi utilizat pentru a
diferentia leucocitele peroxidaz-pozitive [de exemplu granulocite
polimorfonucleare (PMN) si macrofage] dintr-o proba de material seminal
uman de alte tipuri de celule rotunde.

n prezenta Reactivului 2 (H202), mieloperoxidaza din granulele de
leucocite va oxida Reactivul 1 (4-CN) intr-un precipitat albastru-violet (4-
clor-1-nafton). Reactivul 4 contine o solutie de colorare de contrast pentru
a facilita diferentierea celulelor rotunde peroxidaz-pozitive de celulele
rotunde peroxidaz-negative.

Tnainte de prima utilizare a setului LeucoScreen Plus, va recomandam
ferm s& urmati programul de instruire si sa vizualizati videoclipul nostru
demonstrativ, ambele disponibile pe site-ul nostru web. Videoclipul poate
fi, de asemenea, descarcat scanand acest cod QR:
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TIPURI DE PROBE

Testul trebuie efectuat pe probe de material seminal uman proaspat care
contin mai mult de 1 x 10 celule rotunde pe ml.

RECOLTAREA PROBEI

Trebuie utilizate recipiente standard de colectare a materialului seminal,
de obicei din polipropilend, si trebuie testatd supravietuirea/motilitatea
spermatozoizilor atunci cand materialul seminal este colectat prin
masturbare. Trebuie sa se foloseasca prezervative din plastic care nu sunt
toxice pentru materialul seminal atunci cand este descurajata colectarea
de material seminal prin masturbare. Pastrati recipientul de colectare a
materialului seminal la temperatura camerei inainte de a adauga proba de
material seminal pentru a evita schimbarile mari de temperatura care pot
afecta spermatozoizii. Testul trebuie efectuat in aceeasi zi in care a fost
colectat materialul seminal.

AVERTIZARE INAINTE DE UTILIZARE

Nu utilizati produsul daca sigiliul flacoanelor este deschis sau prezinta
defecte la livrarea setului.

PREGATIREA REACTIVILOR

Reactivul 1 trebuie sa contina un lichid limpede; nu utilizati setul daca
lichidul a devenit galben.

METODA

1. Numarati celulele rotunde atunci
cand determinati  concentratia
spermatozoizilor in timpul analizei
de rutind a materialului seminal.
Calculati si notati concentratia totala
a celulelor rotunde in milioane/ml,
deoarece acest lucru va fi necesar
pentru calcularea concentratiei de
leucocite peroxidaz-pozitive. Cand
concentratia  celulelor  rotunde
depaseste 1x10° per ml, este indicat 20pl
testul LeucoScreen Plus.

2. Pregatiti solutia de lucru: Adaugati
urmatoarele volume intr-o eprubeta
Eppendorf si amestecati bine.

- 200 pl din reactivul 1

- 5 pl din reactivul 2 10pl

- 1mldin reactivul 3 SEMEN SAMPLE
Aceasta solutie de lucru este stabila

timp de 48 de ore atunci cand este
pastrata intre 2 si 8 °C, protejata de room temperature
lumina (soarelui).
3. Luati 10 pl din proba de material 10p|l l
seminal si adaugati 20 pl de solutie Py
de lucru. Amestecati bine. E 10yl
4. Incubati timp de doud minute la l
@
D
6. Acoperiti cu capacul.
7. Numarati si clasificati un total de 200
de celule rotunde folosind o marire de 400x. Scanati diferite campuri
microscopice (de preferinta 20).
8. Dupa fiecare test individual, eliminati toti reactivii si materialele utilizate.
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temperatura camerei, in intuneric.

5. Transferati 10 pl de amestec in
mijlocul unui recipient din sticla de
microscop si adaugati 10 pl din
reactivul 4. Amestecati bine folosind
marginea capacului.

Nota: In unele probe de material seminal, ati putea prefera sa imbogatiti
concentratia de celule rotunde pentru a facilita numararea celulelor. Prin
urmare, centrifugati proba timp de 15 minute la 350 G, scoateti un volum
din proba de material seminal si suspendati din nou peleta.



Tn cazul unei concentratii foarte mari de celule rotunde (adica peste 20 x
10° per ml), se recomanda ferm diluarea probei in PBS sau in FertiCult™
Flushing medium.

INTERPRETARE

PRECAUTII

- Celule rotunde peroxidaz-pozitive: contin granule negre (albastrui) si
au o citoplasma gri-antracit. Aceasta zona de antracit poate acoperi
intreaga celula sau doar o parte din ea.

- Celulele rotunde peroxidaz-negative: raman necolorate sau pot fi de
culoare roz. Granulele vazute in celulele necolorate nu sunt
inconjurate de culoarea tipica de antracit observata la celulele
pozitive.

CALCULAREA CONCENTRATIEI DE LEUCOCITE PEROXIDAZ-POZITIVE

. Calculati proportia celulelor peroxidaz-pozitive dupa cum urmeaza:

PROPORTIE DE CELULE ROTUNDE POZITIVE=
Numarul de celule rotunde POZITIVE

(Numarul de celule rotunde POZITIVE + Numadrul de celule rotunde NEGATIVE)

e Acum, calculati concentratia de leucocite peroxidaz-pozitive Tn proba
de material seminal dupa cum urmeaza:

CONCENTRATIE (milioane/ml)= Proportia celulelor rotunde positive x
concentratia totala a celulelor rotunde

Exemplu:
e Concentratia totald a celulelor rotunde este de 2 milioane/ml
(determinata n timpul analizei concentratiei spermatozoizilor)
e Cu testul LeucoScreen Plus, 120 de celule rotunde sunt gasite
pozitive si 80 de celule rotunde sunt gasite negative

120
e Proportia celulelor rotunde pozitive = ———=10.6
’ (120+80)
e Concentratia de leucocite peroxidaz-pozitive = 0,6 x 2 mili/ml = 1,2
milioane/ml

LIMITELE METODEI

Se recomanda utilizarea manusilor.

Reactivul 1 contine metanol: lichid si vapori foarte inflamabili, toxic in caz
de inghitire, in contact cu pielea sau inhalat, cauzeaza leziuni ale
organelor.

Reactivul 2 contine H202: daunator daca este inghitit sau inhalat;
provoaca leziuni grave ale ochilor. Purtati protectie pentru ochi/fata.

Reactivul 3 contine ProClin 950: Provoaca arsuri severe ale pielii si
leziuni oculare, poate provoca o reactie alergica a pielii.

Toate probele de material seminal trebuie considerate potential
infectioase. Manipulati toate probele ca si cand ar putea sa transmita
HIV sau hepatita. Utilizati intotdeauna vérfuri proaspete de pipeta pentru
fiecare etapa pentru a evita contaminarea incrucisata. Nu eliminati
produsul in mediul inconjurator.

Orice incident grav [astfel cum este definit in Regulamentul (UE)
2017/746 privind dispozitivele medicale de diagnosticare in vitro] care a
avut loc trebuie raportat la FertiPro NV si, dacéa este cazul, la autoritatea
competenta a statului membru al UE in care este stabilit utilizatorul
si/sau pacientul.
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Acest test ajutd la diagnosticarea infertilitatii masculine si, ca si in cazul
altor teste biologice, interpretarea rezultatelor trebuie sa se faca in
contextul constatarilor clinice si al datelor din anamneza. Testul
LeucoScreen Plus coloreaza doar leucocitele peroxidaz-pozitive; alte
tipuri de globule albe (de exemplu, limfocite si monocite) nu sunt
detectate.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Repetabilitate si reproductibilitate: CVinra < 15%, CViner < 15%
Procentul de acord pozitiv: 88 %, procentul de acord negativ: 96 %
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ASISTENTA TEHNICA PENTRU CLIENTI

¢ Kitul este stabil cel putin 12 luni de la data productiei (chiar si dupa

deschidere).Setul este stabil timp de cel putin 12 luni de la data

productiei (chiar si dupa deschidere).

A nu se utiliza dupa data expirarii mentionata pe eticheta produsului.

Depozitati reactivii la temperaturi cuprinse intre 2°C si 25°C.

A nu se congela.

A se pastra departe de lumina (soarelui).

Sticlele trebuie pastrate bine inchise in orice moment.

Solutia de lucru poate fi stocata pana la 48 de ore la 2-8°C, ferita de

lumina (soarelui).

e Reactivii trebuie sa fie eliminati in conformitate cu normele locale
privind eliminarea dispozitivelor medicale.
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SYMBOLS GLOSSARY

Simboluri definite in ISO 15223

REF Numar catalog Codul lotului
e A se pastra departe de lumina Producator
Pt .

Z \ soarelui

(]

T

Consultati instructiunile de
utilizare

Data limita de utilizare

IVD

Diagnosticul in vitro

5°C

m
:
A

Limita de temperatura

Simbol definit in IVDR 2017/746

q3

2797

Numarul 2797 pentru marcajul
CE de catre organismul
notificat

Simbol definit in R

egulamentul (CE) nr. 1272/2008 [CLP].

GHSO08
Pericol grav pentru sanatate

O

GHSO07
Pericol pentru sanatate

GHS02
Lichid inflamabil

£3

GHSO05:
Coroziunea/iritarea pielii

GHS06
Toxicitate acuta




