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LeucoScreen Plus
Len na diagnostické pouZitie in vitro.
Reagencia je urcend len na profesionalne poulZitie.

VSEOBECNE INFORMACIE

MATERIAL DODAVANY S TESTOM

Vacsina ludskych ejakulatov obsahuje leukocyty, pricom
ich prevladajucou formou v ludskej sperme su peroxidaza-
pozitivne granulocyty™. Nadmerna pritomnost tychto
buniek (leukocytospermia) méze naznacovat prebiehajlicu
infekciu reprodukéného systému. Leukocytospermia
moZze byt spojena aj s poruchami profilu spermii (znizenie
pohyblivosti spermii a celistvosti DNA, zvySenie viskozity
spermii, ako aj porucha funkcie spermii v dosledku
oxidacného stresu a/alebo vyluCovanie cytotoxickych
cytokinov takymito bielymi krvinkami)® . Hoci
leukocytospermia nie je absolutnym indikdtorom
neplodnosti, tento stav sa pozoruje v priemere u 10 az 20
% vSetkych neplodnych muzov?” .

Podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) sa
pritomnost viac ako jedného miliéna peroxidaza-
pozitivnych bielych krviniek (WBC) na 1 ml ejakulatu
povazuje za abnormdlnu a oznaCuje sa ako
»leukocytospermia“®. O tejto hranici vSak prebieha
diskusia, pretoZe niektori ju povazuju za prili§ nizku a ini
naopak za prili§ vysoku. Redlne v8ak boli zaznamenané-9
hrani¢né hodnoty od 0.2 x10° do 2x10°.

Pri prekro€eni hranice jedného miliéna peroxidaza-
pozitivhych bielych krviniek na 1 ml ejakulatu je potrebné
vykonat mikrobiologické testy, aby sa zistilo, ¢i ide o
infekciu v pridavnych pohlavnych Zlazach. Posudenie
markerov pridavnych pohlavnych Zliaz méze poskytnut
dalSie uzZitocné informacie o spravnom fungovani
nadsemennikov (EpiScreen Plus, FertiPro NV), semennych
mechurikov (Fructose Test, FertiPro NV) alebo prostaty.
Dolezité je, Ze nepritomnost leukocytov nevylucuje
moznost infekcie pridavnych pohlavnych Zliaz.

URCENY UGEL

Reagencia 1 -6 mlroztoku substratu (4-CN v metanole)
Reagencia 2 - 300 pl 30 % peroxidu vodika

Reagencia 3 - 22 ml tlmivého roztoku

Reagencia 4 - 1.2 ml kontrastného farbiaceho roztoku
Osvedcenie o analyze a doklad o bezpec¢nosti materidlu
(MSDS) su k dispozicii na poZiadanie alebo si ich mbZete
stiahnut z naSej webovej stranky (www.fertipro.com).

POTREBNY MATERIAL, KTORY NIE JE

SUCASTOU DODAVKY

Mikroskopické sklicka, krycie sklicka,
(Eppendorf), pipety, mikroskop s jasnym polom.
Poznamka: Odporuéa sa pouZivat svetelny mikroskop a
nie mikroskop s fazovym kontrastom, pretoZe by mohol
spdsobovat problémy pri interpretacii.

skumavky

PRINCIiP TESTU

Pri analyze typickej spermy je velmi tazké odliSit biele
krvinky od inych typov okruhlych buniek vo vzorke spermy
(napriklad spermatogénnych progenitorovych buniek?).
LeucoScreen Plus vyuziva vnutornu peroxidazovu aktivitu
uréitych bielych krviniek, a preto sa moéZe pouZit na
odlisenie peroxidaza-pozitivnych bielych krviniek (napr.
polymorfonuklearnych (PMN) granulocytov a makrofagov)
vo vzorke ludskej spermy od inych typov okrdhlych buniek.
V pritomnosti reagencie €. 2 (H202) myeloperoxidaza v
leukocytovych granulach spdsobuje oxidovanie reagencie
¢. 1 (4-CN) na modrofialovy precipitat (4-chlér-1-naftén).
Reagencia ¢. 4 obsahuje kontrastny farbiaci roztok na
ulahcenie rozliSenia peroxidaza-pozitivnych okrahlych
buniek od peroxidaza negativnych okrdhlych buniek.

METODA

LeucoScreen Plus je semikvantitativna, neautomatizovana
histochemickd a diagnostickd suprava na stanovenie
peroxidaza-pozitivnych bielych krviniek v ludskej sperme.

Pocet testov, ktoré mozno vykonat so suUpravou
LeucoScreen Plus, nie je stanoveny, suprava by v§ak mala
postacovat na 40 dni analyz po€as jej zivotnosti (umoznuje
pripravit 20 pracovnych roztokov, ktoré zostanu stabilné

pocas dvoch po sebe nasledujucich dni)

Pred prvym pouzitim supravy LeucoScreen Plus dorazne
odporic¢ame postupovat podla Skoliaceho programu a
pozriet si video s ukazkou, ktoré mozno E E
najst na naSej webovej stranke. Video si _' =
mozete stiahnut aj naskenovanim tohto

QR kédu: o

=

Typy vzoriek

Test by sa mal vykondvat na Cerstvych vzorkach ludskej
spermy, ktoré obsahuju viac ako 1x10° okrtihlych buniek na
1mL

Odber vzoriek

Pri odbere spermii masturbaciou je potrebné pouZivat
Standardné nadoby na odber spermii, zvyCajne
polypropylénové, a zaroveri by sa mal vykonat test
prezitia/motility spermii. Ak sa pri odbere spermy
masturbacia neodporica, je potrebné pouzivat plastové
kondémy, ktoré nie su pre spermu toxické. Pred odberom
vzorky spermy temperujte nddobu na odber spermii pri
izbovej teplote s cielom zamedzit velkym teplotnym
zmenam, ktoré by mohli ovplyvnit spermie. Test by sa mal
vykonat v ten isty der ako odber spermii.

Upozornenie pred pouzitim

Vyrobok nepouzivajte, ak pri dodani supravy je uzaver flase
otvoreny alebo poskodeny.

Priprava reagencii

Reagencia ¢. 1 by mala obsahovat €iru tekutinu; ak
tekutina zoZltla, sUpravu nepouZzivajte.

Metdda

1. Pri stanoveni koncentracie spermii pocas beZnej
analyzy spermy spocitajte pocet okruhlych buniek.
Vypocitajte a zapiSte celkovu koncentraciu okruhlych
krviniek v miliénoch na 1 ml, pretoZze ju budete
potrebovat pri vypo€te koncentracie peroxidaza-
pozitivnych  bielych
okruhlych buniek prekro¢i 1x10° na 1 ml, indikuje sa
test LeucoScreen Plus.

2. Pripravte pracovny roztok: Do skumavky Eppendorf
pridajte nizSie uvedené objemy a dobkladne
premiesSajte.

krviniek. Ak  koncentracia

o 200 plreagencie €. 1

o b5plreagencie€. 2

o 1mlreagencie¢. 3

Tento pracovny roztok je stabilny 48 hodin, ak sa
skladuje pri teplote 2 — 8 °C a je chraneny pred
(slne€nym) Ziarenim.

3. Odoberte 10 pl vzorky spermy a pridajte 20 pl
pracovného roztoku. Dékladne premiesajte.

4. Inkubujte dve minuty pri izbovej teplote v tme.

5. Preneste 10 pl zmesi do stredu mikroskopického
sklicka a pridajte 10 pl reagencie €. 4. Ddkladne
premiesajte hranou krycieho sklicka.

6. Zakryte krycim sklickom.

7. Spocitajte a klasifikujte celkovo 200 okruhlych buniek
pri zvécSeni 400x. Skenujte rbézne zorné polia
mikroskopu (podla moZnosti 20).

8. VSetky pouzité reagencie a materidly zlikvidujte po
kazdom teste.
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Poznamka: V niektorych vzorkdch spermy moéZete zvysit
koncentraciu okruhlych buniek s cielom ulahcit ich
pocitanie. Na tento ucel odstredujte vzorku 15 mindt pri
350 x g, odstrarite uréity objem vzorky spermy a peletu
znowvu rozpustte.

V pripade velmi vysokej koncentracie okrdhlych buniek (t.
j. nad 20x10° na ml) sa dérazne odporudéa zriedit vzorku v
PBS alebo v médiu FertiCult™ Flushing medium.

INTERPRETACIA

e Peroxidaza-pozitivne okruhle bunky: obsahuju
(modrasté) cierne granule a maju antracitovosivl
cytoplazmu. Tato antracitovd oblast m6ze pokryvat
celu bunku alebo len jej Cast.

e Peroxidaza-negativne okruhle bunky: zostavaju
nezafarbené alebo mézu byt sfarbené na ruzovo.
Granule pozorované v nezafarbenych bunkach nie st
obklopené typickou antracitovou farbou, ktora sa
vyskytuje v pozitivnych bunkach.

VYPOCET KONCENTRACIE PEROXIDAZA-
POZITIVNYCH BIELYCH KRVINIEK

e Podiel peroxidaza-pozitivnych  buniek  mozZno

vypocitat takto:

PODIEL POZITIVNYCH OKRUHLYCH BUNIEK =
"Po&et POZITIVNYCH okruhlych buniek" /("(Po&et
POZITIVNYCH okruhlych buniek + podet NEGATIVNYCH
okruhlych buniek"))

e \Vypocitajte koncentraciu peroxidaza-pozitivnych
bielych krviniek vo vzorke spermy takto:

KONCENTRACIA (v miliénoch na 1 ml) =
podiel pozitivnych okrahlych buniek x celkova
koncentracia okrihlych buniek

Priklad:

e Celkova koncentracia okruhlych buniek je 2 mil/ml
(stanovena pocas analyzy koncentracie spermii)
e Testom LeucoScreen Plus sa zisti 120 pozitivnych

okruhlych buniek a 80 negativnych okrdhlych buniek.
. it p il =120
e Podiel pozitivnych okruhlych buniek = 120+80) 0.6
e Koncentracia peroxidaza-pozitivnych bielych krviniek

=0.6x2mil/ml=1.2 mil/ml

Grafické znazornenie protokolu:

20yl WORKING
SOLUTION

10pl

SEMEN SAMPLE

2’ in the dark at

room temperature

MiX

10pl

OBMEDZENIA METODY

Tento test sluzi ako pomdcka pri diagnostike neplodnostiu
muZov a jeho vysledky sa musia interpretovat — tak ako v
pripade inych testov — spolu s klinickym nalezom a udajmi
z anamnézy. Pri teste LeucoScreen Plus sa sfarbuju len
peroxidaza-pozitivne biele krvinky, iné typy bielych krviniek
(napr. lymfocyty a monocyty) sa nedeteguju.

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

Opakovatelnost a reprodukovatelnost: CVinua < 15%, CVinter
<15%

Percento pozitivnej zhody: 88%, percento negativnej
zhody: 96%

SKLADOVANIE/LIKVIDACIA

mohli prendsat HIV alebo hepatitidu. Pri kazdom kroku
pouZivajte nové $picky na pipety, aby ste zabranili krizovej
kontaminacii. Vyrobok nevyhadzujte ako odpad do
okolitého prostredia.

V pripade akejkolvek zavaznej nehody (v zmysle
vymedzenia tohto pojmu v nariadeni (EU) &. 2017/746 o
diagnostickych zdravotnickych poméckach 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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. Suprava je stabilnd najmenej 12 mesiacov od
datumu vyroby (aj po otvoreni).

. Nepouzivajte po datume exspiracie, ktory je uvedeny
na etikete vyrobku.

. Reagencie skladujte pri teplote od 2 °C do 25 °C.

. Nezmrazujte.

. Chranite pred (slne¢nym) Ziarenim.

. Flase musia byt vzdy pevne uzavreté.

. Pracovny roztok sa mdze skladovat maximalne 48
hodin pri teplote 2 -8 °C mimo dosahu (slne¢ného)
Ziarenia.

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

PRECAUTII

Odporuca sa pouzivat rukavice.

Reagencia ¢. 1 obsahuje metanol: vysoko horlava
kvapalina vratane vyparov, toxickd po poziti, kontakte s
pokozkou alebo pri vdychnuti, spdsobuje poskodenie
organov.

Reagencia €. 2 obsahuje H20.: Skodliva po poziti alebo pri
vdychnuti; spdsobuje vazne poskodenie oci. Pouzivajte
ochranu ogi/tvare.

Reagencia ¢. 3 obsahuje ProClin 950: Spdsobuje vazne
popaleniny koZze a poskodenie oc¢i, mdze spdsobit
alergicku koznu reakciu.

VSetky vzorky spermy by sa mali povazovat za potencialne
infekéné. So vSetkymi vzorkami zaobchadzajte, ako keby
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SLOVNIK SYMBOLOV

Symbol vymedzeny v norme ISO 15223
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Precéitajte si navod na pouzitie
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Diagnostika in vitro
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1
:;.K Uchovavajte mimo slne¢ného
A\ Ziarenia

a
Symbol vymedzeny v nariadeni 2017/746

C E Oznacenie CE obozndmenym

organom 2797
2797

Symbol vymedzeny v nariadeni (ES) ¢. 1272/2008 [CLP]
GHS08

Zavazné ohrozenie zdravia

GHS02
Horlava kvapalina

GHS06
Horlava kvapalina

& @

GHSO07
Ohrozenie zdravia

GHSO05:
Zieravost/drazdivost pre kozu

3
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