LeucoScreen Plus

insan semeninde peroksidaz pozitif akyuvarlarin belirlenmesi igin yari
kantitatif histokimyasal kit
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Yalnizca in vitro teghiste kullanim igindir.
Yalnizca profesyonel kullanim igin reaktif.

GENEL BILGILER

Cogdu insan ejakulati I16kosit icerir ve insan semenindeki baskin l6kosit formu
peroksidaz pozitif grantlositlerdirt234.  Bu hicrelerin  asir  varhgi
(I6kositospermi) tUreme yolu enfeksiyonunun varligini  goésterebilir.
Lokositospermi ayrica semen profilindeki kusurlarla da iligkili olabilir (sperm
hareketliliginde ve DNA biitlinligiinde azalma, sperm viskozitesinin ylikselmesi
ve ayrica oksidatif stres sonucu sperm islevinin kaybi ve/veya bu akyuvarlar
tarafindan sitotoksik sitokinlerin salgilanmasi)®6. Loékositospermi kisirhgin
mutlak bir gostergesi olmasa da, bu durum ortalama olarak tum infertil
erkeklerin %10 ila %20'sinde gorulir’.

Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) gére, ml ejakiilat bagina bir milyondan fazla
peroksidaz pozitif akyuvarin (WBC) varhdi anormal kabul edilir ve
“lokositospermi” olarak etiketlenir®. Bununla birlikte, bazilari bu degeri gok
distk ve digerleri cok yiiksek buldugu icin bu esik tartisilmaktadir. Gergekten
de, 0,2 x106 - 2x106 arasindaki esik seviyeleri bildirilmigtir 7-.

MI ejakulat basina bir milyon peroksidaz pozitif WBC esidi asildiginda, mukoz
bezi enfeksiyonu olup olmadigini arastirmak igin mikrobiyolojik testler
yapilmalidir. Mukoz bezi belirteglerinin degerlendirilmesi, epididim (EpiScreen
Plus, FertiPro NV), seminal vezikillerin (Fructose Test, FertiPro NV) veya
prostatin diizgiin ¢alismasi hakkinda ek yararl bilgiler saglayabilir. Onemli
olarak, I6kositlerin yoklugu, mukoz bezi enfeksiyonu olasiligini dislamaz.

KULLANIM AMACI

LeucoScreen Plus, insan semeninde peroksidaz pozitif akyuvarlarin
belirlenmesi igin yar kantitatif, otomatik olmayan, histokimyasal ve teshis
kitidir.

LeucoScreen Plus kiti ile yapilabilecek test sayisi belirtiimemistir, bunun
yerine kit, kitin dmri boyunca 40 gunliik analiz igin tasarlanmistir (art arda
2 giin boyunca stabil olan 20 galisma gozeltisi yapilabilir).

TESTE DAHIL OLAN MALZEME

Reaktif 1 — 6 ml Substrat ¢ozeltisi (metanol iginde 4-CN)

Reaktif 2 — 300 pl %30 Hidrojen peroksit

Reaktif 3 — 22 ml Tampon ¢o6zeltisi

Reaktif 4 — 1.2 ml Karsi boya ¢ozeltisi

Analiz sertifikasi ve MSDS talep lizerine temin edilebilir veya web

sitemizden (www.fertipro.com) indirilebilir.
GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN MALZEME

Mikroskop lamlari, kapak camlari, test tipleri (Eppendorf), pipetler, parlak
alan mikroskobu.

Not. Istk  mikroskobu kullanmaniz ve faz kontrastl mikroskop
kullanmamaniz énerilir, ikincisi yorumlama zorluklarina yol acgabilir.

TEST PRENSIBI

Standart bir semen analizi yapilirken semen 6rneginde akyuvarlar ile diger
tirde yuvarlak hicreleri birbirinden ayirmak son derece zordur (6rnegin
spermatojenik  progenitor  hucreler'®). LeucoScreen Plus, belirli
akyuvarlarin intrinsik peroksidaz aktivitesini kullanir ve bu nedenle insan
semen  Ornegindeki  peroksidaz  pozitif akyuvarlar  (6rnegin
polimorfonukleer (PMN) graniilositler ve makrofajlar) diger yuvarlak hicre
tiplerinden ayirt etmek igin kullanilabilir.

Reaktif 2'nin (H.O;) varlidinda, I6kosit granullerindeki miyeloperoksidaz
Reaktif 1'i (4-CN) mavimsi-mor bir cokeltiye (4-kloro-1-nafton)
oksitleyecektir. Reaktif 4, peroksidaz pozitif yuvarlak hucreler ile
peroksidaz negatif yuvarlak hiicrelerin ayirt edilmesini kolaylastirmaya
yonelik bir kargi boya ¢ozeltisi icerir.

YONTEM

NUMUNE TURLERI

Test, ml bagina en az 1x108 yuvarlak hiicre igeren yeni insan semen
ornekleri Gzerinde yapilmaldir.

NUMUNE TOPLAMA

Semen mastirbasyon yoluyla toplandiginda, tipik olarak polipropilen ve
sperm sagkalimi/sperm hareketliligi test edilmis standart semen toplama
kaplari  kullaniimalidir. Mastirbasyon yoluyla semen toplanmasi
istenmediginde semen-toksik olmayan plastik prezervatifler
kullaniimalidir.  Spermatozoayi  etkileyebilecek  biylk  sicaklik
degisikliklerini 6nlemek igin semen 6rnegini eklemeden 6nce semen
toplama kabini oda sicakliginda tutun. Test, semen toplandiktan sonra
ayni gun iginde yapilmalidir.

KULLANIM ONCESI UYARI

Kit teslim edildiginde siselerin mihri acilmis veya bozulmussa Griinu
kullanmayin.

REAKTIF HAZIRLAMA

Reaktif 1 berrak bir sivi icermelidir, sivi sararmigsa kiti kullanmayin.
YONTEM

1. Rutin semen analizi sirasinda sperm

N S
§ &
konsantrasyonunu belirlerken O 0o 9
yuvarlak hicreleri sayin. A |3
Konsantrasyon peroksidazpozitif E E
akyuvarlarin  hesaplanmasi igin
gerekli olacagindan, mil/ml

cinsinden yuvarlak hiicrelerin toplam
konsantrasyonunu hesaplayin ve
not edin. Yuvarlak huicre
konsantrasyonu ml basina 1x10°
seviyesini astiginda LeucoScreen 20ul
Plus testi yapilabilir.
2. Calisma  ¢ozeltisini  hazirlayin:
Asagidaki hacimleri bir Eppendorf
tuplne ekleyin ve iyice karistirin.
- 200 pl Reaktif 1
- 5l Reaktif 2 10pl
- 1 ml Reaktif 3 SEMEN SAMPLE
Bu galisma ¢ozeltisi 2-8°C arasinda

saklandiginda ve isiktan (glines) 2’ in the dark at
korundugunda 48 saat stabildir. room temperature
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siniflandirin. ~ Farkh  mikroskobik
alanlari tarayin (tercihen 20).

karistirin.
8. Her testten sonra kullanilan tim reaktifleri ve malzemeleri atin.

WORKING
SOLUTION

4. Karanlikta ve oda sicakliginda iki
dakika inkiibe edin.

5. Karisimin 10 pl'sini bir mikroskop
caminin ortasina aktarin ve 10 pl
Reaktif 4 ekleyin. Cam parganin
kenarini kullanarak iyice karistirin.

6. Cam parca ile ortun.

7.400x buylitme kullanarak toplam
200 yuvarlak hicreyi sayin ve

Not: Bazi semen érneklerinde, hiicre sayimini kolaylastirmak igin yuvarlak
hiicre konsantrasyonunu zenginlestirmeyi tercih edebilirsiniz. Bu nedenle
ornegi 350 g'da 15 dakika santrifiije edin, semen 6rneginin bir miktarini
cikarin ve peleti yeniden slspanse edin.

Cok yuksek yuvarlak hiicre konsantrasyonu durumunda (yani ml basina
20x10° Gzerinde), 6rnegin PBS veya FertiCult™ Flushing medium iginde
seyreltiimesi siddetle tavsiye edilir.

YORUM

programini tanitim videomuzu izlemenizi siddetle tavsiye
ederiz; her ikisine web sitemizden ulasabilirsiniz. Video, su
QR kodu taranarak da indirilebilir:

LeucoScreen Plus kitini ilk kez kullanmadan énce egitim [w]35s
géi -
=

- Peroksidaz pozitif yuvarlak hiicreler: (mavimsi-) siyah granuller igerir
ve antrasit grisi bir sitoplazmaya sahiptir. Bu antrasit alan tum hucreyi
veya sadece bir kismini kaplayabilir.

- Peroksidaz negatif yuvarlak hicreler: boyasiz kalir veya pembe renkli
olabilir. Boyanmamis hiicrelerde gérilen graniiller, pozitif hiicrelerde
gorilen tipik antrasit rengiyle gevrili degildir.


http://www.fertipro.com/

PEROKSIDAZ POZITIF AKYUVARLARIN KONSANTRASYONUNUN
HESAPLANMASI

e  Peroksidaz pozitif hiicrelerin oranini asagidaki gibi hesaplayin:

POZITiF YUVARLAK HUCRELERIN ORANI=
POZITIF yuvarlak hiicre sayisi
(POZITIF yuvarlak hiicre sayisi + NEGATIF yuvarlak hiicre sayisr)

. Simdi  semen peroksidaz  pozitif akyuvarlarin

konsantrasyonunu asagidaki sekilde hesaplayin:

ornegindeki

ONSANTRASYON (mill/ml) = Pozitif yuvarlak hiicrelerin orani x yuvarlak
hucrelerin toplam konsantrasyonu

Reaktif 2 H202 igerir: yutuldugunda veya solundugunda zararlidir; gézde
ciddi hasara neden olur. Géz / yliz korumasi kullanin.

Reaktif 3 ProClin 950 igerir: Ciltte ciddi yaniklara ve goézlerde hasara
neden olur, alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Tum semen ornekleri potansiyel olarak bulagici seklinde
degerlendirilmelidir. TGm numuneleri HIV veya hepatit
bulastirabilecekmis gibi kullanin. Capraz kontaminasyonu 6nlemek igin
her adimda yeni pipet uglari kullanin. Uriinii cevreye atmayin.

Meydana gelen herhangi bir ciddi olay (Avrupa In Vitro Teghis Tibbi
Cihaz Yo6netmeligi 2017/746'da tanimlanan sekilde) FertiPro NV'ye ve
varsa kullanicinin ve/veya hastanin yerlesik oldugu AB Uye Devletinin
yetkili makamina bildiriimelidir.

KAYNAKGCA

Ornek:
e Yuvarlak hicrelerin toplam konsantrasyonu 2 mil/ml'dir (sperm
konsantrasyon analizi sirasinda belirlenir)
e LeucoScreen Plus testi ile 120 yuvarlak hicre pozitif, 80 yuvarlak

hiicre negatif bulunmustur
120

e  Pozitif yuvarlak hiicrelerin orani =———=0.6
(120+80)

e Peroksidaz pozitif akyuvarlarin orani = 0,6 x 2 mil/ml = 1.2 mil/ml

YONTEMIN SINIRLARI

Bu test erkek infertilitesinin teshisinde yardimcidir ve dider biyolojik
testlerde oldugu gibi, sonuglarin yorumlanmasi klinik bulgular ve hikaye
alma verileri gergcevesinde yapilmalidir. LeucoScreen Plus testi sadece
peroksidaz pozitif WBC'yi boyar, diger WBC tirleri (6rnegin lenfositler ve
monositler) tespit edilmez.

PERFORMANS OZELLIKLERI

Tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik: CVinra < 15%, CVinter < 15%
Pozitif eslesme ylzdesi: 88 %, negatif eslesme yuizdesi: 96 %

DEPOLAMA / BERTARAF

e Kit, Uretim tarihinden sonra en az 12 ay boyunca stabildir (agildiktan
sonra dabhi).
Uriin  etiketinde belirtlen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

o Realktifleri 2°C ile 25°C arasinda saklayin.

e Dondurmayin.

e Isiktan (glines) koruyun.

e Siseler her zaman sikica kapali tutulmalidir.

e Calisma gozeltisi en fazla su kadar saklanabilir: 2-8°C'de 48 saat,
isiktan (glines) korunur.

e Realktifler, tibbi cihazlarin bertarafina iliskin yerel diizenlemelere
uygun olarak atiimalidir.
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MUSTERI-TEKNIK DESTEK

Eldiven kullaniimasi tavsiye edilir.

Reaktif 1 metanol igerir: yliksek diizeyde yanici sivi ve buhar,
yutuldugunda toksiktir, cilt ile temas ettiginde veya solundugunda
organlara zarar verir.

FertiPro NV
Industriepark Noord 32
8730 Beernem / Belgika
Tel +32 (0)50 79 18 05
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SEMBOLLER S6zLUGU

1ISO 15223'te tanimlanan semboller

Ciddi saglik tehlikesi
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