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INTRODUKSJON

MATERIALE SOM KREVES, MEN IKKE ER INKLUDERT

Siden saedceller ikke kommer i kontakt med blodsirkulasjonen, inneholder de
mannlige forplantningsorganene ingen antispermieantistoffer under normale forhold.
Men nar blodtestisbarrieren brytes, kan immunsystemet registrere moden saed som
antigen og danne antispermieantistoffer som forarsaker subfertilitet eller infertilitet.
Antispermieantistoffer tilhgrer to immunologiske klasser — immunglobulin (Ig)A- og
IgG-antistoffer — og kan veere til stede i seedprgven s vel som i mannlig blodserum.
| tillegg er antispermieantistoffer noen ganger ogsa funnet i blodserum hos kvinner.
Antispermieantistoffer av typen IgG er klinisk assosiert med immunologisk infertilitet
(1-3), og screening kan derfor veere til hjelp i vurderingen av infertilitet hos par.

TILTENKT FORMAL

»  Lysmikroskop (med 400x til 600x forstarrelse, lyst felt, markt felt eller
fasekontrast)

»  For & utfgre indirekte SpermMar Test IgG: Isoton pH-bufret saltlgsning uten
proteintilskudd (f.eks. PBS, EBSS, HTF Hepes, Ham sin F10 ...)

»  For & utfare indirekte SpermMar Test IgG: Motile donorsaedceller testet negativt
for 1I9G

»  Kondom uten saeddrepende middel (hvis ngdvendig)
»  Mikrotiterplate (f.eks. Kima 650 101) / Eppendorf-rgr

Merk at SpermMar Test IgG positiv og negativ kontroll ikke er inkludert i SpermMar
Test IgG og ma kjgpes separat.

METODE

SpermMar Test IgG er et semi-kvantitativt, ikke-automatisert, diagnostisk sett for &
oppdage antispermieantistoffer av IgG-klassen i seedceller i menneskelig seed av
serum. Det er en rask mikroskop-test som er enkel & bruke, og som er beregnet p&
infertile par. Testen kan utferes pa fersk, ubehandlet menneskelig seedprgve ved
pafering av direkte SpermMar Test IgG eller pd humant blodserum (fra menn og
kvinner) ved bruk av indirekte SpermMar Test IgG. SpermMar Test IgG kan hjelpe
til med & vurdere diagnostiseringen og behandlingen av infertilitet hos par.

SpermMar Test IgG positiv kontroll og SpermMar Test IgG negativ kontroll er
designet for & verifisere ytelsen til den indirekte SpermMar Test IgG.

TESTPRINSIPP

Direkte SpermMar Test IgG utfgres ved & blande fersk, ubehandlet seed med
latekspartikler som har blitt belagt med menneskelig 1gG og antihumant I1gG-
antiserum. Dannelsen av agglutinater mellom latekspartiklene og motile saedceller
indikerer tilstedeveerelsen av IgG-antistoffer pa saedcellene.

| indirekte SpermMar Test IgG inkuberes vasket motile donorsaedceller med
fortynnet og dekomplementert pasientserum av mannlig eller kvinnelig opprinnelse.
Hvis serumet inneholder antistoffer mot saedceller, vil disse dekke donorsaedcellene
som vil reagere positivt i en pafglgende SpermMar Test IgG.

SpermMar Test IgG positiv og negativ kontroll brukes som kontrollmateriale for
indirekte SpermMar Test IgG og inneholder klar-til-bruk pasientserum med
antispermieantistoffnivaer henholdsvis hagyere enn 80 % for positiv kontroll og lavere
enn 40 % for negativ kontroll.

KATALOGNUMMER

SpermMar Test IgG:
SPMG_S SpermMar Test IgG single kit — 50 tester
SPMG_C SpermMar Test IgG complete kit - 50 tester

SpermMar Test IgG - Positiv og negativ kontroll :
SPMG_P 1 hetteglass med 2.5 ml positivt kontrollserum for SpermMar Test IgG
SPMG_N 1 hetteglass med 2.5 ml negativt kontrollserum for SpermMar Test IgG

MATERIALER SOM F@LGER MED TESTEN

SpermMar Test IgG:

» 1 hetteglass inneholdende 0.7 ml SpermMar Test IgG-latekspartikler
» 1 hetteglass inneholdende 0.7 ml SpermMar Test IgG-antiserum

»  Mikroglass 76 x 26 mm*

»  Dekkglass 24 x 40 mm*

»  Mikrokapilleere pipetter kalibrert ved 10 mikroliter*

»  Peleusballong*
* bare komplett sett

SpermMar Test IgG positive og negative kontroller:

» 1 hetteglass med 2.5 ml dekomplementert pasientserum fortynnet i FertiCult
Flushing medium uten humant serumalbumin.

Analysesertifikat og sikkerhetsdatablad (MSDS) er tilgjengelig etter forespgrsel eller
kan lastes ned fra nettstedet var (www.fertipro.com).

Skann strekkoden (eller last ned lenken pa www.fertipro.com) for & E 'FE
se demonstrasjonsvideoen.
PROVEINNSAMLING OG FORBEREDELSER :

Saedoppsamling E

Standard seedoppsamlingsbeholdere bar brukes, vanligvis i polypropylen, og det bar
testes for spermoverlevelse/ssedmotilitet nar seed samles ved masturbasjon. Ikke-
seedgiftige plastkondomer bgr brukes nér seaedinnsamling ved masturbasjon
frarddes. Oppbevar ssedoppsamlingsbeholderen ved romtemperatur fer tilsetning av
saedpraven for & unngd store temperaturendringer, noe som kan pavirke
seedcellene. Ideelt sett bar seed undersgkes innen 1 time etter utlgsning.

Serumoppsamling
Blodpraven skal samles i standard blodserumoppsamlingsrar. Det er viktig & felge
instruksjonene fra produsenten av oppsamlingsrgrene. Hvert serumrgr skal snus 10
ganger etter oppsamling. Etter & ha ventet 30 minutter for & tillate koagulasjon bar
reret sentrifugeres (f.eks. 10 minutter ved 1000 g) for & skille serumet. Serum kan
oppbevares ved 2-8 °C i maksimalt 7 dager.
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10pl drops

KLARGJZRING AV REAGENS

SpermMar Test IgG-latekspartikler er klare til
bruk, men de bgr blandes grundig fer bruk for &
gi en homogen fordeling. SpermMar Test 1gG-
antiserum er klar til bruk.

A

SPMG

SpermMar Test 1gG positive og negative
kontroller er klare til bruk. La det tilpasses til
romtemperatur far bruk.

DIREKTE SPERMMAR TEST IGG

1.La reagensene og
romtemperaturen.
2. Plasser falgende p& et mikroglass:
» 10 pl fersk ubehandlet seed
» 10 pl SpermMar Test IgG-latekspartikler
» 10 pl SpermMar Test IgG-antiserum
Dette kan gjores ved hjelp av medfglgende
kapillzere pipetter pa 10 mikroliter (komplett sett).

prgvene tilpasses

POE@
>

mix

Merknad: For& bruke mikrokapilleere pipetter:
Plassér enden av pipetten merket med den
kraftige svarte linjen inn i peleusballongen (ca. 5
mm). La pipetten fylles ved kapillarkraft til det
farste merket (10 mikroliter) Ikke trekk vaeske inn
i peleusballongen. Hold peleusballongen mellom
tommelen og langfingeren, klem forsiktig pa den
for & utvise vaesken fra pipetten.

mix

Place coverslip

Maghnification 400x or 600x

3. Bland prgven og latekspartiklene 5 ganger
med kanten av et dekkglass.

4. Bland antiserum med
blandingen.

5. Sett dekkglasset p& blandingen og observer
blandingen under et lysmikroskop ved hjelp av
en 400x eller en 600x forstgrrelse
(fasekontrast eller mgrk feltbelysning kan lette
lesing av glassene).

6. Les av resultatet etter 2—3 minutter. Veer oppmerksom pa latekspartikler festet pa
motile szedceller. Tell 100 saedceller for & finne prosentandelen reaktive
seedceller. Hvis det ikke observeres at latekspartiklene fester seg til seedcellene,
ma du lese av igjen etter 10 minutter.

Merknad: Oppbevar preparatet i et fuktig kammer (f.eks. en petriskdl som inneholder

et fuktet stykke filterpapir).

prove-lateks-

INDIREKTE SPERMMAR TEST IGG

1. La alle reagensene og praver tilpasses romtemperaturen.
2. Inaktivér serumprevene ved & varme dem opp ved 56 °C i 30 minutter hvis
glassreagensrgr brukes, 45 minutter hvis plastreagensrar brukes.



http://www.fertipro.com/

3. Juster pH-verdien (ved 4 tilsette 0,1N NaOH eller HCI) av den isotone pH-
bufrede saltlgsningen til 7,4-7,5.

4. Vask de motile donorszedcellene ved & la dem svemme opp i det pH-justerte
mediet (pH = 7,4-7,5). Oppsvemmingen kan gjgres i 5 ml glass eller sterile
plastreagensrgr med rund bunn ved 37 °C i 1 time. Juster saedkonsentrasjonen
til 20x10° seedceller/ml med isoton pH-bufret saltlasning (pH = 7,4-7,5).

5. Fortynn den inaktiverte serumprgven serielt 1/16 med isoton pH-bufret
saltlgsning (pH = 7,4-7,5) i en titerplate eller et Eppendorf-rar.

6. Bland 50 pl av den (1/16) fortynnede, inaktiverte serumprgven (trinn 5) med 50
ul av den vaskede motile donorsaeden (trinn 4) i en fri brgnn pa titerplaten.
Inkuber i 60 minutter ved 37 °C.

7. Plasser fglgende pa et mikroglass:

» 10 pl av saed-serum-blandingen (trinn 6)
» 10 pl SpermMar Test IgG-latekspartikler
» 10 pl SpermMar Test IgG-antiserum

8. Bland prgven og latekspartiklene 5 ganger med kanten av et dekkglass.

9. Bland antiserum med prgve-lateks-blandingen.

10. Sett dekkglasset pa blandingen og observer blandingen under et lysmikroskop

ved hjelp av en 400x eller en 600x forstarrelse (fasekontrast eller mark

feltbelysning kan lette avlesingen).

Les resultatene etter 2—3 minutter. Veer oppmerksom pa latekspartikler festet

p& motile szedceller. Tell 100 saedceller for & finne prosentandelen reaktive

seedceller. Hvis det ikke observeres at latekspartiklene fester seg til seedcellene,

ma du lese av igjen etter 10 minutter.

11.

Merknad: Oppbevar preparatet i et fuktig kammer (f.eks. en petriskal som inneholder
et fuktet stykke filterpapir).

METODE MED SPERMMAR TEST IGG POSITIV OG NEGATIV KONTROLL

1. La alle reagensene og prgver tilpasses romtemperaturen.

2. Vask de motile donorszedcellene ved & la dem svgmme opp i den pH-justerte
isoton pH-bufrede saltlgsningen (pH = 7,4-7,5). Oppsvgmmingen kan gjgres i 5
ml glass eller sterile plastreagensrgr med rund bunn ved 37 °C i 1 time. Juster
saedkonsentrasjonen til 20x10° saedceller/ml med isoton pH-bufret saltlgsning
(PH=7,4-75).

3. Bland 50 pl kontrollserum med 50 pl av vasket motil donorsaed i en fri brgnn pa
mikrotiterplaten eller i Eppendorf-raret. Inkuber i 60 minutter ved 37 °C.

4. Plasser fglgende pa et mikroglass:

» 10 pl av seed-serum-blandingen
» 10 pl SpermMar Test IgG-latekspartikler
» 10 pl SpermMar Test IgG-antiserum

5. Bland prgven og latekspartiklene 5 ganger med kanten av et dekkglass.

Bland antiserum med prove-lateks-blandingen.

7. Sett dekkglasset pa blandingen og observer blandingen under et lysmikroskop
ved hjelp av en 400x eller en 600x forstarrelse (fasekontrast eller mark
feltbelysning kan lette avlesingen).

8. Les resultatene etter 2—3 minutter. Veer oppmerksom pa latekspartikler festet p&
motile seedceller. Tell 100 szedceller for & finne prosentandelen reaktive
saedceller. Hvis det ikke observeres at latekspartiklene fester seg til seedcellene,
ma du lese av igjen etter 10 minutter.

o

Merknad: Oppbevar preparatet i et fuktig kammer (f.eks. en petriskal som inneholder
et fuktet stykke filterpapir

TOLKNING AV RESULTATENE

Direkte SpermMar Test IgG kan bare utfares hvis motile seedceller er tilstede i
seéeden. Praver med sveert lav saedkonsentrasjon eller darlig motilitet kan ikke
evalueres, siden 100 motile szedceller ma vurderes etter inkubasjon med
reagensene. Immotile celler skal ikke telles. Nar dette ikke kan oppnas, anbefales
det & utfgre den indirekte SpermMar Test IgG pa blodserum.

Positive og negative kontroller kan bare brukes i en indirekte saedprgve, og
donorsaeden mé& inneholde motile saedceller som er negative for IgG.

YTELSESEGENSKAPER

Direkte SpermMar Test IgG

Nar den direkte SpermMar Test IgG sammenlignes med den direkte Immunobead-
testen, er det god korrelasjon mellom de to testene (4-7). Det ble ogsa funnet en
positiv  korrelasjon mellom direkte SpermMar Test IgG og maling av
veeskestrgmscytometri (8—10).

Indirekte SpermMar Test 19G

Nar indirekte SpermMar Test IgG sammenlignes med den indirekte Immunobead-
testen, kan det vaere god korrelasjon mellom de to testene (4, 5, 11). Videre fant
man god korrelasjon mellom indirekte SpermMar Test IgG og agglutinasjonstest pa
brett (4, 12, 13).

REPETERBARHET OG REPRODUSERBARHET

Repeterbarhet og reproduserbarhet ble vurdert ved hjelp av prover med ulik
alvorlighetsgrad av immunologisk reaksjon. CVintra og CVinter av SpermMar Test
1gG er henholdsvis 3,5 % og 3,23 %. Det er godt under 15 %, noe som indikerer en
akseptabel repeterbarhet og reproduserbarhet for SpermMar Test IgG.

OPPBEVARING/KASSERING

e Et sett med SpermMar Test IgG er beregnet p& 50 individuelle (in)direkte
SpermMar IgG-tester som kan utfares i lgpet av holdbarheten. SpermMar Test
19G positiv og negativ kontroll er beregnet p& 50 individuelle tester fordelt over
holdbarhetstiden. Kast alle brukte reagenser og materialer etter hver enkelt test.
Lukk reagensflaskene godt etter hver bruk og oppbevar ved 2-8 °C. Selv etter
apning er SpermMar Test IgG-reagenset og -kontrollene stabile i 18 maneder fra
produksjonsdatoen.

Skal ikke brukes etter utlgpsdato.

Ma ikke fryses.

Reagenset m& kasseres i samsvar med lokale forskrifter for kassering av
medisinsk utstyr, siden det tas hensyn til at utstyret inneholder stoffer avledet fra
mennesker og/eller dyr.

ADVARSLER OG FORSIKTIGHETSREGLER

SpermMar Test IgG

Nar testen er riktig utfart, vil fraveeret av seedantistoffer bli vist ved fritt bevegelige
seedceller som ikke er dekket av latekspartikler. Latekspartiklene selv vil danne
voksende agglutinater og dermed bevise reaktiviteten til reagensene. | naerveer av
spermieantistoffer vil seedcellene imidlertid veere delvis dekket av latekspartikler. |
enkelte tilfeller kan saedcellene til og med bli immobilisert av den massive mengden
adherente latekspartikler.

| direkte SpermMar Test IgG er det mistanke om immunologisk infertilitet-diagnose
nar 10-39 % av de bevegelige seedcellene er dekket av latekspartikler. Hvis 40 %
eller mer av szedcellene er dekket, er immunologisk infertilitet hgyst sannsynlig.
Ytterligere tester bar bekrefte diagnosen. Nar et positivt resultat oppnas, anbefales
det & ogsa utfere SpermMar Test IgA (FertiPro NV).

I indirekte SpermMar Test IgG er forekomsten av 40 % eller mer reaksjon mellom de
belagte latekspartiklene og motile saedceller generelt akseptert som den nedre
grensen for signifikant antistoffbinding.

SpermMar Test IgG positiv 0og negativ kontroll

» SpermMar Test IgG positiv kontroll skal resultere i 80 % eller mer av de motile
saedcellene dekket med latekspartikler.

» SpermMar Test IgG negativ kontroll skal resultere i mindre enn 40 % seedceller
dekket med latekspartikler.

METODENS BEGRENSNINGER

Alt organisk materiale fra mennesker bgr betraktes som potensielt smittefarlig.
Behandle alle prgver som om de kan overfgre HIV eller hepatitt. Bruk alltid vernekleer
ved handtering av praver.

SpermMar Test IgG inneholder 0,1 % bovint serumalbumin av amerikansk
opprinnelse, som er sertifisert med et EDQM Certificate of Suitability. Videre
oppfyller produktet europeiske krav til behandlede tekniske blodprodukter.

SpermMar Test IgG-latekspartikler er belagt med humant IgG, som er bioteknologisk
produsert. Derfor kan en infeksjon med hepatitt, HIV 1/2 eller andre smittsomme
sykdommer betraktes som umulig.

SpermMar Test IgG-antiserum inneholder kaninantiserum til humant I1gG.
Forurensning forhindres ved tilsetning av natriumazid som konserveringsmiddel (< 1
gll).

SpermMar Test IgG positive og negative kontroller inneholder humant serum, som
har blitt testet for HIV, hepatitt B og hepatitt C. Brukeren bgr imidlertid alltid bruke
vernekleer n&r han handterer kontrollseraen.

Enhver alvorlig hendelse (som definert i European In Vitro Diagnostic Medical Device
Regulation 2017/746) som har oppstatt, skal rapporteres til FertiPro NV og, hvis
aktuelt, til den relevante myndigheten i den EU-medlemsstaten brukeren og/eller
pasienten er etablert.
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Negativ kontroll
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plasmaderivater

\&/

Inneholder nok til 50 tester
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