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INTRODUCERE

Seruri de control pozitiv si negativ SpermMar Test IgG:

» 1flacon cu 2.5 ml de ser de pacient decomplementat diluat in FertiCult Flushing
medium fara albumina serica umana

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

MATERIALE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE

Deoarece sperma nu intra in contact cu circulatia sanguina, sistemul reproducator
masculin nu contine anticorpi antispermatici in conditii normale. Cu toate acestea,
atunci cand se trece bariera hemato-testiculard, sistemul imunitar poate sa
detecteze spermatozoizii maturi ca fiind antigenici si sa formeze anticorpi
antispermatici care provoaca sub- sau infertilitate. Anticorpii antispermatici se
incadreaza in doua clase imunologice: anticorpii imunoglobulina (Ig)A si IgG si pot fi
prezenti atat in proba de material seminal, cat si in serul sanguin la barbati. in plus,
anticorpii antispermatici se gasesc uneori si in serul sanguin la femei. Anticorpii IgG
antispermatici sunt asociati clinic cu infertilitatea imunologica (1-3) si, prin urmare,
depistarea poate fi de ajutor in evaluarea infertilitatii cuplului.

SCOPUL PREVAZUT

»  Microscop cu lumina (cu marire de 400x pana la 600x, camp luminos, camp
intunecat sau contrast de faza)

»  Pentru efectuarea testului indirect SpermMar Test IgG:

»  Solutie salina izotonica tamponata la pH, fara supliment proteic (de exemplu,
PBS, EBSS, HTF Hepes, Ham's F10...).

»  Pentru efectuarea testului indirect SpermMar Test IgG: Spermatozoizi motili ai
donatorului testati negativ la IgG

»  Prezervativ nespermicid (daca este necesar)
»  Placa de microtitrare (de exemplu, Kima 650 101)/eprubete Eppendorf

Retineti ca serurile de control pozitiv si negativ SpermMar Test IgG nu sunt incluse
fn SpermMar Test IgG si trebuie achizitionate separat.

METODA

SpermMar Test 1gG este un set de diagnosticare semicantitativ, non-automatizat,
pentru detectarea anticorpilor antispermatici din clasa IgG pe spermatozoizii din
materialul seminal sau ser uman. Este un test microscopic rapid, usor de utilizat,
destinat testarii persoanelor din cuplurile infertile. Testul poate fi efectuat pe o proba
de material seminal uman proaspat, netratat, atunci cand se aplica testul direct
SpermMar Test IgG, sau pe ser de sdnge uman (de la barbati si femei) atunci cand
se utilizeaza testul indirect SpermMar Test IgG. Testul SpermMar Test IgG poate
ajuta la evaluarea diagnosticului si managementului infertilitatii cuplurilor.

Serul de control pozitiv SpermMar Test IgG si serul de control negativ SpermMar
Test IgG sunt concepute pentru a verifica performanta testului indirect SpermMar
Test IgG.

PRINCIPIUL TESTULUI

Testul direct SpermMar Test IgG se realizeaza prin amestecarea de material seminal
proaspat, netratat, cu particule de latex care au fost acoperite cu IgG uman si cu
antiser anti-lgG uman. Formarea de aglutinatii intre particulele de latex si
spermatozoizii motili indica prezenta anticorpilor IgG pe spermatozoizi.

in cadrul testului indirect SpermMar Test IgG, spermatozoizii donatorului, motili si
spalati, sunt incubati cu serul pacientului, diluat si decomplementat, de origine
masculind sau feminind. Daca serul contine anticorpi antispermatici, acestia vor
acoperi spermatozoizii donatorului, care vor reactiona pozitiv la un test SpermMar
Test IgG ulterior.

Serurile de control pozitiv si negativ SpermMar Test IgG sunt utilizate ca materiale
de control al testului indirect SpermMar Test IgG si contin ser de pacient gata de
utilizare cu niveluri de anticorpi antispermatici mai mari de 80% pentru serul de
control pozitiv si, respectiv, mai mici de 40% pentru serul de control negativ.

NUMAR CATALOG

SpermMar Test IgG:
SPMG_S SpermMar Test IgG single kit - set de 50 de teste
SPMG_C SpermMar Test IgG complete kit - set de 50 de teste

SpermMar Test IgG - ser de control pozitiv si negativ :

SPMG_P 1 flacon cu 2.5 ml de ser de control pozitiv pentru testul SpermMar
Test IgG

SPMG_N 1 flacon cu 2.5 ml de ser de control negativ pentru testul SpermMar
Test IgG

MATERIALUL INCLUS IN TEST

SpermMar Test IgG:

» 1 flacon care contine 0,7 ml de particule de latex SpermMar Test IgG
» 1 flacon care contine 0,7 ml de antiser SpermMar Test IgG

»  Micro-lamele de 76 x 26 mm*

»  Ochelari de protectie 24 x 40 mm*

»  Pipete microcapilare calibrate la 10 microlitri*

»  Bulb de cauciuc*
* numai setul complet

Scanati codul de bare (sau descarcati linkul de pe E
www.fertipro.com) pentru a vizualiza videoclipul demonstrativ.
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Colectarea materialului seminal

Trebuie utilizate recipiente standard de colectare a materialului seminal, de obicei
din polipropilena, si trebuie testata 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. in mod ideal, materialul seminal ar trebui examinat in decurs
de o ora de la ejaculare.

Colectarea serului

Proba de sange trebuie recoltatd in eprubete standard de colectare a serului
sanguin. Este important sa urmati instructiunile producatorului eprubetelor de
recoltare. Fiecare eprubeta de ser trebuie sa fie inversata de 10 ori dupa recoltare,
dupa ce se asteapta 30 de minute pentru a permite coagularea, eprubeta trebuie
centrifugata (de exemplu, 10 minute la 1000 G) pentru a separa serul. Serul poate fi
pastrat la 2-8°C timp de maximum 7 zile.



PREGATIREA REACTIVILOR

Particulele de latex SpermMar Test IgG sunt gata de utilizat, insa trebuie amestecate
bine Tnainte de utilizare pentru a obtine o suspensie omogena. Antiserul SpermMar
Test IgG este gata de utilizat.

Serurile de control pozitiv si negativ SpermMar Test IgG sunt gata de utilizat. Se lasa
sa se acomodeze la temperatura ambianta inainte de utilizare.

TEST DIRECT SPERMMAR TEST IGG

1. Lasati reactivii si probele s& se adapteze la temperatura camerei.
2. Pe o micro-lamela, plasati:

» 10 pl de material seminal proaspat netratat

» 10 pl de particule de latex SpermMar Test IgG

» 10 pl e antiser SpermMar Test IgG

Acest lucru se poate face cu ajutorul pipetelor capilare de 10 microlitri furnizate

(set complet).
Nota: Pentru a utiliza pipetele microcapilare: Introduceti capétul pipetei marcate cu
linia neagré groasa in bulbul de cauciuc (aproximativ 5 mm). Lasati pipeta sé se
umple prin capilaritate pand la primul semn (10 microlitri). Nu trageti lichid in bulbul
de cauciuc. Tindnd bulbul intre degetul mare si cel mijlociu, strédngeti-l usor pentru a
expulza lichidul din pipeta.

3. Amestecati proba si particulele de latex de 5 ori, cu marginea unui capac de sticla.

4. Amestecati antiserul cu amestecul de proba-latex.

5. Puneti capacul de sticla pe amestec si observati amestecul la microscopul cu
lumina, folosind o marire de 400x sau 600x (contrastul de faza sau iluminarea in
camp intunecat poate facilita citirea lamelelor).

6. Cititi rezultatul dupa 2-3 minute. Observati daca exista particule de latex prinse
de spermatozoizii motili. Numarati 100 de spermatozoizi pentru a determina
procentul de spermatozoizi reactivi. Daca nu se observa nicio prindere a
particulelor de latex de spermatozoizi, cititi din nou dupa 10 minute.

Nota: Pastrati preparatul intr-o camera umed& (de exemplu, un vas Petri care
contine o bucata de hartie de filtru umezita).

TEST INDIRECT SPERMMAR TEST IGG

1. Lasati toti reactivii si probele sa se adapteze la temperatura camerei.

2. Inactivati probele de ser prin incalzirea acestora la 56 °C timp de 30 de minute
daca se folosesc eprubete din sticla si 45 de minute daca se folosesc eprubete
din plastic.

3. Ajustati pH-ul (prin addugarea de NaOH sau HCI 0,1N) al solutiei saline
izotonice tamponate la pH de 7,4 - 7,5.

4. Spalati spermatozoizii motili ai donatorului, lasandu-i sa inoate in mediul cu pH
ajustat (pH = 7,4 - 7,5). Inotul se poate face in eprubete sterile de 5 ml din sticla
sau din plastic cu fund rotund la 37°C timp de o ora. Reglati concentratia
spermatica la 20 x 10° spermatozoizi/ml cu solutie salina izotonica tamponata la
pH (pH =7,4-7,5).

5. Diluati in serie proba de ser inactivat 1/16 cu solutie salina izotonica tamponata
la pH (pH = 7,4 - 7,5) intr-o placa de titrare sau intr-o eprubetd Eppendorf.

6. Amestecati 50 pl de proba de ser inactivat diluat (1/16) (etapa 5) cu 50 pl de
sperma motila a donatorului, spalata (etapa 4) intr-un godeu liber de pe placa
de titrare. Incubati timp de 60 de minute la 37°C.

7. Pe o micro-lameld, plasati:

» 10 pl din amestecul sperma-ser (etapa 6)
» 10 pl de particule de latex SpermMar 1gG
» 10 pl de antiser SpermMar Test IgG

8. Amestecati proba si particulele de latex de 5 ori, cu marginea unui capac de
sticla.

9. Amestecati antiserul cu amestecul de proba-latex.

10. Puneti capacul de sticla pe amestec si observati amestecul la microscopul cu

lumina, folosind o marire de 400x sau 600x (se poate folosi si contrastul de faza

sau iluminarea Tn cdmp ntunecat pentru a facilita citirea).

Cititi rezultatele dupa 2-3 minute. Observati daca exista particule de latex prinse

de spermatozoizii motili. Numarati 100 de spermatozoizi pentru a determina

procentul de spermatozoizi reactivi. Daca nu se observa nicio prindere a

particulelor de spermatozoizi, cititi din nou dupa 10 minute.

11.

Nota: Pastrati preparatul intr-o camerd umed& (de exemplu, un vas Petri care
contine o bucata de hértie de filtru umezita).

METODA SPERMMAR TEST IGG SERURI DE CONTROL POZITIVE Sl
NEGATIVE

1. Lasati toti reactivii si probele sa se adapteze la temperatura camerei.

2. Spalati spermatozoizii motili ai donatorului, ldsandu-i sa tnoate in solutia salina
izotonica tamponatd cu pH ajustat (pH = 7,4 - 7,5). Tnotul se poate face in
eprubete sterile de 5 ml din sticla sau din plastic cu fund rotund la 37°C timp de
o ora. Ajustati concentratia de spermatozoizi la 20 x 10° sp/ml cu o solutie salind
izotonica tamponata la pH (pH = 7,4 - 7,5).

3. Amestecati 50 pl de ser de control cu 50 pl de sperma motild a donatorului,
spalata intr-un godeu liber de pe placa de microtitrare sau intr-o eprubeta
Eppendorf. Incubati timp de 60 de minute la 37°C.

4. Pe o micro-lamela, plasati:

» 10 pl din amestecul sperma-ser

» 10 pl de particule de latex SpermMar Test
19G
» 10 pl de antiser SpermMar Test IgG

5. Amestecati proba si particulele de latex de 5
ori, cu marginea unui capac de sticla.

6. Amestecati antiserul cu amestecul de proba-
latex.

7. Puneti capacul de sticla pe amestec si
observati amestecul la microscopul cu
lumina, folosind o marire de 400x sau 600x
(se poate folosi si contrastul de faza sau
iluminarea Tn camp ntunecat pentru a facilita
citirea).

8. Cititi rezultatul dupa 2-3 minute. Observati
daca exista particule de latex prinse de
spermatozoizii motili. Numarati 100 de
spermatozoizi pentru a determina procentul
de spermatozoizi reactivi. Daca nu se
observa nicio prindere a particulelor de
spermatozoizi, cititi din nou dupa 10 minute.
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INTERPRETAREA REZULTATELOR

Place coverslip

Maghnification 400x or 600x

SpermMar Test 19G

Atunci cand testul este efectuat corect, absenta
anticorpilor antispermatici va fi evidentiata de
spermatozoizii care se misca liber si nu sunt
acoperiti de particule de latex. Particulele de
latex vor forma ele insele aglutinatii in crestere,
dovedind astfel reactivitatea reactivilor. Cu toate
acestea, In prezenta anticorpilor antispermatici,
spermatozoizii vor fi partial acoperiti de particule
de latex. Tn unele cazuri, spermatozoizii pot fi
chiar imobilizati de cantitatea masiva de particule
de latex aderente.

in testul direct SpermMar Test IgG, diagnosticul de infertilitate imunologica este
suspectat atunci cand 10-39% din spermatozoizii motili sunt acoperiti de particule de
latex; daca se acopera 40% sau mai mult din spermatozoizi, infertilitatea imunologica
este foarte probabila. Diagnosticul ar trebui confirmat prin teste suplimentare. Ori de
cate ori se obtine un rezultat pozitiv, se recomanda sa se efectueze si testul
SpermMar Test IgA (FertiPro NV).

in testul indirect SpermMar Test IgG, aparitia unei reactii de 40% sau mai mult intre
particulele de latex acoperite si spermatozoizii motili este in general acceptata ca
limita inferioara a unei legaturi semnificative a anticorpilor.

Serul de control pozitiv si negativ SpermMar Test IgG

» Serul de control pozitiv SpermMar Test IgG trebuie sa produca 80% sau mai mult
din spermatozoizii motili acoperiti cu particule de latex.

» Serul de control negativ SpermMar Test IgG trebuie sa produca o acoperire a unei
cantitati mai mici de 40% dintre spermatozoizi cu particule de latex.

LIMITELE METODEI

Testul direct SpermMar Test IgG poate fi efectuat numai daca in materialul seminal
existd spermatozoizi motili. Probele cu o concentratie foarte scazuta de
spermatozoizi si/sau cu o motilitate slaba nu pot fi evaluate, deoarece trebuie
evaluati 100 de spermatozoizi motili dupa incubarea cu reactivi. Celulele imotile nu
trebuie numarate. Atunci cand acest lucru nu poate fi realizat, se sugereaza
efectuarea testului indirect SpermMar Test IgG pe ser sanguin.

Serurile de control pozitive si negative pot fi aplicate numai intr-un test indirect
SpermMar Test, iar sperma donatorului trebuie sa contind spermatozoizi motili
negativi pentru IgG.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Testul direct SpermMar Test 1gG

Atunci cand testul direct SpermMar Test IgG este comparat cu testul direct
Immunobead Test, se poate constata o buna corelatie intre cele doua teste (4-7). S-
a constatat, de asemenea, o corelatie pozitiva intre testul direct SpermMar Test IgG
si masurarea prin citometrie n flux (8-10).

Testul indirect SpermMar Test IgG

Atunci cand testul indirect SpermMar Test IgG este comparat cu testul indirect
Immnobead Test, se poate constata o buna corelatie intre cele doua teste (4, 5, 11).
in plus, s-a constatat o buna corelatie intre testul indirect SpermMar Test IgG si Tray
Agglutination Test (4, 12, 13).

REPETABILITATE $I| REPRODUCTIBILITATE




Repetabilitatea si reproductibilitatea au fost evaluate folosind probe cu diferite grade
de severitate a reactiei imunologice. CVintra si CVinter ale testului SpermMar Test
IgG sunt de 3,5% si, respectiv, 3,23%, ceea ce este cu mult sub 15%, indicand o
repetabilitate si o reproductibilitate acceptabila pentru testul SpermMar Test IgG.

DEPOZITARE/ELIMINARE

BIBLIOGRAFIE

SpermMar Test 1gG este destinat pentru 50 de teste individuale (in)directe
SpermMar IgG, care pot fi efectuate pe toata durata de valabilitate. Serurile de
control pozitive si negative SpermMar Test IgG sunt destinate pentru 50 de teste
individuale repartizate pe durata de valabilitate. Dupa fiecare test individual, toti
reactivii si materialele utilizate trebuie eliminate. Inchideti bine flacoanele de
reactivi dupa fiecare utilizare si pastrati-le la 2-8°C. Chiar si dupa deschidere,
reactivii si serurile de control SpermMar Test IgG sunt stabile timp de 18 luni de la
data fabricatiei.

A nu se utiliza dupa data expirarii.

A nu se congela.

Reactivii trebuie sa fie eliminati in conformitate cu reglementarile locale privind
eliminarea dispozitivelor medicale, tinand cont de faptul ca dispozitivul contine
substante de origine umana si/sau animala.

AVERTISMENTE $I1 PRECAUTII

Toate materialele umane, organice ar trebui considerate drept potential infectioase.
Manipulati toate probele ca si cand ar putea sa transmita HIV sau hepatita. Purtati
intotdeauna imbracaminte de protectie atunci cAnd manipulati probe.

Particulele de latex SpermMar Test IgG contin 0,1% albumina serica bovina de
origine americana, certificatd printr-un certificat de conformitate EDQM. Tn plus,
produsul indeplineste cerintele europene pentru produsele sanguine tehnice tratate.
Particulele de latex SpermMar Test 1gG sunt acoperite cu IgG uman, care sunt
fabricate biotehnologic, prin urmare, o infectie cu hepatita, HIV 1/2 sau alte boli
infectioase poate fi considerata a fi imposibila.

Antiserul SpermMar Test IgG contine antiser de iepure pentru IgG uman.
Contaminarea este prevenita prin addugarea de azida de sodiu ca si conservant (<
1g/).

Serurile de control pozitive si negative SpermMar Test IgG contin ser uman, care a
fost testat pentru HIV, hepatita B si hepatita C. Cu toate acestea, utilizatorul trebuie
sa poarte intotdeauna imbracaminte de protectie atunci cand manipuleaza serurile
de control.

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, daca este cazul, la autoritatea competenta a statului membru al UE
n care este stabilit utilizatorul si/sau pacientul.
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