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Enbart for in vitro-diagnostik.
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INTRODUKTION

Analyscertifikat och sakerhetsdatablad (MSDS) finns tillgangliga p& begaran eller
kan laddas ner fran var webbplats (www.fertipro.com).

MATERIAL SOM KRAVS, MEN SOM INTE INGAR

Eftersom spermier inte kommer i kontakt med blodcirkulationen innehaller det
manliga reproduktionssystemet under normala forhallanden inga antikroppar mot
spermier. Men nar blodtestikelbarridaren bryts kan immunsystemet uppfatta mogna
spermier som antigena och bilda antikroppar mot spermier som orsakar subinfertilitet
eller infertilitet. Antikroppar mot spermier tillhér tvd immunologiska Kklasser:
immunoglobulin (Ig)A- och 1gG-antikroppar, och kan férekomma i spermaprovet
s&val som i manligt blodserum. Dessutom finns antikroppar mot spermier ibland
aven i blodserum hos kvinnor. IgG-antikroppar mot spermier &r kliniskt associerade
med immunologisk infertilitet (1-3) och screening kan darfor vara till hjalp vid
utvardering av fertilitet hos par.

AVSETT SYFTE

»  Ljusmikroskop (med 400x till 600x forstoring, ljust falt, morkt falt eller
faskontrast)

»  For genomférande av indirekt SpermMar Test IgG:

»  Isoton pH-buffrad saltlosning utan proteintillskott (t.ex. PBS, EBSS, HTF Hepes,
Ham's F10 ...)

»  For genomférande av indirekt SpermMar Test IgG: Rorliga donatorspermier
testade negativt for IgG

»  Kondom utan spermiedédande medel (om det behdvs)
»  Mikrotiterplatta (t.ex. Kima 650 101)/Eppendorf-ror

Observera att SpermMar Test IgG positiv och negativ kontroll inte ingar i SpermMar
Test IgG och maste kopas separat.

METOD

SpermMar Test IgG ar ett semikvantitativt, icke-automatiserat, diagnostiskt kit for att
detektera antikroppar mot spermier av IgG-klassen pa spermier i mansklig sperma
eller humant serum. Det ar ett snabbt mikroskopiskt test som &r latt att anvanda med
en avsedd testpopulation av infertila par. Testet kan utféras pa farskt, obehandlat
humant spermaprov vid applicering av direkt SpermMar Test IgG, eller p& humant
blodserum (frdn man och kvinnor) n&r indirekta SpermMar Test IgG anvénds.
SpermMar Test 1gG kan hjélpa till vid beddmning av diagnos och hantering av
infertilitet hos par.

SpermMar Test IgG positiv kontroll och SpermMar Test 1gG negativ kontroll &r
utformade for att verifiera prestandan for det indirekta SpermMar Test IgG.

TESTPRINCIP

Det direkta SpermMar Test IgG utférs genom att blanda farsk, obehandlad sperma
med latexpartiklar som har belagts med humant IgG och antihumant 1gG-antiserum.
Bildandet av agglutinater mellan latexpartiklarna och roérliga spermier indikerar
férekomst av IgG-antikroppar p& spermierna.

| det indirekta SpermMar Test IgG inkuberas tvéttade rorliga donatorspermier med
utspatt och dekomplementerat patientserum av manligt eller kvinnligt ursprung. Om
serumet innehdller antikroppar mot spermier kommer dessa att tacka
donatorspermierna, vilka kommer att reagera positivt i ett efterféljande SpermMar
Test IgG.

SpermMar Test IgG positiv och negativ kontroll anvédnds som kontrollmaterial for
indirekt SpermMar Test IgG och innehdller fardigt patientserum med nivder av
antikroppar mot spermier hogre an 80 % for positiv kontroll och lagre an 40 % for
negativ kontroll.

KATALOGNUMMER

SpermMar Test I1gG:
SPMG_S SpermMar Test IgG single kit — 50 tester
SPMG_C SpermMar Test IgG complete kit - 50 tester

SpermMar Test IgG - Positiv och negativ kontroll :
SPMG_P 1 flaska med 2.5 ml positivt kontrollserum fér SpermMar Test 1IgG
SPMG_N 1 flaska med 2.5 ml negativt kontrollserum foér SpermMar Test IgG

MATERIAL SOM INGAR | TESTET

SpermMar Test IgG:

» 1 flaska innehdllande 0,7 ml SpermMar Test IgG latexpartiklar
» 1 flaska innehdllande 0,7 ml SpermMar Test IgG antiserum

»  Mikroobjektglas 76 x 26 mm*

»  Téckglas 24 x 40 mm*

»  Mikrokapillara pipetter kalibrerade vid 10 mikroliter*

»  Gummibalg*
* endast i komplett kit

SpermMar Test IgG positiva och negativa kontroller:

» 1 flaska med 2.5 ml dekomplementerat patientserum utspétt i FertiCult Flushing
medium utan humant serumalbumin

Skanna streckkoden (eller folj lanken pa www.fertipro.com) for att E
se demonstrationsvideon.
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PROVTAGNING OCH BEREDNING
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Insamling av sperma

Standardiserad spermainsamlingsbehallare bor anvandas, vanligtvis i polypropen,
och spermiernas 6verlevnad/rorlighet testas nar sperman samlas in genom onani.
Icke sadestoxiska plastkondomer bor anvandas néar spermainsamling genom onani
inte rekommenderas. Foérvara spermainsamlingsbehéllaren vid rumstemperatur
innan du tillsatter spermaprovet for att undvika stora temperaturférandringar som kan
paverka spermierna. Helst bor sperma undersokas inom 1 timme efter utlésning.

Serumprovtagning
Blodprovet ska samlas i vanliga provtagningsror for blodserum. Det &r viktigt att folja
instruktionerna fran tillverkaren av provtagningsréren. Varje serumror ska vandas
10 ganger efter provtagning, efter 30 minuters vantan for att mojliggéra koagulering
bor roret centrifugeras (t.ex. 10 minuter vid 1 000 g) for att separera serumet. Serum
kan forvaras vid 2-8 °C i hogst 7 dagar.
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REAGENSBEREDNING

SpermMar Test 1gG latexpartiklar &r redo att
anvandas, men de bor blandas noggrant fére
anvandning for att ge en homogen suspension.
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SpermMar Test IgG antiserum ar fardiga att

anvanda. = SEMEN
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SpermMar Test 1gG positiva och negativa
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kontroller &r fardiga att anvanda. Lat produkten
uppnd rumstemperatur fére anvandning

DIREKT SPERMMAR TEST IGG
1. L&t reagensen
rumstemperatur.
2. P& ett mikroobjektglas placerar du:
» 10 pl farsk obehandlad sperma
» 10 pl av SpermMar Test IgG latexpartiklar
» 10 pl SpermMar Test IgG antiserum
Detta kan goras med hjalp av de medféljande
10 pl kapillarpipetterna (komplett kit).

och proverna uppnd

mix

Place coverslip

Maghnification 400x or 600x

Anmarkning: Anvandning av
mikrokapillarpipetterna: For in anden av pipetten
markt med den grova svarta linjen i gummibalgen
(cirka 5mm). L&t pipetten fyllas genom
kapillarkraft  till den forsta markeringen
(10 mikroliter). Dra inte in vétska i gummibalgen.
Hall balgen mellan tummen och l&ngfingret och
klam forsiktigt p& balgen for att driva ut vatskan
fr&n pipetten.

3. Blanda provet och latexpartiklarna 5 ganger
med kanten pé ett tackglas.

4. Blanda antiserumet med prov-
latexblandningen.
5. Placera téckglaset p& blandningen och

observera blandningen under ett ljusmikroskop med en 400x eller 600x forstoring
(faskontrast eller mork féltbelysning kan underlatta avlasning av objektglasen).

6. Las resultatet efter 2—-3 minuter. Var uppmarksam pa latexpartiklar som fasts vid
rorliga spermier. Rakna 100 spermier for att faststélla procentandelen reaktiva
spermier. Om inga latexpartiklar har fast vid spermierna vid avlasning, las av igen
efter 10 minuter.


http://www.fertipro.com/

Anmarkning: Forvara beredningen i en fuktig kammare (t.ex. en petriskdl som
innehaller en bit fuktad filtrerpapper).

INDIREKT SPERMMAR TEST IGG

1. L&t alla reagens och prover uppnd rumstemperatur.

2. Inaktivera serumproverna genom att varma dem vid 56 °C i 30 minuter om
glasprovrér anvands, 45 minuter om provrdr av plast anvands.

3. Justera pH (genom att tillsatta 0,1 N NaOH eller HCI) hos den isotona pH-
buffrade saltiosningen till 7,4-7,5.

4. Tvétta de rérliga donatorspermierna genom att lata dem simma upp i det pH-
justerade mediet (pH = 7,4-7,5). Swim-up-proceduren kan goéras i 5 ml provror
av glas eller plast med rund botten vid 37°C i 1timme. Justera
spermiekoncentrationen till 20 x 10° spermier/ml med den isotona pH-buffrade
saltldsningen (pH = 7,4-7,5).

5. Spad det inaktiverade serumprovet 1/16 seriellt med isoton pH-buffrad
saltldsning (pH = 7,4-7,5) i en titerplatta eller ett Eppendorf-ror.

6. Blanda 50 pl av det (1/16) utspédda, inaktiverade serumprovet (steg 5) med
50 ul av de tvattade rorliga donatorspermierna (steg 4) i en ledig brunn pa
titerplattan. Inkubera i 60 minuter vid 37 °C.

7. P& ett mikroobjektglas placerar du:

» 10 pl av spermie-serumblandningen (steg 6)
» 10 pl av SpermMar 1gG latexpartiklar
» 10 pl SpermMar IgG antiserum

8. Blanda provet och latexpartiklarna 5 ganger med kanten pa ett tackglas.

9. Blanda antiserumet med prov-latexblandningen.

10. Placera tackglaset pd blandningen och observera blandningen under ett

ljusmikroskop med en 400x eller 600x forstoring (&ven faskontrast eller mork

faltbelysning kan underlétta avlasningen).

L&s resultaten efter 2—3 minuter. Var uppmarksam pa latexpartiklar som fasts

vid rorliga spermier. Rakna 100 spermier for att faststélla procentandelen

reaktiva spermier. Om inga partiklar har fast vid spermierna vid avlasning, las

av igen efter 10 minuter.

11.

Anmarkning: Férvara beredningen i en fuktig kammare (t.ex. en petriskdl som
innehaller en bit fuktad filtrerpapper).

SPERMMAR TEST IGG-METOD POSITIV OCH NEGATIV KONTROLL

1. Lat alla reagens och prover uppnd rumstemperatur.

2. Tvatta de rorliga donatorspermierna genom att lata dem simma upp i den pH-
justerade isotona pH-buffrade saltlésningen (pH = 7,4-7,5). Swim-up-
proceduren kan goéras i 5 ml provrér av glas eller plast med rund botten vid 37 °C
i 1 timme. Justera spermiekoncentrationen till 20 x 10 ® sp/ml med den isotona
pH-buffrade saltlésningen (pH = 7,4-7,5).

3. Blanda 50 pl kontrollserum med 50 pl av de tvéattade rorliga donatorspermierna i
en ledig brunn pa mikrotiterplattan eller i Eppendorf-réret. Inkubera i 60 minuter
vid 37 °C.

4. Pa ett mikroobjektglas placerar du:

» 10 pl av spermie-serumblandningen
» 10 pl av SpermMar Test IgG latexpartiklar
» 10 pl SpermMar Test IgG antiserum

5. Blanda provet och latexpartiklarna 5 gdnger med kanten pa ett tackglas.

Blanda antiserumet med prov-latexblandningen.

7. Placera tackglaset p& blandningen och observera blandningen under ett
ljusmikroskop med en 400x eller 600x forstoring (aven faskontrast eller mork
faltbelysning kan underlatta avliéasningen).

8. Las resultaten efter 2-3 minuter. Var uppmarksam pa latexpartiklar som fésts vid
rorliga spermier. Rékna 100 spermier for att faststélla procentandelen reaktiva
spermier. Om inga partiklar har fast vid spermierna vid avlasning, las av igen
efter 10 minuter.

o

Anmaérkning: Forvara beredningen i en fuktig kammare (t.ex. en petriskdl som
innehaller en bit fuktad filtrerpapper)

TOLKNING AV RESULTATEN

SpermMar Test 1gG positiv och negativ kontroll

» SpermMar Test IgG positiv kontroll bér resultera i att 80 % eller mer av de rorliga
spermierna tacks med latexpartiklar.

» SpermMar Test IgG negativ kontroll bor resultera i att 40 % eller mindre av de
rorliga spermierna tacks med latexpartiklar.

METODENS BEGRANSNINGAR

Direkt SpermMar Test IgG kan endast utféras om det finns rérliga spermier i
spermaprovet. Prover med mycket I&g spermiekoncentration och/eller dalig rérlighet
kan inte utvarderas eftersom 100 rorliga spermier maste bedémas efter inkubation
med reagensen. Ordrliga celler ska inte raknas. Nar detta inte kan uppnas foreslas
det att utfora det indirekta SpermMar Test IgG pa blodserum.

Positiva och negativa kontroller kan endast tillampas i ett indirekt SpermMar Test,
och donatorsperman maste innehalla rorliga spermier negativa for IgG

PRESTANDAEGENSKAPER

Direkt SpermMar Test 1gG

Nér det direkta SpermMar Test IgG jamfors med det direkta Immunobead Test kunde
en god korrelation hittas mellan bada testerna (4—7). En positiv korrelation hittades
ocksé& mellan det direkta SpermMar Test IgG och den flodescytometriska méatningen
(8-10).

Indirekt SpermMar Test IgG

Néar det indirekta SpermMar Test IgG jamfors med det indirekta Immnobead Test
kunde en god korrelation hittas mellan bada testerna (4, 5, 11). Vidare hittades en
god korrelation mellan det indirekta SpermMar Test IgG och Tray Agglutination Test
(4,12, 13).

REPETERBARHET OCH REPRODUCERBARHET

Repeterbarhet och reproducerbarhet utvarderades med hjalp av prover med olika
allvarlighetsgrad av immunologisk reaktion CVintra och CVinter for SpermMar Test
I9G &ar 3,5 % respektive 3,23 %, vilket &ar I&ngt under 15 %, vilket indikerar en
acceptabel repeterbarhet och reproducerbarhet fér SpermMar Test 1gG.

FORVARING/KASSERING

e SpermMar Test IgG &r avsett for 50 individuella (in)direkta SpermMar IgG-tester
som kan utforas utspridda 6ver hallbarhetstiden. SpermMar Test IgG positiv och
negativ kontroll &r avsedda for 50 individuella tester spridda 6ver héllbarheten.
Kassera alla anvénda reagens och allt material efter varje enskilt test. Forslut
reagensflaskorna val efter varje anvandning och férvara vid 2—-8 °C. Aven efter
Oppnandet & SpermMar Test IgG-reagens stabila i 18 mé&nader fran
tillverkningsdatumet.

e Anvand inte efter utgdngsdatumet.

Far inte frysas.

e Reagensen maste kasseras i enlighet med lokala bestammelser for bortskaffande
av medicintekniska produkter med hansyn till att enheterna innehéller &mnen av
manskligt och/eller animaliskt ursprung.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHET

SpermMar Test 1gG

Nar testet utfors pa ratt satt kommer franvaron av antikroppar mot spermier att visas
av fritt rérliga spermier som inte &r téckta av latexpartiklar. Latexpartiklarna kommer
att bilda vaxande agglutinater och déarmed visa reagensens reaktivitet. Vid forekomst
av antikroppar mot spermier kommer dock spermierna att delvis téckas av
latexpartiklar. | vissa fall kan spermierna till och med immobiliseras av den enorma
mangden latexpartiklar som fastnar vid dem.

| det direkta SpermMar Test IgG misstanks diagnosen immunologisk infertilitet nar
10-39 % av de rorliga spermierna tacks av latexpartiklar. Om 40 % eller mer av
spermierna téacks ar immunologisk infertilitet mycket troligt. Ytterligare tester bor
anvandas for att bekrafta diagnosen. Nér ett positivt resultat erhalls rekommenderas
att aven SpermMar Test IgA (FertiPro NV) utfors.

| det indirekta SpermMar Test IgG accepteras forekomsten av 40 % eller hogre
reaktion mellan de belagda latexpartiklarna och rorliga spermier vanligtvis som den
nedre gransen for signifikant antikroppsbindning.

Allt manskligt organiskt material bér betraktas som potentiellt smittsamt. Hantera alla
prover som potentiella smittkallor for HIV eller hepatit. Anvéand alltid skyddsklader vid
hantering av prover.

SpermMar Test IgG latexpartiklar innehdller 0,1 % bovint serumalbumin av
amerikanskt ursprung, vilket certifierats med ett EDQM-certifikat om lamplighet.
Dessutom uppfyller produkten de europeiska kraven for behandlade tekniska
blodprodukter.

SpermMar Test IgG latexpartiklar r belagda med humant IgG, som ar biotekniskt
tillverkat, darfor kan en infektion med hepatit, HIV 1/2 eller andra infektionssjukdomar
anses vara omdjlig.

SpermMar Test IgG antiserum innehaller kaninantiserum mot humant IgG.
Kontaminering forhindras genom tillsats av natriumazid som konserveringsmedel
(<1gll).

SpermMar Test IgG positiva och negativa kontroller innehéller humant serum, som
har testats for HIV, hepatit B och hepatit C. Anvandaren bor dock alltid béra
skyddsklader vid hantering av kontrollserumen.

Alla allvarliga incidenter (enligt definitionen i Europaparlamentets och radets
férordning (EU) 2017/746 om medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik) som
har intraffat ska rapporteras till FertiPro NV och, om tillampligt, till den behdriga
myndigheten i den EU-medlemsstat dér anvandaren och/eller patienten &r etablerad.
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Symboler enligt definitionen i ISO 15223

REF| Katalognummer LOT Batch-kod
D}] Lé&s bruksanvisningen M Tillverkare
°C
In vitro-diagnostik if Temperaturgrans
°C
Anvands fére A Forsiktighet

CONTFIOL Negativ kontroll CONTHOL Positiv kontroll
' Innehaller biologiskt material fran djur W Innehaller humant blod eller plasmaderivat
Innehaller tillrackligt for 50 tester
50
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