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Len na diagnostické pouzitie in vitro.
Reagencia je urena len na profesionalne pouZzitie.
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Pozitivne a negativne kontroly SpermMar Test IgG:

»  1linjekéna liekovka s 2,5 ml pacientskeho séra bez komplementu po zriedeni v
médiu FertiCult Flushing medium bez ludského sérového albuminu

Osvedcenie o analyze a doklad o bezpecnosti materialu (MSDS) su k dispozicii na
poZiadanie alebo siich mézete stiahnut' z nasej webovej stranky (www. fertipro.com).

POTREBNY MATERIAL, KTORY NIE JE SUCASTOU DODAVKY

KedZe spermie neprichadzaju do kontaktu s krvnym obehom, muzsky reprodukény
systém za normalnych podmienok neobsahuje Ziadne protilatky proti spermiam. Pri
naruseni bariéry medzi krvou a semennikmi v8ak imunitny systém méze identifikovat
zrelé spermie ako antigénne a vytvarat k nim protilatky, ktoré spdsobuju znizenu
plodnost alebo neplodnost. Protilatky proti spermiam spadaju do dvoch
imunologickych tried: imunoglobulinové (Ig) protilatky IgA a IgG, ktoré mézu byt
pritomné jednak vo vzorke spermy, ako aj v krvnom sére u muzov. Okrem toho sa
protilatky proti spermiam niekedy nachadzaju aj v krvnom sére u Zien. Protilatky proti
spermam IgG klinicky suvisia s imunologickou neplodnostou (1 — 3), a preto méze
byt skrining uzito€ny pri hodnoteni neplodnosti u oboch partnerov.

URCENY UCEL

»  Svetelny mikroskop (so zvac¢senim 400x az 600x, s jasnym polom, tmavym
polom alebo fazovym kontrastom)

»  pre nepriamy SpermMar Test IgG: izotonicky pH pufrovaci roztok soli bez
proteinového doplnku (napr. PBS, EBSS, HTF Hepes, Ham's F10...)

» pre nepriamy SpermMar Test IgG: pohyblivé darcovské spermie, ktoré su
negativne na pritomnost' IgG

»  Nespermicidny kondém (ak je potrebny)
»  mikrotitraéna platni¢ka (napr. Kima 650 101) / skimavky Eppendorf

Upozoriiujeme, Ze pozitivne a negativne kontroly SpermMar Test IgG nie su
sucastou supravy SpermMar Test IgG a je potrebné ich zaobstarat samostatne.

METODA

SpermMar Test IgG je semikvantitativna, neautomatizovana diagnosticka stprava
na detekciu antispermatickych protilatok triedy IgG na spermiach v fudskej sperme
alebo sére. Pouzitie tohto mikroskopického testu je rychle a jednoduché; stprava je
uréend na testovanie populacie neplodnych partnerskych parov. Test mozZno
vykonat na Cerstvej neupravenej vzorke ludskej spermy pouZzitim priameho testu
SpermMar Test IgG alebo na fudskom krvnom sére (od muzov a Zien) pomocou
nepriameho testu SpermMar Test IgG. Vysledok testu SpermMar Test IgG mobze
poméct pri posudeni diagnozy a lieCby neplodnosti u oboch partnerov.

Pozitivne a negativne kontrolné séra testu SpermMar Test IgG su uréené na
overenie ucinnosti nepriamej metody testu SpermMar Test IgG.

PRINCIP TESTU

Pri priamom testu SpermMar Test IgG sa Cerstva neupravena sperma zmiesa s
latexovymi €asticami, ktoré su potiahnuté ludskym IgG, a antisérom proti ludskému
IgG. Zhlukovanie pohyblivych spermii s latexovymi €asticami (t. j. vznik aglutinatov)
indikuje pritomnost protilatok IgG na spermiach.

Pri nepriamom teste SpermMar Test IgG sa premyté pohyblivé spermie darcu
inkubuju so zriedenym pacientskym sérom bez komplementu, ktoré pochadza od
muZzov alebo od Zien. Ak sérum obsahuje protilatky proti spermiam, tieto protilatky
obalia spermie darcu, ktoré budd pozitivne reagovat na nasledny test SpermMar
Test IgG.

Pozitivne a negativne kontrolné séra SpermMar Test IgG sa pouzivaju ako kontrolny
material pri nepriamej metéde SpermMar Test IgG a obsahuju pacientske sérum,
ktoré je pripravené na pouzitie, priom hladiny protilatok proti spermiam prekracuju
v pozitivnom kontrolnom sére 80 % a v pripade negativneho kontrolného séra
nedosahuji 40 %.

KATALOGOVE CiSLO

SpermMar Test IgG:
SPMG_S SpermMar Test IgG single kit— stprava na 50 testov
SPMG_C SpermMar Test IgG complete kit — siprava na 50 testov

SpermMar Test IgG — pozitivna a negativna kontrola

SPMG_P 1 injekéna liekovka s 2.5 ml pozitivneho kontrolného séra pre
SpermMar Test IgG
SPMG_N 1 injekénd liekovka s 2.5 ml negativneho kontrolného séra pre

SpermMar Test IgG

MATERIAL DODAVANY S TESTOM

SpermMar Test IgG:

»  1injekéna liekovka, ktora obsahuje 0,7 ml latexovych €astic SpermMar Test IgG
»  1injekéna liekovka, ktora obsahuje 0,7 ml antiséra SpermMar Test IgG

»  mikrosklicka 76 x 26 mm*

»  krycie sklicka 24 x 40 mm*

»  mikrokapilarne pipety kalibrované na 10 mikrolitrov*

»  gumena banka*
*len v kompletnej stprave

Naskenujte Giarovy kod (alebo pouzite odkaz na stranke E
www.fertipro.com) a pozrite si video s ukazkou.
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ODBER A PRIPRAVA VZORIEK
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Odber spermy

Pri odbere spermii masturbaciou je potrebné pouzivat Standardné nadoby na odber
spermii, zvy€ajne polypropylénové, a zarover by sa mal vykonat test prezitia/motility
spermii. Ak sa pri odbere spermy masturbacia neodporuca, je potrebné pouzivat
plastové kondémy, ktoré pre spermu nie st toxické. Pred odberom vzorky spermy
temperujte nadobu na odber spermii pri izbovej teplote s cieflom zamedzit velkym
teplotnym zmenam, ktoré by mohli ovplyvnit spermie. V idedlnom pripade by sa
sperma mala vySetrit do jednej hodiny po ejakulacii.

Odber séra

Vzorka krvi by sa mala odobrat do Standardnych skimaviek na odber krvného séra.
Je dolezité postupovat podla pokynov vyrobcu odberovych skumaviek. Kazda
skimavka so sérom by sa mala po odbere 10-krat prevratit a nasledne po 30
minutach, ked déjde ku koagulécii, ju treba odstredovat (napr. 10 minat pri 1000 x
g), aby sa sérum oddelilo. Sérum sa moze skladovat pri teplote 2 — 8 °C maximélne
7 dni.


http://www.fertipro.com/

PRIPRAVA REAGENCI{

Latexové Castice SpermMar Test IgG su pripravené na pouzitie, no pred pouzitim je
potrebné ich dokladne premieSat, aby vznikla homogénna suspenzia. Antisérum
SpermMar Test IgG je pripravené na pouZzitie.

Pozitivne a negativne kontroly SpermMar Test IgG su pripravené na pouzitie. Pred
pouzitim nechajte temperovat’ na izbovu teplotu.

PRIAMY SPERMMAR TEST IGG

1. Reagencie a vzorky nechajte temperovat na izbovu teplotu.
2. Na mikroskli¢ko pridajte:

» 10 pl Cerstvej neupravenej spermy

» 10 pl latexovych ¢astic SpermMar Test IgG

» 10 pl antiséra SpermMar Test IgG

Metédu mozno vykonat pomocou dodanych 10 mikrolitrovych kapilarnych pipiet

(v kompletnej suprave).
Poznamka: Pouzivanie mikrokapilarnych pipiet: Koniec pipety oznaéeny hrubou
Ciernou Ciarou vloZte do gumenej banky (priblizne 5 mm). Pipetu naplrite
kapilarnym pésobenim po prvi znacku (10 mikrolitrov) Do gumovej banky
nenasajte kvapalinu. Banku drzte medzi palcom a prostrednikom a jemnym
stlacenim vytlacte kvapalinu z pipety.

3. Okrajom krycieho skli¢ka patkrat premieSajte vzorku s latexovymi ¢asticami.

4. ZmieSajte antisérum so zmesou vzorky a latexu.

5. Na zmes polozte krycie sklicko a pozorujte ju pod svetelnym mikroskopom pri
zvacseni 400x alebo 600x (fazovy kontrast alebo osvetlenie tmavého pola méze
ulahéit odg¢itanie skli¢ok).

Vysledok odgitajte po 2 az 3 minutach. Sledujte latexové Castice, ktoré prilnuli k
pohyblivym spermiam. Spogitajte 100 spermii, aby bolo mozné stanovit percento
reaktivnych spermii. Ak ste nepozorovali latexové cCastice, ktoré prilnuli k
spermiam, od¢itajte znova po 10 minutach.

o

Poznadmka: Pripravok uchovéavajte vo vihkej komore (napr. v Petriho miske s
navlhéenym kuskom filtracného papiera)

NEPRIAMY SPERMMAR TEST IGG

1. VSetky reagencie a vzorky nechajte temperovat na izbovu teplotu.

2. . Vzorky séra inaktivujte zahrievanim pri teplote 56 °C po€as 30 minuat, ak
pouzivate sklenené skumavky, alebo po€as 45 minut v pripade plastovych
skimaviek.

3. Upravte pH (pridanim 0,1 N NaOH alebo HCI) izotonického pH pufrovacieho
roztoku soli na hodnotu 7,4 — 7,5.

4. Premyte pohyblivé darcovské spermie tak, Ze ich nechate vyplavat v
izotonickom pH pufrovacom roztoku soli s upravenym pH (pH = 7,4 — 7,5). Tento
proces modze prebehnit v 5 ml sklenenych alebo sterilnych plastovych
skumavkach s gulatym dnom pri teplote 37 °C poc¢as jednej hodiny. Upravte
koncentraciu spermy na 20 x 10° spermii/ml pomocou izotonického pH
pufrovacieho roztoku soli (pH = 7,4 — 7,5).

5. Sériovo zriedte inaktivovanu vzorku séra v pomere 1/16 s izotonickym pH
pufrovacim roztokom soli (pH = 7,4 - 7,5) na titranej platni¢ke alebo skimavke
Eppendorf.

6. ZmieSajte 50 pl zriedenej (1/16) inaktivovanej vzorky séra (krok ¢. 5) s 50 pl
premytych pohyblivych spermii darcu (krok €. 4) vo volnej jamke na titranej
platnicke. Inkubujte 60 minut pri 37 °C.

7. Na mikroskli¢ko pridajte:

» 10 pl zmesi spermii a séra (krok ¢. 6)
» 10 pl SpermMar IgG latexovych €astic SpermMar IgG
» 10 pl SpermMar IgG antiséra SpermMar 1gG

8. Okrajom krycieho skli¢ka patkrat premieSajte vzorku s latexovymi ¢asticami.

9. ZmieSajte antisérum so zmesou vzorky a latexu.

10. Na zmes poloZzte krycie sklicko a pozorujte ju pod svetelnym mikroskopom pri

zvacSeni 400x alebo 600x (na ulah&enie odcitania sklicok sa méze pouzit' aj

fazovy kontrast alebo osvetlenie tmavého pola).

Vysledky odgitajte po 2 az 3 minatach. Sledujte latexové Castice, ktoré prilnuli k

pohyblivym spermiam. Spocitajte 100 spermii, aby bolo mozné stanovit

percento reaktivnych spermii. Ak ste nepozorovali Castice, ktoré prifnuli k

spermiam, znovu od¢itajte po 10 minutach.

11.

Poznamka: Pripravok uchovéavajte vo vihkej komore (napr. v Petriho miske s
navlhéenym kuskom filtracného papiera)

METODA SPERMMAR TEST IGG POZITIVNA A NEGATIVNA KONTROLA

1. VSetky reagencie a vzorky nechajte temperovat na izbovu teplotu.

2. Premyte pohyblivé darcovské spermie tak, Ze ich nechate vyplavat v izotonickom
pH pufrovacom roztoku soli s upravenym pH (pH = 7,4 — 7,5). Tento proces moze
prebehnut v 5 ml sklenenych alebo sterilnych plastovych skimavkach s gulatym
dnom pri teplote 37 °C poc¢as jednej hodiny. Koncentraciu spermy upravte na
20 x 108 spermii/ml pomocou izotonického pH pufrovacieho roztoku soli (pH =
7,4-1,5).

3. ZmieSajte 50 pl kontrolného séra s 50 ul premytych pohyblivych darcovskych
spermii vo volnej jamke na mikrotitranej platni¢ke alebo v skimavke Eppendorf.
Inkubujte 60 minut pri 37 °C.

4. Na mikroskli¢ko pridajte:

» 10 pl zmesi spermy a séra

» 10 pl latexovych ¢astic SpermMar Test IgG
» 10 pl antiséra SpermMar Test IgG

5. Okrajom krycieho sklicka patkrat premiesajte
vzorku spolu s latexovymi Casticami.

6. ZmieSajte antisérum so zmesou vzorky a

latexu.
Po polozeni krycieho sklicka mozno zmes
pozorovat pod svetelnym mikroskopom pri
zvacSeni 400x alebo 600x (na ufahcéenie
odcitania sklicok sa moze pouzit aj fazovy
kontrast alebo osvetlenie tmavého pola).

8. Vysledky odcCitajte po 2 az 3 minutach.
Sledujte latexové ¢astice, ktoré prifnuli k
pohyblivym  spermidam.  Spocitajte 100
spermii, aby bolo mozné stanovit percento
reaktivnych spermii. Ak ste nepozorovali
Castice, ktoré prilnuli k spermiam, znovu
odcitajte po 10 mindtach.
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Poznédmka: Pripravok uchovéavajte vo vihkej
komore (napr. v Petriho miske s navihéenym
kuskom filtraéného papiera) N
mix
INTERPRETACIA VYSLEDKOV

SpermMar Test 19G

Pri spravnom vykonani testu sa nepritomnost
protilatok proti spermiam prejavi volne sa
pohybujicimi spermiami, ktoré nie si pokryté
latexovymi Casticami. Samotné latexové Castice
vytvoria rastice aglutinaty, ¢im sa preukaze
reaktivita s reagenciami. V pritomnosti protilatok
proti spermiam v$ak budu spermie Ciasto¢ne
pokryté latexovymi Casticami. V niektorych
pripadoch moézu byt spermie dokonca
imobilizované velkym mnozstvom prifnutych
latexovych ¢astic.

Place coverslip

Maghnification 400x or 600x

Pri priamom teste SpermMar Test IgG vznikd podozrenie na imunologicku
neplodnost, ak je latexovymi ¢asticami pokrytych 10 — 39 % pohyblivych spermii; v
pripade 40 % alebo viac pokrytych spermii je imunologickd neplodnost vysoko
pravdepodobna. Diagnézu by mali potvrdit dalSie testy. Pri kazdom pozitivnom
vysledku sa odporucéa vykonat aj SpermMar Test IgA (FertiPro NV).

Pri nepriamom teste SpermMar Test IgG sa za dolnd hranicu vyznamnej vazby
protilatok vSeobecne povaZuje vyskyt 40 % alebo viac reakcii medzi potiahnutymi
latexovymi €asticami a pohyblivymi spermiami.

Pozitivna a negativna kontrola SpermMar Test 1I9G

» Pri pozitivnej kontrole SpermMar Test IgG by malo byt latexovymi Casticami
pokrytych 80 % alebo viac pohyblivych spermii.

» Pri pouziti negativneho kontrolného roztoku SpermMar Test IgG by pohyblivych
spermii pokrytych latexovymi ¢asticami nemalo byt viac nez 40 %.

OBMEDZENIA METODY

Priamy SpermMar Test IgG mozno vykonat' len vtedy, ak su v sperme pritomné
pohyblivé spermie. Vzorky s velmi nizkou koncentraciou al/alebo slabou
pohyblivostou spermii nemozno vyhodnocovat, pretoZe po inkubacii s reagenciami
je potrebné vyhodnotit 100 pohyblivych spermii. Nepohyblivé bunky by sa nemali
pocitat. Ak sa takyto pocCet neda dosiahnut, odpori€a sa vykonat nepriamy
SpermMar Test IgG na krvnom sére.

Pozitivne a negativne kontroly sa mézu pouzit len pri nepriamom teste SpermMar,
pricom darcovska sperma musi obsahovat IgG negativne pohyblivé spermie.

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

Priamy SpermMar Test I19G

Pri porovnani priameho testu SpermMar Test IgG s priamym Imunobead testom sa
zistila dobra korelacia medzi oboma testami (4 — 7). Pozitivna korelacia bola zistena
aj medzi priamym testom SpermMar Test IgG a meranim prietokovou cytometriou (8
—10).

Nepriamy SpermMar Test 19G

Pri porovnani nepriameho testu SpermMar Test IgG s nepriamym Imunobead testom
sa zistila dobra korelacia medzi oboma testami (4, 5, 11). Okrem toho sa zistila dobra
korelacia medzi nepriamou metédou SpermMar Test IgG a tray-aglutinaénym testom
(4, 12, 13).

OPAKOVATELNOST A REPRODUKOVATELNOST

Opakovatelnost a reprodukovatelnost boli hodnotené na vzorkach s réznou
zavaznostou imunologickej reakcie. CVintra a CVinter pri teste SpermMar Test IgG
dosahovali hodnoty 3.5 % a 3.23 % v uvedenom poradi, t. j. hiboko pod urovriou 15



%, €o naznacuje prijatelny opakovatelnost a reprodukovatelnost testu SpermMar
Test IgG.

SKLADOVANIE/LIKVIDACIA

BIBLIOGRAFIA

e Suprava SpermMar Test IgG je uréend na 50 individudlnych (ne)priamych
SpermMar IgG testov, ktoré mozno vykonat po¢as doby pouzitelnosti. Pozitivne
a negativne kontroly SpermMar Test IgG su ur¢ené na 50 individualnych testov
pocas doby pouzitelnosti. VSetky pouzité reagencie a materidly je potrebné po
kazdom teste zlikvidovat. FlaSe s reagenciami po kazdom pouziti dobre uzavrite
a skladujte pri teplote 2 —8 °C. Aj po otvoreni zostavaju reagencie a kontrolné
roztoky pre SpermMar Test IgG stabilné 18 mesiacov od datumu vyroby.
Nepouzivajte po uplynuti datumu exspiracie.
Nezmrazujte.
* Reagencie sa musia zlikvidovat v sulade s miestnymi predpismi pre likvidaciu
zdravotnickych pomdcok, pri¢om treba vziat do Gvahy, Ze pomécka obsahuje latky
ziskané od [udi a/alebo zvierat.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

Vs8etok ludsky organicky material by sa mal povaZzovat za potencialne infekény. So
vSetkymi vzorkami zaobchadzajte, ako keby mohli prenasat HIV alebo hepatitidu.
Pri manipulacii so vzorkami vzdy noste ochranny odev..-

Latexové Castice SpermMar Test IgG obsahuju 0,1 % bovinného sérového albuminu
amerického pdévodu, ktory je osvedCeny certifikdtom vhodnosti od Eurépskeho
riaditelstva pre kvalitu liekov (EDQM). Okrem toho vyrobok spifia eurdpske
poziadavky na upravované technické krvné produkty.

Latexové Castice SpermMar Test IgG su potiahnuté ludskymi IgG, ktoré sa ziskavaju
biotechnologickou cestou, a preto infekcia hepatitidou, HIV 1/2 alebo inymi
infekEnymi chorobami prakticky nie je mozna.

Antisérum SpermMar Test IgG obsahuje krali¢ie antisérum proti ludskému IgG.

Na zabranenie kontaminacii bol pridany azid sodny ako konzerva¢na latka (<1 g/l).
Pozitivne a negativne kontroly SpermMar Test IgG obsahuju ludské sérum, ktoré
bolo testované na nepritomnost HIV, hepatitidy B a hepatitidy C. Pouzivatel by vSak
mal pri manipulacii s kontrolnym sérom vzdy nosit ochranny odev.

V pripade akejkolvek zavaznej nehody (vzmysle vymedzenia tohto pojmu v
nariadeni (EU) &. 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych pomédckach in vitro) je
potrebné takuto udalost nahlasit spolo¢nosti FertiPro NV a v relevantnych pripadoch
prislusnému organu v c¢lenskom State, v ktorom ma pouzivatel alebo pacient
bydlisko.
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