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Diagnostická souprava pro stanovení aktivity neutrální alfa-glukosidázy v lidském 
spermatu a seminální plazmě 

ID dokumentu: FP09 I87 R01 C.1 

Aktualizace: 22/12/2022 

Pouze pro diagnostické použití in vitro.  

Reagencie pouze pro profesionální použití. 

OBECNÉ INFORMACE 

Souprava EpiScreen Plus™ může pomoci při diagnostice a léčbě mužské 
neplodnosti. Tento test lze použít ke stanovení aktivity neutrální alfa-
glukosidázy ve spermatu (plazmě), enzymu, který je vylučován především 
nadvarlaty1. 

Aktivita tohoto enzymu je u pacientů s (velmi) nízkou koncentrací spermií 
nebo u pacientů s azoospermií, kteří mají normální hladinu androgenů v 
krvi spolehlivým markerem funkce nadvarlat: 

• velmi nízká aktivita svědčí o oboustranné obstrukci mezi 
nadvarletem a ejakulačním kanálkem2. 

• nízká aktivita může odrážet částečnou obstrukci nadvarlete2. 

• normální aktivita enzymu se očekává v případě obstrukce nad 
oblastí, kde se enzym vylučuje, nebo v případech neobstrukční 
azoospermie (poruchy funkce varlat)2,3. 

ZAMÝŠLENÝ ÚČEL 

EpiScreen Plus™ je semikvantitativní, neautomatická, fotometrická a 
diagnostická souprava pro detekci neutrální alfa-glukosidázy v lidském 
spermatu nebo seminální plazmě, která může být užitečná pro diagnostiku 
a léčbu mužské neplodnosti. Jedna sada EpiScreen Plus™ je určena pro 
25 testů. 

PRINCIP TESTU 

Princip testu je založen na následující reakci: 

PNPG + alfa-glukosidáza → alfa-D-glukopyranosid + PNP (žlutá) 

Za stanovených podmínek (pH = 6,8; T = 37 °C) uvolní 1 IU alfa-
glukosidázy ze substrátu PNPG5 1 pmol PNP za minutu. Žluté zbarvení 
PNP lze měřit spektrofotometricky při 405 nm. Alfa-glukosidázová aktivita 
se vyjadřuje v IU/l (nebo mIU/ml). 

 

Poznámka: Reakční pufr obsahuje SDS, který selektivně inhibuje 

kyselou formu alfa-glukosidázy pocházející z prostaty. To umožňuje 

specifické stanovení aktivity neutrálního enzymu4. 

Poznámka: Vzhledem k tomu, že rozptyl pozadí vzorků spermatu je 

poměrně velký (+/- 20 %), doporučujeme pomocí inhibičního roztoku 

připravit pro každý vzorek spermatu (plazmy) negativní kontrolu. Tento 

roztok inhibitoru obsahuje glukózu, která inhibuje aktivitu alfa-

glukosidázy6. 

MATERIÁL OBSAŽENÝ V SADĚ 

• Reagencie 1 (5ml): reakční pufr (pH 6,8) doplněný 1% SDS 

• Reagencie 2 (0,25ml): 50x roztok substrátu (PNPG v DMSO) 

• Reagencie 3 (5ml): roztok inhibitoru (reakční pufr obsahující glukózu) 

• Reagencie 4 (60ml): zastavovací pufr (0,02M NaOH) 

• Reagencie 5 (1ml): standardní zásobní roztok (5mM PNP)  

• Reagencie (60ml): standardní ředicí pufr (0,02M NaOH + 0,1% SDS) 

 

Certifikát o analýze a bezpečnostní list jsou k dispozici na vyžádání nebo 
je lze stáhnout z našich webových stránek (www.fertipro.com). 

POTŘEBNÝ MATERIÁL, KTERÝ NENÍ SOUČÁSTÍ DODÁVKY 

Čtečka destiček, fotometr (405 nm filtr), termo šejkr, tepelný blok nebo 
teplá vodní lázeň, pipeta s čerstvými špičkami, 1,5ml Eppendorfovy 
zkumavky, mikrotitrační destička 

METODA 

Naskenujte čárový kód (nebo odkaz ke stažení na 
www.fertipro.com) a podívejte se na ukázkové video. 

 

 

 

 

 

VZOREK 

Při odběru spermatu masturbací by se měly používat standardní nádobky 
na odběr spermatu, typicky z polypropylenu a testovány na přežití/motilitu 
spermií. Pokud odběr spermatu masturbací není možný, měly by se 
používat plastové kondomy netoxické pro spermie. Vzorek spermatu 
odstřeďujte např. při 3000 g po dobu 10–15 minut, abyste získali seminální 
plazmu bez spermií. 

Test lze provádět na čerstvých nebo zmrazených/rozmražených vzorcích 
spermatu a seminální plazmy. 

PŘÍPRAVA ČINIDLA 

Výrobek nepoužívejte, pokud je těsnění lahviček při dodání soupravy 
otevřené nebo poškozené. Po dobu 30 minut zahřívejte reagencie 1, 2 a 
3 na 37 °C (Poznámka: V reagencii 1 se mohou vyskytovat sraženiny, 
které však po zahřátí zmizí). 

METODA EPISCREEN PLUS 

Grafické znázornění protokolu a popisu: 

 

 

1. Pro každý analyzovaný vzorek 
spermatu (plazmy): 
- připravte reakční roztok: 3 

μl reagencie 2 (roztok 
substrátu) ve 147 μl 
reagencie 1 (reakční 
pufr).  

- vytvořte roztok inhibitoru: 
3 μl reagencie 2 (roztok 
substrátu) ve 147 μl 
reagencie 3 (roztok 
inhibitoru). 

2. Napipetujte 20 μl každého 
vzorku spermatu (plazmy) do 
dvou 1,5ml Eppendorfových 
zkumavek: 

3. Do jedné reakční nádoby 
přidejte 130 μl reakčního 
roztoku a do druhé 130 μl 
roztoku inhibitoru (pro 
negativní kontrolu): 

4. Vortexujte a inkubujte přesně 2 
h při teplotě 37 °C v 
termoregulační teplé vodní 
lázni, v termo šejkru nebo 
tepelném bloku (nepoužívejte 
vzduchový inkubátor: může to 
zhoršit výsledek testu!): 

5. Během inkubace vzorků 
spermatu (plazmy) připravte 
ředění pro standardní křivku 
PNP: 
a. Vytvořte nejvyšší 

standard o velikosti 200 
μΜ: rozpusťte 100 μΙ 
reagencie 5 (standardní 
zásobní roztok) v 2400 μΙ 
reagencie 6 (standardní 
ředicí pufr). Jemně 
promíchejte. 

b. Tento roztok použijte k 
přípravě ostatních 
standardů, jak je uvedeno 
v tabulce níže. Samotná 
reagencie 6 slouží jako 0 
μΜ standard PNP (blank). 

 

Standardní ředění PNP 

Standardy PNP 200 µM Standaard Reagencie 6 

200 µM 500 µl 0 µl 

150 µM 375 µl 125 µl 

100 µM 250 µl 250 µl 

50 µM 125 µl 375 µl 

10 µM 25 µl 475 µl 

0 µM (=blank) 0 µl 500 µl 

 

 

 

 



6. Po 2 hodinách inkubace vzorků 
(reakce a inhibitor) zastavte 
reakci: vyjměte zkumavky z 
tepelného bloku/teplé vodní 
lázně/termo šejkru, přidejte 1 ml 
reagencie 4 (zastavovací pufr) a 
promíchejte ve vortexu. 

7. Do mikrotitrační destičky 
napipetujte 200 μl všech vzorků a 
standardů (připravených v kroku 
5). Tento postup provádějte 
nejlépe ve dvou kopiích. 

8. Odečtěte absorbanci na fotometru 
při 405 nm. 

9. Po každém jednotlivém testu by 
měly být všechny použité 
reagencie a materiály 
zlikvidovány. 
 

VÝPOČET/INTERPRETACE 
VÝSLEDKŮ 

Stáhněte si z našich 
webových stránek 
výpočtový list aplikace 
Excel a zadejte do něj 
údaje pro výpočet 
výsledků. 

PRINCIP: 

1. Zprůměrujte duplicitní hodnoty pro každý standard a vzorek. 
2. Odečtěte průměrnou hodnotu absorbance blanku (0 μΜ standardu 

PNP) od všech standardních měření. Jedná se o absorbance s 
korekcí blankem. V dalších výpočtech použijte pouze tyto hodnoty s 
korekcí blankem. 

3. Vypočítejte standardní křivku PNP (standardní koncentrace v ose X a 
hodnoty OD s korekcí blankem v ose Y). Proveďte lineární regresi pro 
výpočet sklonu. Koeficient stanovení (R2) by měl být ≥ 0,99. 

4. Pro každý vzorek reakce: odečtěte pozadí seminální plazmy (OD 

REAKCE - odpovídající OD INHIBITORU). Jedná se o absorbance vzorků 
s korekcí pozadí. 

5. K výpočtu koncentrace PNP neznámého vzorku použijte rovnici 
regresní křivky (koncentrace PNP = hodnota OD s korekcí pozadí / 
sklon). 

6. Vypočítejte aktivitu enzymu (v mIU/ml) vynásobením koncentrace 
PNP koeficientem 0,479 (další informace o tom, jak byl stanoven 
„korekční faktor“, naleznete v často kladených otázkách na stránce 
výrobku na našich webových stránkách). 

7. Normální hodnoty neutrální alfa-glukosidázy v lidském 
spermatu/seminální plazmě: ≥ 5,88 mIU/ml. 

Příklad 

Údaje o analýze a standardní křivka: 

 

Sklon křivky = 0,0097  
(křivka rovnice: y= 0,0097x), R2 = 0,9999  
 
OD REAKCE = 0,845 → korigováno na slepé měření: 0,845 – 0,045 = 0,800 
OD INHIBITOR = 0,060 → korigováno na slepé měření: 0,060 – 0,045 = 
0,015 
ODVZOREK S KOREKCÍ POZADÍ = 0,800 – 0,015 = 0,785 
 
Koncentrace PNP = 0,785 / 0,0097 = 80,93 µM  
Enzymová aktivita na ml = 80,93 µM x 0,479 = 38,76 mIU/ml 
 

 

 

 

OMEZENÍ METODY 

EpiScreen Plus je pomůckou při diagnostice mužské neplodnosti a stejně 
jako u jiných biologických testů musí být interpretace výsledků provedena 
v rámci klinických nálezů a údajů z anamnézy. Je třeba vyloučit jiné příčiny 
nedostatečné epididymální sekrece, například hypo-androgenismus nebo 
těžkou atrofii varlat. 

 VÝKONNOSTNÍ CHARAKTERISTIKY 

Opakovatelnost a reprodukovatelnost: CVintra < 15%,  CVinter < 15% 

Mez detekce: 1,66 mIU/ml 

Rozsah měření:  5,02 -95,8 mIU/ml 

Hranice: ≥ 5,88mIU/ml 

SKLADOVÁNÍ / LIKVIDACE 

• EpiScreen Plus je stabilní po dobu 24 měsíců od data výroby (i po 

otevření). 

• Výrobek nepoužívejte po uplynutí doby použitelnosti. 

• Reagencie skladujte při teplotě od 2 °C do 8 °C. 

• Nezmrazujte. 

• Chraňte před (slunečním) světlem. 

• Vhodné pro přepravu nebo krátkodobé skladování při zvýšených 

teplotách (až 5 dní při teplotě 37 °C). 

• Reagencie je třeba zlikvidovat v souladu s místními předpisy pro 

likvidaci zdravotnických prostředků 

 

VAROVÁNÍ A BEZPEČNOSTNÍ OPATŘENÍ 

Veškerý lidský, organický materiál by měl být považován za potenciálně 
infekční. Zacházejte se všemi vzorky, jako by byly schopné přenášet HIV 
nebo hepatitidu. Při manipulaci se vzorky a reagenciemi vždy používejte 
ochranný oděv (rukavice, laboratorní plášť, ochrana očí/obličeje). 
Reagencie 1,3 a 5 obsahují azid sodný. 

Jakýkoli závažný incident (jak je definován v evropském nařízení o 
diagnostických zdravotnických prostředcích in vitro 2017/746), ke kterému 
došlo, musí být nahlášen společnosti FertiPro NV a případně příslušnému 
orgánu členského státu EU, ve kterém uživatel a/nebo pacient sídlí. 
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 ZÁKAZNICKÁ TECHNICKÁ PODPORA 

 

FertiPro NV, Industriepark Noord 32 
8730 Beernem - Belgium 
E-mail: info@fertipro.com 
URL: https://www.fertipro.com 
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SLOVNÍČEK SYMBOLŮ 

 

 

 

Symboly definované v normě ISO 15223 

 

Katalogové číslo 
 

Kód šarže 

 
Chraňte před slunečním zářením 

 

Výrobce 

 

Přečtěte si návod k použití 
 

Datum spotřeby 

 

In vitro diagnostika 

 

Teplotní limit 

Symbol definovaný ve směrnici 2017/746 o diagnostických zdravotnických prostředcích in vitro 

 

2797 
Označení CE od notifikovaného orgánu 2797 
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