EPISCREEN PLUS™

Diagnosztikai készlet a semleges alfa-gliikozidaz aktivitas
meghatarozasara human onddban és ondéplazméaban.
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In vitro diagnosztikai felhasznélasra.
Kizarolag professziondlis hasznalatra szant reagensek.

ALTALANOS INFORMACIOK

Centrifugalja az ondoémintat kb. 3000 g-n 10-15 percig spermiummentes
ondoplazma kinyerésére. A vizsgalat friss vagy fagyasztott/kiolvasztott
ondo6- és onddplazmamintakon végezheto.

A REAGENS ELOKESZITESE

Az EpiScreen Plus™ segitségil szolgalhat a férfi medd6ség
diagnosztizalasaban és kezelésében. Ez a vizsgalat a semleges alfa-
glikoziddz aktivitAs meghatarozasara hasznalhaté az onddéban
(ondoplazmaban), amely enzimet féként a mellékhere valasztja ki’.

Ennek az enzimnek a mikddése biztos mutatéja a mellékhere
miikddésnek (nagyon) alacsony spermiumkoncentraciéju  vagy

azoospermias betegeknél, normal értéki androgénhormon-szint mellett:

. a nagyon alacsony enzimmikoddés kétoldali elzarodast jelez a
mellékhere és az ejakulacids csatorna kozott2.

e az alacsony enzimmikddés jelentheti a mellékhere részleges
elzarodasat?.
. normalis enzimmikodés akkor varhat6, ha az enzim

kivalasztédasi terllete felett elzar6das van, vagy nem
obstruktiv azoospermia (here diszfunkcio) esetén?=.

RENDELTETESSZERU HASZNALAT

Ne haszndlja a terméket, amennyiben a termék kiszallitasakor a
taroléedény zarolasa felnyilt vagy meghibasodott.

Az 1., 2. és 3. reagenseket 30 percig melegitsik 37 °C-ra (az 1.
reagensben el6fordulhat kicsapddas, de az elémelegitéssel eltinik).

MODSZER EPISCREEN PLUS

Az EpiScreen Plus™ egy félkvantitativ, nem automatizalt, fotometrikus és
diagnosztikai  készlet alkalmazhaté a semleges alfa-gliikkozidaz
kimutatasara emberi ondéban vagy ondéplazmaban, és segitségul
szolgdlhat a férfi medd6ség diagnosztizalasaban és kezelésében. Egy
EpiScreen Plus™ készlet 25 teszt elvégzésére alkalmas.

A VIZSGALATI MODSZER ELVE

A vizsgalati médszer a kdvetkezé reakcion alapul:

PNPG + alfa-glucosidase > alfa-D-glucopyranoside + PNP (sarga)

Meghatarozott korilmények (pH = 6.8; T = 37°C) kozétt 1 NE alfa-
glukoziddz percenként 1 pmol PNP-t szabadit fel a PNPG®
szubsztratumbdl. A PNP sarga szine 405 nm-en spektrofotometriasan
mérhetd. Az alfa-gliikozidaz aktivitast U/l (mIU/ml)-ben fejezik ki.

Megjegyzés: A pufferoldat SDS-t tartalmaz, ami szelektiven gétolja a
prosztatabol szarmaz6 alfa-glikozidaz savas formajat. Ez lehetévé teszi
a semleges enzim miikodésének specifikus meghatarozasat®.

Megjegyzés: Mivel az ondémintak hattérvarianciaja meglehetésen nagy
(+/- 20%), javasoljuk, hogy minden egyes ondé (-plazma) mintahoz
készitsen negativ kontrollt az inhibitoroldat felhasznalasaval. Ez az
inhibitoroldat glukozt tartalmaz, ami géatolja az alfa-glikozidaz enzim
aktivitasat®.

A TESZTHEZ MELLEKELT ANYAGOK

Reagens 1 (5ml): reakciépuffer (pH 6,8), kiegészitve 1% SDS-szel
Reagens 2 (0,25ml): 50x szubsztratumoldat (PNPG DMSO -ban)
Reagens 3 (5ml): inhibitoroldat (gliikézt tartalmazé reakcio puffer)
Reagens 4 (60ml): a reakciot lellité puffer (0,02M NaOH)

Reagens 5 (1ml): standard torzsoldat (5mM PNP)

Reagens 6 (60ml): standard higitasi puffer (0,02M NaOH + 0,1% SDS)
Az analitikai tanisitvany és az MSDS kérésre rendelkezésre all, vagy
letéltheté a weboldalunkrél (www.fertipro.com).

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK

Lemezolvas6, fotométer (405nm-es szlirével), flitheté razdgép, vizfirdd
vagy blokktermosztat, pipetta Uj hegyekkel, 1,5 ml-es Eppendorf csévek,
mikrotiterlemez.

MODSZER

A szemlélteté vided megtekintéséhez szkennelje be a [w]3H
vonalkédot (vagy kovesse a www.fertipro.com oldalon i
taldlhato linket.
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MINTAVETEL

A szabvanyos spermagydijté tartdlyoknak kell hasznalni, ha a spermat
maszturbacioval gylijtik. Ezek jellemzéen polipropilénbdl késziilnek, és a
sperma tulélési/spermamotilitasi  vizsgalatot végeznek. Ha a
maszturbaciéval torténé ondé-mintavétel nem lehetséges, nem spermicid
mianyag 6vszereket kell hasznalni.

A protokoll és a leiras grafikus megjelenitése:

1. Minden egyes vizsgalando
ondo (-plazma) mintahoz:

— készitsen reakcidoldatot:

3ul-t a 2. reagensbdl a

147ul 1. Reagensbe

(reakciopuffer)

készitsen inhibitoroldatot:

3ul-t a 2. reagensbdl a

147ul 3. Reagensbe

(inhibitoroldat)
2. Pipettdzzon 20pl-t minden
egyes ondé (-plazma) mintabol
két 1,5 ml-es Eppendorf cs6be;
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5. Aond6 (-plazma) minték inkubaldsa alatt készitse el a PNP-standard
gorbéhez sziikséges oldatokat:

a. Készitse el a legmagasabb, 200 pm-es standardot: oldjon fel 100
pl-t az 5. reagensbél (standard térzsoldat) 2400 pl 6. Reagensben
(standard higitasi puffer). Ovatosan keverje 6ssze.

b. Ezt az oldatot hasznalja a tobbi standard elkészitéséhez az alabbi
tablazatban megadottak szerint. A 6. reagens énmagaban 0 pm-es
standard PNP-oldatként szolgéal (vakminta).

A PNP standard higitasai

PNP standard 200 pM standard Reagens 6
150 pM 375 ul 125 pl
100 pM 250 pl 250 pl
50 pM 125 pl 375 pl
10 uM 25 pl 475 pl
O uM (=vakminta) | O pl 500 pl




6. A mintak (reakciominta és inhibitor m m
minta) 2 6ras inkubaldsa utan

allitsa le a reakciot: vegye ki a  Prepare !
cséveket
blokktermosztatbél/melegvizes standards imi
vizfurdébol/ futhetd razégépbdl, -
adjon hozzd 1 mlt a 4.
Reagensbél (a reakciét leallitd
puffer) és vortexben keverje “
Ossze;
7. Pipettazzon 200 pl-t az 6sszes
mintdb6l és az (5. |épésben S v
elkészitett)  standardbdl egy
mikrotiterlemezre. Lehetbleg két ‘ SAMPLEIN  SAMPLEIN
példanyban végezze el. ‘ SOLUTION  SOLUTION
8. Fotométeren olvassa le az oldatok
abszorbanciajat 405 nm-en.

9. Minden egyes teszt utan az 6sszes
felhasznalt reagenst és anyagot
artalmatlanitani kell.

200ul / well

AZ EREDMENYEK
KISZAMITASA/IERTELMEZESE

A gyors
adatelemzéshez toltse
le az Excel szamitasi Read absorbance at 405nm

tablazatot a Calculate with
weboldalunkrél, majd Excel sheet
az eredmények

kiszamitasahoz vigye be az adatokat a tablazatba.

AZ ELJARAS ELVE:

A MODSZER KORLATAI

Az EpiScreen Plus vizsgalat a férfi medd6ség diagnosztizalasa soran
nyljt segitséget, és mint mas bioldgiai vizsgalatok esetében is, az
eredmények értelmezését a klinikai leletek és a koértorténeti adatok
figyelembevételével kell elvégezni. Ki kell zarni az elégtelen mellékhere-
szekrécio olyan egyéb okait, mint példaul a hipoandrogenizmus vagy a
sulyos heresorvadas.

TELJESITMENYJELLEMZOK

Ismételhetéség és reprodukalhatésag: CVinra < 15%, CViger < 15%
Eszlelési hatarérték: 1,66 miu/ml

Mérési tartoméanya: 5,02 -95,8 mIU/ml

Cut-off: 2 5,88mIU/mlI

TAROLAS/ARTALMATLANITAS

e EpiScreen Plus a gyartasi idéponttél szamitott legalabb 24 hoénapig
meg6rzi stabilitdsat (még felbontas utan is).

o Ne hasznalja a termék cimkéjén feltlintetett lejarati id6 utan.

o Tarolas: 2°C és 8°C kozott.

o Ne fagyassza le.

e Tartsa tavol a (nap)fénytél.

e Alkalmas magas hdémérsékleten torténd szallitdsra vagy révid
idétartama tarolasra (legfeljebb 5 napig 37°C-on).

e A reagenst az orvostechnikai eszk6zok artalmatlanitdsara vonatkozo
helyi el6irasoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

1. Atlagolja az egyes standardok és mintdk duplikalt mérési
eredmeényeit.

2. Vonja ki a vakoldat (0 pm PNP-standard) abszorbancia-értékének
atlagat valamennyi standard mérési értéekbél. Ezek a vakoldattal
korrigélt abszorbancia-értékek. A kdvetkezd szamitasokban kizardlag
ezeket a vakoldattal korrigalt értékeket hasznalja.

3. Szamitsa ki a PNP-standard goérbét (a standard koncentraciék az X
tengelyen, és a vakoldattal korrigalt OD-értékek az Y tengelyen). A
meredekség kiszamitasahoz végezzen lineéaris regressziot. A
meghatarozasi egyttthatonak (R?) 20,99-nek kell lennie.

4. Minden egyes reakciémintahoz: vonjuk ki az onddplazma hatteret
(ODgeakcio — megfelel6 ODnisiror). Ezek a mintdk hattérkorrigalt
abszorbanciai.

5. Haszndlja a regresszios gorbe egyenletét az ismeretlen minta PNP-
koncentraciojanak kiszamitasahoz (PNP-koncentracio =
hattérkorrigalt OD-érték/meredekség).

6. Szamitsa ki az enzimaktivitdst (mlU/ml-ben) a PNP-koncentracio
0,479-szeresével (tovabbi informacié a ,korrekciés tényezd”
meghatarozasi médjarél a honlapunk termékoldalan, a FAQ
menupontban talalhato).

7. A semleges alfa-glikozidaz normél értékei emberi
onddban/ondéplazmaban: = 5,88 mliU/ml.
Példa
A vizsgalati adatok és standardgdrbe
Standard curve PNP ¥=0.0097x

R?=0.9999
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A gorbe meredeksége = 0,0097
(egyenletgorbe: y= 0,0097x), R? = 0,9999

ODgeakcio = 0,845 - korrigalt: 0,845 — 0,045 = 0,800
ODnHieiTor = 0,060 > kOrrigéIt: 0,060 — 0,045 = 0,015
ODuarrerkorrIGALT aBszorsanciAl = 0,800 — 0,015 = 0,785

Koncentraciojav PNP = 0,785/ 0,0097 = 80,93 pM
Enzimaktivitas per ml = 80,93 pM x 0,479 = 38,76 mIU/ml

Minden emberi eredetii, szerves anyagot potencialisan fert6zének kell
tekinteni. Minden mintaval ugy kell banni, mint ami alkalmas lehet a HIV
vagy a hepatitis tovabbadasara. A minta és reagensek kezelése soran
mindig viseljen védéruhazatot (keszty, laboratériumi mellény, szem- és
arcvédo). Az 1., 3. és 5. reagens natrium-azidot tartalmaz.

Minden bekdvetkezett sllyos eseményt (a 2017/746 eurdpai in vitro
diagnosztikai  orvostechnikai eszkdzrendelet meghatarozasa szerint)
jelenteni kell a FertiPro NV-nek és adott esetben annak az uniés tagallam
illetékes hatésaganak, ahol a felhasznalé és/vagy a beteg lakéhelye
talalhato.
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JELKEPEK GLOSSZARIUM

Az 1SO 15223-1 szabvanyban meghatarozott szimboélumok
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