Fructose Test

Diagnosticka souprava pro méreni fruktézy v lidském spermatu nebo
semenné plazmé
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Pfiprava vzorku

1.
2.

Vzorek spermatu nechte zkapalnit pfi pokojové teploté.
Zmétrte celkovy objem spermatu (plazmy) (nap¥. injekéni stfikackou).

Metoda fruktézového testu

Doporuceni:
1. Pripravte standardni kfivku a vzorky ve dvou vyhotovenich.
Pouze pro diagnostické pouZziti in vitro. 2. Pfipravte standardni kfivku s koncentracnim rozsahem 0 az 5 mg/ml
Reagencie pouze pro profesionalni pouziti. fruktg’)zy za’l pouziti standardu fruktézy (5 mg/ml) a cisténé (napf.
B destilované) vody:
OBECNE INFORMACE
Sekrece semennych vacku predstavuje hlavni zlomek ejakulatu. Standard Standard frukt6zy Voda
Koncentraci semenné fruktézy Ize pouzit jako marker semenné Sma/ml >50 ul oul
vezikularni funkce. Nizka frukt6za ve spermatu je charakteristickd pro mg/m H H
Gastednou nebo uplnou obstrukci ejakulacniho kanalu, bilateralni 2.5mg/ml 125 i 125 pl
vrozenou absenci vas deferens, Caste€nou retrogradni ejakulaci a Img/ml 50 pl 200 pl
nedostatek androgent (WHO, 2021; ASRM, 2015). Blank - 250 i

Fruktézovy test Ize tedy pouzit jako pomicku pfi diagnostice a lécbé
muzské neplodnosti/subplodnosti.

ZAMYSLENE POUZITI

Fruktézovy test je kvantitativni, neautomatizovana fotometrickd a
diagnosticka souprava pro méfeni fruktézy v lidském spermatu nebo
semenné plazmé (Cerstvé nebo zmrazené). Fruktdézovy test mlze
pomoci pfi posouzeni diagnozy a léEbé muzské neplodnosti, protoze
fruktéza ve spermatu odrazi sekre¢ni funkci semennych vacka.

Ve fruktézovém testu muize byt testovano regenciemi maximalné 44
vzorkl, pokud jsou vzorky testovany ve dvojim vyhotoveni v jednom
zkusebnim béhu.

PRINCIP TESTU

Pod vlivem tepla a nizkého pH fruktéza reaguje s indolem a vytvari
barevny komplex, ktery absorbuje svétlo pfi vinové délce 450-492 nm,
kterou Ize méfit spektrofotometrem.

MATERIALY OBSAZENE V TESTU

Reagencie 1 - 50ml roztoku TCA

Reagencie 2 - 25ml koncentrované HCI (32%)
Reagencie 3 - 3ml indolu v methanolu
Reagencie 4 - 25ml NaOH (0.5M)

Standard fruktézy - 10ml (5mg/ml)

Certifikat o analyze a bezpecnostni list jsou k dispozici na vyzadani nebo
Jje Ize stahnout z nasich webovych stranek (www.fertipro.com).
POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI
DODAVKY

Ctetka desticek/fotometr (s filtrem 450-492 nm), pipety a Gerstvé
pipetové S$picky, centrifugacni zkumavky, mikrotitraéni desticka,
odstfedivka (21000 g), malé zkumavky s reagenciemi nebo
Eppendorfovy zkumavky, vodni 1azer nebo tepelny blok, digestor.

METODA

Naskenujte ¢arovy kod (nebo odkaz ke stazeni
www.fertipro.com) a podivejte SE NA UKAZKOVE VIDEO.

Shér a pfiprava vzorku

Pfi odbéru spermatu masturbaci by se mély pouzivat standardni
nadobky na odbér spermatu, typicky z polypropylenu a testovany na
preziti/motilitu spermii. Pokud odbér spermatu masturbaci neni mozny,
mély by se pouzivat plastové kondomy netoxické pro spermie.

Provedte test nejlépe na plazmé (zmrazené/rozmrazené) spermatu
namisto celého vzorku spermatu, zejména v pfipadech, kdy vzorek neni
okamzité analyzovan (tj. ne do 3 hodin po ejakulaci) nebo pokud je pocet
spermii vysoky. Tim se zabrani tomu, aby spermie metabolizovaly
fruktézu, coz vede k podcenéni koncentrace fruktézy. Pokud vzorek
semenné plazmy nebo spermatu nelze testovat ve stejny pracovni den,
zmrazte jej (pfi teploté -20 °C bez kryokonzervaéniho média).

Priprava reagencii

Vyrobek nepouzivejte, pokud je tésnéni lahvicek pfi dodani soupravy
oteviené nebo poSkozené.

VSechny reagencie jsou pfipraveny k pouziti. Pfed pouzitim je nechte
ustalit na pokojovou teplotu.

Grafické znazornéni protokolu:
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Objasnéni:

1.

Napipetujte 100 pl vzorku spermatu/semenné plazmy a 100 pl
standardl fruktézy pfipravenych v kroku 2 do samostatnych
zkumavek (nejlépe provedte duplicitné).

Do vzorku a standardu pfidejte 500 ul reagencie 1 (roztok TCA) a
promichejte.

Odstfedujte vzorky po dobu 10 minut pfi = 1000 g.

Opatrné napipetujte 20 pl supernatantu/standardu do prazdné
zkumavky. Zabrarite kontaktu Spicky pipety se srazeninou!

Do kazdé zkumavky pridejte 200 ul reagencie 2 (HCI);


http://www.fertipro.com/

Continue under a fume hood

30’ or 60’ at 37°

V8

200p1 / well

Read absorbance at 450-492nm

Calculate with
Excel sheet

OMEZENi METODY

Fructose Test je pomuckou pfi diagnostice muzské neplodnosti a stejné
jako u jinych biologickych testd by mély byt vysledky interpretovany v
kontextu klinickych nalezd a anamnézy. Fructose test mize stanovit
hladinu fruktézy mezi 0,5 a 5 mg/ml.

VYKONNOSTNiI CHARAKTERISTIKY

Opakovatelnost a reprodukovatelnost: CVinga < 15%, CViner < 15%
Rozsah méfeni: 0,5-5 mg/ml
Diskriminacni limit: 3,0 mg frukt6zy/ejakuléat

SKLADOVANI / LIKVIDACE

o Fruktozovy test je stabilni po dobu 12 mésich od data vyroby (i po
otevieni).

o Vyrobek nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

o Reagencie skladuijte pfi teploté od 2 °C do 8 °C.

e Chrante pred (slune¢nim) svétlem.

e Vhodny pro prepravu nebo kratkodobé skladovani pfi zvy$enych
teplotach (az 5 dni pfi teploté 25 °C).

o Nezmrazuijte.

e Reagencie je tfeba zlikvidovat v souladu s mistnimi pfedpisy pro
likvidaci zdravotnickych prostfedki

Lahvi¢ka s reagencii 2 (HCl) muze vykazovat mirnou zménu barvy na
oranzovou nebo riizovou (kapalina zUstava bezbarva), coz nema vliv na
vysledky testu.

VAROVANI| A BEZPECNOSTNI OPATRENI

Od tohoto kroku pracujte v digestofri (reagencie 3 je pfi vdechovani
toxickd)

6. Do kazdé zkumavky pfidejte 20 pl reagencie 3 (indol) a promichejte.

7. Uzavrete nebo utésnéte zkumavky a inkubujte 30 minut pfi teploté
37 °C ve vodni lazni nebo v tepelném bloku (doporu¢eno) nebo po
dobu 60 minut pfi teploté 37 °C v suchém inkubatoru.

8. Pridejte 200 pl reagencie 4 k zastaveni barevné reakce.

9. Do prazdné jamky mikrotitracni desticky napipetujte 200 pl
vzorku/standardu a vysledky odectéte pfi 450 az 492 nm v ¢tecce
desti¢ek/fotometru.

10. Po kazdém jednotlivém testu zlikvidujte vSechny pouZité reagencie a
materialy.

INTERPRETACE

1. Zprumeéruijte duplicitni hodnoty pro kazdy standard a vzorek.

2. Odectéte stfedni hodnotu absorbance slepého vzorku od vSech
hodnot standardu a odectd vzorku. Toto je korigovana absorbance.

3. Do grafu zaneste korigované hodnoty absorbance pro kazdy
standard jako funkci koncentrace frukt6zy ve standardech.

4.  Vypocitejte linearni regresi na zakladé vasich dat kfivky standardu;
koeficient stanoveni (R2) by mél byt > 0,98:

5.  Extrapolujte odeéty vzorku z kfivky standardu vykreslené pomoci
nésledujici rovnice:

. (Mg
Koncentrace fruktézy ve vzorcich (W)

_ 0D vzorek yorigovany — zachyceny
- Sklon

6. Chcete-li ziskat celkové mnozstvi fruktézy (mg/ejakulat), vynasobte
vysledek celkovym objemem vzorku spermatu nebo semenné
plazmy;

7. Za béznou hodnotu se povazuje hodnota =
fruktdzy/ejakulatu ziskana fruktézovym testem.

3,0 mg

Excel pro vypocet z naSich webovych stranek a zadejte data
do listu pro vypocet vysledku:

Reagencie 1 (roztok TCA): ZpUsobuje tézké popaleniny. Velmi toxicky
pro vodni organismy, mdze mit dlouhodobé nepfiznivé u¢inky ve vodnim
prostfedi. V pfipadé zasaZeni o€i okamzité vyplachnéte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. V pfipadé nehody nebo
necitite-li se dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou pomoc.

Reagencie 2 (32% roztok HCI): Zplsobuje popaleniny. Drazdi dychaci
systém. V pfipadé zasazeni o€i okamzité vyplachnéte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. V pfipadé nehody nebo necitite-li se
dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou pomoc. Nikdy nepfidavejte vodu do
koncentrované HCI.

Reagencie 3 (indol v methanolu) Skodlivy pfi poZiti. Zabrarite kontaktu s
pokozkou a ocima. Vysoce hoflavy. Toxicky pfi vdechovani a pfi
poziti. Pfi pouziti této reagencie vzdy pracujte pod digestofi.
Reagencie 4 (NaOH): ZpUsobuje popaleniny. V pfipadé zasazeni o€i
okamzité vyplachnéte velkym mnozstvim vody a vyhledejte |ékafskou
pomoc. V pfipadé nehody nebo necitite-li se dobfe, vyhledejte ihned
|ékafskou pomoc.

Frukt6zovy standard obsahuje 0,09 % azidu sodného.

Veskery lidsky, organicky material by mél byt povazovan za potencialné
infekéni. Zachazejte se vS§emi vzorky, jako by byly schopné prenaset HIV
nebo hepatitidu. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi vzdy pouzivejte
ochranny odév (rukavice, laboratorni plast, ochrana ogi/obliceje).

Jakykoli zavazny incident (jak je definovan v evropském nafizeni o
diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro 2017/746), ke
kterému do$lo, musi byt nahlaSen spole¢nosti FertiPro NV a pfipadné
pfisluSnému organu ¢lenského statu EU, ve kterém uzivatel a/nebo
pacient sidli.
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SLOVNICEK SYMBOLU

C€

Symboly definované v normeé 1ISO 15223

REF Katalogové &islo LOT Kod sarze

-

=7 \\\ Chrarite pfed slunecnim zafenim “ Vyrobce
()

Prectéte si navod k pouziti

Datum spotieby

BN,

VD

Diagnostika in vitro

°C
° Cﬂ/

Teplotni limit

Symbol definovany ve smérnici 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro

C€

2797

Oznaceni CE od notifikovaného organu
2797

Symbol definova

ny v nafizeni (ES) &. 1272/2008 [CLP].

GHSO08
Vazné ohrozeni zdravi

GHSO07
Nebezpedi pro zdravi

GHS02
Hoflava kapalina

GHSO05
Ziravost/drazdéni kiize

GHS06
Akutni toxicita

GHS09
Nebezpecény pro vodni prostiedi
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