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Enkel voor in vitro diagnostisch gebruik.
Reagentia enkel voor professioneel gebruik.

INTRODUCTIE

SpermMar Test IgG Positieve en Negatieve Controles:

» 1 flacon met 2,5 ml gedecomplementeerd patiént serum verdund in FertiCult
Flushing medium zonder human serum albumine.

Een certificaat van analyse en MSDS zijn beschikbaar op aanvraag of kunnen
gedownload worden van onze website (www.fertipro.com).

BENODIGD MATERIAAL, NIET INBEGREPEN

Aangezien sperma in normale omstandigheden niet in contact komt met de
bloedsomloop, bevat het mannelijk voortplantingssysteem geen antisperma
antilichamen. Als de bloed-testis barriere echter wordt doorbroken, kan het
immuunsysteem het mature sperma detecteren als antigeen en kunnen antisperma
antilichamen worden gevormd die sub- of infertiliteit veroorzaken. Antisperma
antilichamen behoren tot 2 immunologische klassen: immunoglobuline(Ig)A en IgG
antilichamen, en kunnen zowel in het spermastaal als in het mannelijk bloedserum
aanwezig zijn. Bovendien worden antisperma antilichamen soms ook aangetroffen
in het bloedserum van vrouwen. Antisperma IgG antilichamen worden Klinisch in
verband gebracht met immunologische onvruchtbaarheid (1-3). Screening kan
daarom hulp bieden bij de beoordeling van de vruchtbaarheid van koppels.

BEOOGD GEBRUIK

»  Lichtmicroscoop (met 400x tot 600x vergroting, helderveld, donkerveld of
fasecontrast)

» Voor het uitvoeren van de indirecte SpermMar Test IgG: Isotonische pH
gebufferde zoutoplossing zonder proteinesupplement (bv. PBS, EBSS, HTF
Hepes, Ham’s F10...)

»  Voor het uitvoeren van de indirecte SpermMar Test IgG: Motiele donor sperma
negatief getest op 19G

»  Niet-zaaddodend condoom (indien vereist)

»  Microtiterplaat (bv. Kima 650 101) / Eppendorf tubes

Let op: de SpermMar Test IgG Positieve en Negatieve Controle zijn niet inbegrepen
bij de SpermMar Test IgG en moeten apart worden aangekocht.

GEBRUIKSAANWIJZING

De SpermMar Test IgG is een semi-kwantitatieve, niet-geautomatiseerde,
diagnostische kit voor het opsporen van antisperma antilichamen van de 1gG klasse
op spermatozoa in humaan sperma of serum. Het is een snelle, gemakkelijk te
gebruiken microscopische test met een beoogde testpopulatie van onvruchtbare
koppels. De test kan worden uitgevoerd op een vers, onbehandeld humaan
spermastaal wanneer de directe SpermMar Test IgG wordt uitgevoerd, of op humaan
bloedserum (van mannen en vrouwen) bij toepassing van de indirecte SpermMar
Test IgG. De SpermMar Test IgG kan helpen bij de beoordeling van de diagnose en
behandeling van onvruchtbaarheid bij koppels.

De SpermMar Test IgG Positieve Controle en de SpermMar Test IgG Negatieve
Controle zijn bedoeld om de prestaties van de indirecte SpermMar Test IgG te
verifiéren.

PRINCIPE VAN DE TEST

De directe SpermMar Test IgG wordt uitgevoerd door vers, onbehandeld sperma te
mengen met latex partikels (die gecoat zijn met humaan 1gG) en antihumaan 1gG
antiserum. De vorming van agglutinaten tussen de latex partikels en motiele
spermatozoa wijst op de aanwezigheid van antisperma 1gG antilichamen.

Bij de indirecte SpermMar Test IgG worden gewassen, motiele donor spermatozoa
geincubeerd met verdund en gedecomplementeerd patiéntserum van mannelijke of
vrouwelijke oorsprong. Als het serum antisperma antilichamen bevat, zullen deze de
donorspermatozoa bedekken en positief reageren in een hierop volgende SpermMar
Test I1gG.

De SpermMar Test IgG Positieve en Negatieve Controle worden gebruikt als
controlemateriaal voor de indirecte SpermMar Test IgG en bevatten kant-en-klaar
patiéntserum met antisperma antilichamen percentages hoger dan 80% voor de
Positieve Controle en lager dan 40% voor de negatieve controle.

REFERENTIECODES

SpermMar Test IgG:
SPMG_S SpermMar Test IgG single kit— 50 testen
SPMG_C SpermMar Test IgG complete kit — 50 testen

SpermMar Test IgG Positieve en Negatieve Controle:

SPMG_P 1 flacon met 2,5 ml positieve controle serum voor de SpermMar Test
19G.

SPMG_N 1 flacon met 2,5 ml negatieve controle serum voor de SpermMar Test
1gG.

MATERIALEN INBEGREPEN BI1J DE TEST

SpermMar Test I1gG:

» 1 flacon met 0,7 ml SpermMar Test IgG Latex Partikels
» 1 flacon met 0,7 ml SpermMar Test IgG Antiserum

»  Microscoop slides 76 x 26 mm*

»  Dekglaasjes 24 x 40 mm*

»  Micro capillaire pipetten gekalibreerd op 10 microliter*

»  Rubberen peer*
* alleen in de complete kit

Scan barcode (of download link op www.fertipro.com) om de
demonstratievideo te bekijken.
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VERZAMELING EN VOORBEREIDING VAN STALEN
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Sperma collectie

Wanneer het sperma door masturbatie wordt verkregen, moeten standard
spermacontainers worden gebruikt, meestal vervaardigt uit polypropyleen, die getest
zijn op de overleving/bewegelijkheid van het sperma. Wanneer de afname van
sperma door masturbatie niet mogelijk is, moeten niet-sementoxische plastic
condooms worden gebruikt. Bewaar de spermacontainer op kamertemperatuur
voordat het spermastaal wordt toegevoegd om grote temperatuurschommelingen te
voorkomen die de spermatozoa kunnen beinvioeden. In ideale omstandigheden
wordt het sperma onderzocht binnen het uur na ejaculatie.

Serum collectie

Het bloedstaal moet worden verzameld in standaard bloed-serumafnamebuisjes.
Het is belangrijk de gebruiksaanwijzingen van de fabrikant van de afnamebuisjes te
volgen. Elk serumbuisje moet na collectie 10 maal worden omgekeerd; waarna 30
minuten moet worden gewacht om stolling mogelijk te maken. Daarna moet het
buisje worden gecentrifugeerd (bv. 10 minuten bij 1000g) om het serum te scheiden.
Het serum kan maximaal 7 dagen bij 2-8°C worden bewaard.
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VOORBEREIDING VAN HET REAGENS

SpermMar Test 1gG Latex Particles zijn klaar
voor gebruik, maar moeten voor gebruik grondig
gemengd worden om een homogene suspensie
te verkrijgen. SpermMar Test IgG Antiserum is
klaar voor gebruik.

SpermMar Test IgG Positieve en Negatieve
Controles zijn klaar voor gebruik. Voor gebruik op
kamertemperatuur laten komen.

DIRECTE SPERMMAR TEST 19G

1.Laat de reagentia
kamertemperatuur komen.

2. Plaats op een microscoop slide:
» 10 pl vers onbehandeld sperma
» 10 pl SpermMar Test IgG Latex Partikels
» 10 pl SpermMar Test IgG Antiserum
Dit kan worden uitgevoerd met behulp van de
10 microliter capillaire pipetten (enkel
aanwezig in de complete kit).
Opmerking: Om de micro capillaire pipetten te
gebruiken, voeg het einde van de pipet
gemarkeerd met een dikke zwarte lijn in de
rubberen peer (ongeveer 5 mm). Laat de pipet
door middel van capillaire werking vullen tot
aan de eerste markering (10 microliter). Geen
vloeistof in de rubberen peer trekken. Knijp
voorzichtig in de peer om vloeistof uit de pipet
te drijven, terwijl de peer tussen duim en
middelvinger wordt gehouden.

3. Meng het staal en de latex partikels 5 keer met
de rand van een dekglaasje.

4. Meng het Antiserum met het staal-latex
mengsel.

5. Plaats het dekglaasje op het mengsel en
observeer onder een lichtmicroscoop gebruik
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makende van een 400x of een 600x vergroting (fasecontrast of donkerveld
belichting kan het aflezen van de slide vergemakkelijken).

6. Lees het resultaat na 2-3 minuten af. Kijk of er latex deeltjes aan de motiele
spermatozoa vastzitten. Tel 100 spermatozoa om het percentage aan reactieve
spermatozoa te bepalen. Indien geen aanhechting van latex deeltjes aan het
sperma wordt waargenomen, lees dan na 10 minuten opnieuw af.

Opmerking: Bewaar het preparaat in een vochtige kamer (bv. een Petrischaal met
een bevochtigd stuk filtreerpapier).

INDIRECTE SPERMMAR TEST 19G

1. Laat de reagentia en stalen op kamertemperatuur komen.

2. Inactiveer de serumstalen door deze 30 minuten bij 56°C te verwarmen als
glazen reageerbuizen worden gebruikt, of 45 minuten bij 56°C als plastic
reageerbuizen worden gebruikt.

3. Breng de pH van de isotone pH gebufferde zoutoplossing op 7,4-7,5 (door
toevoeging van 0,1N NaOH of HCI).

4. Was de motiele donorspermatozoa door ze in het op pH gebrachte medium (pH
= 7.4 - 75) te laten opzwemmen. Dit kan in glazen of steriele plastic
reageerbuisjes van 5 ml met een ronde bodem bij 37°C gedurende 1 uur. Pas
de spermaconcentratie aan tot 20x10° spermatozoa/ml met de isotone pH
gebufferde zoutoplossing (pH = 7,4 — 7,5).

5. Verdun het geinactiveerde serumstaal serieel tot 1/16 met de isotone pH
gebufferde zoutoplossing (pH = 7,4 — 7,5) in een titerplaat of Eppendorf tube.

6. Meng 50 pl van het (1/16) verdunde, geinactiveerde serumstaal (stap 5) met 50
ul van het gewassen, motiele donorsperma (stap 4) in een vrije well op de
titerplaat. Incubeer 60 minuten bij 37°C.

7. Plaats op een microscoop slide:

» 10 pl van het sperma-serummengsel (stap 6)
» 10 pl SpermMar Test IgG Latex Partikels
» 10 pl SpermMar Test IgG Antiserum

8. Meng het staal en de latex partikels 5 keer met de rand van een dekglaasje.

9. Meng het antiserum met het staal-latex mengsel.

10. Plaats het dekglaasje op het mengsel en observeer onder een lichtmicroscoop

gebruik makende van een 400x of een 600x vergroting (fasecontrast of

donkerveld belichting kan het aflezen van de slide vergemakkelijken).

Lees het resultaat na 2-3 minuten af. Kijk of er latex deeltjes aan de motiele

spermatozoa vastzitten. Tel 100 motiele spermatozoa om het percentage aan

reactieve spermatozoa te bepalen. Indien geen aanhechting van latex deeltjes
aan het sperma wordt waargenomen, lees dan na 10 minuten opnieuw af.

11.

Opmerking: Bewaar het preparaat in een vochtige kamer (bv. een Petrischaal met
een bevochtigd stuk filtreerpapier).

METHODE VAN DE SPERMMAR TEST IgG POSITIEVE EN NEGATIEVE
CONTROLE

1. Laat de reagentia en stalen op kamertemperatuur komen.

2. Was de motiele donorspermatozoa door ze in de op pH gebrachte isotone pH
gebufferde zoutoplossing (pH = 7,4 - 7,5) te laten opzwemmen. Dit kan in glazen
of steriele plastic reageerbuisjes van 5 ml met een ronde bodem bij 37°C voor 1
uur. Pas de spermaconcentratie aan tot 20x10° spermatozoa/ml met de isotone
pH gebufferde zoutoplossing (pH = 7,4 — 7,5).

3. Meng 50 pl van het controle serum met 50 pl van het gewassen, motiele
donorsperma in een vrije well op de micro titer plaat of Eppendorf tube. Laat 60
minuten incuberen bij 37°C.

4. Plaats op een microscoop slide :

» 10 pl van het sperma-serum mengsel
» 10 pl SpermMar Test IgG Latex Partikels
» 10 pl SpermMar Test IgG Antiserum

5. Meng het staal en de latex partikels 5 keer met de rand van een dekglaasje.

Meng het Antiserum met het staal-latex mengsel.

7. Plaats het dekglaasje op het mengsel en observeer onder een lichtmicroscoop
gebruik makende van een 400x of een 600x vergroting (fasecontrast of
donkerveld belichting kan het aflezen van de slide vergemakkelijken).

8. Lees het resultaat na 2-3 minuten af. Kijk of er latex deeltjes aan de motiele
spermatozoa vastzitten. Tel 100 motiele spermatozoa om het percentage aan
reactieve spermatozoa te bepalen. Indien geen aanhechting van latex deeltjes
aan het sperma wordt waargenomen, lees dan na 10 minuten opnieuw af.
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Opmerking: Bewaar het preparaat in een vochtige kamer (bv. een Petrischaal met
een bevochtigd stuk filtreerpapier).

INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

geval dat 40% of meer van de spermatozoa bedekt is, is immunologische
onvruchtbaarheid zeer waarschijnlijk. Aanvullende tests moeten de diagnose
bevestigen. Bij een positief resultaat wordt het aangeraden om ook de SpermMar
Test IgA (FertiPro NV) uit te voeren.

Bij de indirecte SpermMar Test IgG wordt de aanwezigheid van 40% of meer reactie
tussen de gecoate latex partikels en motiele spermatozoa over het algemeen
aanvaard als de onderste limiet voor significante activiteit.

SpermMar Test 1gG Positieve en Negatieve Controle

» De SpermMar Test IgG Positieve Controle zou 80% of meer motiele spermatozoa
bedekt met latex partikels moeten opleveren.

» The SpermMar Test IgG Negatieve Controle zou minder dan 40% spermatozoa
bedekt met latex partikels moeten opleveren.

BEPERKINGEN VAN DE METHODE

De directe SpermMar Test IgG kan enkel worden uitgevoerd als motiele
spermatozoa aanwezig zijn in het spermastaal. Stalen met een zeer lage
spermaconcentratie of een lage motiliteit kunnen niet worden geévalueerd
aangezien 100 motiele spermatozoa moeten worden beoordeeld na incubatie met
de reagentia. Immobiele cellen mogen niet worden geteld. Als dit niet mogelijk is,
wordt aangeraden om de indirecte SpermMar Test IgG op bloedserum uit te voeren.

Positieve en negatieve controles kunnen enkel worden toegepast bij een indirecte
SpermMar Test en het donorsperma moet beweeglijke spermatozoa bevatten die
negatief zijn voor IgG.

PRESTATIEKENMERKEN

Directe SpermMar test IgG

Er kon een goede correlatie tussen de directe SpermMar Test IgG en de directe
Immunobead Test worden gevonden wanneer beide tests met elkaar werden
vergeleken (4-7). Er is ook een positieve correlatie gevonden tussen de SpermMar
Test IgG en de flow cytometrische meting (8-10).

Indirecte SpermMar test IgG

Er kon een goede correlatie tussen de indirecte SpermMar Test IgG en de indirecte
Immunobead Test worden gevonden wanneer beide tests met elkaar werden
vergeleken (4, 5, 11). Bovendien werd er een goede correlatie gevonden tussen de
indirecte SpermMar Test IgG en de Tray Agglutination Test (4, 12, 13).

HERHAALBAARHEID EN REPRODUCEERBAARHEID

De herhaalbaarheid en reproduceerbaarheid warden beoordeeld aan de hand van
stalen met verschillende ernst van immunologische reactie. De CVintra €N CVinter van
de SpermMar Test IgG bedragen respectievelijk 3.5% en 3.23%. Aangezien dit ruim
onder de 15% ligt, duidt dit op een aanvaardbare herhaalbaarheid en
reproduceerbaarheid voor de SpermMar Test IgG.

BEWAARCONDITIES/AFVALINSTRUCTIES

e SpermMar Test IgG is bedoeld voor 50 individuele tests die verspreid over de
houdbaarheidstermijn kunnen worden uitgevoerd. De SpermMar Test IgG
Positieve en Negatieve Controle zijn bedoeld voor 25 individuele tests die
verspreid over de houdbaarheidstermijn kunnen worden uitgevoerd. Na elke
individuele test moeten alle gebruikte reagentia en materialen worden
weggegooid. Sluit de reagensflesjes goed na elk gebruik en bewaar deze bij 2-
8°C. De SpermMar Test IgG reagentia en controles zijn stabiel voor 18 maanden
vanaf de productiedatum, zelfs na opening.

Niet gebruiken na vervaldatum.

Niet invriezen.

Geschikt voor transport of kortstondige opslag bij verhoogde temperaturen (tot 5
dagen bij 37°C).

De reagentia dienen te worden afgevoerd in overeenstemming met de plaatselijke
voorschriften voor de afvalverwerking van medische hulpmiddelen, rekening
houdend met het feit dat het product van dieren afkomstige stoffen bevat.

WAARSCHUWINGEN EN VOORZORGSMAATREGELEN

SpermMar Test 1gG

Wanneer de test correct wordt uitgevoerd, wordt de afwezigheid van antisperma
antilichamen aangetoond door vrij bewegende spermatozoa die niet door latex
deeltjes worden bedekt. De latex deeltjes zelf zullen groeiende agglutinaten vormen,
waaruit reactiviteit van de reagentia blijkt. In de aanwezigheid van antisperma
antilichamen zullen de spermatozoa echter gedeeltelik bedekt zijn met latex
partikels. In sommige gevallen kunnen de spermatozoa zelfs worden
geimmobiliseerd door de enorme hoeveelheid aangehechte latex partikels.

Bij de directe SpermMar Test IgG wordt de diagnose onvruchtbaarheid vermoed
wanneer 10-39% van de motiele spermatozoa bedekt is met latex partikels. In het

Al het humaan, organisch materiaal moet als potentieel besmettelijk worden
beschouwd. Behandel alle stalen alsof ze HIV of hepatitis kunnen overdragen. Draag
altijd beschermende kledij bij het hanteren van stalen.

SpermMar Test IgG latex partikels bevatten 0.1% Boviene Serum Albumine van VS
oorsprong, die gecertificeerd is door een EDQM Certificate of Suitability. Bovendien
voldoet het product aan de Europese eisen voor behandelde technische
bloedproducten.

SpermMar Test IgG latex partikels zijn gecoat met humaan IgG, dat biotechnologisch
vervaardigd is, zodat een besmetting met hepatitis, HIV 1/2 of andere infectieziekten
als onmogelijk kan worden beschouwd.

SpermMar Test IgG Antiserum bevat antiserum van konijn tegen humaan IgG.
Besmetting wordt voorkomen door toevoeging van natriumazide als
conserveermiddel (<1g/l).



De SpermMar Test IgG Positieve en Negatieve controles bevatten humaan serum
getest op HIV, Hepatitis B en Hepatitis C. De gebruiker dient echter altijd
beschermende kledij te dragen bij het hanteren van de controlesera.

Elk ernstig incident (zoals gedefinieerd in de “Europese regelgeving voor in-vitro
diagnostiek 2017/746") dat zich heeft voorgedaan moet worden gerapporteerd aan
FertiPro NV en, indien van toepassing, aan de competente autoriteit van het EU
lidstaat waar de gebruiker en/of patiént is gevestigd.
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