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MATERIAL SUGASTOU BALENIA

Spermac Stain
Na diagnostické pouZitie in vitro.
Reagencie su urcené len na profesiondlne pouZitie.

VSEOBECNE INFORMACIE

METODA

Analyza morfolégie spermii je jednym zo zakladnych
vySetreni spermy, ktoré sa vykondavaju pri diagnostike a
liecbe neplodnosti u muZov. Spermac Stain je
diagnosticka farbiaca suprava in vitro, ktorad pozostéava z
fixatného roztoku a troch roztokov na farbenie ludskych
spermii. Farbenie umoziuje odliSit morfologicky
normalne spermie od abnormalnych spermii a zlepSuje
vizualizaciu réznych casti spermii (hlavicka, akrozém,
ekvatorialny segment, stredna ¢ast, bicik) 2.

URCENE POUZITIE

Spermac Stain je kvalitativna, neautomatizovana
diagnosticka suprava na profesionalne pouZitie, ktora je
uréend na farbenie tudskych spermii. Uéelom farbenia
spermii je ulahcit odliSenie morfologicky normalnych
spermii od abnormalnych spermii. Vysledok tohto
hodnotenia moze pomoct pri posudeni diagndzy a liecby
muzZskej neplodnosti.

MATERIAL, KTORY JE SUGASTOU SUPRAVY

Katalogoveé cislo
SPS050 Spermac Stain — 4x50mL

SPS250 Spermac Stain - 4x250mL
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Spermac Stain

Kéd produktu: SPS050 SPS250
Farbivo A: Eervené farbivo 50 ml 250 ml
Farbivo B: svetlozelené farbivo 50 ml 250 ml
Farbivo C: tmavozelené farbivo 50 ml 250 ml
Fix: fixacny roztok 50 ml 250 ml

OsvedcCenie o analyze a doklad o bezpeénosti materialu
(MSDS) su k dispozicii na poZiadanie alebo si ich mbZete
stiahnut z nasej webovej stranky (www.fertipro.com).

POTREBNY MATERIAL, KTORY NIE JE

SUCASTOU DODAVKY

o mikroskopickeé sklicka

. 5 farbiacich nadobiek typu Coplin

. Mikroskop (zvac¢senie 1000x)

. olejova imerzia

. ohrievacia platia (37 °C)

] voda z vodovodu alebo destilovana voda

Naskenujte ciarovy kéd (alebo pouzite
odkaz na strdnke www.fertipro.com) a
pozrite sivideo s ukazkou.

Odber a priprava vzoriek

Pri odbere spermii masturbaciou je potrebné pouZzivat
Standardné ndadoby na odber spermii, zvyCajne
polypropylénové, a zaroven by sa mal vykonat test
prezitia/motility spermii. Ak odber spermy masturbaciou
nie je mozny, je potrebné pouzivat plastové kondémy,
ktoré nie su pre spermu toxické. Pred odberom vzorky
spermy temperujte nadobu na odber spermii pri izbove;j
teplote s cielom zamedzit velkym teplotnym zmenam,
ktoré by mohli ovplyvnit spermie.

Obdobie abstinencie by malo trvat 2 az 7 dni. Zabrante
strate prvej frakcie spermy, pretoZze obsahuje
proporciondlne vacésie mnozstvo normalnych spermii.
Test by sa mal vykonat najneskér do $tyroch hodin od
ejakulacie.

Priprava reagencii

1. Farbivad A, B a C nalejte do samostatnych nadobiek
typu Coplin a uistite sa, Ze hladina tekutiny je
dostato¢ne vysoko, aby pokryla oblast, ktord sa ma
zafarbit.

2. Nadobku typu Coplin alebo kolisku naplite vodou z
vodovodu na premyvanie (pozrite Poznamku €. 1)

3. Pripravte si podlozné sklicka: ocistite a umyte ich v
alkohole a nechajte uschnut

4. Flasticku s fixatnym c¢inidlom zatvarajte! (pozrite
Poznéamku €. 2)

Poznamka 1: Ak je voda z vodovodu zasadita (pH >7),

pouzite destilovanu vodu. Ak pouZivate kolisku, ktora

umoZiuje pouzit viacero skliok, uistite sa, Ze jej velkost
postacuje na Uplné premytie.

Poznamka ¢é. 2: Vypary fixacného roztoku ovplyviuju

proces farbenia aj pri velmi malych mnozstvach.

Postup farbenia

1. Spermu dobre premieSajte, aby vznikla homogénna
vzorka. Na podlozné sklicko naneste dostratena tenky
nater Cerstvej, nezriedenej a podla mozZnosti
skvapalnenej spermy (napr. 10 pl spermy). Nater
nechajte schnut na vzduchu asi 5 minudt na ohrievace;j
platni pri 37°C.

2. Ked je nater zaschnuty, nalejte do nadoby fixacny
roztok. Pri kazdej manipulacii s fixatnym roztokom
pracujte v digestore!

a. Zafixujte nater ponorenim sklicka do nddoby s
fixaénym roztokom na 5 minut. Fixdcia moze
trvat aj dlhSie, ale nie je to nevyhnutné.

b. Sklicko vyberte z nadoby s fixanym roztokom,
kratko ho prilozte vo zvislej polohe k savému
papieru a nechajte prebyto¢nu tekutinu
odtiect. Papier sa nesmie dotknut vzorky.

c. Podlozné sklicko nechajte vyschnut tak, Zze ho
poloZite na 15 minut na ohrievaciu platfiu pri
teplote 37 °C. Medzitym presunte nadobku
typu Coplin s fixaénym roztokom mimo
pracovnej oblasti.

3. Sedemkrat jemne ponorte do nadoby s vodou na
premytie (pozrite Poznamku ¢. 1 vysSie). V pripade
potreby (napr. pri pouziti malej nadobky typu Coplin)
zopakujte premyvaci postup s €erstvou vodou, aby ste
dosiahli uplné premytie. Prebyto€nu vodu nechajte
odtiect tak, Ze koniec skli¢ka priloZite na savy papier.

4. Pomalym pohybom sklicko sedemkrat ponorte a
vytiahnite z farbiva A (pozrite Poznamku ¢. 3). Potom
nechajte neruSene 2 minuty stat v nadobe. Nasledne
priloZzte vo vertikalnej polohe k savému papieru.
Premyte v Cerstvej vode a nechajte odtiect, ako sa
uvadza v kroku ¢. 3. Premytie zopakujte v cerstvej
vode. Po farbive A je dolezité dvojité premytie.

5. Sklicko sedemkrat ponorte a vytiahnite z farbiva B.
Potom nechajte neruSene stat 1 mindtu v nadobe.
Nasledne prilozte vo vertikdlnej polohe k savému
papieru. Premyte v Cerstvej vode a nechajte odtiect,
ako sa uvéadza v kroku €. 3.

6. Sklicko sedemkrat ponorte a vytiahnite z farbiva C.
Potom nechajte nerusene stat 1 minutu v nadobe.
Nasledne prilozte vo vertikdlnej polohe k savému
papieru. Premyte v Cerstvej vode a nechajte odtiect,
ako sa uvadza v kroku €. 3.

7. Nechajte sklicko vyschnut na vzduchu.

8. Sklicko pozorujte pod svetelnym mikroskopom (1000
X) s pouZzitim olejovej imerzie.

Poznamka €. 3: ,pomaly“ znamena priblizne jeden ponor

za sekundu. Ponorenie je dolezité, pretoze zabezpecuje

Uplny kontakt vzorky s farbivom.

INTERPRETACIA

. akrozém = tmavozelena

. jadro = 8kvrnita cervena

° ekvatorialny segment = svetlozelena
. stredna ¢ast a bicik = zelena

e Spocitajte aspof 100 a podla moznosti az 200 spermii
a klasifikujte ich z hladiska normalnosti alebo
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abnormalnosti, pricom $pecifikujte, ktoré defekty sa
vyskytuju najcastejSie.
® Do poctu zahrite len identifikovatelné spermie.
® Podla kritérii WHO z roku 2021 sa vzorka povaZuje za
normalnu, ak aspon 4 % spermii vykazuji normalne
formy®.
Striktnou aplikaciou urgitych kritérii morfolégie spermii
boli stanovené vztahy medzi percentami normalnych
foriem a réznymi sledovanymi parametrami plodnosti
(Cas do otehotnenia, frekvencia gravidity in vivo a in vitro),
¢o méze byt uZitoéné pre prognézovani plodnosti®.

POZNAMKY K POUZiVANIU

Bielkovinové alebo résolovité vzorky a zmrazené vzorky
sa musia pred naterom zriedit v pomere 1:1 s 3 %
citranom sodnym.

Zafarbené sklicko by malo byt priehladné s velmi
jemnym  zelenym nadychom. Ak je sklicko
tmavozelené, muselo byt pred fixaciou vystavené
posobeniu vyparov z fixaéného roztoku.

V pripade prepravy pred farbenim mozno sklicka
pripravit, fixovat, umyt a vysusit. PoCas prepravy
chrante pred oderom. Ak je vSetko pripravené na
proces farbenia, zacnite s fixacnym roztokom (krok ¢&.
2), t. j. sklicka budu fixované dvakrat. Tento aspekt je
dolezity, pretoze fixatny roztok obsahuje pufre, ktoré
zabezpecia spravny priebeh farbenia.

FIXACIA SKLiICOK

. Reagencie su stabilné do datumu exspiracie
uvedeného na S$titku. NepouZivajte po uplynuti
datumu exspiracie.

o Pri farbeni dochadza k udbytku zloZiek a ku
kontamindcii, a preto by sa farbiva mali nahradit v
pripade, ak nie je mozné dosiahnut dostato¢né

zafarbenie.

o Ak sa objavili usadeniny, farbiva prefiltrujte.

o Reagencie sa musia zlikvidovat v sulade
s miestnymi predpismi na likvidaciu zdravotnickych
pomocok.

. Pocet testov, ktoré mozno vykonat pomocou jednej
supravy Spermac Stain, sa nedd spolahlivo uréit
vzhladom na opakované pouZzitie farbiv.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

SLOVNIK SYMBOLOV

Pri pouziti fixatného média sfarbenie vybledne (po
niekolkych tyZzdnoch). Preto sklicka nefixujte, ak ich
planujete pouzit neskér ako referenény vzor. Jemne
zotrite imerzny olej, ktory takisto spésobuje vyblednutie.
Pre buduce potreby je preto vhodnejSie vytvorit duplikaty
sklicok alebo fotografie resp. videozdznamy.

OBMEDZENIA METODY

Spermie zafarbené pomocou suUpravy Spermac Stain
nemozno pouZit na Ziadny iny postup.

SKLADOVANIE/LIKVIDACIA A STABILITA

. VSetok ludsky organicky materidl by sa mal
povazovat za potencidlne infekény. So vSetkymi
vzorkami zaobchadzajte, ako keby mohli prenasat
HIV alebo hepatitidu. Pri manipulacii so vzorkami a
reagenciami noste vzdy ochranny odev (rukavice,
laboratérnu vestu, ochranu oci/tvare)

. Fix: obsahuje paraformaldehyd; moézZe spdsobit

alergicki  koZnu reakciu; spbsobuje vaine
podrazdenie oci; vyvolava podozrenie, Ze spdsobuje
rakovinu.

o Vzhladom na toxicitu pri inhalacii

paraformaldehydu by sa tie kroky postupu, pri
ktorych sa pouZiva fixacny roztok, mali vykonavat v
digestore.

. Farbivo A a farbivo B: vysoko horlava kvapalina a
vypary

. Farbivo obsahuje latky, ktoré su identifikované ako
mutagénne. Samotné farbiva vS§ak nie su vzhladom
na nizku koncentraciu tychto latok vo finalnej
reagencii identifikované ako mutagénne.

° Suprava neobsahuje Ziadne endokrinné disruptory.
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Oznacenie CE
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GHSO07: Ohrozenie zdravia:
moze vyvolat alergicku koznu
reakciu

GHS02: Horlava latka: velmi
horlava kvapalina a vypary

GHS08: Ohrozenie zdravia:
podozrenie, Ze spbsobuje
genetické poSkodenie, Mbze
spdsobit rakovinu
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