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SpermPack Komplexní vyšetření spermatu pro správnou cestu v IVFSpermPack Komplexní vyšetření spermatu pro správnou cestu v IVF

SpermPack

Příčin neplodnosti může být celá řada a je potřeba provádět vyšetření jak na straně ženy, tak na straně muže. Mužský faktor 
neplodnosti je zodpovědný za 50 % případů neúspěšných těhotenství. Vyšetření spermatu je standardně prováděno jako 
základní konvenční spermiogram, který dokáže odhalit některé příčiny neplodnosti. 15% neplodných mužů vykazuje nor-
mální konvenční spermiogram, a přesto se nedaří páru otěhotnět.

Nadstandardní vyšetření spermatu na začátku celého procesu jednoznačně odhalí příčiny neplodnosti u této skupiny mužů 
a dá jasný směr dalšímu postupu v IVF.

SpermPack
Všechny tyto testy je možné provádět ve standardně vybavené laboratoři všech IVF center. Použitím těchto testů 
zefektivníte proces IVF a dáte šanci na dřívější otěhotnění většímu množství neplodných párů. Všechny testy lze 
objednat samostatně nebo ve výhodném balíčku SpermPack.

SOUČÁSTI BALÍČKU SPERMPACK

Vyšetření úrovně oxidačního stresu. Velmi 
jednoduchý a  časově nenáročný test, kte-
rý prokazuje přítomnost ROS ve  spermatu 
intenzitou zbarvení vzorku. Prokazuje jednu 
z možných příčin fragmentace DNA. Pokud je 
prokázán zvýšený oxidační stres, je možné ho 
léčit a připravit tak muže lépe na proces IVF.

Vyšetření fragmentace DNA druhé generace. 
Kompletní test na  zjištění fragmentace DNA 
spermií druhé generace. Časově a manipulač-
ně nenáročný s hodnocením ve světelném poli 
mikroskopu. Vysoký podíl spermií s  fragmen-
tovanou DNA jednoznačně ukazuje na  cestu 
k metodě ICSI v dalším kroku procesu IVF.

Oxisperm

Test na protilátky IgG proti spermiím  

Halosperm G2

Test na vitalitu spermií

Vyšetření podílu vitálních spermií. Jednodu-
chým a časově velmi nenáročným testem zjis-
tíme podíl živých a mrtvých spermií ve vzorku. 
Test se provádí barvením a  vyhodnocení se 
provádí ve světelném poli pod mikroskopem.

Test na průkaz protilátek IgG ve standardní la-
boratoři IVF center. Možno provádět přímý test 
(protilátky přímo ve spermatu muže) nebo nepří-
mý test (protilátky v poševním sekretu nebo séru 
ženy) ze stejného balení. Přítomnost protilátek 
jasně ukazuje na  imunologické příčiny neplod-
nosti a jasně směřuje IVF proces k metodě ICSI.

Imunologické vyšetření spermatu

Vyšetření úrovně oxidačního stresu Vyšetření fragmentace DNA druhé generace

Vyšetření podílu vitálních spermií 



Test na protilátky IgG proti spermiím
Jednou z příčin neplodnosti může být výskyt protilátek proti spermiím v ejakulátu muže nebo cervikálním hlenu 
ženy. Protilátky proti spermiím jsou významným faktorem v etiologii imunologicky podmíněných poruch plod-
nosti. Protilátky se váží na hlavičky spermií a zhoršují jejich motilitu, znesnadňují či zcela zabrání jejich průnik 
cervixem a navázání se na oocyt. Při běžném vyšetření semene nejsou spermie s navázanými protilátkami 
odlišitelné od ostatních.

Test na protilátky třídy IgG proti spermiím detekuje protilátky v semeni, cervikálním hlenu nebo krvi. Přímý test se pro-
vádí na čerstvém zkapalněném semeni pacienta. V semeni musí být obsaženy motilní spermie. Nepřímý test se provádí 
na promytém semeni dárce a cervikálním hlenu nebo krevním séru pacienta nebo pacientky. U mužů se nepřímý test 
používá, pokud semeno obsahuje špatně pohyblivé až nepohyblivé spermie.
Test lze provést ve standardně vybavené andrologické laboratoři. Vyhodnocuje se na světelném mikroskopu.

Principem testu je smíšená aglutinační reakce (MAR).

Přímý test: latexové částice s  navázanou IgG protilátkou 
vytváří za pomoci anti-IgG antiséra komplex se spermiemi, 
které na svých hlavičkách mají navázané IgG protilátky.

Nepřímý test: promyté dárcovské spermie jsou inkubovány 
s naředěným sérem nebo cervikálním hlenem s inaktivovaným 
komplementem. Případné protilátky pokryjí hlavičky spermií, 
kde se na ně naváží latexové částice.

IgG test



OXISPERM®

Jednou z  příčin poškození sperma a  mužské neplodnosti je přítomnost nestabilních reaktivních forem kyslíků 
(ROS), které mohou mít různou etiologii a mají přímý vliv na motilitu spermií a poškození DNA. Oxidační stres se 
objeví v případě nevyrovnané přítomnosti superoxidového anionu (O2-), radikálů hydroxylu (OH) nebo deriváty du-
síku a mohou být externě i interně nebezpečné pro všechny typy buněk.

Oxisperm® využívá detekce přítomnosti superoxidového anionu redukcí nitrotetrazoliové modři, která se změní na po-
zorovatelnou barevnou formu: formazan. Krystaly formazanu se připojí k membránám spermatu a jsou viditelné v mik-
roskopu při pozorování ve světlém poli. Tyto krystaly vytváří v Oxisperm® RG gelu barvu o různé intenzitě, která může 
být snadno stanovena porovnáním okem při použití barevné stupnice (viz Návod). Alternativně lze použít kolorimetr 
pro měření absorpce vlnových délek od 530 nm do 630 nm. Intenzita barvy souvisí se stupněm oxidačního stresu 
(nadbytkem superoxidových aniontů).

1. Snadná detekce nadbytku oxidačního stresu v ejakulátu při 
použití minimálního množství spermatu.

2. Určení stupně ROS v ejakulátu a zpětná analýza po léčbě 
antioxidanty.

3. Posouzeni kolísání ROS u každého pacienta k výběru nejlepšího 
vzorku spermií.

Oxisperm®



NÁVOD:
1. Do zkumavky umístěte RG a zahřívejte 1 minutu v mikrovln-

né troubě na maximální stupeň. Alternativně lze RG zkapal-
nit ve vodní lázni při 90˚ C přibližně po dobu 5 minut.

2. Zmírněte teplotu RG na 37˚ C za použití vodní lázně nebo 
v inkubátoru při 37˚ C.

3. Smíchejte RG se vzorkem spermatu v jedné z přiložených 
eppendorfových zkumavek. Pokuste se vyvarovat bublinám 
ve výsledné směsi.

4. Nechte směs zrosolovatět při 4˚ C po dobu 5 minut.
5. Inkubujte po dobu 45 minut při 37˚ C a porovnejte barvu 

vzorku s barevným schématem.
Klasifi kovány jsou čtyři stupně (L) intenzity: L1: nízká, L2: 
nižší střední, L3: střední, L4: vysoká.

JAK SPOČÍTAT POTŘEBNÝ VZOREK
Číslo 1000 vydělte koncentrací spermií. Výsledkem je objem, 
který se musí smíchat se stejným množstvím RG (poměr 1:1, 
sperma – RG).

Příklad: pro koncentraci 32 milionů spermií:
1000 / 32 = 31.25
31.25 μl spermatu + 31.25 μl RG.
Za účelem snazšího výpočtu je možné násobit objemy spo-
lečným jmenovatelem až do 100 μl pro obě části směsi.
V našem příkladu by to bylo:
31.25 x 3 = 93.75 μl spermatu + stejné množství (93,75 �l) RG
V tomto případě byl použit jmenovatel x3.

Pro získání nejlepších výsledků se musí test provádět při použití 
čerstvých vzorků spermatu a ihned po zkapalnění. Vzorky se musí 
testovat na oxidační stres 60 minut po ejakulaci. Při delším pro-
dlení se mohou vyskytnout falešné pozitivní výsledky. Při míchání 
vzorku spermatu s RG je nutné udržovat teplotu blízko 37˚ C, jinak 
směs zrosolovatí.

NB: je velmi důležité znát přesnou koncentraci spermií. Vysoké 
koncentrace spermií mohou vytvářet barvu o  vysoké intenzitě 
kvůli zrychlení tlaku oxidačního stresu při kolizi spermií a násled-
nému poškození membrány.
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HALOSPERM G2®

Halosperm G2® Kit je jednoduchý test, který umožňuje určit fragmentaci DNA spermií bez náročného laboratorního 
vybavení. Klíčovou výhodou Halosperm G2® kitu je, že není třeba pracovat v odsávací digestoři. Pomocí několika 
kapek vám poskytne spolehlivé výsledky v uživatelsky příjemném formátu.  Halosperm G2® také obsahuje barvící 
činidla pro hodnocení v oblasti světelné mikroskopie.

Halosperm G2®

NÁVOD:
1. Nařeďte semeno na koncentraci maximálně 20 milionů/ml. 

Použijte kultivační médium, PBS nebo ředidlo na  spermie, 
použitý roztok ale nesmí být příliš hustý.

2. Zahřejte eppendorf zkumavku s agarózou v mikrovlnné trou-
bě nebo ve vodní lázni (90° - 100°C po dobu 5 min), aby 
agaróza zkapalněla.

3. Umístěte zkumavku na 5 minut do vodní lázně nastavené 
na 37°C.

4. Přidejte 50 μl semene ke 100 μl agarózy a jemně promíchej-
te pipetou. Udržujte zkumavku při 37°C a  rychle postupte 
k dalšímu kroku, aby agaróza neztuhla.

5. Kápněte 8 μl směsi do  středu kruhu S na podložním skle 
a přikryjte krycím sklíčkem bez bublin. Sklo musí být po celou 
dobu udržováno v horizontální poloze.

6. Položte sklíčko na chladný povrch a dejte na 5 minut do led-
nice (4°C), aby agaróza ztuhla.

7. Vyndejte sklo z  lednice a odstraňte krycí sklíčko jemným 
tahem do strany. Celý další postup je prováděn při poko-
jové teplotě 22o C.

8. Položte sklíčko do  horizontální polohy na  vyvýšené místo. 
Kápněte Roztok 1 do kruhu na skle tak, aby byl celý zakrytý. 
Inkubujte 7 minut. Poté roztok slejte.

9. Položte sklíčko do  horizontální polohy na  vyvýšené místo. 
Kápněte Roztok 2 do kruhu na skle tak, aby byl celý zakrytý. 
Inkubujte 20 minut. Poté roztok slejte.

10. Položte sklíčko do  horizontální polohy na  vyvýšené místo. 
Vzorek promyjte zakápnutím většího množství destilované 
vody. Inkubujte 5 minut. Poté roztok slejte.

11. Položte sklíčko do  horizontální polohy na  vyvýšené místo. 
Dehydrujte vzorek přelitím 70% alkoholu. Inkubujte 2 minuty. 
Poté roztok slejte.

12. Položte sklíčko do horizontální polohy na vyvýšené místo. De-
hydrujte vzorek přelitím 100% alkoholu. Inkubujte 2 minuty. 
Poté roztok slejte a nechte vzorek zcela uschnout. Takto zpra-
cované vzorky mohou být uchovávány v krabičkách na su-
chém a temném místě při pokojové teplotě několik měsíců.

13. Položte sklíčko do  horizontální polohy na  vyvýšené místo. 
Kápněte Roztok 3 do kruhu na skle tak, aby byl celý zakrytý. 
Inkubujte 7 minut. Poté roztok slejte.

14. Položte sklíčko do  horizontální polohy na  vyvýšené místo. 
Kápněte Roztok 4 do kruhu na skle tak, aby byl celý zakrytý. 
Inkubujte 7 minut. Poté roztok slejte a nechte uschnout při 
pokojové teplotě.

15. Vzorek prohlížejte pod mikroskopem ve světelném poli.
16. Spočítejte procento spermií s fragmentovanou DNA za pou-

žití vzorce (fragmentované a degenerované spermie/všechny 
spočítané buňky) * 100.

SOUČÁSTÍ BALENÍ JE:
• 10 podložních skel se speciální úpravou jedné strany
• zkumavka s agarózou tající při nízké teplotě
• lahvička s denaturačním roztokem (1 ml)
• láhvička s lytickým roztokem (100 ml)
• dvě lahvičky s barvícím roztokem
• plovák do vodní lázně

Spermie bez fragmentované DNA (výskyt halo 
v okolí hlavičky)
1. velké halo (stejné nebo větší než je šířka jádra v hlavičce)
2. střední halo

Spermie s fragmentovanou DNA (malé nebo žádné halo)
3. malé halo (stejné nebo menší než je třetina šířky jádra 

v hlavičce)
4. spermie bez halo
5. degenerované spermie bez halo

ODEČÍTÁNÍ VÝSLEDKŮ:



Vitalita spermií

Test na vitalitu spermií
Test na vitalitu spermií se používá hlavně pro posouzení vitality spermií v lidském spermatu, ověřování membráno-
vé struktury a funkčnosti nepohyblivých spermií.

V případě nízké motility spermií je nutné určit poměr živých spermií a mrtvých spermií. Masivní výskyt mrtvých spermií 
- takzvaná necrozoospermie, je příčinou těžké sterility. U pacientů s méně než 40 % progresivně pohyblivých spermií 
jsou počty živých a mrtvých spermií v ejakulátu obzvláště důležité. Tento test slouží jako kontrola hodnocení motility, 
vzhledem k tomu, že počet mrtvých buněk by neměl překročit procento nepohyblivých spermií.

Test na  vitalitu spermií obsahuje 3x stejnou lahvičku s  obsahem pro provedení eosin-nigrosin barvicí metody, což 
umožňuje z jednoho balení provést až 150 testů po dobu až 135 dnů od otevření.

Eosin-nigrosin barvicí metoda. Mrtvé spermie jsou zbar-
veny červeně nebo tmavě růžově, zatímco živé spermie 
bíle nebo světle růžově.



PentaGen s.r.o.
Rooseveltova 1609
27201 Kladno

Fax: 227 203 588, příp. 226 013 866
E-mail: info@pentagen.cz, objednavky@pentagen.cz
www.pentagen.cz


