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SpermPack

SpermPack Komplexni vySetreni spermatu pro spravnou cestu v IVF

SpermPack

VsSechny tyto testy je mozné provadét ve standardné vybavené laboratofi vSech IVF center. Pouzitim téchto test
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objednat samostatné nebo ve vyhodném balicku SpermPack.

SOUCASTI BALICKU SPERMPACK

Oxisperm Halosperm G2
VySetreni urovné oxidacniho stresu Vysetreni fragmentace DNA druhé generace

Test na protilatky IgG proti spermiim Test na vitalitu spermii
Imunologické vySetreni spermatu VySetreni podilu vitalnich spermif
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Pricin neplodnosti mdze byt cela fada a je potrfeba provadét vysetreni jak na strané zeny, tak na strané muze. Muzsky faktor
neplodnosti je zodpovédny za 50 % pripadl neldspésnych téhotenstvi. ViySetfeni spermatu je standardné provadéno jako
zékladni konvenéni spermiogram, ktery dokaze odhalit nékteré priciny neplodnosti. 15% neplodnych muzd vykazuje nor-
malni konvenéni spermiogram, a presto se nedafi paru otéhotnét.

Nadstandardni vySetfeni spermatu na zacatku celého procesu jednoznacéné odhali priciny neplodnosti u této skupiny muz{
a da jasny smér dalSimu postupu v IVF.




Test na protilatky IgG proti spermiim

Jednou z pfi¢in neplodnosti mize byt vyskyt protilatek proti spermiim v ejakulatu muze nebo cervikalnim hlenu
zeny. Protilatky proti spermiim jsou vyznamnym faktorem v etiologii imunologicky podminénych poruch plod-
nosti. Protilatky se vazi na hlavicky spermii a zhorsuiji jejich motilitu, znesnadnuji ¢i zcela zabrani jejich pranik
cervixem a navazani se na oocyt. Pfi bézném vysSetfeni semene nejsou spermie s navazanymi protilatkami
odlisitelné od ostatnich.

Test na protilatky tfidy IgG proti spermiim detekuje protilatky v semeni, cervikalnim hlenu nebo krvi. Pfimy test se pro-
vadi na Cerstvém zkapalnéném semeni pacienta. V semeni musi byt obsazeny motilni spermie. Nepfimy test se provadi
na promytém semeni darce a cervikalnim hlenu nebo krevnim séru pacienta nebo pacientky. U muz{ se neptimy test
pouziva, pokud semeno obsahuje Spatné pohyblivé az nepohyblivé spermie.

Test Ize provést ve standardné vybavené andrologické laboratofi. Vyhodnocuje se na svételném mikroskopu.

Principem testu je smisena aglutinacni reakce (MAR).

Primy test: latexové Castice s navazanou IgG protilatkou
vytvali za pomoci anti-lgG antiséra komplex se spermiemi,
které na svych hlavickach maji navazané IgG protilatky.

Neprimy test: promyté darcovskeé spermie jsou inkubovany
s naredénym sérem nebo cervikalnim hlenem s inaktivovanym
komplementem. Pfipadné protilatky pokryiji hlavicky spermii,
kde se na né navazi latexové Castice.




Oxisperm®

OXISPERM®

s

Jednou z pfi¢in poskozeni sperma a muzské neplodnosti je pfitomnost nestabilnich reaktivnich forem kysliki
(ROS), které mohou mit rliznou etiologii a maiji pfimy vliv na motilitu spermii a poskozeni DNA. Oxidac¢ni stres se
objevi v pfipadé nevyrovnané pfitomnosti superoxidového anionu (O,-), radikal( hydroxylu (OH) nebo derivaty du-
siku a mohou byt externé i interné nebezpecné pro vSechny typy bunék.

Oxisperm® vyuziva detekce pritomnosti superoxidového anionu redukci nitrotetrazoliové modfi, kterd se zméni na po-
zorovatelnou barevnou formu: formazan. Krystaly formazanu se pfipoji k membranam spermatu a jsou viditelné v mik-
roskopu pfi pozorovani ve svétlém poli. Tyto krystaly vytvarii v Oxisperm® RG gelu barvu o rizné intenzité, kterd miize
byt snadno stanovena porovnanim okem pfi pouziti barevné stupnice (viz Navod). Alternativné Ize pouzit kolorimetr
pro méreni absorpce vinovych délek od 530 nm do 630 nm. Intenzita barvy souvisi se stupném oxidacniho stresu
(nadbytkem superoxidovych aniontd).

Snadna detekce nadbytku oxidacniho stresu v ejakulatu pri
pouziti minimalniho mnozstvi spermatu.

UrCeni stupné ROS v gjakulatu a zpétna analyza po lecbé
antioxidanty.

Posouzeni kolisani ROS u kazdého pacienta k vybéru nejlepsiho
vzorku spermii.
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Do zkumavky umistéte RG a zahfivejte 1 minutu v mikrovin-
né troube na maximalni stupen. Alternativne Ize RG zkapal-
nit ve vodni lazni pti 90° C priblizné po dobu 5 minut.
Zmirnéte teplotu RG na 37° C za pouziti vodni 1azné nebo
v inkubatoru pfi 37° C.

Smichejte RG se vzorkem spermatu v jedné z prilozenych
eppendorfovych zkumavek. Pokuste se vyvarovat bublinam
ve vysledné smesi.

Nechte smés zrosolovatét pii 4° C po dobu 5 minut.
Inkubujte po dobu 45 minut pfi 37° C a porovnejte barvu
vzorku s barevnym schématem.

Klasifikovany jsou Ctyri stupné (L) intenzity: L1: nizka, L2:
nizsi stredni, L3: stfedni, L4: vysoka.
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Cislo 1000 vydélte koncentraci spermii. Viysledkem je objem,
ktery se musi smichat se stejnym mnozstvim RG (pomér 1:1,
sperma — RG).

Priklad: pro koncentraci 32 miliont spermi:

1000/ 32 =31.25

31.25 pl spermatu + 31.25 pl RG.

Za ucelem snazsiho vypoctu je mozné nasobit objemy spo-
le€énym jmenovatelem az do 100 pl pro obé ¢asti smési.

V nasem prikladu by to bylo:

31.25 x 3 = 93.75 ul spermatu + stejné mnozstvi (93,75 ) RG
V tomto pfipadé byl pouzit jmenovatel x3.

Pro ziskani nejlepsich vysledk( se musi test provadét pri pouZiti
Serstvych vzorkd spermatu a ihned po zkapalnéni. Vzorky se musi
testovat na oxidacni stres 60 minut po ejakulaci. Pri delSim pro-
dleni se mohou vyskytnout falesné pozitivni vysledky. Pfi michanf
vzorku spermatu s RG je nutné udrzovat teplotu blizko 37° C, jinak
smeés zrosolovati.

NB: je velmi dileZité znat presnou koncentraci spermii. Vysoké
koncentrace spermil mohou vytvaret barvu o vysoké intenzité
kvdli zrychleni tlaku oxidacniho stresu pri kolizi spermii a nasled-
nému poskozeni membrany.



Halosperm G2° Kit je jednoduchy test, ktery umozriuje urcit fragmentaci DNA spermii bez naroéného laboratorniho
vybaveni. Kli¢ovou vyhodou Halosperm G2°® kitu je, Ze neni tfeba pracovat v odsavaci digestofi. Pomoci nékolika
kapek vam poskytne spolehlivé vysledky v uzivatelsky pfijemném formatu. Halosperm G2°® také obsahuje barvici

¢inidla pro hodnoceni v oblasti svételné mikroskopie.

1. velké halo (stejné nebo vétsi nez je Sitka jadra v hlaviCce)
2. stfedni halo
3. malé halo (stejné nebo men&i nez je tretina Sitky jadra
v hlavic¢ce)
4. spermie bez halo
5. degenerované spermie bez halo
11. Polozte sklicko do horizontalni polohy na vyvysené misto.
1. Nafedte semeno na koncentraci maximaing 20 miliond/ml. Dehydrujte vzorek prelitim 70% alkoholu. Inkubujte 2 minuty.
PouZzifte kultivadni médium, PBS nebo fedidio na spermie, Poté roztok slefte. L
pouZity roztok ale nesmi byt prilis husty. 12. Polozte sklicko dovh9r|zonta|n| polohy na vyvysené misto. De-
2. Zahtejte eppendorf zkumavku s agarézou v mikrovinné trou- hydrujte vzorek prelitim 100% alkoholu. Inkubuijte 2 minuty.
b& nebo ve vodni l&zni (90° - 100°C po dobu 5 min), aby Poté roztok slejte a nechte vzorek zcela uschnout. Takto zpra-
agaréza zkapalnéla. cované vzorky mohou byt uchovavany v krabickach na su-
3. Umistéte zkumavku na 5 minut do vodni I&zn& nastavené chém a temném misté pii pokojove teploté nekolik mésicu.
na 37°C. 13. Polozte sklicko do horizontalni polohy na vyvySené misto.
4. Pidejte 50 pl semene ke 100 pl agardzy a jemné promichej- Kapnéte Roztok 3 do kruhu na skie tak, aby byl cely zakryty.
te pipetou. Udrzujte zkumavku pii 37°C a rychle postupte Inkubujte 7 minut. Pote roztok slejte. o
k dal&imu kroku, aby agaréza neztuhla. 14. quoz‘Ee sklicko do horizontalni polohy na vyvysene misto.
5. Kapnéte 8 pl smési do stfedu kruhu S na podioznim skle Kapnéte Roztok 4 do kruhu na skie tak, aby byl cely zakryty.
a priknyjte krycim sklickem bez bublin. Sklo musi byt po celou Inkupultg 7 mmyt. Poté roztok slejte a nechte uschnout pri
dobu udrzovano v horizontélni poloze. pokojove teplote. . e .
6. Polozte skiitko na chladny povrch a dejte na 5 minut do led- 15 Vzorek prohlizejte pod mikroskopem ve svéteiném poli.
nice (4°C), aby agardza ztuhla. 16. §900|tejte procento spermii s fragmentova}nou DNA za pou-
7. Vyndejte skio z lednice a odstrante kryci sklicko jemnym ziti vzorce (fragmentovanea degenerované spermie/vSechny
tahem do strany. Cely dal§i postup je provadén pfi poko- spocitané bunky) * 100.
jové teploté 22° C.
8. Polozte sklicko do horizontalni polohy na vyvySené misto.
Képnéte Roztok 1 do kruhu na skle tak, aby byl cely zakryty. ® 10 podloznich skel se specialni Upravou jedné strany
Inkubuijte 7 minut. Poté roztok slejte. e zkumavka s agardzou tajici pfi nizké teploté
9. PoloZte sklicko do horizontdlni polohy na vyvySené misto. ®  lahvicka s denaturacnim roztokem (1 ml)
Képnéte Roztok 2 do kruhu na skle tak, aby byl cely zakryty. ®  lahvicka s lytickym roztokem (100 ml)
Inkubuijte 20 minut. Poté roztok slejte. e dve lahvicky s barvicim roztokem
10. Polozte sklicko do horizontalni polohy na vyvySené misto. ®  plovak do vodni lazné

Vzorek promyjte zakapnutim vét§ihho mnoZzstvi destilované
vody. Inkubuijte 5 minut. Poté roztok slejte.



Vitalita spermii

Test na vitalitu spermii

Test na vitalitu spermii se pouziva hlavné pro posouzeni vitality spermii v lidském spermatu, ovéfovani membrano-
vé struktury a funk&nosti nepohyblivych spermii.

V piipadé nizké motility spermii je nutné urcit pomeér zivych spermii a mrtvych spermii. Masivni vyskyt mrtvych spermif
- takzvana necrozoospermie, je pri¢inou té€zké sterility. U pacientll s méné nez 40 % progresivné pohyblivych spermif
jsou podty Zivych a mrtvych spermii v ejakuldtu obzvlasté ddlezité. Tento test slouzi jako kontrola hodnoceni motility,
vzhledem k tomu, ze pocet mrtvych bunék by nemél prekroCit procento nepohyblivych spermii.

Test na vitalitu spermii obsahuje 3x stejnou lahvicku s obsahem pro provedeni eosin-nigrosin barvici metody, coz
umoznuje z jednoho baleni provést az 150 testd po dobu az 135 dnl od otevieni.

Eosin-nigrosin barvici metoda. Mrtvé spermie jsou zbar-

veny Cervené nebo tmavé rlzoveé, zatimco zivé spermie
bile nebo svétle rlizove.
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