LeucoScreen Plus

Kit histoquimico semi-quantitativo para determinagdo de células brancas
peroxidase positivas no sémen humano

Documento referéncia: FP09 1111 R01 B.2

Atualizagado: 14/05/2024

Uso destinado a diagndstico in vitro
Reagente para uso profissional

INFORMAGOES GERAIS

A maioria dos ejaculados humanos contém leucécitos e a forma predominante
de leucdcitos no sémen humano sdo granuldcitos peroxidase positivost234, A
presenca excessiva dessas células (leucocitospermia) pode indicar a
existéncia de uma infeccdo no trato reprodutivo. A leucoespermia também
pode estar associada a defeitos no perfil do sémen (redugdo da motilidade do
espermatozéide e integridade do DNA, aumento da viscosidade do
espermatozoéide, assim como perda de fungdo do espermatozéide como
resultado do estresse oxidativo e/ou secrecdo de citoquinas citotoxicas por
esses leucdcitos)>6. Apesar de a leucoespermia ndo ser uma indicagdo
absoluta de infertilidade, essa condigéo é observada em uma média de 10 a
20% dos homens inférteis’.

De acordo com a Organizag&do Mundial de Saulde, a presenga de mais de um
milhdo e células brancas peroxidase positivas (WBC) por mL de ejaculado é
considerado anormal e classificado como “leucoespermia™. Contudo, esse
limite esta sob debate, ja que alguns consideram esse valor muito alto e outros
muito baixo. De fato, valores de 0.2 x10°® — 2x10° ja foram registrados 7-°.

Quando o limite de um milhdo de WBC peroxidase positivas por ml de
ejaculado é ultrapassado testes microbioldgicos devem ser realizados para
investigar se ha infecgdo de glandula acessoria. Estudos de marcadores de
glandulas acessoérias podem fornecer informagdes Uteis adicionais sobre o
funcionamento adequado do epididimo (EpiScreen Plus, FertiPro NV),
vesicula seminal (Fructose Test, FertiPro NV) ou préstata. Sobretudo, a
auseéncia de leucécitos ndo é capaz de excluir a possibilidade de uma infeccao
de glandula acessoria.

USO PRETENDIDO

LeucoScreen Plus é um kit semiquantitativo, ndo automatizado, histoquimico
e para diagnostico para determinagdo de células brancas peroxidase positivas
no sémen humano.

O numero de testes que podem ser realizados com o kit LeucoScreen Plus
ndo é indicado, mas o kit foi desenvolvido para 40 dias de analises durante o
periodo de validade do kit (podem ser feitas 20 solucdes de trabalho, que sdo
estaveis por 2 dias consecutivos).

MATERIAL INCLUIDO COM O TESTE

Reagente 1 — 6 ml de solucéo substrato (4-CN em metanol)
Reagente 2 — 300 pl de perdxido de hidrogénio 30%
Reagente 3 — 22 ml de solug¢éo tampéo

Reagente 4 — 1.2 ml de solucéo corante de contraste

Um certificado de andlise e FISPQ estéo disponiveis mediante solicitagio ou
podem ser baixados de nosso site (www.fertipro.com).

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

Laminas de microscopio, lentes objetivas, tubos de ensaio (Eppendorf),
pipetas, campo microscopico iluminado.

Nota: Recomenda-se usar um microscopio 6ptico e ndo um microscopio de
contraste de fase, pois este pode levar a problemas de interpretacéo

PRINCIPIO DO TESTE

Quando uma andlise tipica de sémen é feita, € muito dificil de diferenciar
células brancas de outros tipos de células redondas na amostra de sémen (por
exemplo células precursoras da espermatogénese’®). O LeucoScreen Plus faz
uso da atividade de peroxidase intrinseca de determinadas células brancas e,
portanto, pode ser usado para diferenciar as células brancas peroxidase
positivas (por exemplo, granulécitos polimorfonucleares (PMN) e macréfagos)
em uma amostra de sémen humano de outros tipos de células redondas.

Na presenca do Reagente 2 (H202), a mieloperoxidase nos granulos de
leucécitos oxidard o Reagente 1 (4-CN) em um precipitado roxo-azulado (4-
cloro-1-nafton). O Reagente 4 contém uma solucéo de corante de contraste
que facilita a diferenciagdo entre células redondas peroxidase positivas e
negativas.

METODOS

TIPO DE ESPECIME

O teste deve ser realizado em amostras de sémen humano fresco contendo
mais de 1x10° células redondas por ml.

COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Recipientes padréo de coleta de sémen devem ser usados, tipicamente em
polipropileno e sobrevivéncia/motilidade espermatica testada, quando o
sémen é coletado por masturbagéo. Preservativos de plastico ndo toxicos para
0 sémen devem ser usados quando a coleta de sémen por masturbac&o nao
for possivel. . Mantenha o recipiente de coleta de sémen em temperatura
ambiente antes de adicionar a amostra de sémen para evitar grandes
mudangas de temperatura que possam afetar os espermatozoides. O teste
deve ser realizado dentro do mesmo dia da coleta do sémen.

AVISOS ANTES DA UTILIZACAO

Nao utilize o produto se o selo das garrafas estiver aberto ou defeito quando
o kit é for entregue.

PREPARACAO DOS REAGENTES

O Reagente 1 deve conter liquido claro, ndo usar o kit se o liquido se tornar
amarelo.

METODOS

1. Contar o nimero de células redondas
enquanto determina a concentragao
de espermatozoide durante a rotina
de andlise do sémen. Calcular e
escrever a concentragdo total de
células redondas em mill/ml, ja que
isso sera necessario para o calculo da
concentracdo de células brancas
peroxidase positivas.

Quando a concentragdo de células
redondas exceder 1x10® por ml, o
teste LeucoScreen Plus é indicado.

. Preparar a solicgdo de trabalho:
Adicionar os seguintes volumes a um 20yl
tubo Eppendorf e misturar
completamente.

- 200 pl Reagente 1
- 5 ul Reagente 2
- 1 ml Reagente 3
Essa solucdo de trabalho é estavel
por 48 horas quando armazenada 10pl

entre 2-8°C, protegida da luz (solar). SEMEN SAMPLE

3. Pegar 10 pl da amostra de sémen e
adicionar 20 pl da solug&o. Misturar
2’ in the dark at
room temperature
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4. Incubar por 2 minutos em
temperatura ambiente no escuro.
5. Transferir 10 pl da mistura para o
meio de uma lamina de microscopio
e adicionar 10 pl do Reagente 4.
Misturar completamente usando a
borda da laminula.

Note: Em algumas amostras de sémen, pode-se preferir enriquecer a
concentracdo de células redondas para facilitar a contagem celular. Para isso,
deve-se centrifugar a amostra por 15 minutos a 350g, remova algum volume
da amostra de sémen e ressuspenda o precipitado (pellet).

No caso de altissima concentragéo de células redondas (i.e, acima de 20x108
por ml), é altamente recomendavel diluir a amostra em PBS ou por meio de
lavagem, FertiCult™ Flushing médium
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6. Cobrir com a laminula.

7. Contar e classificar um total de 200
células redondas usando uma
magnificacdo de 400x. Varrer
diferentes campos microscépicos
(preferencialmente 20).

8. Apos cada teste individual, descarte
todos o0s reagentes e materiais
usados.

INTERPRETAGAO

recomendavel seguir o programa de treinamento e assistir ao
video demonstracdo, ambos disponiveis em nosso site. O video

Antes do primeiro uso do kit LeucoScreen Plus, é fortemente E% .
- f - ]
pode ser também baixado através desse QR-code:

- Células redondas peroxidase positivas: contém granulos preto(azulados)
e tém um citoplasma cinza-antracite. Essa area antracite pode cobrir toda
a célula ou apenas uma parte dela.

- Células redondas peroxidase negativas: permanecem sem coloragdo ou
podem ser rosas. Granulos vistos em células ndo coradas ndo s&o
envoltos pela tipica coloragdo antracito, vista nas células positivas.



CALCULO DA CONCENTRAGAO DE CELULAS BRANCAS PEROXIDASE
POSITIVAS

. Calcular a proporgéo de células peroxidase positivas como demonstrado
abaixo:

PROPORGAO DE CELULAS REDONDAS PEROXIDASE POSITIVAS

Numero de células redondas POSITIVAS

Qualquer incidente grave (conforme definido no “Regulamento Europeu de
Dispositivos Médicos para Diagnoéstico In Vitro 2017/746) que tenha ocorrido,
deve ser relatado a FertiPro NV e, se aplicavel, a autoridade competente do
Estado Membro da UE em que o usudrio e/ou paciente esta estabelecido.

ANVISA

(Numero de células redondas POSITIVAS + Numero de céls NEGATIVAS)

. Calcular a concentracdo de células brancas peroxidase positivas na
amostra de sémen como demonstrado a seguir:

CONCENTRACAO (mill/mL) =
Proporcéo de células redondas positivas x concentragdo total de céls
redondas

Exemplo:

e Concentragado total de células redondas é de 2 mill/mL (determinado
durante a andlise de concentracéo do esperma)

e Com o teste LeucoScreen Plus, 120 células redondas foram
positivas e 80 células redondas foram negativas

e  Proporcéo de células redondas positivas = 120/(120+80) = 0.6

e Concentracéo de céls brancas peroxidase positivas = 0.6 x 2 mill/mL =
1.2 mill/mL

LIMITACOES DO METODO

Importador Brazil:

INTERMEDICAL EQUIPAMENTOS UROLOGICOS LTDA
RUA PAISSANDU 288 — LARANJEIRAS

RIO DE JANEIRO-RJ

CEP: 22210-080

01.856.395/0001-91

Se ocorrer problemas usando este produto, favor entrar em contato com
nosso Atendimento ao Consumidor: (021) 2196-6100.

RESPONSAVEL TECNICO in Brazil:

Ronaldo Reis Fontoura - CRM 5251022-5
Registro: 80308320078
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Esse teste € um auxilio no diagnéstico da infertilidade masculina e, assim
como para outros testes bioldgicos, sua interpretacédo de resultados deve ser
realizada em um contexto de achados clinicos e anamnese. O teste
LeucoScreen Plus somente cora WBC peroxidase positivos, outros tipos de
WBC (ex. linfécitos e mondcitos) nédo sdo detectados.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Repetibilidade e reprodutibilidade: CVintra < 15%, CVinter < 15%

Porcentagem de concordancia positiva: 88% - Porcentagem de concordancia
negativa: 96%

ARMAZENAMENTO / DESCARTE

. O kit é estavel por, pelo menos, 12 meses ap6s data de fabricacdo

(mesmo depois de aberto)

N&o usar ap6s a data de validade mencionada no rétulo do produto

Armazenar os reagentes entre 2°C e 25°C

N&o congelar

Proteger da luz (solar)

Os frascos devem ser mantidos fechados firmemente por todo o tempo

A solugéo de trabalho pode ser armazenada por até 48 horas a 2-8°C,

protegida de luz (solar)

. Os reagentes devem ser descartados de acordo com os regulamentos
locais para o descarte de dispositivos médicos
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APOIO AO CLIENTE-TECNICO

E recomendado o uso de luvas.

O Reagente 1 contém metanol: liquido e vapor facilmente inflamaveis, toxico
por ingestdo, toxico em contacto com a pele, toxico por inalacéo, afeta os
orgéos.

O Reagente 2 contém H202: nocivo por ingestdo, nocivo por inalacao,
Provoca les6es oculares graves. Usar protecao ocular/facial.

O Reagente 3 contém ProClin 950: provoca queimaduras na pele e lesdes
oculares graves, pode provocar uma reacGao alérgica cutanea.

Todas as amostras de sémen devem ser consideradas potencialmente
infecciosas. Lidar com todos os espécimes como capazes de transmitir HIV ou
hepatites. Sempre usar pontas de pipetas novas para cada passo para evitar
contaminagédo cruzada. N&o descartar o produto no meio ambiente.

FertiPro NV
Industriepark Noord 32
8730 Beernem / Belgio
Tel +32 (0)50 79 18 05
Fax +32 (0)50 79 17 99
URL: www.fertipro.com
E-mail: info@fertipro.com
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GLOSSARIO DE SIMBOLOS

Simbolos conforme definido pela norma ISO 15223

LOT

Cédigo do lote

REF Ndmero do catalogo

e

7 Y Mantenha afastado da luz (do sol) Fabricante
)

4]

Consulte as instrug8es de uso

Data de validade

IVD

Diagnostico in vitro

=L

°C

Limite de temperatura

Simbolo conforme definido pela norma IVDR 2017/746

q

2797

Marcacéo CE por Orgéo Notificado
2797

Simbolo definido conforme a Norma (EC) No. 1272/2008 [CLP]

GHSO08
Perigo grave para a salde

&

GHSO07
Perigo para a saude

GHS02
Liquido inflaméavel

lq

frel

GHSO05:
Corrosaol/irritagéo cutanea

GHSO06
Toxicidade aguda




