ESPERMOTESTE

FINALIDADE:
Conjunto de reagentes para a complementagdo do Espermograma. Somente para
diagnéstico de uso in vitro.

IDENTIFICACI\O E ARMAZENAMENTO:
Conservar entre 2 a 8°C.

Reagentes:

CVI - Corante Vital: Eosina amarela a 1%

CONT - Contraste: Nigrosina 6%

BUF - Tampéo de Hipoosmolaridade: Cloreto de Sédio a 0,9%,

PIR - Piridina: Piridina 100%

AAC - Anidrido Acético: Anidrido Acético a 100% i

STD - Padrdo: Frutose 300 mg/dL, Acido Citrico 300 mg/dL, Acido Benzdico 0,1%
RGT - Reagente de Cor: Resorcinol a 0,1%, Tiouréia a 0,1%, Etanol a 100%
RAC - Reagente Acido: Acido Cloridrico 55%

PREPARO DO REAGENTE DE USO:
Todos os reagentes se encontram prontos para uso.

ESTABILIDADE:
Os reagentes sdo estaveis até o vencimento da data de validade quando armazenados
a 20 - 8°C.

TRANSPORTE:

O transporte do kit deve ser feito pela rota mais direta evitando-se as chegadas nos
finais de semana e feriados no local de destino. O kit ndo é afetado pelo transporte
desde que seja entregue ao destinatario no periodo maximo de 07 dias e em uma
temperatura de até 37°C.

TERMOS E CONDICéES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado como descrito
acima e em sua embalagem original

PRECAUGOES:

* Como ndo se pode assegurar que amostras bioldgicas e ndo transmitem infecgdes,
recomenda-se manused-los de acordo com as instrugbes de biosseguranga.

* Todo material contaminado com amostras dos pacientes ou padrdo do kit deve ser
inativado por autoclavagéo (60 min. a 120°) ou por imersédo em solugéo de hipoclorito
de sodio a 10% por no minimo 60 minutos;

e Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na manipulagdo dos
reagentes. O PIR é toxico e facilmente inflamavel; nocivo por inalagdo, em contato
com a pele e por ingestdo. O AAC é inflamdvel; nocivo por inalagdo e ingest&o; provoca
queimaduras. O RGT pode ser toxico em caso de ingestdo; facilmente inflamavel; pode
causar irritagdes nos olhos e na pele em contato prolongado.

e Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, sugerimos utilizar as
regulamentagbes normativas locais, estaduais ou federais para a preservagdo
ambiental.

e Os riscos residuais do kit, de acordo com critérios pré-determinados, sdo aceitaveis
em comparag&o aos beneficios proporcionados pelo uso. A analise de risco foi realizada
de acordo com a ISO 14971, relacionada a data final e levando em consideragdo a
atual informagéo de registro.

COLETA E PREPARO DA AMOSTRA:

e O material devera ser coletado no laboratério por automasturbagdo. O paciente
devera ser instruido para evitar perda de material.

Transporte: Se a coleta ndo puder ser realizada no laboratério, a amostra devera ser
enviada em no maximo 30 minutos apds o recolhimento. A amostra bioldgica deve ser
acondicionada em recipiente hermeticamente fechado, em seguida embalada de
forma a manté-la em temperatura recomendada (15-25°C) desde o remetente até a
entrega ao destinatdrio. Esta amostra deve ser identificada com o simbolo de amostra
bioldgica.

* O periodo de abstinéncia devera ser de 2 a 7 dias. Devem ser registrados o periodo
de abstinéncia, data e hora da coleta, periodo de intervalo entre a coleta e o exame,
medicamentos usados.

e O frasco utilizado para a coleta deve ser estéril e, se possivel de plastico ndo
espermaticida.

e Os testes serdo realizados com o produto de uma Unica ejaculagéo.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
* Pipetas

« Cronémetro

e pHmetro

o Microscépico

e Camara de Neubauer

e Tubos de ensaio

e Ldmina e laminula

« Banho-Maria

« Fotdmetro UV/VIS

PROCEDIMENTOS: |

A- EXAME MACROSCOPICO

Volume:

Em condigdes normais varia de 1,3 a 1,5 mL.

Consisténcia/Viscosidade:

Ap6s a liquefagdo, a viscosidade da amostra pode ser estimada aspirando o sémen
em pipeta de vidro ou pipeta de Pauster permitindo que o sémen caia pela gravidade,
observando o comprimento do segmento do sémen. A amostra normal deixa a pipeta
em pequenas gotas discretas. Se a viscosidade é anormal, a gota ird formar um
segmento de mais de 2 cm de comprimento.

Cor:

Cinza claro, tornando-se transltcido apos a liquefagdo.

A presenca de pidcitos em grande quantidade confere uma cor amarelada. A presenca
de hemdcias, hemospermia, sugere casos de infecgdo especifica ou hemorragias
conferindo a cor vermelha.

Aspecto:
Pacientes azoospérmicos tem esperma praticamente transltcido, pacientes com alta
populagdo celular tem esperma bastante opaco.

Odor:
Odor sui generis, que pode ser comparado ao da agua sanitaria.

Reagao (pH):

O pH deve ser determinado 1 hora apds a ejaculagdo.

Deve variar de 7,2 a 8.

pH > 8: deficiéncia prostatica

pH < 7 em amostra azoospérmica: disgenesia dos canais deferentes, vesiculas
seminais ou epididimos.

Liquefagdo:
A liquefagdo normal ocorre de 5 a 30 minutos a temperatura ambiente.
A liquefagdo pode ser primaria, parcial ou secundaria.

Coagulagao:
Imediatamente apds a emissdo o esperma transforma-se em gel. Em temperatura
ambiente o gel se transforma em sol de 5 a 60_minutos apds a emissé&o.

B- EXAME MICROSCOPICO

Contagem:

Concentragdo espermatica: Igual ou superior a 16 milhdes/mL.

Cémara de Neubauer: a diluicdo depende da concentragdo espermatica. Diluir com
solugdo salina a 0,5% em formol

A diluigdo vai depender da concentracdo espermatica que deve ser verificada entre
lamina e laminula.

Concentragdo alta: diluir 1:40 a 1:50
Concentragdo mediana: diluir 1:20 a 1:30
Concentragdo muito baixa e em casos de visualizagdo de 1 a 2 por campo: 1:2.

Célculo: deve-se utilizar o reticulo de Thoma (reticulo utilizado para a contagem de
hemacias), contando os 4 quadrados laterais e o central, multiplicando o nimero de
espermatozoides obtidos x diluigdo x 50.000 obtendo assim os resultados em milhGes
por mL.

Grau de motilidade:

A verificagdo é feita em microscopia 6tica comum entre lamina e laminula.

O tempo maximo para verificagdo do grau de motilidade é de 60 minutos,

Deve-se analisar pelo menos 10 campos com aumento de 400 vezes.

O laboratério deve classificar os espermatozoides mdveis em porcentagem, dividindo-
0s em progressivos (espermatozdides corta o campo microscopio sem mudar de
diregdo de forma rdpida ou lenta), no progressivos (diregdo indefinida, erratico, in
situ) e imoveis.

Soma dos progressivos rapidos + progressivos lentos = 30%.

Vitalidade ou Viabilidade:

A analise da viabilidade ou vitalidade espermatica utiliza um corante para
determinar se os espermatozoéides imdveis estdo vivos, mas incapazes de se mover,
ou realmente mortos.

O corante Vital penetra no espermatozoéide morto resultando em uma cor vermelha,
enquanto o espermatozdide vivo ndo se cora.

Em um tubo de hemdlise pipetar:

CvI 10 uL
Esperma 10 pL

Misturar bem e aguardar 1 minuto.

CONT [ 20 ul

Misturar, fazer esfregagos e a microscopia por imersdo contando os
espermatozoides vivos e os mortos.

% Espermatozodides vivos = n® espermatozdides vivos x 100
n° total de espermatozoéides

Pacientes normais: Acima de 54% de espermatozoéides vivos:
OBS: Esta lamina podera ser usada para estudo de morfologia.

Morfologia:

Devem ser contados no minimo 200 espermatozdides, sendo o resultado relatado em
porcentagem.

Pode-se encontrar até 30% de espermatozodides atipicos dentre os espermatozoides
analisados.

As anormalidades sdo classificadas em alteragdes de cabega, da pega intermediaria e
da cauda.

De maneira alternativa pode ser usada a coloragdo eosina-negrosina.

C- ANALISES COMPLEMENTARES

Teste de Hipoosmolaridade

Este teste oferece informagdo adicional sobre a integridade e a funcionalidade da
membrana celular da cauda do espermatozdide.

Procedimento:

e Em um tubo de ensaio colocar 0,5 mL de reagente BUF e 0,5 mL de agua deionizada.
Deixar em banho-maria a 37°C por 10 minutos.

e Adicionar 0,100 mL de esperma. Agitar e esperar 30 minutos em banho-maria a
37°C.

e Pipetar 20 uL do sedimento formado em uma lamina, colocando uma laminula por
cima. Observar no microscdpio, com objetiva de 400x, contar 100 espermatozdide,
com e sem edema separadamente.

Espera-se nimero igual ou maior a 60% de espermatozdides com edema.
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Determinacio do Acido Citrico:
Este método se baseia no desenvolvimento de uma coloragdo amarelada originada
quando o acido citrico reage com a piridina e anidrido acético.

Procedimento:
e Centrifugar o esperma a 3.000 rpm durante 10 minutos.

Branco Amostra STD
Agua deionizada 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
Esperma - 25 pL -
STD - - 25 ulb
Deixar em banho de gelo por 2 minutos. Deixar no banho e pipetar.
PIR [ 0,6 mL 0,6 mL 0,6 mL
Homogeneizar.
AAC [ 2,5 mL [ 2,5 mL [ 2,5 mL
Homogeneizar bem e manter por mais 2 minutos no banho de gelo. Depois deste
tempo transferir os tubos para o banho-maria a 37°C e incubar por 5 minutos.
Efetuar as leituras em 420 nm (filtro azul) imediatamente.
Caso ocorra turvagdo no tubo TESTE, filtrar a solugdo em papel qualitativo e
efetuar a leitura.

Calculo:
Acido Citrico (mg/dL) = Abs x 300

amostra

Absg,

Valor de referéncia: 350 a 450 mg/dL
Linearidade: 1000 mg/dL

Determinacdo da Frutose:

A dosagem bioquimica mais importante no esperma é a Frutose. Se nenhum
espermatozdide for observado e ndo se trata de controle de pds-vasectomia, um teste
quantitativo para Frutose deve ser realizado.

Niveis baixos de Frutose geralmente indicam deficiéncia na atividade secretora das
vesiculas seminais, exceto em sémens polizoospérmicos (densidade espermatica
maior que 250 milhdes/mL).

A auséncia de frutose e um volume baixo de ejaculado, associado a incapacidade do
sémen de coagular-se, sugere a auséncia congénita do vaso deferente e das vesiculas
seminais ou a obstrugdo dos ductos ejaculatorios.

Valores elevados sdo raros e de significado clinic pouco conhecido.

Este método se baseia na reagdo de Selivanoff, que provoca a transformagdo da
frutose em furfural, que junto com o resorcinol produz uma coloragdo rosa.

Procedimento:
Apos a liquefagdo fazer a determinagdo da frutose imediatamente. N&o sendo possivel,
armazenar uma aliquota em congelador (abaixo de 0°C) para evitar a frutdlise.

Branco Amostra STD
Agua deionizada 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
Esperma - 25 ub -
STD - - 25 uL
RGT 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
RAC 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL
Homogenizar bem e colocar em banho fervente por 5 minutos. Esfriar. Realizar as
leituras do TESTE e do PADRAO em 530 nm (filtro verde).

Frutose (mg/dL) = Abs x 300

amostra

ADS o,

Valor de referéncia: 150 - 350 mg/dL
Linearidade: 1500 mg/dL

Determinacdo da Frutoélise:
Fazer a determinagdo da Frutose. Incubar outra aliquota de esperma em estufa a 37°C
por 5 horas. Apos este periodo determinar a Frutose nesta aliquota.

Valor de referéncia: O valor da frutose apds a incubagdo deve ser 50% inferior ao
valor da frutose inicial.

Frutose (mg/dL) = Abs x 300

amostra

ADS o,

D- CARACTERISTICAS E DESEMPENHO

Repetitividade:

Foram realizadas 10 dosagens sucessivas com 2 amostras obtendo-se os seguintes
resultados:

APRESENTAGAO DO KIT:

REPETIBILIDADE:
Média (mg/dL) DP (mg/dL) % CV
Amostra 1
Frutose 302,5 4,1 1,04
Acido Citrico 381,2 2,7 0,53
Amostra 2
. Frutose 175,7 3,1 1,4
Acido Citrico 420,1 2,9 0,5
REPRODUTIBILIDADE:
Média (mg/dL) DP (mg/dL) % CV
Amostra 1
Frutose 151,1 3,5 1,8
Acido Citrico 364,7 4,0 0,9
Amostra 2
. Frutose 280,7 4,1 1,15
Acido Citrico 401,8 2,8 ,6

NO CAT REAGENTE VOLUME NO TESTES
CVI 1x0,5mL
CONT 1x1,0mL
BUF 1x10mL
PIR 1x15mL
022 AAC 1 x50 mL 20
STD 1x2mL
RGT 1x10mL
RAC 1x50mL
CVI 1x1,0mL
CONT 1x2,0mL
BUF 1x20 mL
PIR 1x30mL
022-F AAC 1x 100 mL 40
STD 1x4mL
RGT 1x20mL
RAC 1x100 mL
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DEPARTAMENTO DE SERVIGCOS ASSOCIADOS:

Para esclarecimentos de ddvidas do consumidor quanto ao produto:

Telefone: 31 3067-6400 e-mail: inyitromi@invitro.com.br i

N.© DO LOTE, DATA DE FABRICAGAO, DATA DE VALIDADE VIDE ROTULO DO
PRODUTO.

Fabricante: In Vitro Diagnoéstica Ltda. Rua Cromita, 278, Distrito Industrial,
Itabira/MG. CEP: 35903-053.

Regularizado por: In Vitro Diagndstica Ltda. Rua Cromita, 278, Distrito Industrial,
Itabira/MG. CEP: 35903-053. CNPJ: 42.837.716/0001-98.

Telefone: 31 3067-6400 e-mail: invitroms@invitro.com.br

Resp. Téc.: Patricia C. C. Vilela - CRF 4463

ANVISA: 10303460313 Classe de Risco: I

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO

O conteldo é suficiente para <n> testes
Data limite de utilizagdo
Limite de temperatura (conservar a)

Ndmero do Catéalogo

Toxico

= o [g] 1<

Consultar Instrugdo de Uso

-
o
-

Numero do lote

Produto Diagnodstico In Vitro

Inflamavel

n%E

T

Corrosivo

7.
‘\5
7
S

Data de Fabricagdo
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