FertiPro Spermiendiagnostik FertiPro

Driisenfunktionstest

EpiScreen Plus™

Funktionspriifung der Nebenhoden: empfindlichster
Marker fiir die Funktionsfahigkeit der Nebenhoden
ist die Aktivitat der neutralen a-Glukosidase im
Seminalplasma.

Die Glukosidase-Aktivitat lasst Riickschllisse auf die
Ursachen fiir Azoospermie und Oligozoospermie zu.
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Sie bendtigen: 2 x 20 pl Sperma oder Seminalplasma
Zeitaufwand: 180 Minuten CE-Kennzeichen, WHO-konform

3011 spezif. Bestimmung von neutraler 25 Tests 24 Monate/2-8 °C
a-Glukosidase im Seminalplasma



Fragen & Antworten zu EpiScreen Plus™:

Wie viele Tagesansditze kann ich mit EpiScreen Plus™ durchfiihren?

Sie entscheiden, ob Sie Proben sammeln oder zum Teil auch einzeln messen. Insgesamt kdnnen Sie
die 25 moglichen Tests auf 9 Tage verteilen.

Gibt es eine Moglichkeit, die Berechnungen zu vereinfachen?

Ja! In Kooperation mit FertiPro stellen wir Ihnen eine deutsche Berechnungsvorlage zum Download
unter www.fertikult.de bereit. Bei Benutzung eines Kiivetten-Photometers kontaktieren Sie uns bitte
fiir eine angepasste Vorlage.

Inwiefern Iéisst das Testergebnis Riickschliisse auf Azoo- und Oligozoospermie zu?

Eine sehr geringe a-Glukosidase-Aktivitat tritt bei Patienten mit Azoospermie als Folge eines
doppelseitigen Verschlusses zwischen Nebenhoden und Samenleitern auf. Ist die Azoospermie
dagegen auf eine Hemmung der Spermienreifung, einen Verschluss des Hodennetzes oder einen
Verschluss zwischen Hodennetz und Nebenhoden zurilickzufiihren, ist die Enzym-Aktivitat normal.
Bei Patienten mit Oligozoospermie kann eine niedrige Aktivitdt des Enzyms einen partiellen
Verschluss der Nebenhoden widerspiegeln, hervorgerufen durch Infektionen oder entziindliche
Prozesse.

Reagenz 1 ist triib! Was kann ich tun?

Reagenz 1 des Kits enthalt SDS, eine Triibung ist somit normal. Erwarmen Sie die Lésungen 1, 2 und
3 vor Gebrauch bei 37 °C, dann |6st sich auch der Niederschlag.

Warum bietet FertiPro keinen Test auf Zink im Seminalplasma an?

Zink ist ein Marker fiir die Prostata-Funktion, genauer fir deren sekretorische Kapazitat. FertiPro
bietet Ihnen fiir die Uberpriifung der Prostata-Funktionalitit den Citric Acid Test auf die gut
korrelierende Zitronensaure an.

Kein Mikrotiterplatten-Photometer? Kein Problem!

Flir EpiScreen Plus™, Fructose Test™ und Citric Acid Test wird ein Mikrotiterplatten-Photometer
empfohlen. Fiir die Durchfihrung mit einem Kiivetten-Photometer bendétigen Sie Halb-Mikro-
Kivetten, das zu messende Endvolumen betragt 200 pl.

Bei Fragen zu notwendigen Anderungen am Standardprotokoll kontaktieren Sie uns bitte.

RiliBAK gemiRe Kontrollen:

Nach RiLiB4K 2008/2011 mussen Sie fur alle quantitativen Untersuchungen interne
Qualitatskontrollen durchfiihren. Dies bedeutet, dass Sie bei jeder Analysenserie 2 verschiedene
Kontrollproben mitfihren mussen, die sich vom Kalibriermaterial unterscheiden.

Zur Zeit bieten wir keine Kontrollen an.



Gebrauchsanweisung EpiScreen Plus™ Artikelnummer

Weitere ausfiihrliche Informationen entnehmen Sie bitte der Packungsbeilage.

benotigte Materialien:

e Photometer mit Wellenlangeneinstellung 405 nm
e Pipetten 10 pl, 20 pl und 200 pl
e sterile Eppendorf ReaktionsgefalRe (1,5 ml)

Scannen Sie diesen QR-Code
und schauen Sie sich das
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Durchfiihrung des EpiScreen Plus™ Tests: g

Erwdrmen Sie die Reagenzien 1, 2 und 3 auf 37 °C (30 min im Wasserbad).
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Fiir jede zu analysierende (Plasma)Probe:
- Stellen Sie eine Reaktionslosung her: Vermischen Sie 3 ul Reagenz 2 in 147 ul Reagenz 1
- Stellen Sie eine Inhibitorlésung her: Vermischen Sie 3 pl Reagenz 2 in 147 pl Reagenz 3

3. Pipettieren Sie je 20 ul Sperma bzw. Seminalplasma in 2 1,5-ml-Eppendorfréhrchen.

4. Figen Sie zu dem einen Rohrchen 130 pl der Reaktionslésung und zu dem anderen Réhrchen
130 pl Inhibitorlésung (als Negativkontrolle) hinzu. Vortexen Sie die Proben und inkubieren Sie
sie anschlieBend fiir exakt 2 Stunden bei 37 °C (Wasserbad oder Heizblock).

5. Wahrend der Inkubation der Proben erstellen Sie die Verdiinnungen fiir die PNP-Standardkurve:
- Stellen Sie den 200 uM-Standard durch Lésen von 100 pl Reagenz 5 in 2400 pl Reagenz 6
her. Vorsichtig mischen.
- Hieraus erstellen Sie, wie in der Tabelle der Packungsbeilage angegeben, je 500 pl
weitere Standardlésungen mit den Konzentrationen 150 uM, 100 uM, 50 uM und 10 puM.
500 ul Reagenz 6 dienen als Nullstandard (0 uM).

6. Nach 2 Stunden Inkubation der Proben stoppen Sie die Reaktion durch Zufligen von jeweils 1 ml
Reagenz 4 in beide Eppendorfrohrchen. Vortexen Sie die Proben.

7. Pipettieren Sie je 200 pl der Proben und PNP-Standards (unter Punkt 5 erstellt) in die Vertiefungen
einer Mikrotiterplatte und ermitteln Sie die Absorptionen bei 405 nm.

Zu den Berechnungen, die unter den folgenden Punkten "Standardkurve" und "Ergebnis"
durchgefiihrt werden miissen, hat FertiPro ein Excel-Kalkulationsblatt erstellt, das lhnen diese
abnimmt. Sie kdnnen es unter www.fertipro.com > Diagnostics > EpiScreen Plus herunterladen.
Eine deutsche Version ist auf unserer Website www.fertikult.de verfiigbar.

Standardkurve:

Ziehen Sie den Extinktionswert des Nullstandards jeweils von den Extinktionen der PNP-
Standardldsungen ab. Tragen Sie diese Differenz tiber den Standard-Konzentrationen graphisch auf
und ermitteln Sie Gber lineare Regression eine Ausgleichgerade mit einem Regressionskoeffizienten
von mindestens 0,99 (siehe FertiPro-Gebrauchsanweisung).



Ergebnis:

Von den Extinktionswerten jeder Probe ziehen Sie zunachst den Extinktionswert des Nullstandards
ab, um die bereinigten Extinktionen zu erhalten. Sodann ermitteln Sie die Differenz zwischen den
bereinigten Extinktionen der Lésungen "Probe" und "Probe + Glukose" jeweils eines Patienten. Uber
die Ausgleichsgerade der PNP-Standards berechnen Sie die PNP-Konzentration der Proben in uM z.B.
Uber Teilen der Differenz durch die Steigung der Standardkurve.

Die Enzymaktivitat in mlU/ml ist dann der Wert der Konzentration multipliziert mit 0,479.

Beispiel:
1. E'prope = Eprobe ~ Enulistandard
E'probes+Glukose = Eprobesciukose = Enullstandard
2. Corope = (E'probe = E'probesalukose ) / SteiguNng sgieichsgerade
3. Enzymaktivitat = Cprope * 0,479 mIU/(mI*pM)

Zur Bestimmung der Enzymaktivitat des Ejakulats multiplizieren Sie den letzten Wert einfach mit dem
Ejakulatvolumen.
Cutoff-Wert: 20 mIU/Ejakulat bzw. 6.35 mIU/ml

Ergebnisbewertung:

Die Interpretation der Ergebnisse muss unter Berlicksichtigung aller klinischen Befunde und der
Patientenanamnese erfolgen. Andere Griinde fiir eine niedrige epididymale Sekretion wie ein
Hypoandrogenismus oder eine schwere testikuldre Atrophie sind ebenfalls abzuklaren.

Sicherheitshinweise/VorsichtsmaBnahmen:

Alle Materialien missen entsprechend lokaler und nationaler Gesetze sicher gehandhabt werden.

Anpassungen bei Benutzung eines Kiivettenphotometers

Die Standard-Konzentrationen 200 uM und 150 uM werden nicht benétigt, da diese unbrauchbare,
zu hohe Absorptionen bei Gebrauch von Mikro- und Halbmikrokiivetten hervorrufen. Die Linearitat
der Standardkurve kann bis zu einem Wert von 100 uM garantiert werden. Diese Konzentration
korrespondiert mit einer neutralen Enzym-Aktivitat von 47,9 miU/ml, die deutlich (iber dem Cutoff-
Wert liegt. Ist die Aktivitat hoher als 47,9 mIU/ml, empfiehlt FertiPro, die Proben zu verdiinnen und
erneut zu testen.

Lagerung, Transport und Stabilitat:

EpiScreen Plus™ ist bei korrekter Lagerung 24 Monate ab Herstellung haltbar. Die ge6ffnete Packung
kann 13 Monate verwendet werden. Ein Temperaturanstieg fur bis zu 5 Tage auf 37 °Cist fiir den
Transport oder eine kurzfristige Lagerung moglich.
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