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EINFUHRUNG

Menschliches Ejakulat enthélt meistens Leukozyten, bei denen es sich
iberwiegend um Peroxidase-positive Granulozyten handelt'234, Eine
UbermaRige Anzahl dieser Zellen (Leukozytospermie) kann auf das Vorliegen
einer Infektion der Fortpflanzungsorgane hindeuten. Eine Leukozytospermie
kann auch mit Stérungen im Spermaprofil im Zusammenhang stehen.
Beispielsweise mit einer Reduzierung der Ejakulatmenge, der
Spermienkonzentration und der Motilitat der Spermien, einem Verlust der
Spermienfunktion infolge von oxidativem Stress?® und/oder der Sezernierung
zytotoxischer Zytokine®. Leukozytospermie ist zwar keine absolute Indikation
fur Unfruchtbarkeit, liegt aber bei durchschnittlich 10 bis 20 % aller
unfruchtbaren Manner vor.

Bei einer typischen Spermaanalyse lassen sich weif3e Blutzellen nur sehr
schwer von anderen Rundzelltypen in der Spermaprobe (zum Beispiel von
spermatogenen Zellvorstufen”) unterscheiden. Bei einer relativ schnellen und
erschwinglichen Methode zur Differenzierung zwischen Peroxidase-positiven
weil3en Blutzellen und anderen Rundzellen einer Spermaprobe macht man sich
die intrinsische Peroxidase-Aktivitat bestimmter weiler Blutzellen zunutze”. Auf
dieser Technik beruht LeucoScreen Plus (analog zum LeucoScreen) und kann
daher verwendet werden, um die Peroxidase-positiven weif3en Blutzellen in
einer menschlichen Spermaprobe zu farben.

Der Weltgesundheitsorganisation zufolge gilt das Vorhandensein von mehr als
einer Million Peroxidase-positiver weil3er Blutzellen (LEU) pro ml Ejakulat als
auffallig und wird als ,Leukozytospermie“ bezeichnet* Dieser Grenzwert ist
allerdings strittig und wird mitunter als zu hoch oder zu niedrig erachtet. Es
wurden Grenzwerte von 0,2 x 10%— 2 x 108 berichtet8-19,

Wenn der Grenzwert von einer Million Peroxidase-positiven LEU pro ml
Ejakulat tberschritten wird, sollten mikrobiologische Tests durchgefiihrt
werden, um zu untersuchen, ob eine Infektion der Zusatzdrise vorliegt. Die
Beurteilung von Zusatzdriisenmarkern kann auf3erdem nutzliche Informationen
Uber die normale Funktion der Nebenhoden (EpiScreen Plus, FertiPro NV), der
Samenblaschen (Fructose Test, FertiPro NV) oder der Prostata
(zZitronensauretest, FertiPro NV) liefern. Es ist zu beachten, dass das
Nichtvorhandensein von Leukozyten die Mdglichkeit einer Infektion der
Zusatzdrise nicht ausschlief3t.

Anstelle von Angaben zur Anzahl von Tests, die mit dem LeucoScreen Plus-Kit
durchgefiihrt werden kénnen, ist das Kit fir 40 Tagesansatze ausgelegt.

IM TEST ENTHALTENES MATERIAL

- Reagenz 1 — 6 ml Substratlésung (4-CN in Methanol)

- Reagenz 2 — 300 pl 30%iges Wasserstoffperoxid

- Reagenz 3 — 22 ml Pufferlésung

- Reagenz 4 — 1,2 ml Losung zum Gegenfarben

Ein Analysezertifikat und das Materialsicherheitsdatenblatt sind auf unserer
Website (www.fertipro.com) verfligbar.

IM TEST NICHT ENTHALTENES MATERIAL

Mikroskop-Objekttréager, Deckglaschen, Testrohrchen (Eppendorf), Pipetten,
Hellfeldmikroskop.

PROBENTYP

Der Test sollte mit frischen menschlichen Spermaproben mit mehr als 1 x 108
Rundzellen pro ml durchgefuihrt werden, und am selben Tag der Gewinnung
der Spermaprobe durchgefiihrt werden.

TESTPRINZIP

Die in Granula bestimmter Leukozyten vorhandene Myeloperoxidase oxidiert 4-
CN mit H20:2 als Oxidationsmittel zu 4-Chlor-1-naphthon, das als blaulich-
violetter Niederschlag ausfallt. Reagenz 4 enthélt eine Lésung zum
Gegenfarben, um die Unterscheidung zwischen Peroxidase-positiven
Rundzellen und Peroxidase-negativen Rundzellen zu erleichtern.

INTERPRETATION

Peroxidase-positive Rundzellen: enthalten (blaulich-)schwarze Granula
und weisen ein anthrazitgraues Zytoplasma auf. Dieser anthrazitfarbene
Bereich kann die komplette Zelle oder lediglich einen Teil davon
Uberlagern.

- Peroxidase-negative Rundzellen: bleiben ungefarbt oder kénnen
rosafarben sein. Anders als bei positiven Zellen sind die Granula in
ungefarbten Zellen nicht von der typischen Anthrazitfarbe umgeben.

TESTLEISTUNG

In einer unabhéngigen Validierungsstudie wurden 44 Proben (mit > 1 Million
Rundzellen pro ml) von verschiedenen Anwendern mit LeucoScreen und
LeucoScreen Plus analysiert. Leistungsmerkmale:

- Genauigkeit: Beide Kits lieferten vergleichbare Ergebnisse bei der
Passing-Bablock-Analyse.

- Préazision: Beide Kits kdnnen zwischen Peroxidase-positiven und -
negativen Rundzellen mit vergleichbarer Prézision unterscheiden
(LeucoScreen Plus: VKintra: 12 %; VKinter: 10 %)

VOR BENUTZUNG ZU UBERPRUFEN

Reagenz 1 sollte eine farblose Flussigkeit enthalten, verwenden Sie das Kit
nicht, wenn die Flussigkeit gelb ist.

METHODE

Wir empfehlen dringend, vor der ersten Verwendung des LeucoScreen Plus-
Kit, das Schulungsprogramm durchzulesen und sich unser Demo-Video
anzusehen, die beide auf dem im Kit enthaltenen USB-Stick verfligbar sind.
Oder laden Sie das Video mittels den Barcode:
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1. Z&hlen Sie die Anzahl der Rundzellen, wahrend die Spermienkonzentration
bei der Routineanalyse des Spermas bestimmt wird. Berechnen Sie die
Gesamtkonzentration der Rundzellen in Mio./ml und notieren Sie sich den
Wert, da dieser fir die Berechnung der Konzentration der Peroxidase-
positiven weil3en Blutzellen bendtigt wird.

Wenn die Konzentration der Rundzellen tiber 1 x 108 pro ml liegt, fiihren Sie
den LeucoScreen Plus-Test durch.

2. Bereiten Sie die Arbeitslésung vor: Geben Sie 200 pyl Reagenz 1, 5 pl
Reagenz 2 und 1 ml Reagenz 3 in ein Eppendorf-Rdéhrchen und mischen Sie
diese griindlich. Diese Arbeitsldsung ist bei Aufbewahrung bei 2 bis 8 °C 48
Stunden stabil, geschiitzt vor (Sonnen-) licht.

3. Geben Sie 20 pl Arbeitsldsung zu 10 pl Spermaprobe. Grundlich mischen.

4. Inkubieren Sie die Mischung zwei Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln.

5. Uberfiihren Sie 10 pl der Mischung in die Mitte eines Mikroskop-
Glasobjekttragers und geben Sie 10 pl Reagenz 4 dazu. Mischen Sie
mithilfe der Kante eines Deckglaschens grundlich durch.

6. Legen Sie das Deckglaschen darauf.

7. Zahlen Sie bei 400-facher Vergré3erung insgesamt 200 Rundzellen.
Scannen Sie verschiedene Mikroskopfelder (vorzugsweise 20).

Hinweis: In manchen Spermaproben muss die Konzentration der Rundzellen
unter Umstanden erhéht werden, um die Zellzahlung zu vereinfachen.
Zentrifugieren Sie in einem solchen Fall die Probe 15 Minuten bei 350 g.
Entfernen Sie vorsichtig das Giberstehende Volumen der Samenprobe und
resuspendieren Sie das Pellet.

Bei einer sehr hohen Konzentration von Rundzellen ist es auch mdoglich, die
Probe in FertiCult™ Flushing medium zu verdiinnen.

BERECHNUNG DER KONZENTRATION DER PEROXIDASE-
POSITIVEN WEIREN BLUTKORPERCHEN

e Berechnen Sie den Anteil peroxidase-positiver Zellen wie folgt:

ANTEIL POSITIVER RUNDZELLEN =

Anzahl der POSITIVEN Rundzellen
(Anzahl der POSITIVEN Rundzellen + Anzahl der NEGATIVEN Rundzellen)

e Berechnen Sie nun die Konzentration der peroxidase-positiven wei3en
Blutkorperchen in der Spermaprobe wie folgt:

KONZENTRATION (mill/mL) =
Anteil positiver Rundzellen x Gesamtkonzentration Rundzellen

Beispiel:
e Die Gesamtkonzentration der Rundzellen betragt 2 mill/mL (ermittelt bei
der Spermakonzentrationsanalyse)
e Mit dem LeucoScreen Plus-Test werden 120 Rundzellen als positiv
befunden und 80 Rundzellen als negativ

e Anteil positiver Rundzellen = 120
(120+80)

e Konzentration der peroxidase-positiven weien Blutkorperchen = 0,6 x 2
mill/mL = 1,2 mill/mL

LAGERUNG UND STABILITAT

Lagern Sie die Reagenzien bei 2 °C bis 25 °C. Geeignet flr Transport oder
kurzfristige Lagerung bei erhdhten Temperaturen (bis zu 5 Tage bei 37 °C).
Nicht einfrieren. Vor (Sonnen-)licht schitzen. Das Kit ist mindestens 12 Monate
ab Herstellungsdatum stabil (auch gedffnet). Das Kit nach Ablauf des auf dem
Produktetikett angegebenen Verfallsdatum nicht mehr verwenden. Die
Flaschen mussen stets fest verschlossen gehalten werden. Die Arbeitslésung
kann bis zu 48 Stunden bei 2 bis 8 °C und geschutzt vor (Sonnen-) licht
aufbewahrt werden.

EINSCHRANKUNGEN DER METHODE

Dieser Test hilft bei der Diagnostizierung mannlicher Infertilitat. Wie bei
anderen biologischen Tests auch muss die Interpretation der Ergebnisse
innerhalb des Rahmens klinischer Befunde und der Anamnesedaten erfolgen.
Der LeucoScreen Plus-Test farbt nur Peroxidase-positive Leukozyten, andere
Arten (z. B. Lymphozyten und Monozyten) werden nicht nachgewiesen.




WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Es ist ratsam, Handschuhe zu tragen. Reagenz 1 enthélt Methanol: Das
Einatmen der Dampfe vermeiden. Reagenz 2 enthélt H202: &tzend, verursacht
Verétzungen. Bei Berlihrung mit der Haut sofort mit Wasser und Seife
abwaschen. Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen. Alle Spermaproben sollten als
potenziell infektios betrachtet werden. Alle Proben sind daher so zu behandeln,
als konnten sie HIV oder Hepatitis Uibertragen. Bei jedem Schritt frische
Pipettenspitzen verwenden, um eine Kreuzkontamination zu vermeiden. Das
Produkt nicht in die Umwelt entsorgen.
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