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LeucoScreen Plus

KIT HISTOQUIMICO SEMI-QUANTITATIVO PARA DETERMINAGCAO DE CELULAS BRANCAS
PEROXIDASE POSITIVAS NO SEMEN HUMANO
"USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO"

| - NOME TECNICO OU NOME COMERCIAL DO PRODUTO:

LeucoScreen Plus

Il - RAZAO SOCIAL E ENDERECO DO FABRICANTE LEGAL, JUNTO COM UM NUMERO DE
TELEFONE OU FAX OU ENDERECO DE SIiTIO ELETRONICO ONDE SEJA POSSIVEL OBTER
ASSISTENCIA TECNICA (SERVICO DE ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR):

IMPORTADOR:

INTERMEDICAL EQUIPAMENTOS UROLOGICOS LTDA
RUA PAISSANDU 288 — LARANJEIRAS

RIO DE JANEIRO-RJ

CEP: 22210-080

01.856.395/0001-91

FABRICANTE LEGAL:
FertiPro N.V. - Industriepark Noord 32
8730 Beernem, Belgium

URL: http://www.fertipro.com

E-mail: info@fertipro.com

Il - FINALIDADE E MODO DE USO DO PRODUTO, INCLUINDO INDICACAO DE QUE E PARA "USO
EM DIAGNOSTICO IN VITRO":

INTRODUCAO

A maioria dos ejaculados humanos contém leucdcitos e a forma predominante de leucécitos no
sémen humano sdo granulécitos peroxidase positivos1'2’3'4. A presenga excessiva dessas células
(leucoespermia) pode indicar a existéncia de uma infeccao no trato reprodutivo. A leucoespermia também
pode estar associada a defeitos no perfil do sémen. Isso inclui redugdes no volume do ejaculado,

diminuicdo da concentracdo e motilidade do espermatozéide, assim como perda de fungdo do
espermatozéide como resultado do estresse oxidativoz'5 e/ou secrecdo de citocinas citotéxicase. Apesar de
a leucoespermia nao ser uma indicacdo absoluta de infertilidade, essa condicdo & observada em uma
média de 10 a 20% dos homens inférteisg.

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 espermatogénese7).

Um método relativamente rapido e barato de diferenciar células brancas peroxidase positivas de outras
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células redondas em uma amostra de sémen consiste no uso da atividade de peroxidase dessas células7.
LeucoScreen Plus € como o teste LeucoScreen, baseado na mesma técnica, e assim pode ser usado para
marcar células brancas peroxidase positivas em uma amostra de sémen.

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude, a presengca de mais de um milhdo e células

brancas peroxidase positivas (WBC) por mL de ejaculado é considerado anormal e classificado como
“Ieucoespermia”4- Contudo, esse limite esta sob debate, ja que alguns consideram esse valor muito alto e

outros muito baixo. De fato, valores de 0.2 x1 06 - 2x1 06 ja foram registrados e

Quando o limite de um milhdo de WBC peroxidase positivas por ml de ejaculado é ultrapassado
testes microbiologicos devem ser realizados para investigar se ha infecgdo de glandula acessoéria. Estudos
de marcadores de glandulas acessoérias podem fornecer informacdes Uteis adicionais sobre o
funcionamento adequado do epididimo (EpiScreen Plus, FertiPro NV), vesicula seminal (Teste da Frutose,
FertiPro NV) ou prostata (Teste do Acido Citrico, FertiPro NV). Sobretudo, a auséncia de leucécitos nio é
capaz de excluir a possibilidade de uma infeccao de glandula acesséria.

O numero de testes que podem ser realizados com o kit LeucoScreen Plus nao é indicado, mas o kit

foi desenvolvido para 40 dias de analises.

METODO

Antes do primeiro uso do kit LeucoScreen Plus, é fortemente resomendavel seguir o programa de
treinamento e assistir ao video demonstragdo, ambos disponiveis no pendrive incluso no kit. O video pode
ser também baixado através desse QR-code:

o

E—w

1. Contar o nimero de células redondas enquanto determina a concentracdo de espermatozoide
durante a rotina de andlise do sémen. Calcular e escrever a concentracao total de células redondas
em mill/mL, ja que isso serd necessario para o calculo da concentracdo de células brancas
peroxidase positivas. Quando a concentra¢do de células redondas exceder 1x106 por mL, o teste
LeucoScreen Plus é indicado.

2. Preparar a solicdo de trabalho: Adicionar 200 ul do Reagente 1, 5 ul do Reagente 2 e 1 ml do
Reagente 3 a um tubo Eppendorf e misturar completamente. Essa solugao de trabalho é estavel por
48 horas quando armazenada entre 2-8°C, protegida da luz (solar).

3. Pegar 10 ul da amostra de sémen e adicionar 20 pl da solugdo. Misturar cuidadosamente.

Incubar por 2 minutos em temperatura ambiente no escuro.

Transferir 10 pl da mistura para o meio de uma lamina de microscépio e adicionar 10 do Reagente
4. Misturar completamente usando a borda da laminula.

Cobrir com a laminula

Contar e classificar um total de 200 células redondas usando uma magnificagdo de 400x. Varrer

diferentes campos microscopicos (preferencialmente 20).
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Nota: Em algumas amostras de sémen, pode-se preferir enriquecer a concentragéo de células redondas

para facilitar a contagem celular. Para isso, deve-se centrifugar a amostra por 15 minutos a 3509 e

ressuspender o pellet no volume apropriado de meio de Lavagem FertiCultTM (Flushing médium Ferticult,
FertiPro N.V.).

No caso de altissima concentracdo de células redondas, também ¢é possivel diluir a amostra no meio de

Lavagem (FertiCultTM Flushing médium).

IV - USUARIO PRETENDIDO, QUANDO APLICAVEL:
LeucoScreen Plus € um método diagnéstico in vitro (IVD) somente para uso profissional. Os

usuarios pretendidos sao profissionais de IVF (técnicos de laboratério, embriologistas ou médicos).

V - INDICAGOES DE CONDIGCOES DE ARMAZENAMENTO OU DE MANUSEIO APLICAVEIS:
ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE:

Armazenar os reagentes entre 2°C-25°C. Adequado para transporte de curta duragdo a

temperaturas elevadas (até 5 dias a 37°C). Nao congelar. Proteger da luz (solar). O kit é estavel por, pelo
menos, 12 meses apds data de fabricacdo (mesmo depois de aberto), ndo usar apds a data de validade
mencionada no rétulo do produto. Os frascos devem ser mantidos fechados firmemente por todo o tempo. A

solugao de trabalho pode ser armazenada por até 48 horas a 2-8°C, protegida de luz (solar).

VI - PRINCIiPIO DE FUNCIONAMENTO DO TESTE OU DO INSTRUMENTO:
PRINCIiPIO DO TESTE

Mieloperoxidase presente nos granulos de certos leucécitos, oxidam 4-CN para um precipitado roxo-

azulado 4-cloro-1-naftol, usando H202 como oxidante. O Reagente 4 contém uma solugdo de corante de

contraste que facilita a diferenciag@o entre células redondas peroxidase positivas e negativas.

VIl - TIPOS DE AMOSTRAS OU MATRIZES A UTILIZAR, QUANDO APLICAVEL:
O teste deve ser realizado em amostras de sémen humano fresco contendo mais de 1x10° células

redondas por ml. O teste deve ser realizado dentro do mesmo dia da coleta do sémen.

VIl - CONDICOES PARA COLETA, MANUSEIO, PREPARO E PRESERVAGCAO DE AMOSTRAS:

COLETA

A coleta de sémen deve ser feita em recipiente estéril e encaminhado ao laboratério. Deve ficar a
temperatura ambiente até liquefagao. Apéds liquefagao, é iniciada a analise.

A amostra deve ser analisada na cadmara de Makler para avaliar a concentragdo de células
redondas. Caso a concentragéo de células redondas seja maior ou igual a 1 milhdo de células redondas por

ml, recomenda-se a analise da amostra utilizando-se o Kit Leucoscreen.
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MANUSEIO
A amostra deve ser manuseada com luvas e dentro de uma cabine de fluxo laminar, pois todas as

amostras devem ser consideradas como potencialmente infectantes.

PREPARO DA AMOSTRA DE SEMEN

Apés liquefagcdo a amostra deve ser processada dentro de 1 hora, para assegurar o resultado da

andlise.

A amostra deve ser homogeneizada com o uso de uma pipeta estéril, antes de iniciar a analise.

IX - DESCRICAO DO PRODUTO, INCLUINDO OS ACESSORIOS E QUAISQUER LIMITACOES PARA
SEU USO, COMO UTILIZAGAO DE INSTRUMENTO DEDICADO, E SE APLICAVEL, VERSAO DO
SOFTWARE:

O kit LeucoScreen Plus consiste nos seguintes reagentes:

Cédigo Nome do produto - componente

LEUCO_PLUS LEUCOP1 - Reagente 1 - Solugéo substrato (4-CN em metanol) - 6 ml
LEUCOP2 - Reagente 2 - Perdxido de hidrogénio 30% - 300 pl
LEUCOPS - Reagente 3 - Solugdo tampéo - 22 ml

LEUCOP4 - Reagente 4 - Solugéo corante de contraste - 1.2 ml

LEUCOP1 - Reagente 1 - Solugéo substrato (4-CN em metanol) - 6 ml

NOME CAS

Methanol CAS No) 67-56-1
EC no) 200-659-6

EC index no) 603-001-00-X

| ~—~

4-chloro-1-napthol CAS No) 604-44-4

LEUCOP2 - Reagente 2 - Peroxido de hidrogénio 30% - 300 pl

NOME CAS

Hydrogen peroxide 30% (CAS No) 7722-84-1

LEUCOPS - Reagente 3 - Solugao tampéo - 22 ml

NOME CAS

Ultrapure water (CAS No) 7732-18-5
(EC no) 231-791-2

ProClin 950 Skin Corr. 1B, H314

Skin Sens. 1, H317
Aquatic Acute 1, H400

Sodium Chloride (CAS No) 7647-14-5
(EC no) 231-598-3
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Potassium Chloride

CAS No) 7447-40-7
EC no) 231-211-8

Potassium Dihydrogen Phosphate

CAS No) 7778-77-0
EC no) 231-913-4

Sodium Dihydrogen Phosphate Dihydrate

CAS No) 13472-35-0

D-(+)-Glucose

CAS No) 50-99-7
EC no) 200-075-1

Calcium chloride dihydrate

CAS No) 10035-04-8

Sodium Pyruvate

CAS No) 113-24-6
EC no) 204-024-4

Magnesium chloride hexahydrate

CAS No) 7791-18-6

Phenol red sodium salt

—_ e~~~ ~] ~ ~] ~] ~ ~|] ~ —~

CAS No) 34487-61-1

LEUCOP4 - Reagente 4 - Solugao corante de contraste - 1.2 ml

NOME

CAS

Ultrapure water

CAS No) 7732-18-5
EC no) 231-791-2

Ponceau S solution

CAS No) 6226-79-5

Sodium Chloride

CAS No) 7647-14-5
EC no) 231-598-3

Potassium Chloride

CAS No) 7447-40-7
EC no) 231-211-8

Potassium Dihydrogen Phosphate

CAS No) 7778-77-0

Sodium Dihydrogen Phosphate Dihydrate

CAS No) 13472-35-0

D-(+)-Glucose

CAS No) 50-99-7
EC no) 200-075-1

Calcium chloride dihydrate

CAS No) 10035-04-8

Sodium Pyruvate

CAS No) 113-24-6
EC no) 204-024-4

Magnesium chloride hexahydrate

CAS No) 7791-18-6

Phenol red sodium salt
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X - ESTABILIDADE EM USO DO PRODUTO, EXCETO PARA INSTRUMENTOS, INCLUINDO
CONDIGCOES DE ARMAZENAMENTO APOS ABERTURA DE EMBALAGENS PRIMARIAS, BEM COMO
CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DE SOLUGOES DE TRABALHO, QUANDO
RELEVANTE:

ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE:

Armazenar os reagentes entre 2°C-25°C. Adequado para transporte de curta duragdo a

temperaturas elevadas (até 5 dias a 37°C). Nao congelar. Proteger da luz (solar). O kit é estavel por, pelo
menos, 12 meses apds data de fabricacdo (mesmo depois de aberto), ndo usar apds a data de validade
mencionada no rétulo do produto. Os frascos devem ser mantidos fechados firmemente por todo o tempo. A
solugao de trabalho pode ser armazenada por até 48 horas a 2-8°C, protegida de luz (solar).

Xl - DETALHES DE QUALQUER TRATAMENTO OU MANUSEIO DOS PRODUTOS ANTES DE
ESTAREM PRONTOS PARA USO, COMO INSTALAGCAO, RECONSTITUICAO, CALIBRAGCAO, ENTRE
OUTROS:

N&o se aplica.

XIl - QUANDO APLICAVEL, RECOMENDACOES PARA PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE
QUALIDADE:

Nao se aplica.

XIll - PROCEDIMENTO DE ENSAIO, INCLUINDO CALCULOS E INTERPRETAGCAO DE RESULTADOS:
CHECAGENS PRE-USO

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

CALCULO DA CONCENTRACAO DE CELULAS BRANCAS PEROXIDASE POSITIVAS

e (Calcular a proporcao de células peroxidase positivas como demonstrado abaixo:

PROPORGAO DE CELULAS REDONDAS PEROXIDASE POSITIVAS =

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

e (Calcular a concentragao de células brancas peroxidase positivas na amostra de sémen como

demonstrado a seguir:

CONCENTRACAO (mill/mL) =
Proporgao de células redondas positivas x concentracao total de células redondas
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Exemplo:
« Concentracdo total de células redondas é de 2 mil/mL (determinado durante a analise de
concentracao do esperma)
o Com o teste LeucoScreen Plus, 120 células redondas foram positivas e 80 células redondas foram
negativas
« Proporcéao de células redondas positivas = 120/(120+80) = 0,6

« Concentracao de céls brancas peroxidase positivas = 0.6 x 2 mill/mL = 1.2 mill/mL

INTERPRETACAO
o Células redondas peroxidase positivas: contém granulos preto(azulados) e tém um citoplasma cinza-

antracite. Essa &rea antracite pode cobrir toda a célula ou apenas uma parte dela.
o Células redondas peroxidase negativas: permanecem sem coloracdo ou podem ser rosas. Granulos
vistos em células ndo coradas ndo sdo envoltos pela tipica coloragdo antracito, vista nas células

positivas.

XIV - INFORMAGCAO SOBRE SUBSTANCIAS INTERFERENTES OU LIMITACOES QUE PODEM
AFETAR O DESEMPENHO DO ENSAIO:

Nao se aplica.

XV - CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO, TAIS COMO SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE,
EXATIDAO E PRECISAO, EXCETO PARA INSTRUMENTOS:
SENSITIVIDADE E ESPECIFICIDADE

Em estudo de validagdo independente, 44 amostras (contendo > 1 mill/ml de células redondas)

foram analisadas por operadores diferentes com o LeucoScreen e LeucoScreen Plus. Peculiaridades de
performance:
Acurécia: Ambos os kits forneceram resultados comparaveis, baseado na andlise Passing Bablok.
Precisdao: Ambos os kits podem distinguir entre células redondas peroxidase positivas e negativas

com precisdo comparavel (LeucoScreen Plus: CVintra: 12%; Cvinter: 10%)

XVI - RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS:
LIMITACOES DO METODO

Esse teste € um auxilio no diagnéstico da infertilidade masculina e, assim como para outros testes

biologicos, sua interpretacdo 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 € mondcitos) ndo sao detectados.

XVII - INTERVALOS DE REFERENCIA, QUANDO APLICAVEL:

N&o se aplica.
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XVIII - QUANDO RELEVANTE, REQUISITOS DE INSTALAGCOES ESPECIAIS (COMO SALA LIMPA) OU
TREINAMENTO ESPECIAL (COMO EM SEGURANCA CONTRA RADIAGCAO) OU QUALIFICACOES
ESPECIFICAS DO USUARIO DO PRODUTO;

Nao se aplica.

XIX - SE O PRODUTO E FORNECIDO ESTERIL, INSTRUGOES DE COMO AGIR SE A EMBALAGEM
ESTIVER DANIFICADA ANTES DO USO:

N&o se aplica.

XX - INFORMACAO DE OUTROS PRODUTOS, MATERIAIS OU INSTRUMENTOS NECESSARIOS PARA
A REALIZACAO DO ENSAIO OU REACAO:
Laminas de microscopio, lentes objetivas, tubos de ensaio (eppendorf), pipetas, campo

microscoépico iluminado.

XXI - ALERTAS OU PRECAUCOES A SEREM TOMADAS COM RELACAO AO DESCARTE DO
PRODUTO, DE SEUS ACESSORIOS E DOS CONSUMIVEIS USADOS, INCLUINDO RISCOS DE
INFECCAO OU MICROBIOLOGICOS, AMBIENTAIS E FiSICOS:

E recomendado o uso de luvas. O Reagente 1 contém metanol: evitar a inalacdo de vapores. O
Reagente 2 contém H202: corrosivo, causa queimaduras. Depois do contato com a pele, lavar
imediatamente com agua e sabdo. Usar prote¢ao ocular/ facial. Todas as amostras de sémen devem ser
consideradas potencialmente infecciosas. Lidar com todos 0s espécimes como capazes de transmitir HIV ou
hepatites. Sempre usar pontas de pipetas novas para cada passo para evitar contaminagao cruzada. Nao

descartar o produto no meio ambiente

XXII - PARA PRODUTOS DESTINADOS A USUARIOS LEIGOS, AS CIRCUNSTANCIAS NAS QUAIS O
USUARIO DEVE CONSULTAR UM PROFISSIONAL DE SAUDE:

Nao se aplica.

XXIll - DATA DE EMISSAO OU ULTIMA REVISAO DAS INSTRUCOES DE USO E, QUANDO
APROPRIADO, UMA IDENTIFICACAO NUMERICA:

Referencia do Fornecedor: FP09 I111 RO1 A.2 - Atualizagdo: 03/09/2018.

Reviséo Intermedical: Ver 01: 14/02/2019.

XXIV - INDICACAO DOS TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO:
Cada lote do produto é testado e os resultados sao fornecidos relativos a um Certificado de Analise
especifico para o lote, disponivel sob pedido.
Se ocorrer problemas usando este produto, favor entre em contato com nosso Atendimento ao
Consumidor — (021) 2196-6100.
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