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BIOTECNOLOGIA

ESPERMOTESTE
INSTRUCOES DE USO

METODO:
Colorimétrico.

FINALIDADE:
Kit para a determinagdo da viabilidade espermdtica. Somente para uso diagnéstico
in vitro.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 2 e 8 °C

R1 - Corante Vital: Eosina amarela 1%;

R2 - Contraste: Nigrosina 6%;

R3 - Tamp3ao de Hipoosmolaridade: Cloreto de sédio 0,9%;

R4 - Piridina: Piridina PA;

R5 - Anidrido Acético: Anidrido Acético PA;

R6 — Padrdo de Frutose: Frutose 300mg/dL, 4cido benzdico 0,1%,;

R7 - Padrao de Acido Citrico: Acido Citrico 300mg/dL, acido benzéico 0,1%;
R8 - Reagente de Cor:,Resorcinol a0,1%, tiouréia a 0,1%, etanol;

R9 - Reagente Acido: Acido Cloridrico 55%.

Atencdo: Recomendamos o uso do reagente R4-Piridina em capela de exaustdo
ou em drea com boa ventilagdo.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo, quando
armazenados na temperatura de 2 a 8 °C. Apds aberto, os reagentes R5 e R9
devem ser armazenados entre 15 e 30 °C.

TRANSPORTE:
O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue ao destinatario no
periodo méximo de 07 dias e em uma temperatura de até 37 °C.

PREPARO DOS REAGENTES:
Os reagentes encontram-se prontos para uso.

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado entre 2 e 8
°C e em sua embalagem original.

PRECAUCOES E CUIDADOQS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipulacdo do reagente. O
reagente R4 - Piridina é téxico e facilmente inflamével. Ndo ingerir ou
aspirar. Evitar contato com a pele e mucosas;

. O R5 - Anidrido Acético é téxico e inflamavel. Nao ingerir ou aspirar. Evitar
contato com a pele e mucosas;

. O R8 — Reagente de Cor é toxico. Ndo ingerir ou aspirar. Evitar contato com a
pele e mucosas. Contato prolongado pode causar irritacdo nos olhos e pele;

. Recomendamos a aplicacdo das Boas Préticas de Laboratérios Clinicos para a
execucdo do teste;
. De acordo com as instrucdes de biosseguranca, todas as amostras devem ser

manuseadas como materiais potencialmente infectantes;
. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais biolégicos, sugerimos

utilizar as regulamentacdes normativas locais, estaduais ou federais para a
preservacdo ambiental;

N&o misturar reagentes de lotes diferentes;

N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando contaminagao
cruzada.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
Potenciémetro (pHmetro);

Pipetas;

Cronémetro;

Microscépio;

Camara de Neubauer;

Tubos de Ensaio;

Lamina e Laminula;

Banho-maria;

Espectrofotéometro UV/VIS.

AMOSTRAS BIOLOGICAS

e SEMEM

O material deve ser coletado imediatamente antes dos testes por masturbacdo e
deve ser proveniente de uma Unica ejaculacdo. Se a coleta ndo puder ser
realizada nas dependéncias do laboratério, a3 amostra deve ser enviada em no
méximo 30 minutos apds a coleta. A amostra deve ser acondicionada em
recipiente hermeticamente fechado. O laboratério deverd incubar o material a
37 °C para se observar o tempo de liquefacdo.

O paciente deverd manter a abstinéncia entre 2 e 5 dias. Devem ser registrados o
periodo de abstinéncia além de data e hora da coleta. Uilizar frasco estéril de
pldstico ndo espermaticida.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observagdes

. O nivel de dgua no banho-maria e de gelo deve ser superior ao dos
reagentes nos tubos;

. A observagdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da estabilidade
dos reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo de reacdo é de
extrema importancia para se obter resultados precisos e exatos;

. A 3gua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-se
métodos adequados para as finalidades de uso. Colunas deionizadoras
saturadas liberam diversos fons, aminas e agentes oxidantes que
deterioram os reativos.

2. Procedimentos

2.1. Exame Macroscépico:

2.1.1. Volume: Em condi¢cdes normais, o volume do ejaculado varia entre 2 e 5
mL. Volumes maiores que 6 mL caracterizam quadros de hiperespermia. Volumes
menores que 2 mlL caracterizam quadros de hipoespermia. A auséncia do
ejaculado caracteriza a condi¢do conhecida por aspermia.

2.1.2. Consisténcia/viscosidade: Utilizando uma pipeta de 0,1 mL com 11 cm de
coluna de ejaculado, gotejar o material cronometrando. Apés o gotejamento de
03 gotas, marcar o tempo. Intervalos de 4,8 a 5,2 segundos sdao normais.
Intervalos maiores que 5,2 segundos indicam que o material apresenta
viscosidade elevada. Intervalos de tempo menores que 4,8 segundos indicam que
o material apresenta viscosidade reduzida.

2.1.3. Coloragdo: A amostra deve apresentar coloracdo cinza claro. Apds
liquefacdo, o material torna-se translicido. A presenca de pidcitos confere
coloracdo amarelada ao material. A presenca de hemacias confere uma coloragdo
avermelhada.

2.1.4. Aspectos: O material deve se apresentar opaco/acinzentado. Quando a
concentracdo de espermatozoides apresenta-se reduzida, o material torna-se
menos 0paco.

2.1.5. Odor: Odor sui generis. Pode ser comparado ao odor do suco de castanhas.

2.1.6. pH: O pH deve ser determinado 60 minutos apods a ejaculacdo e deve
estar entre 7,2 e 8. Valores de pH maiores que 8 indicam quadros de deficiéncia

prostatica. Valores de pH inferiores a 7 em amostra azospérmica, indicam disgenia
dos canais deferentes, vesiculas seminais ou epididimos.

2.1.7. Liquefacdo: A liquefacdo normal ocorre entre 6 a 30 minutos a temperatura
ambiente. Ela pode ser primaria, parcial ou secundéria.

2.1.8. Coagulagdo: Imediatamente ap6s a emissdo do esperma, o mesmo gelifica
(transforma-se em gel). A temperatura ambiente, o ejaculado transforma-se em
solucdo entre 15 a 30 minutos apds a emissao.

2.2. Exame Microscépico:

2.2.1. Contagem: A concentragdo espermatica deve ser superior a 20 milhdes de
espermatozoides/mL de ejaculado. A diluicdo para aplicacdo na cdmara de
neubauer é dependente da concentragdo de espermatozoides da amostra. Deve-
se diluir o material com soluc¢do salina 0,5% em formol.

Diluicdes de 1:50 a 1:100 sdo elevadas. De 1:20 a 1:30 sdo baixas e de 1:5a 1:10
sdo muito baixas.

O délculo deve ser realizado considerando para espermatozoides/mL: (nidmero
contado x diluigdo x 10.000)/4, sendo 4 o nimero de quadrantes da cdmara para
contagem de leucécitos. Contagens acima de 20 milhdes de espermatozoides/mL
sdo normais (normozoospermia). Entre 1 a 20 milhdes de espermatozoides/mL
ocorrem em quadros de oligoespermia. Quadros de auséncia de espermatozoides
ocorrem em quadros de azooespermia. Quadros acima de 250 milhdes de
espermatozoides/mL caracterizam polizoospermia.

2.2.2. Grau de Motilidade: A motilidade deve ser classificada em:

Grau A: Motilidade rapida, progressiva e linear;

Grau B: Motilidade lenta e/ou nao linear;

Grau C: Motilidade ndo progressiva;

Grau D: Sem motilidade.

Pacientes normais apresentam no minimo 25% dos espermatozoides com grau A.

2.2.3. Aglutinagdo: Deve ser verificada a aderéncia dos espermatozoides méveis
uns aos outros. A aderéncia pode ser cauda-cauda, cabeca-cabeca, peca
intermedidria-peca intermedidria ou mista. Até 5% dos espermatozoides com
aderéncia estdo presentes em pacientes normais.

2.2.4. Vitalidade: A vitalidade reflete a propor¢do de espermatozoides vivos e
mortos. O corante vital penetra nos espermatozoides mortos, o que resulta em
coloracdo avermelhada. Os espermatozoides vivos ndo se coram.

Pipetar em um tubo Amostra
R1 - Corane Vital 10 pL
Esperma 10 pL
Agitar vigorosamente e aguardar 1 minuto
R2 - Contraste \ 20 L
Agitar vigorosamente e fazer esfregacos espessos. A microscopia deve ser por
imersdo realizando-se a contagem dos espermatozoides vivos e 0os mortos.

% espermatozoides vivos = n° de espermatozoides vivos x 100
n° total de espermatozoides

Paciente normais: Acima de 58% de espermatozoides vivos.
Obs.: A ldmina pode ser utilizada para estudos de morfologia.

2.2.5. Morfologia: Devem ser contados 200 espermatozoides. O resultado deve
ser relatado em porcentagem. Até 30% de espermatozoides atipicos podem ser
encontrados caracterizando um quadro normal. As anormalidades incluem
alteracoes de cabeca, peca intermediéria e cauda. Recomenda-se o uso da ldmina
da anélise de vitalidade para o teste, mas também pode-se utilizar coloracdo pelo
método de May-Griinwald-Giemsa ou Papanicolau além do Vital.

2.3. Anélises complementares
2.3.1. Teste de Hipoosmolaridade: Fornece informagdo sobre a integridade e
funcionalidade da membrana celular da cauda do espermatozoide.



Pipetar em um tubo

R3 - Tamp&o de Hipoosmolaridade 0,5 mL

Agua deionizada 0,5 mL
Deixar em banho-maria a 37 °C por 10 minutos

Amostra | 0,1 mL

Agitar vigorosamente e aguardar 30 minutos em banho-maria a 37 °C.
Pipetar 20 pL do sedimento formado em uma ldmina. Adicionar laminula
sobre o material. Deve ser contabilizada a porcentagem de
espermatozoides com edema em relagdo ao ndmero total.

Valores de referéncia: Deve ser igual ou superior a 60%.

2.3.2. Determinacdo do Acido Citrico: O 4cido citrico na amostra reage com a
piridina e com o anidrido acético resultando em produto com coloragdo
amarelada.

Centrifugar o material a 3000 rpm por 10 minutos e utilizar o sobrenadante.
Identificar 3 tubos como branco, amostra e padrdo. Apenas um branco e padrdo
s§o necessarios por bateria de testes.

Pipetar em um tubo Branco Amostra Padrdo
Agua deionizada 0,5 mL 0,5 mL 0,5mL
Amostra - 25 L -
R7 - Padrdo de Ac. Citrico - - 25 pL
Deixar em banho de gelo por 2 minutos. Com os tubos no banho de gelo,
pipetar:
R4 - Piridina | o6mL | o6mL | o06mL
Homogeneizar.
RS - Anidrido Acético | 25mL | 25mL | 25mL

Homogeneizar vigorosamente e manter por mais 2 minutos no banho de
gelo. Transferir os tubos para o banho-maria a 37 °C. Incubar por 5 minutos.
Realizar as leituras em 420nm ou filtro azul. Pode ocorrer turvagdo no tubo
teste. Nesse caso, filtrar a solucdo em papel quantitativo e realizar a leitura.

estufa a 37 °C por 5 horas. Apds esse periodo determinar a frutose nessa
aliquota.

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

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

1. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizadas amostras de pacientes normais para a determinacdo da
repetibilidade e reprodutibilidade do kit. Trinta determinacbes foram realizadas
com o kit de Espermoteste da VIDA Biotecnologia para a determinacdo da
repetibilidade e 10 determinacdes para a reprodutibilidade. As médias das
determinagdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

5.1 Repetibilidade

3 -Piva, S. “Espermograma”, Livraria Ediora Santos, Sdo Paulo, 1988.

4 — Janini J. B. M., Pereira, O. S.. Atlas de Morfologia Espermadtica. Editora
Atheneu, Rio de Janeiro, 2001.

5- Laboratory manual for the examination and processing of human sémen —
World Health Organization - 52 Ed

INFORMAGCOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificacbes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que cuidados
de utilizacdo e armazenamento indicados nos rétulos e nessa instru¢do sejam
seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICACAO E DATA DE VALIDADE, VIDE ROTULO DO
PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBUIDO POR: VIDA Biotecnologia LTDA

Acido citrico (mg/dl) = AbSamostra X 300
AbSpadrao

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

2.3.3. Determinagdo da Frutose:

A reacdo baseia-se na transformacdo da frutose em furfural, que em presenca de
resorcinol, produz uma coloragdo résea.

Apés a liquefacdo do material, realizar a determinacdo da frutose imediatamente.
Se ndo for possivel, uma aliquota pode ser armazenada congelada para evitar a
frutélise.

Pipetar em um tubo Branco Amostra Padrdo
Agua deionizada 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
Amostra - 25 L -
R6 — Padrdo de Frutose - - 25 L

R8 - Reagente de Cor 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL

R9 — Reagente ACido 2,5mL 2,5mL 2,5mL

Homogeneizar vigorosamente, colocar em ebuli¢do por 5 minutos. Deixar o
material esfriar e realizar a leitura do teste e padrdo em 530 nm ou filtro
verde.

Frutose (mg/dl) = AbSamostra X 300
AbSpadrao

Valor de referéncia: 150 a 300 mg/dL;
Linearidade: 1500 mg/dL.

2.3.4. Determinacao da Frutdlise:
Apds a determinacdo da frutose, incubar uma segunda aliquota de esperma em

RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

As medidas de reducdo dos riscos foram implementadas e o produto nao
apresenta riscos maiores que os beneficios obtidos com o seu uso; e se usado por
profissionais qualificados e treinados, cientes das precaucdes descritas nos
produtos, desempenhara suas funcdes com qualidade, seguranca e eficacia.

APRESENTAGAO DO KIT

CODIGO REAGENTE VOLUME DE’#SQ"BEROASSES

R1-CORANTEVITAL | 1X0,5 mL
R2 - CONTRASTE 1X1,0mL

R3 - TAMPAO DE
HIPOOSMOLARIDAD | 1X10mL

E
R4~ PIRIDINA 1X15mL
100/320-020 RS _AcAngPchDO 1X 50 mL 20

e SR
R/ZCIDPSDCFFT/E?C%E TX1mL
R8—RECAOGRENEDE Tx10mL
R *EEAD%ENTE 1X50 mL
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Média dos valores CNPJ: 11.308.834/0001-85
Amostra N obtidos oP v (%) Avenida José Candido da Silveira 2100 — Horto Florestal — CEP 31035-536; Belo
Amostra 1 Horizonte. Minas Gerais - www.vidabiotecnologia.com.br
Frutose 30 3034 4.3 1,42 Departamento de Servigos Associados | (31)34663351;
Acido Citrico 392,7 2,9 0.74 dsa@vidabiotecnologia.com.br
Amostra 2 Responsével Técnico: Renato Silva CRBIO4 — 57360/04-D
Frutose 30 1?‘7"; gg 8;? Reg. M.S.: 80785070045
Acido Citrico ' ' ' Rev.: 01/2022
5.2 Reprodutibilidade
Média dos valores SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO
Amostra N - DP CV (%)
obtidos
Amostra 1
Frutose 30 307,8 49 1,60 Conteldo suficiente para <n> testes
o P 396,3 3,4 0,86
Acido Citrico
Amostra 2 188,3 2.9 154 Data limite de utilizagdo do produto (dd/mm/aaaa)
Frutose 30 ! ! !
o P 433,8 3,9 0,90
Acido Citrico

A Material Calibrador
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