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Please use only the valid version of the package insert provided with the kit. 
Verwenden Sie nur die jeweils gültige, im Testkit enthaltene, Arbeitsanleitung. 

Si prega di usare la versione valida dell'inserto del pacco a disposizione con il kit. 
Por favor, se usa solo la version valida de la metodico técnico incluido aqui en el kit. 
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1 NAME AND INTENDED USE 

The Sperm Antibody ELISA from DRG is a reliable and quantitative test for the determination antibodies directed 
against human spermatozoa. This test is intended for the use with seminal plasma. 

Please note: the terms “anti-spermatozoa antibodies”, “anti-sperm antibodies” and “sperm antibodies” are equivalent. 
In these instructions the rather unwieldy but correct term “anti-spermatozoa antibodies” is used. 

2 CLINICAL RELEVANCE 

Antibodies directed against spermatozoa antigens may cause infertility in women or men. The application of the Anti-
Spermatozoa Antibody ELISA from DRG is recommended for the diagnosis of immunologically caused disorders of 
fertility. 
Unwanted childlessness is a growing problem with which up to 20% of all couples in the reproductive age are 
confronted temporarily or long-term. In 20% of these cases the presence of anti-spermatozoa antibodies in the male 
or the female patient is detectable (Lahteenmaki A et al: Hum Reprod (1995) 10, 2824-28; Nagy ZP et al: Hum Reprod (1995) 10, 1775-
80). 
The definition of infertility according to the WHO (WHO Laboratory Manual for the Examination of Human Semen and Semen Cervical-

Mucus Interaction, 1999) is the absence of a conception within 12 months of unprotected intercourse. The main cause of 
an immunological fertility disorder is the formation of antibodies directed against spermatozoa antigens. 
Anti-spermatozoa antibodies exert heterogeneous effects on the ability of spermatozoa to fertilize. The inhibiting 
effect of anti-spermatozoa antibodies on the motility of spermatozoa by binding to their surface and by agglutinating 
processes is well-known (Zouari R et al: Fertil Steril (1993) 59, 606-12). 
The penetration of the spermatozoa into the cervical mucus is impaired by the presence of anti-spermatozoa 
antibodies in the seminal plasma and/or in the cervical mucus (Eggert-Kruse W et al: Hum Reprod (1993) 8, 1025-31). Anti-
spermatozoa antibodies negatively influence the capacitation and the acrosome reaction of spermatozoa and thereby 
impede the interaction of the spermatozoa with the oocyte (Francavilla F et al: Front Biosci (1999): 1;4:9-25; Bohring C et al.: Hum 
Reprod (2001) 7:113-8). 
The interaction of the spermatozoon with the oocyte and the subsequent binding to and penetration of the zona 
pellucida may be inhibited by anti-spermatozoa antibodies. The following fusion of the oocyte and a spermatozoon 
may also be impaired by the presence of anti-spermatozoa antibodies (Mazumdar S et al.: Fertil Steril (1998) 70, 799-810; Kutteh 
WH: Hum Reprod, (1999) 14, 2426-9). 
According to Crosignani et al. (Crosignani et al.: PG et al.: Hum Reprod (1998) 13, 2025-32) the rate of pregnancies in couples 
with anti-spermatozoa antibodies on the part of the man or the woman are 38% lower compared to the control groups. 
Furthermore an influence on the implantation and on the early embryological development could be confirmed. An 
association of anti-spermatozoa antibodies and miscarriages is discussed. 
The frequency of anti-spermatozoa antibodies in infertile couples amounts to 20% (Lahteenmaki A et al.: Hum Reprod (1995) 
10, 2824-28; Nagy ZP et al.: Hum Reprod (1995) 10, 1775-80). 
Anti-spermatozoa antibodies may occur dissolved in the ejaculate or bound to the surface of spermatozoa. Anti-
spermatozoa antibodies may be found in men and in women (Clarke GN et al.: Am J Reprod Immunol Microbiol (1985) 7, 143-7). In 
women anti-spermatozoa antibodies may be found in cervical mucus, oviduct liquid and follicular liquid. Men having 
more than 50% of their spermatozoa coated with anti-spermatozoa antibodies show a conspicuously reduced rate of 
fertility (Abshagen K et al.: Fertil Steril (1998) 70, 355-6). 

3 FIELDS OF APPLICATION 

The Sperm Antibody ELISA is a part in clinical practice to diagnose immunologically caused infertility in men. 

4 PRINCIPLE OF THE ASSAY METHOD 

The DRG Sperm Antibody ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) is a solid-phase sandwich enzyme-
immunoassay for the quantitative determination of anti-spermatozoa antibodies in human seminal plasma. 

The ELISA-plate is coated with a mix of spermatozoa proteins which are recognized by anti-spermatozoa antibodies. 
The samples and standards are pipetted into the wells and then incubated. During this incubation anti-spermatozoa 
antibodies bind to the spermatozoa proteins and are thus immobilised on the plate. After washing the enzyme 
conjugate, consisting of anti-human globulin antibodies covalently coupled to horseradish peroxidase, is added. After 
removal of the unbound conjugate by washing the horseradish peroxidase oxidizes the then added substrate TMB 
(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) yielding a colour reaction which is stopped with 0.25 M sulphuric acid (H2SO4). The 
extinction is measured at a wavelength of 450 nm with a microplate reader. The use of a reference measurement with 
a wavelength ≥ 550 nm is recommended. 
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5 REAGENTS 

(sufficient for 96 determinations) 

1. Microtiter strips coated with sperm antigen 96 wells 

2. Sperm Antibody ELISA standard set - per vial 0.5 mL 
- Standard 1 (  31 U/mL – colourless screw cap) 
- Standard 2 (  62 U/mL – white screw cap) 
- Standard 3 (125 U/mL – yellow screw cap) 
- Standard 4 (250 U/mL – blue screw cap) 

3. Control (green screw cap) equivalent to 70 – 120 U/mL 0.5 mL 

4. Dilution Buffer (also used as blank / zero standard / 0 U/mL ) 50 mL 

5. Washing Solution (10x concentrated) 50 mL 

6. Enzyme Conjugate (ready for use) 8 mL 

7. Substrate Solution (solution of TMB, ready for use)  13 mL 

8. Stop Solution (0.25 mol/L H2SO4) 13 mL 

9. Holder for single strips 1 x 

10. Adhesive Sheet 2 x 

6 MATERIALS REQUIRED BUT NOT INCLUDED 

1. Microplate reader with 450 nm filter, optionally with a reference filter ≥ 550 nm. 
2. Microliter pipettes with disposable tips: 5 µL, 50 µL and 500 µL. 
3. Tubes for the dilution of the samples 
4. Distilled or deionised water 
5. Absorbent paper. 
6. Please use only calibrated pipettes and instruments. 

7 WARNINGS AND PRECAUTIONS  

1. This kit is intended for in vitro use only. 
2. Avoid contact with the stop Solution, it may cause skin irritations and burns. 
3. Do not pipette reagents by mouth. 
4. Please regard all samples as potentially infectious and handle them with utmost care. 
5. Handling and disposal should be in accordance with the procedures defined by an appropriate national biohazard 

safety guideline or regulation where this exists. 

8 INSTRUCTIONS FOR REAGENT PREPARATION 

1. The components of this kit are intended for use as an integral unit and should not be interchanged with the 
components of other kits. 

2. All reagents and specimens must be brought to room temperature before use. 
3. All reagents have to be mixed without foaming. 
4. Once the test procedure has been started, all steps should be continued without interruption. 
5. Pipette all reagents and samples onto the bottom of the wells. Mixing or shaking after pipetting is not required. 
6. Use new disposable tips for each specimen. 
7. Before starting the assay, all reagents to be used should be prepared and ready for immediate use, all needed 

strips should be secured in the holder etc. This will ensure equal time periods for each pipetting step without 
interruption.  

8. For optimal results it is important to wash the wells thoroughly after incubation and to remove even the last water 
drops by hitting the plate on absorbent paper or cloth. 

9. Since the kinetics of the enzymatic reaction depends on the surrounding temperature different extinctions 
correlating with the respective room temperature may be observed. The optimum laboratory room temperature is 
20°C – 22°C (68 °F – 72 °F). 

10. It is recommended to effect all tests in double determination in order to minimize the consequences of pipetting or 
handling errors.  
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9 STORAGE INSTRUCTIONS AND SHELF LIFE INFORMATION 

1. Store the reagents at 2°C – 8°C (36 °F – 46 °F). 
2. The reagents remain stable until the expiration date of the kit. 
3. The diluted washing solution is stable for 4 weeks at refrigerator temperatures (4°C – 8°C / 39°F – 46°F). 
4. Put caps back on the vials immediately after use. 
5. Store the microtiter strips in a dry bag with desiccants. The remaining strips must be stored in the tightly resealed 

bag together with the desiccants. Under these storage conditions, they are stable at least for 4 weeks after 
opening of the sealed bag. 

10 SAMPLE MATERIAL 

Seminal plasma 

11 SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION 

Collect fresh ejaculate, centrifuge at room temperature and take the supernatant (seminal plasma). Avoid repeated 
freezing and thawing of the seminal plasma. Store tubes closed as they may be a danger of contamination or of 
alteration of concentration. 

1. Handle all samples with utmost care since they may be infectious. 
2. There are no known interferences with extrinsic factors or other substances. 
3. Samples may be stored at different temperatures for the following time-spans: 

 Environmental temperature up to 30 °C (86 °F): up to three days 
 Refrigerator temperature (2 °C - 8 °C / 36 °F - 46 °F): up to one week 
 Household freezer temperature (-10 °C to -20 °C / 14 °F to -4 °F): up to one year 

 

ATTENTION! There are no test methods available which may guarantee that Hepatitis B virus, Human 
Immunodeficiency Virus (HIV/HTLV-III/LAV), or other infectious agents are absent from the reagents in this kit. 
Therefore, all human products of human origin, including patient samples, should be considered potentially infectious. 
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12 ASSAY PROCEDURE 

1. Warm all reagents to room temperature and mix thoroughly before use. 

2. Preparation of the washing solution (10x): Dilute the concentrated washing solution (50 mL) by adding 450 mL 
distilled or deionised water. Attention: Do not use unpurified tap water! 

3. Dilute seminal plasma 1:5 (1+4) with dilution buffer, for example, dilute 100 µL seminal plasma with 400 µL 
dilution buffer. 

4. Fix the required number of coated wells or strips in the strip holder. 

5. Pipette 50 µL of standards into the respective wells. 

6. Pipette 50 µL of the diluted seminal plasma with new disposable tips into the respective wells. 

7. Incubate for 60 min at 37 °C. Please use the adhesive sheet provided with this kit or, better still, use a 
humid chamber in order to minimize loss of liquid due to evaporation. 

8. Briskly shake out the contents of the wells and then rinse the wells 3 times with 200 µL diluted washing solution. 

9. Knock the residual water out of the wells by hitting them (in the holder) on absorbent paper or cloth. 

10. Dispense 50 µL of the enzyme conjugate into each well. 

11. Incubate for 60 min at 37 °C. Please use the adhesive sheet provided with this kit or, better still, use a 
humid chamber in order to minimize loss of liquid due to evaporation. 

12. Briskly shake out the contents of the wells and then rinse the wells 5 times with 200 µL diluted washing solution. 

13. Knock the residual water out of the wells by hitting them (in the holder) on absorbent paper or cloth. 

14. Dispense 50 µL of substrate solution immediately after the washing to each well. 

15. Incubate for 30 min at room temperature. 

16. Stop the enzymatic reaction by adding 50 µL of stop solution into each well in the same sequence and time 
interval as dispensing the substrate. 

17. Measure the extinction of the samples at 450 nm. It is recommended to carry out the measurement of the 
extinction within 10 minutes after stopping the reaction. 

 
As a general rule the enzymatic reaction is linearly proportional to time and temperature. This makes interpolation 
possible for fixed physico-chemical conditions. 

Since calibrators are assayed in each run, absorbance fluctuations do not affect the absolute results. In any case it is 
highly recommended to use an additional internal control if available. 

 

Pipetting Scheme for the Sperm Antibody ELISA  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A BLANK BLANK P 3 P 11 P 19 P 27 P 35 

B S 1 P 4 P 12 P 20 P 28 P 36 

C S 2 P 5 P 13 P 21 P 29 P 37 

D S 3 P 6 P 14 P 22 P 30 P 38 

E S 4 P 7 P 15 P 23 P 31 P 39 

F P C P 8 P 16 P 24 P 32 P 40 

G P 1 P 9 P 17 P 25 P 33 P 41 

H P 2 P 10 P 18 P 26 P 34 P 42 

In this pipetting scheme the recommended positions for the blank (please use the dilution buffer included in this kit), 
standards (S1 – S4), positive control (PC) and for the patient samples (P1 – P42) are shown as double 
determinations. 
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13 CALCULATION OF RESULTS 

1. Calculate the average absorbance values for each set of reference standards, controls and patient samples 

2. The optical density of each standard value is plotted as y value (y-axis), the corresponding anti-spermatozoa 
antibody value is drawn in as the x-value (x-axis). The resulting calibration curve is used to determine the values 
of the patient samples. The OD values of the seminal plasma samples are correlated with the corresponding 
sperm antibody concentration values by interpolation.  

3. Using the mean absorbance value for each sample determine the corresponding concentration of anti-
spermatozoa antibody in U/mL from the standard curve. 

14 LIMITATIONS OF THE ASSAY 

At temperatures higher than 30 °C (86 °F) the samples should be transported cooled or refrigerated. The time to stop 
the (enzymatic colour) reaction may have to be adjusted (shortened). 

15 EXPECTED VALUES 

Normal values: 0 – 60 U/mL 

Elevated values: above 60 U/mL 

In the case of a value in the range near the cut-off (55 to 65 U/mL) we recommend a follow-up determination using a 
new sample taken within the next two weeks. 

16 ASSAY PERFORMANCE CHARACTERISTICS 

1. Intraassay variation coefficient: 6.44% (5.69 – 7.92%) 

For the determination of the intraassay variation coefficient 6 kits from 6 different batches (produced on different days) 
were used. One patient sample (optical density about 1.0) was applied 96 times per testing procedure. 

 

2. Interassay variation coefficient: 7.15% (6.04 – 8.21) 

For the determination of the interassay variation coefficient one strip each of 12 kits stemming from 6 different 
batches (produced on different days) were used. One patient sample (optical density about 1.0) was applied 72 times 
per testing procedure. 
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1 VERWENDUNGSZWECK 

Der Sperm Antibody-ELISA dient dem Nachweis von Antikörpern gegen Spermatozoen in humanem Seminalplasma. 

2 KLINISCHE RELEVANZ 

Antikörper, die gegen Spermatozoen-Antigene gerichtet sind, können Unfruchtbarkeit bei Frauen oder Männern 
verursachen. Die Anwendung des Anti-Spermatozoen-Antikörper-ELISA von DRG wird bei immunologisch 
begründeten Fertilitätsstörungen empfohlen. 

Ungewollte Kinderlosigkeit ist ein wachsendes Problem, mit dem bis zu 20 % aller Paare im reproduktionsfähigen 
Lebensalter zeitweilig oder ständig konfrontiert werden. In 20 % dieser Fälle werden Anti-Spermatozoen-Antikörper 
bei männlichen oder weiblichen Patienten nachgewiesen. (Lahteenmaki A et al: Hum Reprod (1995) 10, 2824-28; Nagy ZP et al: 

Hum Reprod (1995) 10, 1775-80). 

Entsprechend den Bestimmungen der WHO wird Infertilität angenommen, wenn innerhalb von 12 Monaten 
ungeschützten Geschlechtsverkehrs keine Empfängnis stattgefunden hat (WHO Laboratory Manual for the Examination of 

Human Semen and Semen Cervical-Mucus Interaction, 1999). Die Hauptursache einer immunologisch bedingten Fertilitätsstörung 
ist die Bildung von Antikörpern, die gegen Spermatozoen Antigene gerichtet sind. 

Anti-Spermatozoen-Antikörper wirken sich in unterschiedlicher Weise auf die Befruchtungsfähigkeit der 
Spermatozoen aus. Die hemmende Wirkung der Anti-Spermatozoen-Antikörper auf die Beweglichkeit der 
Spermatozoen durch Oberflächenbindung und Agglutinationsprozesse ist gut bekannt (Zouari R et al: Fertil Steril (1993) 59, 
606-12). 

Das Durchdringen des Zervikalmucus durch die Spermatozoen wird durch die Anwesenheit von Anti-Spermatozoen-
Antikörper im Seminalplasma und/oder im Zervikalmucus beeinträchtigt (Eggert-Kruse W et al: Hum Reprod (1993) 8, 1025-31). 
Anti-Spermatozoen-Antikörper beeinflussen die Fähigkeit zur Kapazitation und die Akrosomenreaktion der 
Spermatozoen und behindern dadurch die Interaktion der Spermatozoen mit der Eizelle. (Francavilla F et al : Front Biosci 
(1999) : 1 ;4 :9-25 ; Bohring C et al. : Hum Reprod (2001) 7 :113-8). 

Die Interaktion des Spermatozoons mit der Eizelle sowie die spätere Bindung an diese und das Durchdringen der 
Zona pellucida kann durch Anti-Spermatozoen-Antikörper verhindert werden. Auch die darauf folgende 
Verschmelzung des Spermatozoons mit der Eizelle kann durch die Anwesenheit von Anti-Spermatozoen-Antikörpern 
beeinträchtigt werden (Mazumdar S et al.: Fertil Steril (1998) 70, 799-810; Kutteh WH: Hum Reprod, (1999) 14, 2426-9). 

Nach Crosignani et al. (Crosignani et al.: PG et al.: Hum Reprod (1998) 13, 2025-32) ist die Schwangerschaftsquote bei Paaren 
mit Anti-Spermatozoen-Antikörpern auf Seiten des Mannes oder der Frau im Vergleich zu den Kontrollgruppen um 38 
% vermindert. Außerdem konnte ein Einfluss auf die Einnistung des Eies in der Uterusschleimhaut und auf die frühe 
embryonale Entwicklung bestätigt werden. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Anti-Spermatozoen-
Antikörpern und Fehlgeburten wird diskutiert. Die Häufigkeit von Anti-Spermatozoen-Antikörpern bei infertilen Paaren 
liegt bei 20 % (Lahteenmaki A et al.: Hum Reprod (1995) 10, 2824-28; Nagy ZP et al.: Hum Reprod (1995) 10, 1775-80). 

Anti-Spermatozoen-Antikörper können sowohl bei Männern als auch bei Frauen gefunden werden (Clarke GM et al.: Am J 

Reprod Immunol Microbiol (1985) 7, 143-7). Diese Antikörper können ungebunden im Ejakulat auftreten oder an die 
Oberfläche von Spermatozoen gebunden sein. Bei Frauen werden Anti-Spermatozoen-Antikörper in Zervikalmucus, 
Eileiterflüssigkeit und Follikelflüssigkeit nachgewiesen. Männer, deren Spermatozoen zu mehr als 50 % mit Anti-
Spermatozoen-Antikörpern bedeckt sind, weisen eine deutlich verringerte Fertilitätsrate auf. (Abshagen K et al.: Fertil Steril 
(1998) 70, 355-6). 

3 ANWENDUNGSGEBIETE 

Der Sperm Antibody-ELISA ist ein Bestandteil der klinischen Diagnostik zur Diagnose immunologisch bedingter 
Infertilität bei Männern. 
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4 TESTPRINZIP 

Der anti-Spermatozoen-Antikörper detektierende ELISA von DRG ist ein Festphasen-Immunoassay zur quantitativen 
Bestimmung von anti-Spermatozoen-Antikörpern in Seminalplasma. 

Die ELISA-Platte ist mit einer Mischung von menschlichen Spermatozoen-Antigenen beschichtet. Die 
Patientenproben, Standards und Kontrollen werden mit einer Pipette in die einzelnen Vertiefungen verbracht und 
dann bebrütet. Während dieser Inkubation binden die anti-Spermatozoen-Antikörper an die an den Näpfen 
befindlichen Spermatozoen-Antigene und werden dadurch immobilisiert. 

Nach dem Entfernen überschüssiger Antikörper durch Waschen wird das Enzymkonjugat, bestehend aus 
polyklonalen anti-Mensch-Antikörpern und kovalent gebundener Meerrettichperoxidase, in die Vertiefungen gegeben. 
Nach der Inkubation und dem anschließenden Waschen (zur Entfernung überschüssigen Konjugates) wird das 
Substrat TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin) zugegeben. Dieses Substrat ergibt nach der Umsetzung durch die 
Meerrettichperoxidase eine blaue Färbung, die nach Stoppen der Reaktion mit 0,25 M Schwefelsäure in Gelb 
umschlägt. Die Extinktion wird mit einem Plattenphotometer bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen. Die 
Benutzung einer Referenzwellenlänge von ≥ 550 nm wird empfohlen, ist aber nicht zwingend. 

5 BESTANDTEILE DES KITS 

(ausreichend für 96 Bestimmungen) 

1. 12 Mikrotiterstreifen à 8 Vertiefungen, beschichtet mit Sperma-Antigen 96 Vertiefungen 

2. Sperma-Antikörper ELISA Standard – pro Fläschchen 0,5 mL 
- Standard 1, (  31 Einheiten/mL Serum – farbloser Schraubdeckel) 
- Standard 2, (  62 Einheiten/mL Serum – weißer Schraubdeckel) 
- Standard 3, (125 Einheiten/mL Serum – gelber Schraubdeckel) 
- Standard 4, (250 Einheiten/mL Serum – blauer Schraubdeckel) 

3. Control (Kontrolle) (grüner Schraubdeckel) equivalent zu 70 – 120 U/mL 0,5 mL 

4. Dilution Buffer (Verdünnungspuffer) (wird auch als Blank / Nullstandard / 0 U/mL verwendet) 50 mL 

5. Wash Solution (Waschpuffer) (10-fach konzentriert) 50 mL 

6. Enzyme conjugate (Enzymkonjugat) (gebrauchsfertig) 8 mL 

7. Substrate Solution (Substratlösung) (TMB, gebrauchsfertig)  13 mL 

8. Stop Solution (Stopplösung) (0,25 mol/l H2SO4) 13 mL 

9. Halterung für einzelne Streifen 1 x 

10. Abdeckfolie 2 x 

6 ERFORDERLICHE GERÄTE UND MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND 

1. Mikrotiterplattenleser mit 450 nm Filter, optional mit einem Referenzfilter ≥ 550 nm. 

2. Mikroliterpipetten mit auswechselbaren Spitzen: 5 µL, 50 µL, and 500 µL. 

3. Röhrchen für die Verdünnung der Proben. 

4. Destilliertes Wasser. 

5. Saugfähiges Papier. 

6. Bitte verwenden Sie nur kalibrierte Pipetten und Geräte. 

7 WARNUNGEN UND HINWEISE 

1. Dieser Testkit ist nur zur in-vitro-Diagnostik bestimmt.  

2. Vermeiden Sie den Kontakt mit der Stopplösung (0,25 mol/l Schwefelsäure), sie könnte Hautirritationen und 
Verätzungen auslösen.  

3. Pipettieren Sie niemals mit dem Mund.  

4. Bitte betrachten Sie alle Proben als potenziell infektiös, und bearbeiten Sie sie nur mit äußerster Sorgfalt.  

5. Der Umgang und die Entsorgung soll entsprechend den nationalen Sicherheitsrichtlinien erfolgen.  
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8 HINWEISE ZUR VORBEREITUNG DER TESTBESTANDTEILE  

1. Die Bestandteile dieses Kits bilden eine integrale Einheit und dürfen daher nicht mit den Bestandteilen anderer 
Kits gemischt werden.  

2. Bringen Sie alle Reagenzien und Proben vor Gebrauch auf Raumtemperatur.  
3. Durchmischen Sie alle Reagenzien gründlich und ohne Schaumbildung.  
4. Wenn die Testdurchführung einmal begonnen wurde, muss sie ohne Unterbrechung zu Ende geführt werden.  
5. Pipettieren Sie alle Reagenzien und Proben auf den Grund der Vertiefungen. Mischen oder Schütteln nach dem 

Pipettieren ist nicht erforderlich.  
6. Verwenden Sie für jede Probe jeweils eine neue Pipettenspitze.  
7. Bringen Sie vor Beginn der Testdurchführung alle Reagenzien in einen arbeitsbereiten Zustand (z.B. die Proben 

vorverdünnen, die benötigten Vertiefungen in den Halter setzen etc.). Eine gute Vorbereitung garantiert gleiche 
Zeiten für jeden Pipettiervorgang ohne Unterbrechung und vermeidet damit das Auftreten einer Drift.  

8. Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist es wichtig, die Vertiefungen nach den einzelnen Inkubationsschritten 
gründlich zu waschen und nach dem Waschen (jeweils letzten Waschschritt) die in den Näpfen verbliebenen 
Flüssigkeitstropfen durch Ausklopfen auf saugfähiger Unterlage zu entfernen.  

9. Da Enzymreaktionen grundsätzlich temperaturabhängig sind, können aufgrund der jeweiligen Labortemperatur 
unterschiedliche Extinktionen auftreten. Die in dieser Anleitung angegebenen Werte beziehen sich eine 
Labortemperatur von 20 °C – 25 °C.  

10. Die Durchführung aller Teste im Doppelansatz ist empfehlenswert, da nur auf diese Weise Pipettier- oder 
Handhabungsfehler erkannt werden können.  

9 HINWEISE ZU LAGERUNG UND HALTBARKEIT  

1. Lagern Sie die Reagenzien bei 2 – 8 °C.  
2. Die Reagenzien sind haltbar bis zum Ablauf des Haltbarkeitsdatums des Kits.  
3. Die verdünnte Waschlösung ist für 4 Wochen bei Kühlschranktemperatur haltbar (2 – 8 °C). 
4. Verschließen Sie die Fläschchen unmittelbar nach dem Gebrauch.  
5. Bewahren Sie die Mikrotiterstreifen im Folienbeutel mit Trockensubstanz auf. Verschließen Sie nach dem Öffnen 

und Entnehmen der Streifen die Folie wieder fest. Gut verschlossen sind die Mikrotiterstreifen im Kühlschrank 
nach Anbruch mindestens vier Wochen haltbar  

10 PROBENMATERIAL 

Seminalplasma 

11 PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG 

Zur Gewinnung von Seminalplasma zentrifugieren Sie bitte frisches Ejakulat und pipettieren anschließend das 
überstehende Seminalplasma vorsichtig ab. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen des verdünnten 
Seminalplasmas. Bewahren Sie die Röhrchen verschlossen auf, da die Lösungen sonst ihre Konzentration verändern 
können und außerdem ein Kontaminationsrisiko besteht. 

1. Bearbeiten Sie alle Proben mit äußerster Sorgfalt und betrachten Sie sie grundsätzlich als potenziell infektiös. 
2. Es sind keine Interferenzen mit extrinsischen Faktoren oder anderen Substanzen bekannt. 
3. Die Proben können bei verschiedenen Temperaturen für folgende Zeitspannen aufbewahrt werden: 

 Umgebungstemperatur bis zu 30 °C : bis zu drei Tagen 
 Kühlschranktemperatur (2 – 8 °C) bis zu einer Woche 
 Haushaltsgefrierschranktemperatur (-10 °C bis  -20 °C): bis zu einem Jahr 

Vorsichtsmaßnahmen: 
Untersuchungsmaterial von Patienten, wie es für Laboratoriumsuntersuchungen eingesetzt wird, ist stets als 
potenziell infektiös einzustufen und entsprechend zu behandeln. Proben von Risikopatienten sollten stets 
gekennzeichnet und unter geeigneten Sicherheitsvorkehrungen bearbeitet werden. Darüber hinaus sind die jeweils 
geltenden Vorschriften zur Unfallverhütung, zum Umweltschutz und zum Umgang mit Gefahrstoffen einzuhalten. 
Insbesondere müssen stets geeignete Schutzkleidung und Schutzhandschuhe getragen werden. 
ACHTUNG! Es sind keine Testsysteme erhältlich, die garantieren können, dass die Reagenzien dieses Kits absolut 
frei sind von Hepatitis B-Viren, Human Immunodeficiency Virus (HIV) oder anderen Krankheitserregern. 
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12 TESTDURCHFÜHRUNG 

1. Bringen Sie alle Reagenzien auf Raumtemperatur und durchmischen Sie sie vor Gebrauch sorgfältig.  

2. Vorbereitung des Waschpuffers (10-fach konzentriert):  
Verdünnen Sie den konzentrierten Waschpuffer (50 mL) mit 450 mL destilliertem oder deionisiertem Wasser. 
Achtung: Verwenden Sie kein Leitungswasser!  

3. Verdünnen Sie die Proben im Verhältnis 1:5 (1+4) mit Verdünnungspuffer, indem Sie z. B. 100 µL Seminal-
plasma mit 400 µL Verdünnungspuffer versetzen. 

4. Befestigen Sie die benötigte Anzahl beschichteter Mikrotiterstreifen in der Halterung und beschriften Sie ein 
Pipettierschema entsprechend. Die Mikrotiterstreifen sind nach Anbruch der Packung innerhalb von vier Wochen 
zu verbrauchen. 

5. Pipettieren Sie 50 µL der Standards in die entsprechenden Vertiefungen. 

6. Pipettieren Sie je 50 µL der verdünnten Seminalplasmaproben in die entsprechenden Vertiefungen.  

7. Inkubieren Sie den Ansatz 60 Minuten bei 37 °C. Bitte benutzen Sie die Folie zur Abdeckung; oder besser, 
führen Sie die Inkubation in einer feuchten Kammer durch. 

8. Schütten Sie die Inkubationslösung ab und waschen Sie die Vertiefungen 3 mal mit jeweils 200 µL verdünntem 
Waschpuffer.  

9. Klopfen Sie die verbliebenen Flüssigkeitsreste aus den Näpfen durch Ausschlagen auf saugfähigem Papier oder 
Tuch. Belassen Sie zum Ausklopfen die Streifen in der Halterung. 

10. Pipettieren Sie jeweils 50 µL des Enzymkonjugates in die Vertiefungen.  

11. Inkubieren Sie den Ansatz 60 Minuten bei 37 °C. Bitte benutzen Sie die Folie zur Abdeckung; oder besser, 
führen Sie die Inkubation in einer feuchten Kammer durch. 

12. Schütten Sie die Inkubationslösung ab und waschen Sie die Vertiefungen 5 mal mit jeweils 200 µL verdünntem 
Waschpuffer. 

13. Klopfen Sie die verbliebenen Flüssigkeitsreste aus den Näpfen durch Ausschlagen auf saugfähigem Papier oder 
Tuch. Belassen Sie zum Ausklopfen die Streifen in der Halterung. 

14. Pipettieren Sie 50 µL der Substratlösung unmittelbar nach dem Waschvorgang in die entsprechenden 
Vertiefungen.  

15. Inkubieren Sie den Ansatz für 30 Minuten bei Raumtemperatur (15 °C - 30 °C). 

16. Beenden Sie die enzymatische Reaktion durch Hinzugabe von 50 µL Stopplösung in jeden Napf. Achtung: 
Pipettieren Sie die Stopplösung in der gleichen Reihenfolge und in den gleichen Zeitintervallen wie die 
Substratlösung (siehe Punkt 14 oben). Dies ist sehr wichtig, da ansonsten die leichten Unterschiede bei den 
Inkubationszeiten aufgrund einer auftretenden Drift zu verschieden starken Farbreaktionen führen könnten! 

17. Bestimmen Sie die Extinktion in jedem Napf mit einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 450 nm. Wir empfehlen, 
die Farbreaktionen innerhalb von 10 Minuten nach dem Abstoppen zu messen. Jedes Mikrotiterplatten-
Photometer mit einem 450 nm-Filter kann verwendet werden. Eine Referenzmessung bei einer Wellenlänge von 
>550 nm wird empfohlen, ist aber nicht zwingend. 

 

Enzymatische Reaktionen sind proportional zu Inkubationszeit und -temperatur. Dies ermöglicht, bei anderweitig 
fixierten physikochemischen Bedingungen, eine Interpolation und damit das Erstellen einer Standardkurve. 

Da bei jedem Testansatz Standards und Kontrollen mitgeführt werden, werden die absoluten Ergebnisse nicht von 
temperaturabhängigen Schwankungen der Extinktion beeinflusst. Wir empfehlen in jedem Falle das Mitführen einer 
zusätzlichen internen Kontrolle. 

 

 
Pipettierschema für den Sperma-Antikörper ELISA 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A BLANK BLANK P 3 P 11 P 19 P 27 P 35 

B S 1 P 4 P 12 P 20 P 28 P 36 

C S 2 P 5 P 13 P 21 P 29 P 37 

D S 3 P 6 P 14 P 22 P 30 P 38 

E S 4 P 7 P 15 P 23 P 31 P 39 

F P C P 8 P 16 P 24 P 32 P 40 

G P 1 P 9 P 17 P 25 P 33 P 41 

H P 2 P 10 P 18 P 26 P 34 P 42 
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In diesem Schema wurden immer Doppelbestimmungen durchgeführt. 

Blank = Verdünnungspuffer, der im Kit enthalten ist; Standards (S1 – S4); Positivkontrolle (PC) und Patientenproben 
(P1 – P42). 

13 AUSWERTUNG DER TESTERGEBNISSE 

1. Berechnen Sie die durchschnittlichen Extinktionswerte für jeden Standardwert, sowie für die Kontrolle und für die 
Patientenproben. 

2. Die Extinktion (y-Achse) von jedem Standardwert wird im Verhältnis zur zugehörigen Konzentration der anti-
Spermatozoen Antikörper (x-Achse) graphisch dargestellt. Die daraus resultierende Kurve wird benutzt, um die 
Werte der Patientenproben zu bestimmen.  

3. Den Extinktionen der Patientenproben werden durch Interpolation aus der Standardkurve korrespondierende 
anti-Spermatozoen Antikörper-Konzentrationen zugeordnet. 

14 BESCHRÄNKUNGEN DES TESTES 

Bei Temperaturen, die höher als 30 °C liegen, sollten die Proben gekühlt oder gefroren  transportiert werden. Bei 
solchen Umgebungstemperaturen kann ggf. die Dauer der enzymatischen Farbreaktion verkürzt werden. 

15 ERWARTETE WERTE 

Normalwerte: 0 – 60 Einheiten/mL  

Erhöhte Werte: über 60 Einheiten/mL  

 

Der cut-off des Testes liegt bei 55 – 60 Einheiten/mL. Deshalb wird bei Ergebnissen in diesem fraglichen Bereich eine 
Wiederholung des Testes innerhalb von 14 Tagen empfohlen.  

16 LEISTUNGSDATEN  

1. Intraserielle Variationskoeffizienten:     6,44% (5,69 – 7,92%) 

Zur Bestimmung der intraseriellen Variationskoeffizienten wurden sechs Kits von sechs verschiedenen Chargen, die 
an unterschiedlichen Tagen produziert wurden, verwendet.  

Eine Patientenprobe (Extinktion über 1,0) wurde 96 mal pro Testdurchlauf verwendet. 

 

2. Interserielle Variationskoeffizienten:     7,15% (6,04 – 8,21) 

Zur Bestimmung der interseriellen Variationskoeffizienten wurde jeweils ein Streifen von 12 Kits, die von sechs 
verschiedenen, an unterschiedlichen Tagen produzierten Chargen stammten, verwendet. 

Eine Patientenprobe (Extinktion über 1,0) wurde 72 mal pro Testdurchlauf verwendet. 
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1 IMPIEGO DEL TEST 

Il Test degli Sperm Antibody ELISA della DRG Diagnostics è un test rapido, affidabile, semiquantitativo per la ricerca 
di anticorpi anti- spermatozoi umani. Questo test è utilizzabile su plasma seminale. 

Nota bene : i termini “anticorpi anti-spermatozoi” , “anticorpi anti-sperma” e “anticorpi spermatici” sono equivalenti. In 
queste istruzioni per l’uso viene utilizzato il termine piuttosto lungo, ma corretto “anticorpi anti-spermatozoi 

2 SIGNIFICATO CLINICO  

Gli anticorpi specifici per antigeni degli spermatozoi possono causare infertilità in donne e uomini. L’utilizzo del test 
DRG Instruments Anticorpi Anti-Spermatozoi ELISA è raccomandato per la diagnosi di disordini alla fertilità di origine 
immunologia 
L’incapacità a procreare è un problema crescente che riguarda fino al 20 % di coppie in età riproduttiva in modo 
temporaneo o a lungo termine. Nel 20 % di questi casi si è evidenziata la presenza di anticorpi anti-spermatozoi nei 
pazienti di sesso maschile o femminile.(Lahteenmaki A et al: Hum Reprod (1995) 10, 2824-28; Nagy ZP et al: Hum Reprod (1995) 10, 
1775-80). 
La definizione di infertilità secondo il WHO (WHO Laboratory Manual for the Examination of Human Semen and Semen Cervical-Mucus 

Interaction, 1999) è l’assenza di concepimento per un periodo di 12 mesi di rapporti non protetti. La causa più importante 
di un disordine della fertilità di origine immunologica è la formazione di anticorpi contro antigeni degli spermatozoi. 
Gli anticorpi anti-spermatozoi esercitano una serie eterogenea di effetti sulla capacità degli spermatozoi di fecondare. 
L’effetto inibitore degli anticorpi anti-spermatozoi sulla mobilità degli spermatozoi a causa del legame sulla loro 
superficie e i processi di agglutinazione è ben noto (Zouari R et al: Fertil Steril (1993) 59, 606-12). 
La penetrazione degli spermatozoi nel muco cervicale è ostacolata dalla presenza di anticorpi anti-spermatozoi nel 
liquido seminale e/o nel muco cervicale (Eggert-Kruse W et al: Hum Reprod (1993) 8, 1025-31). Anticorpi anti-spermatozoi 
influenzano negativamente la capacitazione e la reazione acrosomiale degli spermatozoi e quindi impedisce la 
interazione degli spermatozoi con l’ovocita (Francavilla F et al: Front Biosci (1999): 1;4:9-25; Bohring C et al.: Hum Reprod (2001) 
7:113-8). 
L’interazione dello spermatozoo con l’ovocita e il successivo legame e penetrazione della zona pellucida possono 
essere inibiti da anticorpi anti-spermatozoi. Anche la fusione derivante dell’ovocita e dello spermatozoo può essere 
pregiudicata dalla presenza di anticorpi anti-spermatozoi  (Mazumdar S et al.: Fertil Steril (1998) 70, 799-810; Kutteh WH: Hum 
Reprod, (1999) 14, 2426-9). 
Secondo Crosignani et al. (Crosignani et al.: PG et al.: Hum Reprod (1998) 13, 2025-32) la percentuale di gravidanze in coppie 
con anticorpi anti-spermatozoi nell’uomo o nella donna è del 38% inferiore a quella di gruppi di controllo. Inoltre è 
stata confermato un effetto sull’impianto dell’ovulo e sul primo sviluppo embrionale. E’ attualmente in discussione una 
relazione tra anticorpi anti-spermatozoi e aborto. La presenza di anticorpi anti-spermatozoi in coppie infertili ammonta 
al 20% (Lahteenmaki A et al.: Hum Reprod (1995) 10, 2824-28; Nagy ZP et al.: Hum Reprod (1995) 10, 1775-80). 
Gli anticorpi anti-spermatozoi possono essere presenti in soluzione nell’eiaculato o legati alla superficie degli 
spermatozoi. Gli anticorpi anti-spermatozoi possono ritrovarsi sia nell’uomo che nella donna (Clarke GN et al.: Am J Reprod 

Immunol Microbiol (1985) 7, 143-7). Nella donna gli anticorpi anti-spermatozoi possono trovarsi nel muco cervicale, nel 
liquido del dotto ovarico e nel liquido follicolare. Gli uomini con presenza di anticorpi anti-spermatozoi in oltre il 50% 
dei loro spermatozoi presentano un quoziente di fertilità notevolmente ridotto (Abshagen K et al.: Fertil Steril (1998) 70, 355-6). 

3 SETTORI DI APPLICAZIONE 

Il test Sperm Antibody ELISA può trovare applicazione nella pratica clinica per la diagnosi di infertilità di origine 
immunologia nell’uomo. 
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4 PRINCIPIO DEL METODO 

Il test per Sperm Antibody ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) della DRG Instruments è un test 
immunoenzimatico sandwich “solid-phase”per la determinazione quantitativa degli anticorpi anti-spermatozoi in 
plasma seminale umano. 
La micropiastra ELISA è rivestita da una miscela di proteine di spermatozoi che vengono riconosciute dagli anticorpi 
anti-spermatozoi. I campioni e gli standard sono pipettati nei pozzetti ed incubati. Nel corso dell’incubazione gli 
anticorpi anti-spermatozoi si legano alle proteine di spermatozoi e vengono quindi immobilizzati sulla piastra. Dopo il 
lavaggio si aggiunge il coniugato con l’enzima, che è costituito da anticorpi anti-globulina umana legati con legame 
covalente a per ossidasi da rafano. Dopo l’eliminazione del coniugato non legato, effettuata attraverso il lavaggio, la 
perossidasi ossida il substrato aggiunto TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina) dando luogo ad una reazione cromatica 
che viene bloccata dall’aggiunta di acido solforico (H2SO4) 0.25 M. L’assorbanza viene misurata alla lunghezza 
d’onda di 450 nm con un lettore di micropiastre. Si raccomanda l’utilizzo di una lettura di riferimento alla lunghezza 
d’onda di ≥ 550 nm. 

5 REAGENTI 

(sufficienti per 96 determinazioni) 

1. Microtiter strips, Strisce di micropiastre rivestite da antigene spermatico 96 pozzetti 

2. Standard: Anticorpi anti-sperma ELISA standard set - per vial 0.5 mL 
-  Standard 1 ( 31 U/mL – tappo incolore) 
-  Standard 2 ( 62 U/mL – tappo bianco) 
-  Standard 3 (125 U/mL – tappo giallo) 
-  Standard 4 (250 U/mL – tappo blu) 

3. Control: Controllo (tappo verde) equivalente a 70-120 U/mL 0.5 mL 

4. Dilution Buffer: Tampone di diluizione (da utilizzarsi anche come bianco / standard zero / 0 U/mL) 50 mL 

5. Wash Solution:  Soluzione di lavaggio (concentrata 10x) 50 mL 

6. Enzyme Conjugate: Coniugato con enzima (pronto all’uso) 8 mL 

7. Substrat Solution:  Soluzione substrato (soluzione di TMB, pronto all’uso)  13 mL 

8. Stop Solution:  Soluzione bloccante (0.25 mol/L H2SO4) 13 mL 

9. Supporti per strisce singole 1 x 

10. Foglio adesivo 2 x 

6 MATERIALE NECESSARIO MA NON FORNITO 

1. Lettore per micropiastre con filtro a 450 nm, opzionale filtro di riferimento a ≥ 550 nm. 
2. Micropipette con puntali a perdere: 5 µL, 50 µL e 500 µL  
3. Provette per la diluizione dei campioni 
4. Acqua distillata o deionizzata 
5. Carta assorbente. 
6. Utilizzare solo pipette e strumenti calibrati 

7 ACCORGIMENTI E PRECAUZIONI 

1. Questo kit è da utilizzarsi solo per uso in vitro. 
2. Evitare ogni contatto con la soluzione bloccante, potrebbe causare irritazioni e bruciature alla pelle. 
3. Non pipettare I reagenti con la bocca. 
4. Tutti I campioni sono da considerarsi potenzialmente infetti e da trattare con la massima cura. 
5. L’utilizzo e l’eliminazione del materiale del kit devono avvenire in accordo con le procedure di sicurezza per il 

rischio biologico previste nel paese di utilizzo e secondo le normative, dove esistano. 
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8 ISTRUZIONI PER LA PREPARAZIONE DEI REATTIVI 

1. I componenti del kit sono da considerarsi un tutto unico e non devono essere scambiati con componenti di altri 
kit. 

2. Portare tutti I reattivi e i campioni a temperatura ambiente prima dell’uso. 
3. Mescolare I reagenti evitando la formazione di schiuma. 
4. Una volta iniziata la procedura, tutti i passaggi successivi devono essere effettuati senza interruzioni. 
5. Pipettare tutti i reagenti e campioni sul fondo dei pozzetti. Non è necessario mescolare o agitare dopo il 

pipettaggio. 
6. Usare puntali nuovi per ogni campione. 
7. Prima di iniziare il test, tutti I reagenti da utilizzare devono essere preparati per un uso immediato, tutte le strisce 

necessarie già disposte negli appositi supporti, etc. Questo garantisce uguali periodi di tempo per ogni fase di 
pipettaggio senza interruzioni.  

8. Per risultati ottimali è importante lavare accuratamente i pozzetti dopo l’incubazione e rimuovere ogni goccia 
residua di acqua di lavaggio picchiettando la piastra su carta assorbente o su tessuto. 

9. Poichè la cinetica della reazione enzimatica dipende dalla temperatura esterna si possono ottenere estinzioni 
diverse correlate a differenti temperature ambiente. La temperatura ottimale in un laboratorio è 20 °C – 22 °C (68 
°F – 72 °F). 

10. Si raccomanda di effettuare tutti i test in doppio al fine di minimizzare le conseguenza di errori di pipettaggio o 
dispensazione dei reattivi. 

9 CONSERVAZIONE DEL KIT E DURATA 

1. Conservare I reagenti a 2 °C – 8 °C (36 °F – 46 °F). 
2. I reagenti sono stabili fino alla data di scadenza del kit. 
3. La soluzione di lavaggio diluita è stabile per 4 settimane a temperatura di frigorifero  

(4 °C – 8 °C / 39 °F – 46 °F). 
4. Richiudere I flaconi con I tappi immediatamente dopo l’uso. 
5. Conservare le strisce della micropiastra in busta asciutta con essiccante. Le strisce rimanenti dopo l’uso vanno 

rimesse nella busta ben chiusa insieme con l’ essiccante. In queste condizioni di conservazione, sono stabili 
almeno per 4 settimane dopo l’apertura della busta sigillata. 

10 CAMPIONE 

Plasma seminale 

11 RACCOLTA E PREPARAZIONE DEL CAMPIONE 

Raccogliere eiaculato fresco, separare il plasma seminale con centrifugazione a temperatura ambiente. Evitare 
congelamenti e scongelamenti ripetuti. Conservare in provette chiuse per evitare contaminazioni o alterazioni nella 
concentrazione delle sostanze da testare. 

1. Trattare tutti I campioni con la massima cura come potenzialmente infetti. 
2. Non ci sono interferenze note con fattori esterni e alter sostanze. 
3. I campioni possono essere conservati alle seguenti temperature e per i periodi sottoindicati: 

 Temperatura ambiente fino a 30 °C (86 °F): fino a tre giorni 
 Temperatura di frigorifero (2 °C - 8 °C / 36 °F - 46 °F): fino a una settimana 
 Temperatura di freezer di casa (-10 °C a -20 °C / 14 °F a -4 °F): fino a un anno 

ATTENZIONE! Non ci sono test disponibili che possano garantire l’assenza dai reagenti del kit di virus dell’Epatite B, 
Virus di immunodeficienza umana (HIV/HTLV-III/LAV), o altri agenti infettivi. E’ necessario quindi considerare come 
potenzialmente infetti tutti i derivati del sangue umano, inclusi i campioni dei pazienti. 
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12 PROCEDIMENTO 

1. Portare tutti I reattivi a temperatura ambiente e mescolare accuratamente prima dell’uso. 

2. Preparazione della soluzione di lavaggio (10x):  
Diluire la soluzione di lavaggio concentrata (50 mL) aggiungendo 450 mL di acqua distillata o deionizzata. 
Attenzione: non utilizzare acqua corrente! 

3. Diluire i plasmi seminali 1:5 (1+4) con tampone di diluizione  
(diluizione 1:5: 100 µL di plasma seminale + 400 µL di tampone). 

4. Inserire il numero richiesto di pozzetti o strisce negli appositi supporti. 

5. Pipettare 50 µL di standard negli appositi pozzetti. 

6. Pipettare 50 µL di plasma seminale diluito con puntali disposable nuovi nei pozzetti previsti. 

7. Incubare per 60 min a 37 °C. Consigliamo di utilizzare uno dei fogli adesivi o una camera umida per 
minimizzare la perdita di liquida a causa d’evaporazione. 

8. Eliminare attentamente il contenuto dei pozzetti e risciacquare 3 volte con 200 µL di soluzione lavaggio diluita. 

9. Eliminare l’acqua residua dai pozzetti picchiettandoli (tenuti nei supporti) su carta assorbente o tessuto. 

10. Dispensare 50 µL di coniugato enzima in ogni pozzetto. 

11. Incubare per 60 min a 37 °C. Consigliamo di utilizzare uno dei fogli adesivi o una camera umida per 
minimizzare la perdita di liquida a causa d’evaporazione. 

12. Eliminare attentamente il contenuto dei pozzetti e risciacquare 5 volte con 200 µL di soluzione lavaggio diluita. 

13. Eliminare l’acqua residua dai pozzetti picchiettandoli (tenuti nei supporti) su carta assorbente o tessuto. 

14. Dispensare 50 µL di soluzione substrato immediatamente dopo il lavaggio di ciascun pozzetto. 

15. Incubare per 30 min a temperatura ambiente 

16. Interrompere la reazione enzimatica aggiungendo 50 µL of soluzione bloccante in ciascun pozzetto nell’ordine e 
con lo stesso intervallo di tempo impiegati per dispensare il substrato. 

17. Misurare la estinzione dei campioni a 450 nm. Si raccomanda di effettuare la misura dell’estinzione entro 
10 minuti dopo aver interrotto la reazione. 

 
Come regola generale la reazione enzimatica è proporzionale in modo lineare al tempo e alla temperatura Questo 
rende possibile l’interpolazione dei dati in condizioni chimico-fisiche fisse. 

Poiché i calibratori sono dosati in ogni serie, le variazioni di assorbanza non influenzano i risultati assoluti. In ogni 
caso si raccomanda di utilizzare controlli interni addizionali, se disponibili. 

 

Schema di pipettaggio per il test Anticorpi Anti-Sperma ELISA DRG 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A BLANK BLANK P 3 P 11 P 19 P 27 P 35 

B S 1 P 4 P 12 P 20 P 28 P 36 

C S 2 P 5 P 13 P 21 P 29 P 37 

D S 3 P 6 P 14 P 22 P 30 P 38 

E S 4 P 7 P 15 P 23 P 31 P 39 

F P C P 8 P 16 P 24 P 32 P 40 

G P 1 P 9 P 17 P 25 P 33 P 41 

H P 2 P 10 P 18 P 26 P 34 P 42 

In questo schema di pipettaggio tutte le posizioni raccomandate per il bianco (utilizzare il tampone di diluizione 
incluso nel kit), gli standard (S1 – S4), i controlli positivi (PC) e i campioni dei pazienti (P1 – P42) sono previste in 
doppio. 
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13 CALCOLO DEI RISULTATI 

1. Calcolare il valore medio delle assorbanze per ogni serie di standard di riferimento, controlli e campioni di 
pazienti 

2. La densità ottica di ogni standard è segnata come valore y (asse y), il valore corrispondente di anticorpi anti-
spermatozoi è riportato come valore x (asse x). La curva di calibrazione risultante è utilizzata per determinare i 
valori dei campioni. I valori di OD dei campioni sono correlati con la concentrazione corrispondente di anticorpi 
antisperma per interpolazione.  

3. Utilizzando il valore medio delle letture per ogni campione si determinano le concentrazioni di anticorpi anti-
spematozoi in U/mL dalla curva di calibrazione. 

14 LIMITAZIONI DEL TEST 

A temperature superiori a 30 °C (86 °F) I campioni devono essere trasportati a bassa temperatura o refrigerati. Il 
tempo per fermare la reazione enzimatica con il bloccante potrebbe dover essere cambiato (accorciato). 

15 VALORI ATTESI 

Valori Normali: 0 – 60 U/mL 

Valori Elevati: oltre 60 U/mL 

 

In caso di valori vicini al cut-off (55-65 U/mL) si raccomanda una determinazione successiva usando un nuovo 
campione prelevato entro le due settimane successive. 

16 PERFORMANCE DEL TEST 

1. Coefficiente di variazione intra-serie: 6,44% (5,69 – 7,92 %)  

Per la determinazione del coefficiente di variazione intra-serie sono stati utilizzati 6 kit di 6 differenti lotti (prodotti in 
giorni differenti). Un campione di paziente (densità ottica circa 1.0) è stato dosato 96 volte per ogni serie analitica. 

2. Coefficiente di variazione inter-serie: 7,15% (6,04 – 8,21 %) 

Per la determinazione del coefficiente di variazione inter-serie è stata utilizzata una striscia per ognuno di 12 kit 
provenienti da 6 lotti diversi (prodotti in giorni differenti). Un campione di paziente (densità ottica circa 1.0) è stato 
dosato 72 volte per ogni serie analitica. 
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SYMBOLS USED  

 
Symbol English Deutsch Français Español Italiano 

 
Consult instructions for 
use 

Gebrauchsanweisung 
beachten 

Consulter les 
instructions d’utilisation

Consulte las 
instrucciones de uso 

Consultare le istruzioni 
per l’uso 

 European Conformity 
CE-Konformitäts-
kennzeichnung 

Conformité aux 
normes européennes 

Conformidad europea Conformità europea 

 
In vitro diagnostic 
device 

In-vitro-Diagnostikum 
Usage Diagnostic 
in vitro 

Para uso Diagnóstico 
in vitro 

Per uso Diagnostica in 
vitro 

 RUO  For research use only 
Nur für 
Forschungszwecke 

Seulement dans le 
cadre de recherches 

Sólo para uso en 
investigación 

Solo a scopo di ricerca 

 Catalogue number Katalog-Nr. Numéro de catalogue Número de catálogo Numero di Catalogo 

 
Lot. No. / Batch code Chargen-Nr. Numéro de lot Número de lote Numero di lotto 

 
Contains sufficient for 
<n> tests/  

Ausreichend für ”n” 
Ansätze 

Contenu suffisant pour 
”n” tests 

Contenido suficiente 
para <n> ensayos 

Contenuto sufficiente 
per ”n” saggi 

 
Storage Temperature  Lagerungstemperatur 

Température de 
conservation 

Temperatura de 
conservación 

Temperatura di 
conservazione 

 
Expiration Date 

Mindesthaltbarkeits-
datum 

Date limite d’utilisation  Fecha de caducidad Data di scadenza 

 Manufacturer Hersteller Fabricant Fabricante Fabbricante  

Distributed by Distributor Vertreiber Distributeur Distribuidor Distributore 

Content Content Inhalt Conditionnement Contenido Contenuto 

Volume/No. Volume / No. Volumen/Anzahl Volume/Quantité Volumen/Número Volume/Quantità 

 
 


