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Consult Instructions for use

EN:Intended use
* Vitirification Media is to be used for vitrifying Oocytes and Embryos.
@ CAUTION: Sterile if the package is unopened or undamaged. Do
not use if packaging is broken.

Vitrification Media

No.0 Basic Solution (BS): 1 X 1.5ml vial (only for Oocyte Vitrification)
No.1 Equilibration Solution (ES): 1 X 1.5ml vial

No.2 Vitrification Solution (VS): 2 X 1.5ml vials

Recommended equipment

Cryotop: 1 Cryotop stores up to 4 Oocytes or 4 Embryos asa
recommendation.
Repro Plate: with 6 wells

Instructions for use (IFU)
Preparation
* Fill 90% of the Cooling Rack with fresh liquid nitrogen.
- Compare the width of perivitelline space with the thickness of zona
pellucida and record it.
NOTE: Use a pasteur pipette that has a suitable internal diameter for
Oocyte (External diameter: 120um) or Embryo.

EQUILIBRIATION

@ CAUTION: Equilibration procedures for Oocyte and Embryo are
different.

Oocyte Equilibration
1. Drop 20yl for BS and 300yl each for VS1 and V52 on the Repro Plate
with micro pipette.
2. Transfer the Oocyte from the culture dish to the BOTTOM of BS.
3. Step 1. Add ES 20y gently to the TOP of BS and leave it for 3 minutes.
Step 2. Add another ES 20pl gently to the TOP of BS and leave it for
3minutes.
Step 3. Add another ES 240y gently to the TOP of BS and leave it for
9 minutes.

Embryo Equilibration
1. Drop 300yl for ES, VS1 and VS2 on the Repro plate using micro
pipette.
2. Transfer the Embryo to the TOP centre of ES.
3. Itwill spontaneously begin to shrink and then gradually return to its
original size by absorbing the ES solution (within 15 minutes).

ification
@ CAUTION: The following steps from 4 to 9 should be completed
between 60 and 90 seconds.
4. Aspirate the Oocyte (Embryo) in ES at the tip of pasteur pipette.
Transfer the Oocyte (Embryo) to the TOP center of VS1.
Aspirate the Oocyte (Embryo) with pasteur pipette and blow it out.
Repeat this process 3 times, changing the position in VS1.
. Transfer the Oocyte (Embryo) to VS2. Move the Oocyte (Embryo)
changing positions twice in VS2 with pasteur pipette.
Place the Oocyte (Embryo) by the black line on the Cryotop. Make a
planar droplet.
Checkif the Oocyte (Embryo) is on the Cryotop with a minimal
volume of VS2 (less than 0.1ul) under the microscope.
Quickly plunge the Cryotop into the liquid nitrogen.
0. Put the Cryotop in a cane and store it in a storage tank.
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Quality Control Specification

Each lot of Vitirification Media receives the following tests:
- Sterility by the current USP Sterility Test <71> (Solutions)
- Endotoxin by LAL methodology
- Mouse Embryo Assay (One Cell)
- pH (Ph.Eur,, USP)
- Osmolarity (Ph.Eur., USP)

Storage instructions and stability

Solutions: Store the vials at 2-8 °C
The product is stable until the expiry date shown on the vial
label.

Composition

- HEPES within Basic Culture Medium
- Ethylene Glycol

- Dimethy Sulfoxide

- Trehalose

* Hydroxypropyl Cellulose

Warning
- Do not re-sterilise
- Do not use solution that shows cloudiness or has turned yellow.
- Do not use if sterile packaging is broken.
* Upon delivery media must be stored in original unopened container
and refrigerated at 2-8°C.
* To avoid contamination, do not reuse.

Cautions
- Read the instructions for use prior to use.
* This product is intended to be used by medical specialists trained in
fertility treatment.
- Aseptic technique should be used.
- Use sterilized equipment and materials only.
* Decontaminate the workroom
+ Follow inan
- The long term safety is unknown.

room.
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IT:Uso
* Terreni di Vitrificazione viene utilizzata per la vitrificazione di ovociti ed
embrioni umani.
0 ATTENZIONE: Il prodotto & sterile se la confezione & chiusa e non
danneggiata. Non utilizzarlo se la confezione &
danneggiata.

Terreni di Vitrificazione

N.0 Soluzione Basica (BS): 1 fiala da 1,5 ml (solo per la Vitrificazione degli Ovociti)

N.1 Soluzione di Equilibrazione (ES): 1 fiala da 1,5 m

N.2 Soluzione di Vitrificazione (VS): 2 fiale da 1,5 ml

Accessori raccomandati

Cryotop: consigliamo di utilizzare un Cryotop per la conservazione fino
ad un massimo di 4 ovociti o di 4 embrioni

Reproplate: piastre con 6 pozzetti

Istruzioni per l'uso

Preparazione

+ Versare azoto liquido in un serbatoio, riempiendolo fino al 90%.

* Confrontare la larghezza dello spazio perivitellino e lo spessore della
zona pellucida. Prendere nota di questa misura.

NOTA: usare una pipetta Pasteur che presenti un diametro interno
adeguato ad ospitare ovociti (diametro esterno: 120 pl) o
embrioni.

@ ATTENZIONE: per equilibrare gli ovociti e gli embrionisi ricorre a
procedure diverse.

Procedura per equilibrare gli ovociti
1. Servendosi di una micropipetta, trasferire, sotto forma di gocce, 20
1l di BS e 300 ul di VS1 e di VS2 sul Repro Platy
2. Spostare l'ovocito dal piatto di colturaal FONDO dela Bs.
3. Passo 1. 20l i ES sullap
della BS. Lasciare agire per 3 minuti.
Passo 2. Aggiungere delicatamente altri 20 pl di ES sulla parte
SUPERIORE della BS. Lasciare agire per 3 minuti.
Passo 3. Aggiungere delicatamente altri 240 pl di ES sulla parte
SUPERIORE della BS. Lasciare agire per 9 minuti.

Procedura per equilibrare gli embrioni
1. Servendosi di una micropipetta, trasferire, sotto forma di gocce, 300
ul diES, di VS1 e di VS2 sul Repro Plate.
2. Spostare l'embrione sulla parte SUPERIORE centrale della ES.
3. L'embrione, comincia a restringersi e, poi,
gradualmente (in ca. 15 minuti), riassume le dimensioni originali
grazie all'infiltrazione di ES.

Vitrificazione
@ ATTENZIONE: eseguire i passi seguenti, dal 4l 9, in un periodo di
tempo compreso tra 60 & 90 secondi.

4. Servendosi della pipetta Pasteur, aspirare I'ovocito (embrione) dalla
ES e spostarlo nella parte SUPERIORE centrale della VS1.
Servendosi della pipetta Pasteur, aspirare 'ovocito (embrione)
rimuoverlo. Ripetere questa operazione per 3 volte, cambiando la
posizione nella VS1.

Spostare 'ovocito (embrione) alla VS2. Servendosi della pipetta
Pasteur, cambiare la posizione dell'ovocito (embrione) nella VS2 per
due volte.
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7. Spostare 'ovocito (embrione) vicino alla parte nera del vetrino del
Cryotop. Ottenere una goccia schiacciata.
8. Conil i che 'ovocito del vetrino

non presenti un volume eccessivo di VS2 (meno di 0,1 l).
Immergere rapidamente il Cryotop nell'azoto liquido.
10. Inserire il Cryotop in un tubo e conservare in un recipiente ermetico.

©

Test di controllo della qualita

Ogni lotto di Terreni di Vitrificazione viene sottoposta ai seguenti test.

+ Controllo della sterilizzazione mediante il test di sterilita USP
(Soluzioni).

* Rilevamento di endotossine mediante il LAL test.

+ Analisi su embrione di topo (una cellula) - MEA Test.

* pH (Ph.Eur,, USP)

+ Osmolarita (Ph.Eur., USP)

Istruzioni per la conservazione e la stabilita

Soluzioni : Conservare le fiale a una temperatura compresa tra 2  8°C.
ll prodotto & stabile fino alla data di scadenza indicata
sull'etichetta della fiala.

Composizione

* HEPES in terreno di coltura basico
* Glicol Etilenico

* Dimetil Sulfossico

« Trealosio

+ Hydrossipropilcellulosa

Avvertenze
* Non risterilizzare.
* Non utilizzare soluzioni che si presentino torbide o di colore giallastro.
* Non utilizzare se la confezione sterile appare danneggiata.
+ Conservare i prodotti nella confezione originale, sigillata e non
aperta, a una temperatura compresa tra i 2°C e gli 8°C.
* Non riutilizzare per evitare ogni rischio di contaminazione.

Precauzioni

* Prima dell'uso, leggere attentamente le istruzioni.

* Questo prodotto & stato realizzato per essere utilizzato da personale
medico con adeguate conoscenze in trattamenti di fertilita.

* Utilizzare tecniche asem(he

* Utilizzare materiali

* Decontaminare l'area di lavoro.

« Operare in locali con condizioni ambientali controllate.

* Non sono disponibili dati sulla sicurezza a lungo termine del prodotto.

FR:Usage prévu
* Les milieux de vitrification permettent de vitrifier des ovocytes et des
embryons.
o AVERTISSEMENT: ne pas stériliser si 'emballage est ouvert ou
é. Ne pas utiliser si ge est

détérioré.

Milieux de vitrification

Ne 0. Solution de Base (BS): 1x 1,5 ml (uniquement pour la vitrification
ovocytaire).

N° 1. Solution d'équilibration (ES): 1x 1,5 ml

N° 2. Solution de vitrification (VS): 2x 1,5 ml

Matériel requis

Cryotop : 1 cryotop contient jusqu'a 4 ovocytes ou 4 embryons suivant les
recommandations
Plaque 6 puits

Consignes d'utilisation
Préparation
+ Remplir 2 90 % un réservoir de refroidissement avec de I'azote liquide.
+ Comparer la largeur de I'espace périvitellin avec épaisseur de la zone
pellucide puis lenregistrer.

REMARQUE : utiliser une pipette Pasteur avec un diamétre interne adapté
alovocyte (diamétre externe : 120 um) ou a I'embryon.
(1] T:les pour les ovocytes et

les embryons sont différentes.

Equilibration des ovocytes

Alaide d'une micropipette, déposer 20 il de BS, 300 l de VS1 et 300

I VS2 sur la plaque 6 puits.

. Transférer 'ovocyte de la boite de Pétri vers le FOND de la BS.

Etape 1. Ajouter délicatement 20 pl de ES A LA SURFACE de la BS et la
laisser pendant 3 minutes.

Etape 2. Ajouter & nouveau délicatement 20 ul de ES A LA SURFACE de
la BS et la laisser pendant 3 minutes.

Etape 3. Ajouter a nouveau délicatement 240 ul de ES A LA SURFACE de
Ia BS et la laisser pendant 9 minutes.
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Equilibration de I'embryon

A l'aide d'une micropipette, déposer 300 pl pour ES, VS1 et VS2 sur la
plague 6 puis.

. Transférer 'embryon SUR LA SURFACE au centre de la ES.

1l va commencer a rétrécir spontanément puis reviendra
progressivement a sa taille normale par infiltration de la ES (pendant
15 minutes).
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Vitrification
(@ AVERTISSEMENT : les étapes suivantes de 4 2 9 doivent étre réalisées
entre 60 et 90 secondes.
4. Aspirer l'ovocyte (embryon) situé dans la ES avec l'embout de la
pipette Pasteur. Transférer lovocyte (embryon) sur LA SURFACE au
centre dela VS1.
. Aspirer ['ovocyte embryon) a laide d'une pipette Pasteur puis la

w

rejeter. Répéter cette étape 3 fois en changeant la position dans la VS1.

o

. Transférer lovocyte (embryon) dans la VS2. Bouger lovocyte

(embryon) en changeant de positions deux fois dans la V52 avec la

pipette Pasteur.

Placer Iovocyte (embryon) a coté de la partie noire de la lame du

Cryotop. Réaliser une gouttelette plane.

. Vérifier que lovocyte (embryon) se trouve sur la lame avec une
quantité minimale de V52 (moins de 0,1 ) sous le microscope.

. Plonger rapidement le Cryotop dans I'azote liquide.

Introduire le Cryotop dans un visotube et le conserver dans un

réservoir de stockage.
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Tests de contréle qualité

Les tests suivants ont été réalisés sur chaque lot de milieu de vitrification:
 Test de stérilité dela éricai i
+ Endotoxines : méthode LAL
+ Tests sur embryons de souris (une cellule)

Conditions de conservation et stabilité
+ Stocker les solutions a 2-8 °C.
+ Le produit est stable jusqu'a la date de péremption indiquée sur
Iétiquette du produit.

Compo: n

* HEPES dans un milieu de culture de base
+ Tréhalose

+ Hydroxypropylcellulose

Mise en garde
* Ne pas restériliser.
+ Ne pas utiliser une solution trouble ou ayant viré au jaune.
+ Ne pas utiliser si I'emballage stérile est détériore.
+ Les milieux doivent étre conservés dans leur récipient original non
ouvert, réfrigérés entre 2 et 8°C.
+ Afin d'éviter toute contamination, ne pas réutiliser.

Avertissements
 Lire les instructions avant utilisation.
+ Ce produit est destiné a étre utilisé uniquement par un personnel
spécialisé dans le traitement de la fert
+ Une technique aseptique doit étre utilisée.
+ Utiliser des instruments, matériel et objets stéi
+ Décontaminer la salle de travail.
dans une piece a I
along terme est inconnue.

controlée.

DE: Anwendungszweck
* Die Vitri ien sind filr die Vitrifizi von
Oozyten und Embryonen bestimmt.
@ VORSICHT: Nur steril, solange die Verpackung nicht gesffnet oder
ligt wurde.. Bei nicht
verwenden.

Vitrifikationsmedien

Nr.0 Basislésung (BS) : 1x 1,5 ml Ampulle (nur zur Vitrifizierung von
Oozyten)

Nr.1 Equilibrierungsldsung (ES): 1x 1,5 ml Ampulle

Nr.2 Vitrifikationslésung (VS): 2 x 1,5 ml Ampullen

Empfohlenes Zubehdr
Cryotop: 1 Cryotop kann mit bis zu 4 Oozyten oder 4 Embryos beladen
werden (Empfehlung).
Repro Plate: Mit 6 Vertiefungen

Anwendungshinweise

Vorbereitung

* Fiillen Sie 90% der Kryowanne (Cooling Rack) mit frischem
Fliissigstickstoff.

* Vergleichen Sie die Breite des perivitellinen Raums mit der Dicke der
Zona pellucida und protokollieren Sie das Ergebnis.

HINWEIS: Verwenden Sie hierzu eine Pasteur-Pipette mit geeignetem

120pm) oder

Embryonen.
o VORSICHT: Die Equilibrierungsverfahren sind fiir Eizellen und
Embryonen unterschiedlich.

Eizellen-Equilibrierung
1. Fiillen Sie 20 der BS und jeweils 3004l der VS1 und V52 mit einer
Mikro-Pipette in die Repro Plate.
2. Ubertragen Sie die Eizelle aus der Kulturschale auf den BODEN der BS.
3. Schritt 1: Geben Sie vorsichtig 20l der ES auf die OBERFLACHE der
BS und lassen Sie sie dort 3 Minuten wirken.
Schritt 2: Geben Sie vorsichtig weitere 20l ES auf die OBERFLACHE
1 BS und lassen Sie sie ebenfalls 3 Minuten wirken.
Schritt 3: Geben Sie zusétzliche 240l der ES auf die OBERFLACHE der
BS und lassen Sie 9 Minuten wirken.

Embryonen- Equilibrierung

1. Geben Sie jeweils 300l der ES sowie der VS1 und VS2 mit einer
Mikro-Pipette in die Repro Plate.

2. Ubertragen Sie den Embryo und platzieren Sie ihn in der Mitte der
Oberfliche der ES.

3. Er schrumpft spontan zusammen und kehrt sukzessive zu seiner
urspriingliche GroBe, durch das Eindringen der ES, zuriick (innerhalb
von 15 Minuten).

Vitrifizierung
@ VORSICHT: Die folgenden Schritte 4 - 9 miissen innerhalb eines
Zeitraums von 60 - 90 Sekunden ausgefiihrt werden.

4. Saugen Sie die Eizelle (den Embryo) aus der ES mit der Spitze einer

Pasteur-Pipette an. Ubertragen Sie nun die Eizelle (den Embryo) und

platzieren Sie sie/ihn in der Mitte der Oberflache der VS1.

. Saugen Sie die Eizelle (den Embryo) mit der Pasteur-Pipette an und
blasen Sie sie (oder ihn) dann wieder aus, wobei Sie ihre/seine Position
in der VS1 jeweils verindern miissen. Dieser Vorgang muss 3 x
wiederholt werden.

Ubertragen Sie die Eizelle (den Embryo) in die V52. Bewegen Sie die
Eizelle (den Embryo) mithilfe der Pasteur-Pipette in der VS2 und
verandern Sie dabei ihre/seine Position insgesamt zweimal.

Platzieren Sie die Eizelle (den Embryo) in einem flachen Trépfchen auf
dem schwarzen Teil des Cryotop-Blattes.

Uberpriifen Sie unter dem Mikroskop, ob die Eizelle (der Embryo) auf
‘dem Blatt nur mit einem minimalen Volumen der VS2 (unter 0,1ul)
behaftet ist.

Tauchen Sie das Cryotop ziigig in Fliissigstickstoff ein.

. Legen Sie das Cryotop in ein Rihrchen und bewahren Sie es in einem

Speichertank auf.
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Qualitétskontrolle
Jede Charge der Vitrifikationsmedien wird mit folgenden Tests iiberprilft:
- Sterilitat durch die aktuellen USP-Sterilittstests (Losungen)
+ Endotoxin durch die LAL-Methode
* MEA (Mouse Embryo Assay) (Eine Zelle)
* pH (Ph.Eur, USP)
+ Osmolaritat (Ph.Eur., USP)

und b

 Lagern Sie die Ampullen bei einer Temperatur zwischen 2 und 8°C.
 Das Produkt st bis zum (auf dem Ampullenetikett angegebenen)
Verfallsdatum stabil.

Zusammensetzung

* HEPES gepuffertes Basismedium
+ Ethylenglykol

+ Dimethylsulfoxid

 Trehalose

* Hydroxypropylzellulose

Warnhinweise
* Keine emneute Sterilisierung durchfiihren.
+ Verwenden Sie keine Lésungen, die eine Triibung zeigen oder gelb
geworden sind.
+ Nicht verwenden, wenn die sterile Verpackung beschadigt ist.
* Dasjeweilige Me ium muss bei einer Temperatur von 2-8 °C im
gekiihlt werden
* Nicht mehrmals , um inationen zu

VorsichtsmaBnahmen

 Lesen Sie vor Gebrauch die Anwendungshinweise.

 Dieses Produkt ist nur zur Anwendung durch medizinische Fachkréifte
gedacht, die auf Fruchtbarkeitsbehandlungen spezialisiert sind.

 Stets aseptische Verfahren anwenden.

. Sie nur sterilisi ite, ialien und Hilfsmittel.

- Dekontaminieren Sie den Arbeitsbereich.

 Filhren Sie das Verfahren in einem Raum durch, dessen Umgebung
gesteuert und kontrolliert werden kann.

 Dielangfristige Sicherheit ist bisher nicht bekannt.
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Zygote  4Cell Blastocyst 120r15min Do not use if package is damaged
Consult Instructions for use
PT:Uso pretendido PL:Przeznaczenie RU:HasHauenne ES:Uso previsto
Os meios de vitrificagao servem para vitrificar Ovécitos e Embrices. * Media do witryfikacji stuza do mrozenia ludzkich komérek jajowych i * PactBopbi ana ana * Los Medios de Vitrificacion sirven para la Vitrificacion de ovocitos y

@ ATENGAO.Estéril, se a embalagem permanecer fechada ou intacta.
Nao utilize se a embalagem estiver deteriorada.

Processos de Vitrificagao

N2 0. Solugao Basica (BS): 1 frascos de 1,5ml (somente para vitrificagio de
Ovécitos)

Ne 1: Solugao de Equilibrio (ES): 1 frasco x 1,5ml

Ne 2: Solugao de vitrificagao (VS): 2 frasco x 1,5ml

Material recomendado
Cryotop: 1 Cryotop que armazena até 4 Ovécitos ou 4 Embrides,
segundo recomendagao.
Placas reproplate: com 6 pogos

Instru¢ées de Uso
Preparagao
Preencher até 90% o utensilio de arrefecimento com azoto liquido fresco.
Compare a largura do espago perivetilino com a espessura da zona
peliicida e anote esse dado.
NOTA: Usar uma pipeta Pasteur com um didmetro interior adequado
para ovécitos (diametro exterior 120um) ou embrizo.
EQUILIBRAGEM
@ ATENGAO! Os procedimentos de equilibragem para Ovocitos e
Embrides sio diferentes.
Equilibragem de Ovécitos.
1. Verta 20l para BS e 300yl para VS1 e VS2 no reproplate com uma
micropipeta.
2. Transfira o ovécito da placa de cultivo até o FUNDO da BS.
3. Passo 1. Adicione suavemente 20ul de ES na parte SUPERIOR da
BS e deixe repousar 3 minutos.
Passo 2: Adicione suavemente outros 20l na parte SUPERIOR da
BS e deixe repousar 3 minutos.
Passo 3: Adicione 240yl na parte
e deixe repousar 9 minutos.

daBS

Equilibragem dos Embrices
1. Verter 300 ul de ES, VS1 e VS2 no reproplate utilizando uma
micropipeta.
2. Transferir o embrido para a parte SUPERIOR central da ES.
3. 0 embrizo espontaneamente comegaré a encolher e depois,
gradualmente, (em 15 minutos) voltara a seu tamanho original
gragas a infiltracao de ES.

Vitrificagao
@ ATENGAO! Os passos seguintes de 4 a 9 devem ser realizados em um
periodo de tempo entre 60 e 90 segundos.

4. Aspirar o ovécito embrio) da ES com a ponta da pipeta Pasteur.
Levar o ovécito até a parte SUPERIOR central da VS1

5. Aspirar 0 ovécito embrido) com uma pipeta Pasteur e expulsé-lo.
Repita este passo 3 vezes trocando a posigao na Vs1.

6. Transferir o ovécito (embrido) para a Vs2. Trocar a posicéo do
ovécito (embrido) duas vezes na VS2 utilizando a pipeta Pasteur.

7. Colocar o ovécito (embrido) perto da parte preta da lamina Cryotop.
Faga uma goticula plana.

8. Comprovar, com o microscépio, se o ovécito (embrido) situado na
lamina apresenta um volume minimo de VS2 (menos de 0,1p).

9. Imergir rapidamente o Cryotop no azoto liquido.

10. Colocar o Cryotop em um tubo e armazena-lo em um tanque de

armazenagem.

Provas de Controlo de Qualidade

zarodkoéw.

@ PRZESTROGA: Urzad: je jatowos¢, jesli ie nie
jest otwarte ani uszkodzone. Nie stosowa, jesli
opakowanie zostato naruszone.

Media do witryfikacji
N 0. Roztwér podstawowy (BS): 1 fiolka 1,5 ml (wylacznie do witryfikacji
komérek jajowych).

Ne 1. Roztwor réwnowazacy (ES): 1 fiolka 1,5 ml

Ne 2. Roztwor witryfikacyjny (VS): 2 fiolki 1,5 ml

Rekomendowane akcesoria

Kriotopy: zaleca sig, aby w jednym Kriotopie przechowywane byly nie
wigcej niz 4 komorki
Szalki ReproPlate z 6 dotkami

Instrukcja uzycia
Przygotowanie
+ Naczynie chiodzace wypeknié w 90% éwiezym cieklym azotem.
+ Poréwnac szerokos¢ przestrzeni okolozoitkowej z gruboscia otoczki
przejrzystej i zapisac ich stosunek.
UWAGA: Nalezy uzywac pipety Pasteura o wewnetrznej srednicy
j oocytowi (¢rednica 120 um) lub

zarodkowi.

@ PRZESTROGA: Procedury réwnowazenia oocytow i zarodkéw
przebiegaja w rézny sposéb.

Réwnowazenie oocytu
1. Za pomoca mikropipety nanies¢ na plytkg Repro Plate 20 pl roztworu

BS oraz po 300 pl roztworéw VS1i Vs2.

Przeniesé oocyt z szalki do hodowli na DNO warstwy BS.

Etap 1. Delikatnie nanies¢ 20 ul ES na WIERZCH warstwy BS i
pozostawié na 3 minuty.

Etap 2. Delikatnie nanies¢ kolejne 20 ul ES na WIERZCH warstwy BS i
pozostawié na 3 minuty.

Etap 3. Delikatnie nanies¢ kolejne 240 pl ES na WIERZCH warstwy BS i
pozostawié na 9 minut.

W

Réwnowazenie zarodka
1. Za pomoca mikropipety nanies¢ na plytke Repro Plate po 300 pl

roztworéw BS, VS1 i VS2.

Przeniesé zarodek na WIERZCH i na $rodek warstwy ES.

Zarodek zaczyna sig samoistnie kurczyé, po czym stopniowo wraca do

poczatkowych rozmiaréw na skutek infiltracji ES (w ciagu 15 minut).

W

yhikacja
@ PRZESTROGA: Opisane ponizej etapy (od 4 do 9) nalezy
przeprowadzié w czasie od 60 do 90 sekund.
4. Zaaspirowac oocyt (zarodek) w ES do korcowki pipety Pasteura.
Przenies¢ oocyt (zarodek) na WIERZCH i na $rodek warstwy VS1.

n

Powtarzac ten etap 3-krotnie, zmieniajac polozenie w obrebie VS1.
. Przeniesc oocyt (zarodek) do VS2. Dwukrotnie przenies¢ oocyt
(zarodek) za pomoca pipety Pasteura, zmieniajac jego polozenie w
obrebie V2.

Umiesci¢ oocyt (zarodek) w czarnej czesci arkusza Cryotopu. Zrobié
plaska kropelke.

Sprawdzié pod mikroskopem, czy oocyt (zarodek) lezy na arkuszu w
minimalnej objetoéci VS2 (ponizej 0,1 l).

Szybko zanurzy¢ Cryotop w cieklym azocie.

Wiozyé Cryotop do stomki i przechowywa¢ w pojemniku do
przechowywania.

o
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Cada lote dos meios de vitrificagao é aos testes
- Esterilizagdo mediante teste de esterilidade USP, Teste 71 (Solugdes)
+ Detegdo de endotoxinas mediante metodologia de LAL.
+ Ensaio com embrido de rato (uma célula).
 Teste de pH (Ph.Eur., USP)
- Teste de osmolalidade (Ph.Eur., USP)

Instrugoes para Armazenagem e Estabilidade
Armazenar os frascos a 2-8°C

0 produto ¢ estavel até a data de validade indicada na etiqueta do
frasco.

Composigéao
* HEPES com meio de cultivo
- Etilenoglicol
- Dimetilsulféxido
- Trealose
- Hidroxipropilcelulosa

Adverténcia:
* Nao esterilizar novamente.
+ Nao utilizar uma solugao que esté turva ou amarelada.
+ Nao utilizar se a embalagem estéril esta deteriorada.
- As solugdes devem ser armazenadas em seus recipientes originais,
sem abrir e refrigerados a 2-8°C
- Para evitar uma possivel contaminagao, nio reutilizar.

Precaugées
- Lerasinstrugbes de utilizagao antes de usar.
- Este produto deve ser utlizado por médicos especialistas em
tratamentos de fertilidade.
+ Deve-se aplicar técnicas asse(lcas
« Utilizar i
+ Descontaminar a rea de(rabalhm
- Realizar os processos em uma sala com atmosfera controlada.
- Aseguranga a longo prazo deste produto é desconhecida.

KITAZATO.

Copyright © KITAZATO CORPORATION All Righta Reserved.

Jakosci

Kazda seria Mediéw do Wi jest
* Ocena jatowosci metoda uSP (Ranwary)

+ Ocena obecnosci endotoksyn metoda LAL

« Test MEA (jednokomérkowy)

+ badanie pH (Ph.Eur, USP)

+ badanie osmolarnosci (Ph.Eur., USP)

testom:

qcep y

+ Przechowywac fiolki w temperaturze 2-8°C.
+ Produkt pozostaje stabilny do wygaénigcia daty waznoéci umieszczonej
na etykiecie fiolki.

oraz

Skiad

* HEPES w podstawowej pozywce hodowlanej bakterii
+ Glikol Etylenowy

* Dimetylosufotlenek

+ Trehaloza

* Hydroxypropyloceluloza

Ostrzezenie
* Nie poddawaé ponownej sterylizacji.
* Nie uzywa roztworu, ktéry zmetniat lub zmienit kolor na z6fty.
* Nie stosowaé w
+ Podioza musza by¢

9
w lodéwce w i ,
2-8°C.

y w
* Nie uzywaé ponownie, aby nie dopusci¢ do skazenia.

Przestrogi

+ Przed uzyciem przeczytaé instrukcje uzytkowani

* Niniejszy produkt jest przeznaczony wylacznie do uzytku przez personel
medyczny sie w leczeniu ni

* Nalezy stosowac aseptyczne techniki.

+ Stosowat jalowe wyposazenie, materialy i produkty.

. ywac procedury w pomi iu o h
otoczenia.
* Nie jest znane diugoterminowe bezpieczeristwo.

KITAZATO BioPharma Co., Ltd.
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Zaaspirowac oocyt (zarodek) do pipety Pasteura, po czym go wycisnac.

AUiLIEKNETOK 1 3MEPUOHOB.
@ BHUMAHME: CrepunbHo, ecnv ynakoBKa He BCKpbiTa MM He
He 8 cnyuae
LeNOCTHOCTI ynaKoBKi

PactBopbi gna BUTpUdpMKauun

Ne 0 5asoBbiii pacTBop(BS): oaHa amnyna 1,5 mn (Tonbko Ans
BUTPUGUKALWI ATILEKNETOK)

Ne 1 BoipasHuBsatoumit pactsop(ES): oaHa amnyna 1,5 mn

Ne 2 PactBop ans suTpuduKauun(Vs): ase amnynei no 1,5 ma

PeKomeHayembie NPUCMOCoBNeHNs:

Cryotop: Ha 1 Cryotop po4 wn 4

PenpoayKTMBHas nnactia Repro Plate: c 6 aueiikamu

VIHCTPYKUMM K NPUMEHEeHMI0
MoaroToska
* 3anonHMTe OXNaXaloLLER OCHOBAHIE CBEXUM XKUAKIM a30TOM Ha 90%.
+ CpaBHUT WIPUHY NEPUBUTEANMHOBOTO NPOCTPAHCTBa C TONUMHOI
NPO3paUHoii 30Hb! M 3anUUIUTE NIOKa3aTeNy.

: e i nunetky ¢
BHYTPEHHUM AUAMETPOM ANA 0OUWTa (BHEWIHWT AMaMeTp
120 MKkw) unu sMGpHoHa.
(1] AN 0OUWTOB 1
SMBPUOHOB OTAUAIOTCA.

YpagHoBeLMBaHIe oouuToB
1. MomectuTe 20 mkn BS u 1o 300 mkn VS1 1 VS2 wa

embriones.

@ PRECAUCION: El producto se mantendré estéril si el envase no esta
abierto y no ha sufrido ningun dafio. No lo utilice si el
envase esté roto.

Medios de Vitrificacion

Ne 0. Solucién Basica (BS): 1 vial X 1,5 ml (Sélo para la Vitrificacion de
Ovocitos).

Ne 1. Solucién de Equilibrado (ES): 1 vial X 1,5 ml

Ne 2, Solucién de Vitrificacién (VS): 2 vial X 1,5 ml

Equipamiento recomendado
Cryotop: 1 Cryotop puede almacenar hasta 4 Ovocitos 0 4 Embriones, de
acuerdo con la recomendacion
Repro plates con 6 pocillos
Instrucciones de uso
Preparacion
 Llenar hasta un 90% una gradilla con nitrégeno liquido para su
refrigeracion.
+ Comparar el ancho del espacio perivitelino con el grosor de lazona
pelicida y anotar dicho dato.
NOTA: usar una pipeta Pasteur que tenga un diametro interior adecuado
para ovocitos (didmetro exterior: 120 um) o embriones.
@ {ATENCIONE: los procedimientos de equilibrado para los ovocitos y
los embriones son diferentes.

del it

nnactuny Repro Plate c nomoubio Mukponunerku.
2. NMepeecuTe oouwT 13 HaLky ¢ KynbTYpoi Ha [IHO BS.
3. War 1. AkkypatHo go6asbre 20 mkn ES a MOBEPXHOCTb BS u
OCTaBbTE Ha TP MUHYTbI.
Lilar 2. AkkypaTHo fo6aBbTe euje 20 mKkn ES Ha TOBEPXHOCTb BS n
OCTaBbTe Ha TPV MUHYTbI.
Lilar 3. AkkypaTHo fo6abTe euje 240 mkn ES a MOBEPXHOCTb BS u
OCTaBbTe Ha ACBATL MUHYT.

YpasHoBewnsanme sM6puoHOB
1. Momecture 300 mkn ES, VS1 1 VS2 Ha penpoayKTuBHYIo nnactiHy
Repro Plate c noMoLbt0 MUKpomMneTki.
2. MepenecuTe sm6puoH & uenTp OBEPXHOCTU ES.
3. OH HAUVHAET YMEHBILIATLCS, @ NIOTOM NOCTENEHHO BO3BPALIAETCA K
pasmepy ES (8 Teuenme 15

kYT,
Butpudukauus
waru 4-9

32 60-90 cekyHa.

4. 3axeatuTe 0oUWT (53MEPHOH) B ES Ha KOHUMKE NaCTEPOBCKOI MANETKN.
I ooy PUOH) B LieHTp TAVSI.

5. 3 " puoH) it AUINeTKOI W BbIAYiiT ero.

ToBTopuTe 370 AeiiCTBME TPV Pasa, MeHsn nonoxeHme B VS1.

MepenecuTe 0oUUT (3MGPUOH) B VS2. Mepemecturte 0ouuT (3MEPHOH),

o

ABAXAbI MEHAR MONOXeHMe B VS2 C MOMOLbI0 NaCTEPOBCKO/ NUNETKM.

~

TomecTuTe 0OUMT (3MEPUOH) Bo3ne 4epHoii YacTi aucTa Cryotop.
Cenaiite nnockyto Kanio.

C MOMOLLIbIO MUKPOCKOMa Y6eAUTECh, 4TO 0OLUT (3MBPHOH) HaxoawTCA
Ha fIMCTe C MUHUMANbHBIM 0GbeMom VS2 (MeHee 0,1 k).

BbICTpO OKyHuTe Cryotop B XUAKWii a3oT.

MonoxuTe Cryotop & GopMy 1 ACPAUTE Ero B eMKOCTH 1A XpaHeHNs

®
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KoHTponb KauectBa
Kaxppiii not ana
nposepku:

+ MpoBepKa CTepuAILHOCTY ¢ MoMoLbIo TecTa USP (PacTsophi)

+ MpoBepKa Ha SHAOTOKCUHbI C IOMOLLIbI0 METOa M3aTa aMEGOUMTOB

Limulus

+ MpoBEpKa MbIWVHLIM MGPUOHOM (OAHa KNeTKa) -

+ Tectuposanme pH (Ph.Eur., USP)

+ Tectuposatme ocmonapHocTu(Ph.Eur, USP)

npoxoauT

MEA Test

u cTabl CcTb

* XpaHuTh amnynbi npu Temnepatype 2-8°C
+ PacTBOpbI MOXHO XPaHWTL 70 FaThl, YKa3aHHOY Ha STHKETKe.

Cocras
+ HEPES & cocTage 62308011 Cpefibl An1A KynbTyp
* 3Tunen Mukons
+ DumeTuncynbdokcup
+ Tperanoss!
+ Mugpokcunponunuennionosa

OcTOpOoXHO
* He cTepun3oath nosTopHo.
* He uar it
* Heua npu ynakoBKu.
+ XpaHUTb PacTBOpbI B XONOAUNLHIKE B OPUTMHANIHOI 3aKPBITON
YynaKoBke npw Temnepatype 2-8 °C.
+ Bo u36exaHmie 3arpA3HEHIA He UCTIONb30BAT MOBTOPHO.

i pacTsop.

Mepbi NpeAoCTOpPOXHOCTI
- Np i nepen
+ [laHHbIii NPOAYKT NpeaHa3sHaveH ANA UCTIONb30BAHNA TONBKO

* MpumennitTe acenTueckie merosi.

“ Ve n
npeameTtbl.

+ Mposenute paGouero

*B W B 4

* HanHbix no e poUHoil Her.

81 Nakajima, Fuji, Shizuoka 416-0907 Japan TEL: +81-545-66-2202 FAX: +81-545-60-5772
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Dejar caer en forma de gota 20 pl de BS y 300 ul tanto de VS1 como de

V52 en el Repro Plate utilizando para ello una micropipeta.

. Trasladar el ovocito del plato de cultivo al FONDO de la BS.

Paso 1. Afadir suavemente 20 pl de ES a la parte SUPERIOR de la BS y
dejar reposar 3 minutos.

Paso 2. Afiadir suavemente 20 ul de ES ala parte SUPERIOR de la BS y
dejar reposar 3 minutos.

Paso 3. Afiadir suavemente 240 pl de ES a la parte SUPERIOR de la BS y
dejar reposar 9 minutos.

wN

Equilibrado de los embriones

Dejar caer en forma de gota 300 pl de ES, de VS1y de VS2 en el Repro

Plate utilizando para ello una micropipeta.

. Trasladar el embrién a la parte SUPERIOR central de la ES.

. El embrién, espontaneamente, comenzara a encogerse y, después,
gradualmente (en 15 minutos), volveré a recuperar su tamafio original
gracias a la infiltracién de ES.

wN

Vitrificacién
@ IATENCIONE: los siguientes pasos, del 4 al 9, deberian completarse en
eriodo de tiempo de entre 60 y 90 segundos.
4. Aspirar el ovocito (embrién) de la ES con la punta de la pipeta Pasteur.
Trasladar el ovocito (embrién) a la parte SUPERIOR central de la VS1.
. Aspirar el ovocito (embrion) con una pipeta Pasteur y expulsarlo.
Repetir esta operacion 3 veces cambiando la posicion en la Vs1.
Trasladar el ovocito (embrién) a la VS2. Cambiar la posicién del ovocito
(embri6n) dos veces en la VS2 utilizando para ello la pipeta Pasteur.
Colocar el ovocito (embrion) cerca de la parte negra de la lamina
Cryotop. Realizar una gota plana.
Comprobar, con el microscopio, que el ovocito (embrion) en la lamina
presente un volumen minimo de V52 (menos de 0,1 ).
Sumergir rapidamente el Cryotop en nitrégeno liquido.
Poner el Cryotop en un tubo y guardarlo en un tanque de
almacenamiento.

N oo
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Pruebas de control de calidad
Cada lote de los Medios de Vitrificacion se somete a las siguientes pruebas:
+ Control de la esterilizacion mediante la prueba de esterilidad USP
(Soluciones).
- Deteccion de endotoxinas mediante la metodologia LAL.

+ Ensayo con embrion de rat6n (una célula) - MEA Test.
+ Test de pH (Ph.Eur., USP)
 Test de Osmolaridad (Ph.Eur., USP)
i deall i y estabilidad

+ Almacenar los viales a 2-8°C.
+ El producto es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta del vial.

Compo: n

* Medio base tamponado con HEPES
* Etilen Glicol

+ Dimetil Sulféxido

 Trehalosa

+ Hidroxipropilcelulosa

Advertencia
* No volver a esterilizar.
* No utilizar una solucion que esté turbia o amarillenta.
* No utilizar si el envoltorio estéril esta deteriorado.
+ Los medios se deben almacenar en sus recipientes originales, sin abriry
refrigerados a 2-8 °C.
+ Para evitar una posible contaminacion, no reutilizar.

Precauciones
 Leer las instrucciones de uso antes de utilizar.
+ Este producto esta realizado para su uso por parte de personal médico
especializado en tratamientos de fertilidad.
- Se deberan usar técnicas asépticas.
 Utilizar equipos, materiales e instrumental esterilizado.
+ Descontaminar el area de trabajo.
 Realizar los procedimientos en una sala con atmosfera controlada.
+ Se desconoce la seguridad del producto a largo plazo.




