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VOORWOORD

Ik heb gekozen om mijn eindwerkstage te doorlopen in het "Centrum voor reproductieve geneeskunde" in het Universitair Ziekenhuis Brussel. Dit leek mij wel een interessante stageplaats, om kennis op te doen, maar ook naar de toekomst toe gericht. 

Eerst en vooral wil ik Prof. J. Van der Elst bedanken, die mij de mogelijkheid heeft gegeven om mijn eindwerkstage uit te voeren in het embryologie laboratorium. 

Mijn dank gaat eveneens uit naar R. Janssens, voor zijn begeleiding, raad, op punt stellen van de experimenten en het bezorgen van alle materiaal evenals het doornemen van de tekst. 

Vervolgens wil ik E. Smeyers bedanken om mijn eindwerk tot een goed einde te brengen. 

Ook wil ik alle laboranten op de dienst bedanken die mij de nodige uitleg en hulp hebben aangeboden. 

Ik wil ook de volgende firma’s bedanken namelijk Vitrolife, Research instruments en 

K -systems voor het ter beschikking stellen van cultuurmedium, instrumenten en metalen houders. 

Tevens wil ik mijn ouders, zussen, familie, vrienden en klasgenoten bedanken voor de nodige steun en hulp tijdens het uivoeren van mijn eindwerkstage. 
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BELANGRIJK NIEUWS 

Eerste proefbuisbaby bevallen van ouderwets gemaakte baby!

Louise Brown, de eerste reageerbuisbaby die ondertussen 28 jaar oud is, is op 21 december bevallen van een kind dat op natuurlijke wijze verwekt werd. 

Als eerste geslaagde reageerbuisbaby werd Louise geboren in 1978 in het hospitaal van Oldham. Twee dokters, Patrick Steptoe en Robert Edwards hadden een weggenomen eicel weten te bevruchten. De ouders van Louise hebben een andere dochter, Nathalie. Ook zij werd via kunstmatige inseminatie tot leven gewekt. 

Het Laatste Nieuws 
13/01/2007

SAMENVATTING

Een kwaliteitssysteem volgens nationaal of internationaal geldende normen wordt wereldwijd opgelegd in industrie en laboratoria. Een belangrijk onderdeel van een kwaliteitssysteem is validatie. 
Het doel van deze studie was om in het kader van een validatie de cultuurcondities van een IVF –procedure te evalueren en indien nodig te verbeteren (pH, temperatuur en osmolaliteit). 
Eerst werden de cultuurcondities nagegaan in twee types incubators (Thermo Forma en Heraeus) in rust en bij frequent gebruik. Uit de experimenten kon worden bevestigd dat men de schalen het best nooit volledig vooraan plaatst. Een belangrijke bevinding tijdens dit experiment was dat er een pH –daling optreedt bij een CO2 –daling, wanneer de incubator op een zeer drukke werkdag zeer frequent wordt geopend (dit kan soms tot meer dan honderdmaal per dag oplopen). Theoretisch gezien verwacht men een pH stijging bij een CO2 daling. Dit probleem kan te wijten zijn aan een niet goed verdeeld CO2 –gehalte doordat er continu CO2 in de incubator moet worden gespoten door de frequente deuropeningen.
De equilibratietijd van de verschillende parameters werd bepaald voor verschillende types cultuurschalen en de evolutie van deze cultuurparameters werd geregistreerd wanneer de schalen uit de constante kweekatmosfeer (incubator) worden gehaald. 
De stabiliserende functie van een olie–overlaag werd bevestigd, deze is afhankelijk van het volume olie. Elke schaal heeft een andere tijd nodig tot de pH equilibratie is bereikt, dit is ook van toepassing bij de opwarming van de schalen. De equilibratie en opwarming van de schalen gebeurt het best overnacht, zodat de schalen de volgende morgen ter beschikking zijn. 
Er werd een simulatie van de hele laboprocedure uitgevoerd, waaruit kon worden vastgesteld dat de schaaltjes snel afkoelen tijdens de verplaatsing naar een werkpost. Hieruit kan men besluiten dat er snel en efficiënt moet worden gewerkt, zodat het schaaltje zo minimaal mogelijk aan de temperatuurschommelingen wordt blootgesteld. 
ABSTRACT

A quality assurance system according to national and international standards is imposed world-wide for use in industry and laboratories. Validation is a key element in quality assurance. 

The aim of this study was within the framework of a validation to evaluate the culture conditions of an IVF –procedure and if necessary to improve (pH, temperature and osmolality). 
The culture conditions were examined in two types of incubators in rest and at frequent use. 

From the experiments could confirmed that the scales better never been placed completely forward into the incubator. An important finding during this experimenting was that there pH –falls appears at CO2 –falls, when the incubator was very frequently opened on a very busy working day (this can run to more than hundred times a day). Theoretically one expects pH increase when CO2 falls. This problem is possible to blame on the not well divided CO2 –qualities because there must be spouted ongoing CO2 into the incubator because of the frequently door openings. 
The equilibration time of the different parameters were stipulated for several types of culture scales and the evolution of these culture parameters was registered when the scales are obtained from the constant breading atmosphere (incubator). 

The stabilization function of an oil –layer were confirmed, these depend on the volume oil. 

Each scale has another time till the pH equilibration has been reached; this applies also at the reheating of the scales. The equilibration and reheating of the scales happens best during the night, so that the scales are ready to be used the following morning. 
A simulation of the complete lab procedure was carried out, from what one could note that the scales cool down fast during displacement to a work mail. One can decide that there must be worked fast and efficiently, so that the scales are minimal exposed to differentials in temperature. 
INLEIDING

Gedurende de laboratoriumfase van een IVF of ICSI -behandeling is er een goede controle en optimalisatie nodig van de cultuurcondities, zowel de condities in de kweekincubators als in de schaaltjes waarin de embryo’s worden gekweekt zijn van groot belang voor de bevruchting en embryo-ontwikkeling. 
De condities van de incubator, namelijk temperatuur, luchtvochtigheid, CO2 – en O2 gehalte zijn bepalend voor de condities van de cultuurschalen. Al deze parameters moeten strikt gecontroleerd worden.
Door het uitvoeren van de verscheidene experimenten, heeft men de mogelijkheid om aan de hand van de gegevens de condities te verbeteren. 

Het doel van deze stage was om aan de hand van een reeks experimenten het verloop van de belangrijke parameters in incubators en cultuurschaaltjes in kaart te brengen en waar mogelijk te optimaliseren.
THEORETISCH DEEL

HOOFDSTUK 1: IN VITRO FERTILISATIE 1-2, 14, 19-20
1.1 Inleiding 

In vitro fertilisatiebehandeling, afgekort IVF, of ook wel proefbuisbehandeling genoemd, betekent letterlijk: “bevruchting in glas of in het laboratorium”. 

De bevruchting van de eicel vindt dus plaats buiten het lichaam van de vrouw. 

Deze techniek kan gebruikt worden wanneer er een fertiliteitsprobleem is bij vrouw of man. Bijvoorbeeld wanneer de eileiders van de vrouw onherstelbaar beschadigd zijn of indien de zaadcellen van de man van slechte kwaliteit zijn en er geen behandelbare oorzaak is. Wanneer men te maken heeft met een langdurig bestaan van een vruchtbaarheidsprobleem, met een gekende/ongekende oorzaak, kan IVF tot een succesvolle zwangerschap leiden. 

1.2 Procedure IVF

1.2.1 Hormonale toediening

Een hormonale stimulatie is noodzakelijk bij een IVF –behandeling. Het is namelijk zeer belangrijk dat men in het laboratorium over minstens vijf tot tien eicellen beschikt, om een maximale kans op zwangerschap te verwachten. De reden hiervoor is dat niet alle eicellen zullen worden bevrucht en dat niet alle bevruchte eicellen zich tot goede embryo’s zullen ontwikkelen. In het laboratorium gaat er door de embryoloog een selectie gemaakt worden van de beste kwaliteit aan embryo’s. 

De stimulatie van de eierstokken gebeurt door toediening van natuurlijke hormonen (gonadotrofines
), die in een normale situatie door de hypofyse worden afgescheiden. In een normale situatie zorgen deze hormonen voor de ontwikkeling van precies één follikel, doordat de productie van de hormonen zo geregeld wordt dat er zich maar één follikel
 kan ontwikkelen. Aangezien men voor een IVF –behandeling meerdere eicellen nodig heeft, gaan deze hormonen in een hogere dosis worden toegediend, dit gebeurt in de vorm van dagelijkse inspuitingen. 
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Fig. 1: Echografisch beeld waarop de follikels duidelijk zichtbaar zijn.
Een eicel is ongeveer 120 µm groot. 
Gemiddeld duurt de hormonale toediening ongeveer twaalf dagen, maar dit kan variëren van zeven tot eenentwintig dagen. Er wordt regelmatig een vaginaal echografisch onderzoek uitgevoerd om het exacte aantal groeiende follikels en hun afmeting te bepalen. Als de rijpe eiblaasjes ongeveer twee centimeter groot zijn, bevatten ze een rijpe bevruchtbare eicel en moet men de eicellen uit de eierstokken gaan verwijderen. 

Dit gebeurt in de zogenaamde “pick-up”. 

1.2.2 De pick-up

De pick-up of eicelpunctie gebeurt op het ogenblik dat de eiblaasjes groot genoeg zijn en een rijpe eicel bevatten. Op dit moment gaat men een hormoon namelijk hCG
 toedienen dat de eisprong gaat uitlokken, de eigenlijke eisprong mag echter niet plaats vinden, maar het toedienen van het hormoon is belangrijk voor de eicelrijping. Indien deze uitrijping niet zou plaats vinden, kunnen de eicellen niet worden bevrucht. 

De eiblaasjes worden 36 uur na hCG toediening (enkele uren voor eisprong) via de vaginawand aangeprikt en leeggezogen zodat de eicellen verzameld kunnen worden. Dit gebeurt meestal onder een plaatselijke verdoving. Het follikelvocht waarin zich de rijpe eicellen bevinden wordt aangezogen en opgevangen in proefbuisjes. Dit follikelvocht wordt direct daarna onder de microscoop bekeken en de eicellen worden uit het vocht gehaald. De eicellen worden in een schaaltje bewaard bij lichaamstemperatuur in een incubator.

1.2.3 Bewerking spermastaal

De man moet op de dag van de eicelpunctie een spermastaal produceren. Het staal moet steeds op lichaamstemperatuur (37 °C) worden gehouden. 

Voor een IVF –behandeling verkiest men verse zaadcellen, omdat de kans op bevruchting dan het grootst is. Er bestaat ook een mogelijkheid om voor de behandeling een zaadstaal te laten invriezen, dit kan nuttig zijn indien de man niet in staat is om op de dag van de eicelpunctie een staal af te leveren. 

Het spermastaal wordt eerst in het labo onder de microscoop onderzocht, waarbij men het aantal zaadcellen kan bepalen aan de hand van een telkamer. 

Men bereidt het staaltje eerst voor door een dichtheidsgradiënt centrifugatie. Deze fractie beweeglijke zaadcellen zal dan gebruikt worden om aan de eicellen toegevoegd te worden. 

In het spermastaal wordt ook telkens gekeken naar de goed beweeglijke en normaal gevormde zaadcellen, deze heeft men nodig voor de IVF –behandeling. 

1.2.3.1
Morfologie zaadcel




Fig. 2: Zaadcel

Menselijke zaadcellen hebben een kop van 0.005 bij 0.003 mm en een staart van 0.05 mm lang. 

Nadat men het aantal zaadcellen en de beweeglijkheid ervan heeft onderzocht, gaat men ook het uitzicht van de zaadcellen gaan bekijken. Afwijkende vormen van zaadcellen verminderen immers de kans op bevruchting. 

1.2.3.2
WHO –normen 

In een spermastaal wordt er naar de volgende parameters gekeken:

A.
Volume van het vocht: 2 ml of meer. 

B.
Concentratie van zaadcellen per ml vocht: 20 miljoen zaadcellen per ml of meerdere zaadcellen per ml.

C.
Motiliteit
:

1) Type A (snelle voorwaartse beweeglijkheid)
2) Type B (langzame voorwaartse beweeglijkheid)
3) Type C (ter plaatse beweeglijk)
4) Type D (onbeweeglijk)
 ( De normaalwaarden voor de motiliteit zijn: 50% of meer beweeglijke zaadcellen (graad A + B) of 25% of meer beweeglijke zaacellen (graad A) binnen 60 minuten na ejaculatie. 

D.
Morfologie
: Volgens de WHO criteria: Normaal meer dan 30% normaal gevormde zaadcellen.

E.
De zuurtegraad: pH 7.2 of hoger. 

F.
Agglutinatie: er mag normaal geen samenklontering van de zaadcellen aanwezig zijn. 

G. Leukocyten: Normaal minder dan 1 miljoen witte bloedcellen per ml. 

H. Vitaliteit: 75% of meer levende zaadcellen. 
Dit leidt tot een aantal definities:

· Normozoöspermie: een ejaculaat met tenminste 20 miljoen zaadcellen per ml, een minimaal volume van 2 ml of een totaal van 40 miljoen zaadcellen, meer dan 50% goede beweeglijke zaadcellen en meer dan 50% met een normale morfologie. 

· Oligozoöspermie: minder dan 40 miljoen zaadcellen in het totale ejaculaat met een zelfde morfologie en motiliteit van de zaadcellen als bij normospermie. 

· Asthenozoöspermie: het ejaculaat bevat voldoende zaadcellen met meer dan 50% aan goede morfologie, maar minder dan 50% aan beweeglijkheid. 

· Teratozoöspermie: een ejaculaat met voldoende zaadcellen met voldoende motiliteit, maar er zijn meer dan 50% aan afwijkende zaadcellen aanwezig. 

· Azoöspermie: er zijn geen zaadcellen aanwezig in het ejaculaat. 

1.2.4
De eigenlijke bevruchting

Na de eicelpunctie bevinden de eicellen zich in proefbuisjes. Men gaat deze eicellen vervolgens overbrengen in kleine druppeltjes cultuurmedium die zich in cultuurschaaltjes bevinden. Elke eicel bevindt zich nu elk afzonderlijk in een klein druppeltje cultuurvloeistof, bedekt met olie. Deze olie zorgt ervoor dat het druppeltje niet kan uitdrogen of afkoelen tijdens de manipulatie van de schaaltjes. Tussendoor bevinden de schaaltjes zich in een broedstoof bij een omgeving die de normale situatie van het lichaam nabootst. 

Enkele uren na de pick-up worden de zaadcellen bij de eicellen gevoegd. Wanneer men zaadcellen heeft met een afwijkende morfologie gaat men bij een IVF –behandeling meerdere zaadcellen dan normaal gaan insemineren
. Normaal worden er telkens 5000 zaadcellen aan één eicel toegediend, soms kan de arts beslissen om tot 20 000 zaadcellen toe te voegen wanneer er sprake is van een verminderde zaadkwaliteit. Bij een ICSI –behandeling wordt één zaadcel rechtstreeks in de eicel gebracht.
Men plaats het schaaltje vervolgens terug in de broedstoof, normaal gezien zal in elke druppel één eicel door één zaadcel worden bevrucht. Eén dag later gaat men de schaaltjes onder de microscoop gaan bekijken, een bevruchte eicel bevat nu twee voorkernen
 die duidelijk zichtbaar zijn. 

1.2.5
De embryotransfer

Men brengt één of twee embryo’s via een fijne katheter via de baarmoederhals hoog in de baarmoederholte. Deze ingreep duurt slechts enkele minuten en de meeste vrouwen voelen hier niets van. In de baarmoeder ondergaan de embryo’s nog verschillende delingen totdat ze vier tot vijf dagen later klaar zijn voor de eigenlijke innesteling. De kans op innesteling is gemiddeld 20% en is afhankelijk van de kwaliteit van de teruggeplaatste vruchtjes. 

Nu moet men twee weken lang wachten op het resultaat van de IVF –behandeling: zwanger of maandstonden. Rond de vijftiende dag wordt het hCG –gehalte gemeten en dus een zwangerschapstest uitgevoerd. 

HOOFDSTUK 2: INSEMINATIE 1, 14, 21

2.1 Micro –inseminatie

Ondanks het feit dat men normaal of zelf sterk verhoogde concentratie aan bewegende zaadcellen toevoegt, is geen enkele zaadcel in staat de zona te penetreren en te fuseren met het eicelmembraan. De zona pellucida is de zone die de eicel omringt en een natuurlijke bescherming geeft aan de eicel. Daarom heeft men gezocht naar een aantal technieken om het bevruchtingsproces te bevorderen. Met behulp van speciale instrumenten is men er in geslaagd om een gat te boren in de eicelschaal om de doorgang van de zaadcellen te vergemakkelijken. 
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Fig. 3: Overzicht schematische voorstelling micro -inseminatie

2.1.1 Zona drilling en partiële zona cutting

Het “boren” van een gat in de eicelschaal wordt zona drilling genoemd. Zona cutting is het maken van een snede in de eicelschil. 

De methode kende geen sterke verspreiding omdat de resultaten zeer wisselend waren en het risico van abnormale bevruchting door polyspermie
 zeer hoog was. 

Deze technieken worden niet meer toegepast. 
2.1.2 Subzonale zaadcel injectie of SUZI

Bij deze techniek wordt een zeer fijne micropipet in de subzonale ruimte ingebracht en worden één of meerdere beweeglijke zaadcellen geïnjecteerd. SUZI verbeterde de vruchtbaarheid bij mannen met een slechte zaadkwaliteit, maar men stelde vast dat zowel het bevruchtingsproces en als het aantal zwangerschappen lager was dan in een 

IVF–behandeling bij paren waarvan de man een normaal vruchtbaar zaadstaal had. 

Deze techniek werd ook vervangen door ICSI. 

2.1.3 Intra Cytoplasmatische sperma injectie of ICSI

ICSI omvat het injecteren van een zaadcel rechtstreeks in de eicel. Het is een arbeidsintensieve behandeling die ook aparte kennis/handelingen en deskundigheid vereist. 

De eicel wordt allereerst na de follikelpunctie gedenudeerd
, dat wil zeggen ontdaan van de omringende cumuluscellen
. De eicel wordt nadien gewassen en de gedenudeerde eicel wordt onder de microscoop beoordeeld. Alleen eicellen die de tweede meiotische deling
 hebben volbracht mogen worden gebruikt voor de ICSI–procedure. Onder de microscoop kan men deze eicellen herkennen door de aanwezigheid van het poollichaampje
. 
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Fig. 4: Niet gedenudeerde eicel


Fig. 5: Gedenudeerde eicel

HOOFDSTUK 3: HET EMBRYO1, 13, 22-23, 27-29

3.1
Inleiding

Een paar uur na de versmelting van de beide kernen vinden de eerste delingen plaats. De cellen worden niet groter, men noemt deze delingen “klievingdelingen”. Na de eerste deling bestaat de eicel uit twee cellen. 

In vivo bevinden zich in de eileider miljoenen trilhaartjes op het slijmvlies die de eicel langzaam naar de baarmoeder gaan voeren. Om de twaalf tot vijftien uur vindt een deling van de cellen plaats. Tijdens het vervoer van de bevruchte eicel zorgt het slijmvlies ervoor dat er veel stoffen naar de eicel stromen om zo te zorgen voor een stabiel milieu waar de eicel goed in kan gedijen. 

Als de eicel de baarmoeder heeft bereikt bestaat ze uit ongeveer honderd cellen. Deze cellen noemt men een blastocyst .

De blastocyst moet zich nu in het baarmoederslijmvlies gaan nestelen.

3.1.1
Verschillende stadia van “in vitro” eicelontwikkeling
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Fig. 6: Uitzicht eicel

Enkele uren na de eicelpick–up wordt aan de eicellen een vast aantal goed beweeglijke zaadcellen toegevoegd. Na de inseminatie gaat alles terug in de incubator. 

Eén dag later bevat een bevruchte eicel twee voorkernen, die het erfelijke materiaal bevatten, deze zijn duidelijk zichtbaar. De ene voorkern is afkomstig van de zaadcel en bevat het erfelijke materiaal van de vader, de andere voorkern bevat het erfelijke materiaal van de moeder. Het erfelijke materiaal zal nadien gaan samensmelten tot het DNA van het kind. 
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Fig. 7: Een bevruchte eicel

Normaal deelt de bevruchte eicel zich voortdurend verder ongeveer om de twaalf uur, waarbij ze uit telkens meer dochtercellen (blastomeren) gaat bestaan (het volume blijft echter constant, zodat het embryo uit steeds meer en kleinere cellen bestaat). Nogmaals vierentwintig uur later hebben de meeste vruchtjes het viercellige stadium bereikt. 
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Als er geen gas aanwezig is, worden beide lichtbundels op dezelfde manier beinvioed door de
normale veranderingen in de omgeving zoals vochtigheid, vuildeeltjes enzovoorts. Aangezien
beide bundels evenveel worden beinvioed, is er geen uitgangsverschil en blijft het nulpunt sta-
biel. Het systeem kan hierdoor automatisch compenseren voor afwijking van het nulpunt
waardoor minder onderhoud nodig is. Gassen zoals CO,, N,O en koolwaterstoffen kunnen
goed gemeten worden m.b.v. infrarood sensoren. Andere gassen zijn ook meetbaar maar vin-
den eerder toepassing in de analysesector.
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Mocht er gas aanwezig zijn, dan wordt de monsterbundel geabsorbeerd door het gas. De refe-
rentiebundel blijft echter onveranderd en er ontstaat een uitgangsverschil die evenredig is aan
de hoeveelheid aanwezig gas. De hoeveelheid licht dat wordt geabsorbeerd door een bepaalde
hoeveelheid gas is een percentage van het licht dat voor de absorptie aanwezig was. Dit bete-
kent dat het systeem zijn kalibratie behoudt, zelfs als de eigenschappen van het originele licht
in de loop der tijd veranderen.
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Fig. 8: Viercellig stadium embryo
Op dag drie hoort een goed ontwikkeld embryo zich in een achtcellig stadium te bevinden. 

Alle vruchtjes worden onder de microscoop beoordeeld op hun kwaliteit, het is immers zo dat niet alle vruchtjes even mooi en gelijkmatig gedeeld zijn: sommige dochtercellen kunnen verloren gaan en verbrokkelen. Hoe meer verbrokkeling, hoe minder kans op innesteling van het vruchtje. Voor de terugplaatsing wordt het gezondste vruchtje gekozen, hiermee heeft men immers de grootste kans op een zwangerschap. 
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Fig. 9: Achtcellig stadium embryo
Na vijf of zes dagen bereikt het vruchtje het stadium van een blastocyst. De cellen die het eigenlijke embryo zullen gaan vormen bevinden zich in de zo geheten Inner Cell Mass of ICM, het is een klompje cellen dat zich excentrisch
 in de blastocyst bevindt. De buitenste cellaag wordt trophectoderm of TE genoemd en is verantwoordelijk voor de innesteling in de baarmoeder. Vervolgens kruipt het embryo als het ware uit de zona pellucida, dit noemt men “hatching”. 
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Fig. 10: Blastocyst

(TE: Trophectoderm; ICM: Inner Cell Mass; C: cytoplasma)

3.1.2
Wanneer terugplaatsing van het embryo

Het terugplaatsen van het embryo gebeurt meestal op dag drie of dag vijf. Wanneer de terugplaatsing gebeurt op dag vijf heeft men 40% (dit is 10% meer dan op dag drie) kans op een zwangerschap, rekening houdend met leeftijd en oorzaak van de infertiliteit
.
Er is echter onvoldoende gerandomiseerd
 onderzoek dat aantoont dat de blastocystcultuur op dag vijf superieur is aan een embryocultuur op dag twee of drie. Wel is er een evidentie dat de implantatiekans op dag vijf groter is (35 – 50%) dan op dag drie. 

De voordelen van blastocyst transfer zijn een mogelijk betere embryo selectie, een betere synchronisatie met het endometrium
 en daardoor betere implantatie percentages per blastocyst getransfereerd. Dit laatste zou toelaten minder embryo’s terug te plaatsen om als dusdanig het aantal meerlingzwangerschappen te verlagen. Slechts 40% tot maximum 50% van alle bevruchte eicellen groeit door tot het blastocyststadium. Er is dus altijd een reële kans dat er geen embryo’s zullen over zijn op dag vijf, met als gevolg dat er geen embryotransfer kan plaatsvinden. 

De keuze van de dag waarop men een embryo wil terugplaatsen in de baarmoeder, wordt het best bepaald door de leeftijd van de patiënt, het aantal IVF pogingen die ze gehad heeft en het aantal en de kwaliteit van eicellen en embryo’s. 

HOOFDSTUK 4: HET CULTUURSYSTEEM15, 16-19, 25, 27, 36-37

4.1
Inleiding

In het labo maakt men gebruik van het volgende systeem: men brengt druppeltjes van 25 µl cultuurmedium en drie ml olie in cultuurschaaltjes voor het kweken van embryo’s. 


a) olie 

b) mediumdruppeltjes

     
       Fig. 11: Cultuurschaaltje

4.2
Cultuurcondities 

4.2.1
Temperatuur

De eicellen en embryo’s worden constant op 37 °C (+/- 0.5 °C) gehouden om de lichaamstemperatuur na te bootsen. Een strenge temperatuurscontrole van het warmtesysteem stabiliseert de spoelfiguren
 en vergroot de fertiliteit, embryo -ontwikkeling en zwangerschap na een IVF of ICSI –behandeling. 

4.2.2
Zuurtegraad

De zuurtegraad van IVF –medium is meestal rond 7.3. Deze zuurtegraad is gekozen omdat deze overeenstemt met die van het bloed en inmiddels is bewezen dat dit een goede pH is voor bevruchting en eerste ontwikkeling. 

4.2.3
Osmolaliteit

De osmolaliteit wordt bepaald door de concentratie en dissociatiegraad van de verschillende opgeloste stoffen. De meeste media hebben een osmolaliteit tussen 275 – 285 mOsmol/kg H2O, overeenkomend met bloedplasma. Bij een lange incubatie kan de osmolaliteit oplopen in functie van de tijd en de luchtvochtigheid. 

4.2.4 Minerale olie

De druppeltjes medium worden beschermd via olie. Olie zorgt voor het behouden van de temperatuur, vertraagt de gasuitwisseling zodat de pH minder snel wijzigt en belemmert verdamping waardoor de osmolaliteit wordt bewaard. Olie beschermt ook het medium tegen kleine partikels en micro-organismen die zich in de atmosfeer bevinden. Paraffine olie wordt gekozen voor zijn viscositeit en hoge zuiverheidgraad. 

4.2.5
CO2 en O2
Het kweken van de embryo’s gebeurt bij 5 of 6% CO2 afhankelijk van het gebruikte medium. Het gebruik van deze condities vermindert de tijd die nodig is voor de equilibratie die nodig is om de correcte pH te bereiken. 

6% CO2 zorgt er namelijk voor dat de pH drie keer sneller wordt bereikt dan wanneer men 

5% CO2 zou gebruiken. Het CO2 wordt gemakkelijk opgenomen in eiwit en nucleïnezuren van embryo’s in alle stadia voorafgaand aan de inplanting. 
Men kweekt bij 5% O2, het gebruik van zuurstof beïnvloedt de genuitdrukking van de embryo’s in de pre-implantatie. 

Deze condities minimaliseren de embryonale spanning die wordt veroorzaakt om de intracellulaire homeostase
 te handhaven. Geen goede regeling van de homeostase heeft een daling van de fertilisatie en zwangerschap als gevolg. 

4.3
CO2 -Buffersysteem

4.3.1
Bicarbonaatbuffer
De henderson –hasselbach vergelijking speelt een centrale rol bij de bepaling van een zuur -base evenwicht, dissociatieconstante van een zwak zuur en voor de pH –bepaling van bufferoplossingen. 

De wiskundige vergelijking “pH= pKa + log (base/zuur)” beschrijft de concentratie van de geïoniseerde en niet -geïoniseerde delen voor zwakke zuren en basen. 

CO2 
+ 
H2O

→←
H2CO3
H2CO3

→←
H+
+
HCO3-
HCO3-

→←
H+
+
CO32-
Fig.12: henderson –hasselbach –vergelijking: 

Verband tussen pH, CO2 en HCO3- concentratie.

Theoretische interpretatie (Bicarbonaat is in de gebruikte cultuurmedia een constante van 
25 mmol.l-1 HCO3-):

· Als de concentratie aan bicarbonaat ↑, dan zal de pH ↓. 

· Bij een ↓ van de concentratie aan CO2, zal de pH ↑. 


Berekening pH bij 6% CO2: 





      [ HCO3- ]

pH= pKa + log ---------------------


 [ 0.03 x pCO2 ]





    [ 25 mmol.l-1 ]


pH= 6.1 + log ------------------------




   [ 0.03 x 60.78 ] 




pH= 6.1 + log 13.74



pH= 7,24


4.3.2
HEPES 

Wordt gebruikt in omstandigheden waar het onmogelijk is om onder gecontroleerde CO2 te werken.

HEPES, (4-(2-hydroxylethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), gebufferd medium steunt op het principe van de zwitterionen. 

Een zwitterion draagt zowel een positieve als negatieve lading, op verschillende plaatsen van het molecuul. Binnen een molecuul dat op zich neutraal is, kan de lading zich verdelen tussen de verschillende atomen doordat een atoom harder aan de elektronen zuigt dan de andere. Dit wordt veroorzaakt door de elektronegativiteiten
 van de atomen. de ene kant krijgt een beetje pluslading en da andere kant wordt een beetje min. Zo vormt zich een dipoolmoment
. 
( Zwitterionen zijn vaak goede buffers
. 

4.4
Samenstelling en gebruik media -CRG
Hepes gebufferd medium:

Dit medium bevat HEPES (of MOPS, Vitrolife) als buffer en wordt gebruikt zonder CO2 –atmosfeer. Dit medium wordt vooral gebruikt voor het denuderen van de eicel -cumuluscomplexen voor ICSI en tijdens de micro –injectie. Het wordt ook gebruikt als TESE
/PESA
/FNA
 medium in het OK. Het kan ook als wasmedium worden gebruikt tijdens de spermabehandeling. 
Eenvoudig, bicarbonaat gebufferd medium:

Wordt hoofdzakelijk gebruikt tijdens de behandeling van spermastalen en voor het spoelen van de transferspuitjes. Het is ook mogelijk dit medium te gebruiken om de eicel -cumuluscomplexen tijdens de pick –up te collecteren. Dit medium bevat fenolrood als indicator. Moet worden geëquilibreerd in een CO2 –atmosfeer. 

Complex bicarbonaat gebufferde media:


Dag 0 IVF fertilisatie medium:

Bevat de nodige componenten om de fertilisatie (na IVF) te bevorderen. Hierin wordt de eicel –cumuluscomplexen van IVF –patiënten ingezet na pick –up tot ’s morgens dag één. Dit medium moet geëquilibreerd worden in een CO2 –atmosfeer. 


Dag 0-3 ICSI cleavage medium en dag 1-3 IVF cleavage medium:

Dit medium bevat componenten die nodig zijn voor de celdeling van het embryo tot op dag drie. In geval van ICSI wordt dit medium gebruikt vanaf dag nul na injectie, in geval van IVF vanaf dag één ’s morgens. Dit medium wordt geëquilibreerd in een incubator met CO2 –atmosfeer. 


Dag 3 blastocystmedium:

Dit medium ondersteunt de ontwikkeling van blastocyst (dag drie – dag vijf of zes). Dit medium wordt ook in een CO2 –atmosfeer geëquilibreerd. 

Hyaluronidase: 


Is een enzym dat wordt gebruikt om de cumulus te verwijderen voor de ICSI. 

4.5
Schematische voorstelling “cultuursysteem” labo

Onderstaand voorbeeld geeft een overzicht van de verschillende schaaltjes die worden gebruikt tijdens een IVF behandeling, in dit voorbeeld volgens de richtlijnen van Vitrolife.
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Fig. 13: Schema “preparatie schaaltjes voor IVF”
HOOFDSTUK 5: KWALITEITSZORG3-4, 24

5.1
Kwaliteit

5.1.1
Het begrip kwaliteit 

Als definitie van kwaliteit hanteren we de definitie uit de norm NEN-EN-ISO 9000 (nl): Kwaliteit is de mate waarin een geheel van eigenschappen en kenmerken voldoet aan eisen. Deze definitie van kwaliteit impliceert het voldoen aan verwachtingen. Dat betekent dat eisen worden vastgelegd door de afnemer, de gebruiker of de opdrachtgever, of meer in het algemeen door de klant en andere belanghebbenden. Maar niet alleen de klant en het gebruiksdoel stellen eisen aan kwaliteit. Ook de leverancier van product, proces of dienst zelf zal minimale voorwaarden stellen aan wat hij levert. 

Om aan al deze kwaliteitseisen te kunnen voldoen is het nuttig om binnen een organisatie een zodanig kwaliteitsmanagementsysteem
 in te richten waarmee aangetoond kan worden dat de gewenste kwaliteit wordt geleverd.

5.1.2
Waarom kwaliteit?

De aantoonbaarheid van kwaliteit berust op objectief te meten eigenschappen. Om het laboratoriumproces controleerbaar te maken dienen de laboratoriumprocessen al van tevoren te worden vastgelegd, zodat er van het begin af aan aangegeven kan worden wat er gaat gebeuren. Daardoor kan iemand ook laten zien dat hij doet, wat hij heeft gezegd. 

Over de kwaliteit van producten, processen en diensten zijn eveneens internationaal erkende afspraken gemaakt, waarmee men moet kunnen aantonen of een product, proces of dienst voldoet aan de gemaakte afspraken tussen leverancier, afnemer en eventueel de overheid. 

Om te kunnen vaststellen of aan de vereiste kwaliteitseisen wordt voldaan, moeten producten vaak geanalyseerd worden. Meestal heeft er een eenmalige analyse plaats in het labo van de fabrikant, wanneer deze garant staat voor kwaliteit zal de afnemer slecht steekproefsgewijs een analysecontrole in eigen labo moeten uitvoeren. Het is belangrijk dat de resultaten betrouwbaar zijn, enkel zo kan de kwaliteit van het analyseresultaat beheerst worden. 

5.1.3
Kwaliteitsmanagement in de werksituatie

Het maken van producten met een van tevoren in de instelling afgesproken kwaliteit lukt alleen wanneer binnen de gehele instelling “de boel op orde is”. Anders gezegd: er moeten

“goede praktijken” worden gehanteerd. Die moeten tot uiting komen in de manier van werken in alle geledingen van de organisatie. 

De kwaliteit van in een laboratorium verkregen resultaten moet:

· Objectief aantoonbaar zijn. 

· Traceerbaar zijn. 

· Reproduceerbaar zijn. 

De manier waarop de resultaten verkregen worden moeten:

· Goed gedocumenteerd zijn, omdat anders het gevaar bestaat dat niet volgens 

de standaard werd gewerkt. 

Dit zijn belangrijke uitgangspunten voor het opzetten van een kwaliteitsmanagementsysteem

in het laboratorium.

5.2
Validatie

Validatie is het controleren van een waarde of methode. 

De validatie heeft als doel om met gedocumenteerd bewijs aan te tonen dat het systeem betrouwbaar en repetitief aan de functionaliteiten voldoet. 

5.2.1
Validatie van apparatuur

Apparatuur dient volgens vooraf gestelde eisen te functioneren. 

Bij de aanschaffing van apparatuur is vastgesteld aan welke eisen deze moet voldoen. Periodiek moet vastgesteld worden of de apparatuur hier nog steeds aan voldoet. Bij afwijkend functioneren, moet actie ondernomen worden. Na uitvoering van de corrigerende actie moet hervalidatie plaatsvinden. 

Criteria waaraan het apparaat moet voldoen, de wijze waarop de parameters getest worden en de frequentie van herhalen, worden door de gebruiker bepaald. Er kan een onderscheid gemaakt worden tussen een installatievalidatie, een operationele validatie en een uitvoeringsvalidatie. 

Voor elk van deze zijn verschillende aandachtspunten vastgelegd:

· Bepaal de kritische parameters en waaraan iedere parameter moet voldoen. 

· Beschrijf de wijze, hoe vaak en door wie de validatie wordt uitgevoerd. 

· Beschrijf hoe de procedure verloopt bij niet goed functioneren en welke acties worden genomen. 

PRAKTISCH DEEL


HOOFDSTUK 6: TOESTELLEN7-12, 34-35, 38-39
Tijdens de experimenten werd gebruik gemaakt van volgende toestellen. 

6.1
Gasanalysator Anagas 


Toestel: Anagas

Type: CD 98 PLUS

Identificatiecode: az -vub 20871

Fig. 14: Gasanalysator Anagas 

6.1.1
Gebruik

Meten van CO2 en O2 -gehalte en luchtdruk in verschillende gassen, wordt gebruikt om de werkelijke gasconcentratie binnenin de incubator te controleren. 

6.1.2
Principe

De CO2 -meter werkt volgens het “infrarood absorptie principe”.

Het menselijk oog neemt de kleuren van rood tot violet waar, maar na de rode kleur komt het onzichtbare “infrarood” dat in de sensors wordt gebruikt. De reden waarom voor infrarood wordt is gekozen, is dat bepaalde kleuren of golflengten van het infrarood licht wordt geabsorbeerd door de gassen die wij willen waarnemen. als we een bundel licht van de correcte golflengte door een bepaald gebied sturen, dan zal de hoeveelheid licht die aan de andere kant aankomt minder zijn naar gelang er gas aanwezig is. 
In de praktijk wordt in de sensoren licht gebruikt van twee verschillende golflengten, de één wordt door het gas geabsorbeerd (‘monster’) en de ander wordt niet geabsorbeerd (‘referentie’). 

Als er gas aanwezig is, worden beide lichtbundels op dezelfde manier beïnvloed door de normale veranderingen in de omgeving zoals vochtigheid, vuildeeltjes enz,… . Aangezien beide bundels evenveel worden beïnvloed is er geen uitgangsverschil en blijft het nulpunt stabiel. 


Fig. 15: Infrarood absorptie principe (1)
Als er gas aanwezig is, dan wordt de monsterbundel geabsorbeerd door het gas. De referentiebundel blijft echter onveranderd en er ontstaat een uitgangsverschil die evenredig is aan de hoeveelheid aanwezige gas. De hoeveelheid licht dat wordt geabsorbeerd door een bepaalde hoeveelheid gas is een percentage van het licht dat voor de absorptie aanwezig was. 


Fig. 16: Infrarood absorptie principe (2)
De zuurstofdetectie gebeurt via een “brandstofcel”. 

Brandstofcellen zijn elektrische batterijen en die gas van buitenaf verbruiken en hebben solide en vloeibare materialen binnenin. Behalve het feit dat ze brandstofgas verbruiken, verbruiken ze ook zuurstof. Brandstofcelsensoren zijn geminiaturiseerde brandstofcellen die reageren op lage gasconcentraties. ze verbruiken geringe hoeveelheden gas. de elektrochemische reacties produceren stroom die lineair is aan de gasconcentratie in de lucht. Brandstofcel zuurstofsensoren bestaan uit een diffusieafsluiting, een meetelektrode (kathode) gemaakt van een edelmetaal, zoals goud of platina, en een werkende elektrode gemaakt van een basismetaal, zoals lood of zink verzonken in een basiselektrolyt (een oplossing van kalium). 
Reactie:


* Zuurstofdiffusie in de sensor wordt gereduceerd tot hydroxy –ionen op de kathode:



O2
+
2 H2O

+ 4 e-
(
4 OH-


* Hydroxy –ionen oxideren de lood –anode:



2 Pb
+
4 OH


(
2 PbO
+
2 H2O

+ 4 e-

* Dit levert een volgende celreactie op: 



2 Pb
+
O2


( 
2 PbO
6.2
Osmometer 


Type: Osmomat 030

Fabrikant: Gonotec

Identificatiecode: az -vub 06448

Fig. 17: Osmometer, Osmomat 030

6.2.1
Gebruik

Meten van de osmolaliteit van een waterige oplossing. 

De osmolaliteit is de maat voor de verschillende deeltjes die zijn opgelost in de vloeistof. 

6.2.2
Principe

Het te bepalen staal wordt gekoeld door middel van een Peltier koeling systeem. Wanneer het staal een temperatuur onder zijn vriespunt heeft bereikt begint automatisch het kristallisatieproces. Dit wordt geïnitieerd door het inbrengen van ijskristallen via een gekoelde roestvrije stalen naald die in een onderkoelde vloeistof wordt ondergedompeld voor een korte tijd. Daarna zal de temperatuur terug stijgen tot het staal zijn kristallisatietemperatuur heeft bereikt. Deze wordt gemeten en vergeleken met de kristallisatietemperatuur van een referentievloeistof. (zuiver water en standaard 300 mOsmol/kg)

Osmolaliteit kan in het labo gemeten worden met behulp van een methode “freezing point depression” of vriespuntverlaging genoemd. De vriespuntverlaging wordt gemeten door onder voortdurend roeren, de temperatuursdaling te volgen bij geleidelijke afkoeling van het monster. Dit komt zo in een toestand van onderkoeling (vloeibaar beneden het smeltpunt), maar zal plots toch beginnen te stollen: op dat moment treedt er een plotse temperatuursstijging op tot juist op de waarde van het vriespunt, dat kan worden afgelezen. De temperatuur zal pas verder dalen als het hele monster vast is geworden, omdat tijdens het stollen de warmte -onttrekking resulteert in vast worden van vloeistoffase en niet in temperatuursdaling. 

Meer deeltjes in de oplossing leiden tot een langere tijd die nodig is om het vriespunt te bereiken en hebben dus een hogere osmotische waarde als gevolg. 

6.3
pH-meter 




Type: 340I

Serienummer: 06160311

Fabrikant: WTW

Identificatiecode:

· pH –meter: az -vub 20908

· Intelli Sonde: az -vub 24032

Fig.18: pH –meter Type 340I
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Fig. 19: Intelli sonde

6.3.1
Gebruik

De pH –meter wordt gebruikt om de pH of zuurtegraad te meten. Deze wordt veroorzaakt door waterstofionen en de concentratie van deze ionen is de maat voor de zuurtegraad: hoe hoger de concentratie, hoe lager de pH. 

De intelli –sonde is specifiek ontworpen voor het meten van pH in zeer kleine volumes en om de pH van druppels cultuurmedium te kunnen bepalen. 

6.3.2
Principe

Volgens de wet van Nernst wordt het potentiaalverschil voor een waterstofelektrode door de H+ concentratie bepaald: E = E° - 0.059 log 1 / (H+).

pH metingen steunen op het meten van een potentiaalverschil tussen twee elektroden. 

→ Er bevindt zich een chip (ISFET) in de elektrode die de waterstofionen zal meten. 

Een ISFET is een ion –gevoelige veldeffecttransistor. Bij verandering van ionconcentratie (of pH) van de oplossing, vloeit er meer of minder stroom door de transistor. 
De ladingsdragers tussen source en drain worden beïnvloed door de nabijheid van ionen in de bovenstaande elektrolytvloeistof. Zo verandert de weerstand van het geleidingskanaal van de transistor. 
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Fig. 20: Schematische voorstelling van een ISFET
De pH sonde is gebaseerd op een ion gevoelige veldeffecttransistor. Het gebruik van zo’n pH sonde heeft essentiële voordelen: een snelle reactie, lange stabiliteit,…tegenover een gewone glassonde. Een glaselektrode is gevoelig tegenover H+ -ionen en ontwikkelt een elektrisch potentiaal, proportioneel aan de H+ -ionconcentratie in het medium. 

Een iongevoelige veldeffecttransistor is de basis voor de Sentron sonde. Bij een veldeffecttransistor wordt de stroom tussen Source en Drain door de Gate bepaald. Door een isolatielaag zijn de Gate en Source van elkaar gescheiden. Een ISFET –chip en een referentiesysteem zijn ingebed in een chemicaliën bestendige kunsstoflaag. Een deklaag omheen de chip maakt de diffusie van H+ -ionen mogelijk in de Gate en aldus ook de controle van de Source-Drain stroom. 
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Fig. 21: ISFET chip –Sentron sonde
OPM.: Het gebruik van een ISFET elektrode in de experimenten is vereist voor het meten van kleine volumes, dit is niet mogelijk met een standaard pH –elektrode. 

6.4
Incubator Thermo Forma


Naam: Incubator Thermo Forma model 3141

Fabrikant: Forma scientific 
Leverancier: Labsystems

Type model: 3141

Identificatiecode: 
· Incubator 4: az -vub 17880

· Incubator 5: az -vub 16197

Fig. 22: Incubator Thermo Forma model 3141
OPM.: In het labo bevinden zich twee incubators met en zonder bevochtigde atmosfeer. In de experimenten wordt nagegaan of het verschil in luchtvochtigheid een invloed heeft op de verschillende parameters waaraan een goede kweekconditie voor IVF -behandeling aan moet voldoen. 

6.4.1
Gebruik

De incubator wordt gebruikt voor het kweken van humane embryo’s in een IVF programma. De incubator bootst de natuurlijke kweekcondities (temperatuur, CO2 –gehalte, partiële 

O2 –druk) na. 

Om toegevoegde gassen te zuiveren van ongewenste contaminaties (vuil, vluchtige organische stoffen, zware metalen, ...) is tussen elke gastoevoer en de incubator een koolstoffiltereenheid geplaatst. 

Incubators met een verzadigde luchtvochtigheid bevatten water dat door spontane verdamping zorgt voor een luchtvochtigheid van ongeveer 95%. Deze warme vochtige atmosfeer is ideaal voor de ontwikkeling van schimmelgroei en deze is zeer moeilijk te verwijderen. Om schimmelgroei tegen te gaan dient de incubator regelmatig ontsmet te worden. 

6.4.2
Principe

De temperatuur, het O2 en CO2 –gehalte worden elektronisch geregeld. 

Temperatuur:

Een homogene verdeling in de incubator wordt bekomen door een constante luchtcirculatie binnen de incubator die ook condensatie op de binnenwand van de incubator vermijdt. De incubatorwand is ook gevuld met water, zodat externe temperatuurschommelingen door de grote warmtecapaciteit
 van het water opgevangen worden. De incubator bevat acht glazen deurtjes en een grote glazen deur die ervoor zorgen dat de uitwisseling van lucht bij het openen van de incubator beperkt blijft. De incubator is beveiligd met een beveiliging van een overtemperatuur. Een elektronische regelaar behoudt een constante temperatuur binnen de incubator. 

CO2:

Aan de bovenkant van de incubator bevinden zich de IR sensor voor de CO2 -meting. Om na het openen de CO2 op zijn normale concentratie te brengen wordt er CO2 in de incubator ingespoten. 

O2:

Om na het openen de concentratie terug tot de gewenste waarde te brengen wordt N2 in de incubator ingespoten. 

De incubator wordt als het volgt ingesteld:

·  Temperatuur:

37 °C 
+/- 0,5 °C

·  CO2: 


6 % 
+/- 0,5%

·  O2: 


5 % 
+/- 1%

6.5
Incubator Heracell 240


Naam toestel: Incubator Kendro heracell 240

Fabrikant: Kendro

Serienummer: 40378799

Leverancier: Meyvis NV

Type: Heracell 240

Identificatiecode:

· Incubator 6: az -vub 18418

· Incubator 7: az -vub 21543

· Incubator 8: az -vub 24031

Fig. 23: Heracell 240

6.5.1
Gebruik

Idem 6.4.1
6.5.2
Principe

De atmosfeer binnen de incubator zoals de temperatuur, luchtvochtigheid, partiële O2, CO2 –gehalte zijn allen elektronisch geregeld. 

Temperatuur:


Een homogene temperatuursverdeling wordt in de incubator bekomen door een 

constante luchtcirculatie binnen de incubator die ook condensatie op de binnenwand van de incubator vermijdt. De zes glazen deurtjes zorgen ervoor dat de uitwisseling van lucht bij het openen beperkt blijft. 

CO2:

Aan de bovenkant van de incubator bevinden zich twee IR sensor voor CO2 meting. Om de CO2 –concentratie na openen weer tot de gewenste waarde te brengen wordt automatisch na sluiten van de deur CO2 terug ingespoten. 

O2:

Om na het openen de O2 –concentratie terug te brengen tot de gewenste waarde wordt N2 in de incubator ingespoten. 

De incubator wordt als het volgt ingesteld:

·  Temperatuur:

37 °C 
+/- 0,5 °C

·  CO2: 


6 % 
+/- 0,5%

·  O2: 


5 % 
+/- 1%

6.6
Beeldopname: Fertimorph®
Fertimorph® version 2.1.8

Copyright © 2006, IMAGE House Medical, IH Medical A/S

6.6.1
Gebruik

Door het gebruiken van Fertimorph, is het mogelijk om de interne architectuur van embryo’s met gegevens en beelden in diverse ontwikkelingsstadia te documenteren. Men kan verschillende metingen uitvoeren die men naast de standaard te noteren parameters kan gebruiken. Alle verzamelde gegevens worden opgeslagen met de overeenkomstige beelden en de patiënten cyclusinformatie. 
6.7
Thermometer


Naam toestel: Thermometer TESTO

Type: 0530

Identificatiecode: az -vub 18412

Fig. 24: Alarmthermometer TESTO

6.7.1 Gebruik

De TESTO Thermometer is een snelle nauwkeurige digitale thermometer, met een meetbereik van – 50 °C tot 150 °C. 

6.7.2 Principe

De meting van de temperatuur gebeurt door een veranderlijke weerstand van een metalen draad. Meestal wordt er gebruik gemaakt van Platina of Nikkel. Platina biedt een grotere temperatuurschaal en een goede lineariteit. De zuiverheid en chemische inertie ervan garandeert een merkwaardige stabiliteit van de meetsensoren. 

6.8
Apparaatbewakingssysteem
Naam toestel: Apparaatbewakingssysteem (CMS)

Identificatiecode: AZ 0836 (PC) en 4345 (ID monitor)

Fabrikant / leverancier: Clean Air
6.8.1
Gebruik
Het is een bewakingssysteem voor kritische procesparameters in het laboratorium. Het systeem registreert en bewaakt een aantal gemeten parameters automatisch met mogelijkheid tot het opvolgen van volgende parameters: temperatuur – vochtigheidsgraad, gasconcentratie (koolstofdioxide, dizuurstof) –vloeistofniveau (vb vloeibare stikstof) –deurcontacten – stroomtoevoer – datacommunicatie.
6.8.2
Principe

Voor de meeste analoge metingen zijn sensoren ingebouwd in de aangesloten apparaten afhankelijk van de meting is dit een temperatuurssonde, CO2 sensor, O2 sensor of deurcontact. 
Het systeem monitort de aangesloten apparaten op overschrijding van alarmgrenzen, doet data-opslag van meerwaarden en presentatie en alarmering via een telefoon en of GSM. Het systeem scant alle aangesloten meetpunten af. Alle meetkanalen kunnen afzonderlijk in het scansysteem aan- en uitgeschakeld worden. Er is mogelijkheid tot instellen van boven- en ondergrenzen, met alarmfunctie wanneer deze limieten overschreden worden en met een wachttijdfunctie voor dit alarm. Het systeem geeft een visualisatie van de metingen op het beeldscherm door weergave van meetwaarden en alarmen. 

HOOFDSTUK 7: EXPERIMENTEN6
Voor meer uitleg over de beschrijvingen en werkingen van de verschillende gebruikte toestellen, “zie hoofdstuk 6: Toestelprocedures”. 

Graag verwijs ik ook naar het eindwerk: “Kwaliteitszorg: methode en toestelvalidatie binnen een IVF –laboratorium” van Sara Baes (Academiejaar 2000 – 2001). Sommige experimenten die tijdens mijn stage werden uitgevoerd, werden aangepast en uitgebreid op basis van haar uitgevoerde experimenten. In haar eindwerk werd voor bepalingen van equilibratietijden en osmolaliteitsmetingen gebruik gemaakt van buizen. Tijdens mijn stage werd gebruik gemaakt van schalen zoals ze in werkelijkheid in het labo worden gebruikt. Zo krijgt men informatie over de condities van de schalen in gebruik in het laboratorium. 
7.1
Validatie meetmethoden – Reproduceerbaarheid metingen

Reproduceerbaarheid is het steeds opnieuw bereiken van een vergelijkbaar resultaat wanneer een beschreven procedure wordt uitgevoerd. 

Via de reproduceerbaarheid wordt nagaan of de meetmethode betrouwbaar is. 

pH BEPALING

Benodigdheden:

· Falcon® 3801

· Olie Irvine Scientific

· HTF –medium

· Tafelincubator (az -vub 21675)

· pH –meter: WTW Sentron sonde, Type 340I 

· Buffer –oplossingen:

· pH 7.00 (20 °C) – oplossing van Merck: referentie 1.09477.0500

· pH 9.00 (20 °C) – oplossing van Merck: referentie 1.09476.0500

· Incubator: Heracell 240 (az -vub 18418)

Werkwijze:

· Maak 16 schalen met druppeltjes van 25 µl HTF medium en 3 ml olie. 

· Plaats deze overnacht in de mediumincubator. 

· Calibreer de pH meter. 

· Plaats vier schalen in een tafelincubator. 

· Breng telkens 50 µl HTF –medium (door verschillende druppels van 25 µl op te pipetteren) op de pH -elektrode. Meet telkens éénmaal de pH van één schaaltje. 
· Lees de pH -waarde af op de display. 

· Nadien wordt het gemiddelde van de bekomen waarden bepaald. 

Resultaten:

Conditie incubator:

· CO2: 6.0%

· O2: 5.4%

· Temperatuur: 37 °C

Tabel 1: Reproduceerbaarheid zuurtegraad:

	METING
	pH
	METING
	pH

	1
	7,31
	9
	7,36

	2
	7,30
	10
	7,33

	3
	7,34
	11
	7,34

	4
	7,31
	12
	7,31

	5
	7,31
	13
	7,33

	6
	7,30
	14
	7,35

	7
	7,32
	15
	7,33

	8
	7,33
	16
	7,32

	Gemiddelde pH: 7,32

	Standaarddeviatie: 0,02


OSMOLALITEITSMETING

Benodigdheden:

· Osmometer: Osmomat 030

· Falcon® 3653

· HTF -medium

· Olie Irvine Scientific

· Gonotec calibration solution for Osmomat 030 (voor het calibreren van de osmometer)
· Incubator: Heracell 240 (az -vub 24031)

Werkwijze:

· Maak 10 schalen klaar waarin zich 500 µl HTF –medium en 1 ml olie in bevindt. 

· Plaats deze voor een overnachting in de incubator. 

· Meet de volgende dag de osmolaliteit met de osmometer. Dit gebeurt door telkens 50 µl van het medium in een eppendorfje te brengen en via de thermistor sonde in het koelingsysteem te brengen.

· De waarde wordt op de display weergegeven. 
· Uit één schaaltje meet men telkens tweemaal de pH -waarde, nadien wordt het gemiddelde genomen van alle gemeten waarden.
Resultaten:

Tabel 2: Reproduceerbaarheid osmolaliteit:

	METING
	mOsmol/kg H20
	METING
	mOsmol/kg H20

	1
	283
	11
	280

	2
	279
	12
	281

	3
	279
	13
	279

	4
	280
	14
	282

	5
	279
	15
	281

	6
	280
	16
	284

	7
	279
	17
	282

	8
	279
	18
	279

	9
	279
	19
	281

	10
	280
	20
	280

	Gemiddelde: 280 mOsmol/kg H2O

	Standaarddeviatie: 1.4 mOsmol/kg H2O


( Uit één schaaltje wordt telkens tweemaal een meting uitgevoerd. Deze metingen worden telkens onder elkaar vermeld. (vb. de 1ste en 2de meting zijn waarden van het eerste schaaltje)
CO2 -METING

Benodigdheden:

· CO2 meter: Anagas CD 98 PLUS

· Incubator: Thermo Forma (az -vub 17880)

Werkwijze:

· Plaats een plastiek slangetje in de incubator, hier wordt de CO2 -meter op aangesloten. Gedurende het experiment blijft de incubator gesloten. 
· Meet het CO2 -gehalte meerdere malen na elkaar (telkens de analysator na enkele minuten opnieuw aansluiten aan het plastieken slangetje), de waarde wordt weergegeven op de display. 

Resultaten:

Tabel 3: Reproduceerbaarheid CO2 analyse:

	METING
	CO2 (%)
	METING
	CO2 (%)

	1
	6,7
	9
	6,7

	2
	6,8
	10
	6,8

	3
	6,7
	11
	6,7

	4
	6,7
	12
	6,7

	5
	6,7
	13
	6,6

	6
	6,8
	14
	6,7

	7
	6,7
	15
	6,7

	8
	6,7
	
	

	Gemiddelde CO2 (%): 6,7 %

	Standaarddeviatie: 0,05 %


ALGEMEEN BESLUIT validatie:

De waarden mogen als betrouwbaar worden beschouwd, er is maar een zeer kleine afwijking tussen de verschillende metingen. 

7.2
Incubators

7.2.1
Homogeniteit van een gesloten incubator

Het doel van dit experiment is het nagaan van de homogeniteit van de twee verschillende incubators die in het labo worden gebruikt (nl. Thermo Forma en Heracell 240), wanneer deze gesloten blijven. 

Dit experiment werd tweemaal uitgevoerd:
1) Homogeniteit: t - CO2 – O2
2) pH in schaaltjes
Benodigdheden: 

· Falcon® 3801

· Olie Irvine Scientific

· HTF -medium

· Tafelincubator (az -vub 21675)

· CO2 meter Anagas CD 98 PLUS: bepaalt zowel het gehalte aan CO2 en O2
· pH meter WTW – Sentron sonde

· Thermometer TESTO met temperatuursondes

· Bewakingssysteem

· Incubator: 

· Heracell 240: Incubator (az -vub 21543)

· Thermo Forma: Incubator (az -vub 17880)

Werkwijze:

· Maak een reeks van dertig schalen waarin druppeltjes van 25 µl HTF –medium en 3 ml olie wordt ingebracht. 

· Er worden sondes (voor temperatuurmeting) achteraan en vooraan in de incubator bevestigd. Via het deurtje bevestigt men het meetstuk van de sonde aan de buitenzijde van de incubator. 

Plastieken slangetjes (voor CO2 en O2 meting) werden via een opening achteraan van de incubator op de verschillende plaatsen in de incubator geplaatst. 
( Door het bevestigen van de slangetjes en sondes naar de buitenkant van de incubator toe gericht, kunnen de metingen gebeuren zonder dat de incubator moet worden geopend. 
Positie incubator

( Op elke plaats worden zowel vooraan als achteraan de verschillende parameters bepaald. 
· Thermo Forma


- 12 sondes:

* Op positie 1/2/7/8 werd er zowel vooraan als achteraan een sonde geplaatst.

* Op positie 3/4/5/6 werd er in het midden van deze positie een sonde bevestigd. 








- 16 slangetjes:

* Op elke positie werd vooraan en achteraan slangetjes geplaatst. 

Fig. 25: Indeling incubator “Thermo Forma”

OPM: Door een tekort aan sondes werd de temperatuur op sommige posities nl. 3; 4; 5 en 6 centraal gemeten. 

· Heracell 240


- 12 sondes / slangetjes:
* Op iedere positie bevindt zich vooraan en achteraan een sonde en slangetje.

Fig. 26: Indeling incubator “Heracell 240”

· De schalen worden op de verschillende posities in de incubator geplaatst, voor de pH –meting. 
· De volgende dag worden de parameters bepaald. 

· Calibreer de pH –meter. 

· De thermometer wordt aangesloten aan de sondes, de t wordt weergegeven. 

· Sluit de gasanalysator aan op de slangetjes om het CO2 -en O2 gehalte te meten. 
· Open de incubator en bepaal de pH. 

· De metingen worden tweemaal per dag uitgevoerd (In voormiddag en namiddag).

HERACELL 240 
Calibratie van de temperatuursondes:

OPM: In de experimenten werd telkens de gecorrigeerde waarde van de temperatuur gebruikt, rekening houdend met de calibratiefactor.
Calibratie van de temperatuursondes:
· De sondes werden in het flesje met olie geplaatst dat zich in de incubator bevindt. Hierin bevindt zich ook een temperatuurssonde van het bewakingssysteem dat de temperatuur registreert. 

· Door het aansluiten van de thermometer aan de sonde kan men de t aflezen. 

· Wanneer 36,9 °C de werkelijke temperatuur is, wordt telkens een factor bij de gemeten temperatuur bijgeteld om zo een t -waarde van 36,9 °C te bekomen. 
Tabel 4: Calibratie temperatuursondes:

	NUMMER SONDE
	TEMPERATUUR (°C)
	CALIBRATIEFACTOR

	2
	36,7 

36,7
	+ 0,2

	4
	36,9

36,8

36,8
	+ 0,1

	12
	36,9

36,9
	OK

	10
	36,8

36,8
	+ 0,1

	3
	36,7

36,7
	+ 0,2

	5
	36,6

36,7

36,6
	+ 0,3

	9
	36,9

36,8

36,7
	+ 0,1

	7
	36,9

36,8

36,8
	+ 0,1

	6
	36,9

36,8

36,8
	+ 0,1

	8
	36,9

37,0

36,8
	OK

	11
	36,9

37,0

36,9
	OK

	13
	36,8

36,8
	+ 0,1


Bijlage 1: Calibratieattest temperatuursonde  bewakingssysteem 
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CALIBRATION DATA REPORT  FC 11.1.1d1/1

TEMPERATURE PROBE / SENSOR

Instrument Jumo PT100 Klasse B Serial no:  0781103022098381003
Calibration Number S006-499-70 Date of investigation:  29/06/2006
Visual inspection OK Equipment no:
Sensor Range -40.0 to 60 °C  Output range 4 to 20 mA
Power supply check OK 24V Deviation 0.30 + | 0.005 *t | °C
Comparison test Reference Measured Deviation % of Tol. Pass
Temperature Probe 50:008C SONESE OV E=C 200 % OK
B7Z08SC 5619:2C C0 12 C -187 % OK
40.0 °C 40.0 °C 0.0 °C 00 % OK
Justation necessary No
Comparison test Reference Measured Deviation % of Tol. Pass
Temperature Probe na °C na==C: na °C na % na
after justation
na °C na °C na °C na % na
na °C na °C na °C m % na
Protocol used This calibration was performed according to our ISO 9001 instruction WC 11.1
Equipment used  Eurotron Temperature Calibrator MicroCalT10 #24244-E40798 -30 - 125°C
Vaportron Humidity Calibrator H-100CLX #9827-R51065 3 3 -97%/15-45°C
Ametek STS100 A350 - DTI 1000 Thermometer #520614-03 / 522081-01649 -40 - 320°C
Fluke 87/7911I Dig. Multimeter #57220094 #149770684
Maximum uncertainty 0.05+°C
Test Conditions ~ Pressure: 1013 mBar Temperature: 24 °C RH: 49" %
Remarks No remarks.

B. Janssen ;7%/

Calibrated by
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CALIBRATION DATA REPORT  FC 11.1.1d1/1

TEMPERATURE PROBE / SENSOR

Instrument Jumo PT100 Klasse B Serial no:  0781103022098381003
Calibration Number S006-499-70 Date of investigation:  29/06/2006
Visual inspection OK Equipment no:
Sensor Range -40.0 to 60 °C  Output range 4 to 20 mA
Power supply check OK 24V Deviation 0.30 + | 0.005 *t | °C
Comparison test Reference Measured Deviation % of Tol. Pass
Temperature Probe 50:008C SONESE OV E=C 200 % OK
B7Z08SC 5619:2C C0 12 C -187 % OK
40.0 °C 40.0 °C 0.0 °C 00 % OK
Justation necessary No
Comparison test Reference Measured Deviation % of Tol. Pass
Temperature Probe na °C na==C: na °C na % na
after justation
na °C na °C na °C na % na
na °C na °C na °C m % na
Protocol used This calibration was performed according to our ISO 9001 instruction WC 11.1
Equipment used  Eurotron Temperature Calibrator MicroCalT10 #24244-E40798 -30 - 125°C
Vaportron Humidity Calibrator H-100CLX #9827-R51065 3 3 -97%/15-45°C
Ametek STS100 A350 - DTI 1000 Thermometer #520614-03 / 522081-01649 -40 - 320°C
Fluke 87/7911I Dig. Multimeter #57220094 #149770684
Maximum uncertainty 0.05+°C
Test Conditions ~ Pressure: 1013 mBar Temperature: 24 °C RH: 49" %
Remarks No remarks.

B. Janssen ;7%/

Calibrated by





1ste meting (Voormiddag): De pH is het gemiddelde van vijf metingen. 
Tabel 5: Homogeniteit Heracell 240 bij gesloten houden “meting 1”:

	PLAATS INCUBATOR
	GEMETEN t (°C)
	WERKELIJKE t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	ZUURTEGRAAD (pH)

	1
	 
	 
	
	 
	 

	achteraan
	36,9
	37,1
	6,4
	5,2
	7,26

	 
	 
	 
	
	 
	(7,29) ; (7,29) ; (7,23) ; (7,24) ; ( 7,27)

	vooraan
	36,9
	37,0
	6,4
	5,1
	7,27

	 
	 
	 
	
	 
	(7,24) ; (7,26) ; (7,27) ; (7,26); (7,30)

	2
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	37,4
	37,4
	6,3
	5,1
	7,28

	 
	 
	 
	
	 
	(7,28) ; (7,29) ; (7,27) ; (7,29) ; (7,27)

	vooraan
	37,2
	37,3
	6,4
	5,1
	7,29

	 
	 
	 
	
	 
	(7,29) ; (7,29) ; (7,28) ; (7,31) ; (7,26) 

	3
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,5
	36,7
	6,3
	5,1
	7,27

	 
	 
	 
	
	 
	(7,27) ; (7,29) ; (7,26) ; (7,26) ; (7,28)

	vooraan
	36,8
	37,1
	6,4
	5,1
	7,26

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,29) ; (7,26) ; (7,24) ; (7,25) ; (7,25)

	4
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	37,7
	37,8
	6,3
	5,1
	7,29

	 
	
	 
	 
	
	(7,29) ; (7,31) ; (7,28) ; (7,29) ; (7,30)

	vooraan
	37,2
	37,3
	6,2
	5,1
	7,30

	 
	
	 
	 
	
	(7,29) ; (7,31) ; (7,29) ; (7,33) ; (7,30)

	5
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,5
	36,7
	6,2
	5,0
	7,28

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,29) ; (7,33) ; (7,26) ; (7,23) ; (7,29)

	vooraan
	36,4
	36,4
	6,2
	5,0
	7,29

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,27) : (7,29) ; (7,29) ; (7,30) ; (7,32)

	6
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,6
	36,6
	6,5
	5,2
	7,25

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,23) ; (7,26) ; (7,25) ; (7,25) ; (7,26)

	vooraan
	36,8
	36,9
	6,4
	5,1
	7,27

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,27) ; (7,25) ; (7,29) ; (7,30) ; (7,26)


Legende: Gemiddelde waarde 

Tabel 6: Homogeniteit Heracell 240 bij gesloten houden “Gemiddelde meting 1”:

	
	t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	pH

	Voor
	37,0
	6,3
	5,1
	7,28

	Achter
	37,1
	6,3
	5,1
	7,27

	
	
	
	
	

	Boven
	37,2
	6,4
	5,1
	7,28

	Onder
	36,7
	6,3
	5,1
	7,27

	Midden
	37,2
	6,3
	5,1
	7,28

	
	
	
	
	

	Links (1-3-4)
	36,8
	6,3
	5,1
	7,27

	Rechts (2-5-8)
	37,2
	6,4
	5,1
	7,28


2de meting (Namiddag): De pH is het gemiddelde van vier metingen.
Tabel 7: Homogeniteit Heracell 240 bij gesloten houden: meting 2:

	PLAATS INCUBATOR
	GEMETEN t (°C)
	WERKELIJKE 

t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	ZUURTEGRAAD (pH)

	1
	 
	 
	
	 
	 

	achteraan
	36,9
	37,1
	6,4
	5,0
	7,30

	 
	 
	 
	
	 
	(7,29) ; (7,35) ; (7,26) ; (7,28)

	vooraan
	36,9
	36,9
	6,4
	5,0
	7,30

	 
	 
	 
	
	 
	 (7,30) ; (7,31) ; (7,31) ; (7,26)

	2
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	37,3
	37,3
	6,4
	5,0
	7,28

	 
	 
	 
	
	 
	(7,29) ; (7,30) ; (7,26) ; (7,28)

	vooraan
	37,2
	37,3
	6,4
	5,0
	7,29

	 
	 
	 
	
	 
	(7,32) ; (7,27) ; (7,28) ; (7,27)

	3
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,6
	36,7
	6,4
	5,0
	7,29

	 
	 
	 
	
	 
	(7,30) ; (7,29) ; (7,30) ; (7,27)

	vooraan
	36,9
	37,2
	6,4
	5,0
	7,28

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,31) ; (7,25) ; (7,30) ; (7,26)

	4
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	37,6
	37,7
	6,3
	4,9
	7,29

	 
	
	 
	 
	
	(7,29) ; (7,27) ; (7,27) ; (7,33)

	vooraan
	37,1
	37,2
	6,3
	4,9
	7,31

	 
	
	 
	 
	
	(7,28) ; (7,30) ; (7,31) ; (7,34)

	5
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,7
	36,8
	6,3
	4,9
	7,31

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,35) ; (7,29) ; (7,30) ; (7,28)

	vooraan
	36,5
	36,5
	6,3
	4,9
	7,30

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,30) ; (7,32) ; (7,28) ; (7,30)

	6
	 
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,7
	36,7
	6,6
	5,1
	7,29

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,29) ; (7,30) ; (7,28) ; (7,27)

	vooraan
	36,9
	37,0
	6,4
	5,0
	7,32

	 
	 
	 
	 
	 
	(7,30) ; (7,31) ; (7,32) ; (7,35)


Legende: Gemiddelde waarde 

Tabel 8: Homogeniteit Heracell 240 bij gesloten houden “Gemiddelde meting 2”:

	
	t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	pH

	Voor
	37,0
	6,4
	5,1
	7,30

	Achter
	37,1
	6,4
	5,1
	7,29

	
	
	
	
	

	Boven
	37,2
	6,4
	5,1
	7,29

	Onder
	36,8
	6,4
	5,1
	7,31

	Midden
	37,2
	6,4
	5,1
	7,29

	
	
	
	
	

	Links (1-3-4)
	36,9
	6,4
	5,0
	7,30

	Rechts (2-5-8)
	37,2
	6,4
	5,0
	7,30


Conclusie:

· Er zijn geen verschillen in de verschillende posities in de incubator qua zuurtegraad, CO2 en O2 –gehalte en een klein verschil in temperatuur. 
· De schaaltjes kunnen overal in de incubator worden geplaatst.
De temperatuur onderaan is lager dan op de andere plaatsen.

· Het toestel voldoet aan de specificaties die de fabrikant voorschrijft. 

THERMO FORMA 
Resultaten:

1ste meting (Voormiddag): De zuurtegraad is telkens het gemiddelde van drie metingen. 

Tabel 9: Homogeniteit Thermo Forma bij gesloten houden “meting 1”:

	PLAATS INCUBATOR
	t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	pH (GEMID)

	1
	 
	
	 
	 

	achteraan
	36,9
	6,7
	5,1
	7,24

	vooraan
	37,0
	6,7
	5,1
	7,22

	2
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,7
	6,7
	5,1
	7,24

	vooraan
	36,8
	6,9
	5,2
	7,26

	3
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,8
	5,1
	7,27

	Midden
	36,8
	
	 
	 

	vooraan
	 
	6,7
	5,1
	7,23

	4
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,7
	5,1
	7,23

	Midden
	36,8
	 
	
	 

	vooraan
	 
	6,8
	5,1
	7,26

	5
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,8
	5,2
	7,22

	Midden
	36,7
	 
	 
	 

	vooraan
	 
	6,8
	5,2
	7,22

	6
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,7
	5,1
	7,23

	Midden
	36,7
	 
	 
	 

	vooraan
	 
	6,7
	5,1
	7,22

	7
	 
	
	 
	 

	achteraan
	36,7
	6,7
	5,1
	7,21

	vooraan
	36,8
	6,7
	5,1
	7,24

	8
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,6
	6,8
	5,2
	7,23

	vooraan
	36,7
	6,7
	5,1
	7,21


Tabel 10: Homogeniteit Thermo Forma bij gesloten houden “Gemiddelde meting 1”:

	 
	t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	pH

	Voor
	36,8
	6,8
	5,1
	7,23

	Achter
	36,7
	6,7
	5,1
	7,23

	 
	 
	 
	
	 

	Boven 
	36,9
	6,8
	5,1
	7,24

	Onder
	36,7
	6,7
	5,1
	7,22

	Midden (3 -4-5-6)
	36,8
	6,8
	5,1
	7,23

	
	
	
	
	

	Links (1-3-5-7)
	36,8
	6,7
	5,1
	7,23

	Rechts (2-4-6-8)
	36,7
	6,8
	5,1
	7,24


2de meting (Namiddag):

Tabel 11: Homogeniteit Thermo Forma bij gesloten houden “meting 2”:

	PLAATS INCUBATOR
	t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	pH (GEMID)

	1
	 
	
	 
	 

	achteraan
	36,7
	6,8
	5,4
	7,22

	vooraan
	36,8
	6,8
	5,4
	7,23

	2
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,7
	6,8
	5,3
	7,24

	vooraan
	36,6
	6,9
	5,4
	7,26

	3
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,8
	5,6
	7,22

	Midden
	36,7
	
	 
	 

	vooraan
	 
	6,8
	5,4
	7,24

	4
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,7
	5,3
	7,26

	Midden
	36,8
	 
	
	 

	vooraan
	 
	6,8
	5,3
	7,23

	5
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,8
	5,5
	7,20

	Midden
	36,8
	 
	 
	 

	vooraan
	 
	6,7
	5,5
	7,20

	6
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	 
	6,8
	5,6
	7,21

	Midden
	36,8
	 
	 
	 

	vooraan
	 
	6,7
	5,3
	7,23

	7
	 
	
	 
	 

	achteraan
	36,7
	6,7
	5,3
	7,21

	vooraan
	36,8
	6,7
	5,3
	7,20

	8
	 
	 
	 
	 

	achteraan
	36,7
	6,8
	5,4
	7,22

	vooraan
	36,8
	6,7
	5,3
	7,21


Tabel 12: Homogeniteit Thermo Forma bij gesloten houden “Gemiddelde meting 1”:

	 
	t (°C)
	CO2 (%)
	O2 (%)
	pH

	Voor
	36,9
	6,8
	5,4
	7,22

	Achter
	36,8
	6,8
	5,4
	7,22

	 
	 
	 
	
	 

	Boven 
	36,9
	6,8
	5,4
	7,24

	Onder
	36,9
	6,7
	5,3
	7,21

	Midden
	36,8
	6,8
	5,4
	7,22

	
	
	
	
	

	Links
	36,8
	6,8
	5,4
	7,22

	Rechts
	36,8
	6,8
	5,4
	7,23


Conclusie:

De homogeniteit voldoet aan de specificaties en temperatuursverwachting, namelijk geen grote verschillen voor de parameters die de kweekconditie kunnen beïnvloeden. 

7.2.2
Homogeniteit bij een frequent geopende incubator

Het doel van dit experiment is het nagaan van de homogeniteit in de twee verschillende incubators die in het labo worden gebruikt (nl. Thermo Forma en Heracell 240), wanneer deze frequent worden geopend. Tijdens een gewone werkdag worden de incubators namelijk zeer regelmatig geopend. (In bijlage vindt u informatie over het aantal openingen op een werkdag, dit is gemiddeld ongeveer 35 à 40 keer voor een kweekincubator). 

Gedurende vijf uur wordt regelmatig de zuurtegraad, temperatuur en het CO2 en O2 –gehalte gemeten, dit experiment werd uitgevoerd bij een hoge en lagere openingsfrequentie. Tijdens een hoge openingsfrequentie werd de incubator in de voormiddag om de 5 minuten geopend en ’s namiddags om de 10 minuten. Bij een lagere openingsfrequentie bedroeg de openingsfrequentie 15 minuten in de voormiddag en 30 minuten in de namiddag. 
Benodigdheden:

· Falcon® 3801

· Olie Irvine Scientific

· HTF –medium

· Tafelincubator (az -vub 21675)

· pH meter WTW – Sentron sonde

· Thermometer TESTO met temperatuursondes

· Bewakingssysteem voor CO2 meting 

· Incubator: 

· Heracell 240: Incubator (az -vub 21543)

· Thermo Forma: Incubator (az -vub 17880)

Werkwijze:

· Maak een reeks schalen met druppeltjes van 25 µl HTF –medium en 

3 ml olie voor de pH meting. Deze schalen worden boven -en onderaan in de incubator geplaatst en overnacht geïncubeerd. 
· Voor de temperatuurmeting worden er schalen klaargemaakt die achteraan, in het midden, vooraan en volledig vooraan worden geplaatst. Hierin wordt een temperatuursonde bevestigd en nadien brengt men 3 ml olie in de schalen. 

· Heracell 240

De schalen voor de temperatuurmeting worden op positie 3 in de incubator geplaatst. 

	1
	2

	3
	4

	5
	6


· Thermo Forma

De schalen voor de temperatuurmeting worden op positie 1 en 5 in de incubator geplaatst. 

	1
	2

	3
	4

	5
	6

	7
	8


· De volgende dag worden de verschillende parameters bepaald. 

· Calibreer de pH –meter. 

· Meet de temperatuur in de schaaltjes, het CO2 –gehalte wordt via het bewakingssysteem geregistreerd. De deur wordt na deze metingen geopend. 
· Bepaal nadien de pH van de mediumdruppels en dit telkens om de 15 minuten gedurende zes uur. 
HERACELL 240 
BIJ EEN HOGE OPENINGSFREQUENTIE

Resultaten:

Temperatuur (°C):

Tabel 13: Temperatuur in Heracell 240 bij een hoge openingsfrequentie:

	TIJD
	t (°C)

ACHTERAAN
	t (°C)

MIDDEN
	t (°C)

VOORAAN
	t (°C)

VOLLEDIG VOORAAN

	Opening om de 5 minuten

	0 min
	36,9
	37,0
	37,0
	37,0

	5 min
	36,8
	36,9
	37,0
	36,9

	10 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,9

	15 min
	36,9
	37,0
	36,9
	36,9

	20 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,9

	25 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,8

	30 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,8

	35 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	40 min
	36,9
	37,0
	36,9
	36,8

	45 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,8

	50 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	55 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	1 h 00 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	1 h 05 min
	36,8
	36,8
	36,8
	36,7

	1 h 10 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	1 h 15 min
	36,8
	36,8
	36,7
	36,6

	1 h 20 min
	36,8
	36,9
	36,7
	36,6

	1 h 25 min
	36,9
	37,0
	36,9
	36,8

	1 h 30 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	1 h 35 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,8

	1 h 40 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	1 h 45 min
	36,8
	36,9
	36,7
	36,7

	1 h 50 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	1 h 55 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 00 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 05 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 10 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 15 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 20 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,8

	2 h 25 min
	37,0
	37,0
	36,9
	36,7

	2 h 30 min
	36,9
	37,0
	36,8
	36,7

	2 h 35 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 40 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,8

	2 h 45 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 50 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 55 min
	36,9
	37,0
	36,8
	36,7

	3 h 00 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 05 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 10 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 15 min
	36,9
	37,0
	36,8
	36,8

	3 h 20 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 25 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 30 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	Opening om de 10 minuten

	3 h 35 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 45 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 55 min
	36,9
	37,0
	36,9
	36,7

	4 h 05 min
	36,9
	37,0
	36,9
	36,8

	4 h 15 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,8

	4 h 25 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	4 h 35 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	4 h 45 min
	36,8
	37,0
	36,9
	36,8

	4 h 55 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	5 h 05 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	5 h 15 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	5 h 25 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	5 h 35 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	5 h 45 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	5 h 55 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,8

	6 h 05 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	6 h 15 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	Gemid.
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7


Grafiek 1: Temperatuur in Heracell 240 bij een hoge openingsfrequentie:
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CO2 (afgelezen op bewakingssysteem):

Tabel 14: CO2 analyse in Heracell 240 bij een hoge openingsfrequentie:

	TIJD
	(%)
	TIJD
	(%)
	TIJD
	(%)
	TIJD
	(%)

	Opening na 5 minuten

	0 min
	6,0
	55 min
	5,9
	1 h 50 min
	5,5
	2 h 45 min
	5,4

	5 min
	6,0
	1 h 00 min
	5,7
	1 h 55 min
	5,5
	2 h 50 min
	5,5

	10 min
	6,0
	1 h 05 min
	5,8
	2 h 00 min
	5,6
	2 h 55 min
	5,4

	15 min
	6,1
	1 h 10 min
	5,8
	2 h 05 min
	5,7
	3 h 00 min
	5,3

	20 min
	6,1
	1 h 15 min
	5,9
	2 h 10 min
	5,6
	3 h 05 min
	5,5

	25 min
	6,1
	1 h 20 min
	5,8
	2 h 15 min
	5,6
	3 h 10 min
	5,4

	30 min
	5,9
	1 h 25 min
	5,7
	2 h 20 min
	5,7
	3 h 15 min
	5,5

	35 min
	5,9
	1 h 30 min
	5,9
	2 h 25 min
	5,6
	3 h 20 min
	5,6

	40 min
	5,6
	1 h 35 min
	5,7
	2 h 30 min
	5,6
	3 h 25 min
	5,4

	45 min
	5,8
	1 h 40 min
	5,6
	2 h 35 min
	5,7
	3 h 30 min
	5,2

	50 min
	5,7
	1 h 45 min
	5,7
	2 h 40 min
	5,6
	3 h 35 min
	5,3

	Opening na 10 minuten

	3 h 45 min
	5,6
	4 h 25 min
	5,4
	5 h 05 min
	5,4
	5 h 45 min
	5,9

	3 h 55 min
	5,8
	4 h 35 min
	5,5
	5 h 15 min
	5,8
	5 h 55 min
	5,7

	4 h 05 min
	5,9
	4 h 45 min
	5,9
	5 h 25 min
	5,7
	6 h 05 min
	6,0

	4 h 15 min
	5,9
	4 h 55 min
	5,3
	5 h 35 min
	5,4
	6 h 15 min
	5,9

	Gemiddelde CO2 (%): 5,7 %


Grafiek 2: CO2 analyse in Heracell 240 bij een hoge openingsfrequentie:
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Zuurtegraad: De pH is telkens het gemiddelde van vier metingen, die telkens om de 

15 minuten werden gemeten. 

Tabel 15: pH in Heracell 240 bij een hoge openingsfrequentie:

	TIJD
	pH BOVEN
	pH ONDER
	TIJD
	pH BOVEN
	pH ONDER

	0 min
	7,26
	7,26
	3 h 15 min
	7,29
	7,26

	15 min
	7,29
	7,23
	3 h 30 min
	7,24
	7,27

	30 min
	7,30
	7,31
	3 h 45 min
	7,25
	7,28

	45 min
	7,28
	7,24
	4 h 00 min
	7,19
	7,25

	1 h 00 min
	7,24
	7,27
	4 h 15 min
	7,20
	7,20

	1 h 15 min
	7,24
	7,21
	4 h 30 min
	7,18
	7,22

	1 h 30 min
	7,23
	7,22
	4 h 45 min
	7,18
	7,20

	1 h 45 min
	7,24
	7,29
	5 h 00 min
	7,17
	7,24

	2 h 00 min
	7,20
	7,23
	5 h 15 min
	7,21
	7,23

	2 h 15 min
	7,23
	7,23
	5 h 30 min
	7,20
	7,22

	2 h 30 min
	7,19
	7,21
	5 h 45 min
	7,19
	7,21

	2 h 45 min
	7,21
	7,23
	6 h 00 min
	7,24
	7,22

	3 h 00 min
	7,28
	7,27
	
	
	

	Gemiddelde:

pH Boven: 7,23 // pH Onder: 7,24


Grafiek 3: pH in Heracell 240 bij een hoge openingsfrequentie:
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Interpretatie:

· Door de kleine tussentijden tijdens de openingen, kan het CO2 -gehalte niet op de gewenste (6 %) waarde komen. Dit heeft theoretisch een invloed op de zuurtegraad van het medium, namelijk wanneer het CO2 -gehalte daalt, zal de pH stijgen. In het experiment is er echter een pH daling waargenomen, dit zou het gevolg kunnen zijn van een niet goed verdeeld CO2 -gehalte in de incubator doordat er continu CO2 in de incubator moet worden gespoten door de frequente deuropeningen. 

· De schalen worden het best niet volledig vooraan geplaatst, anders treedt er een daling van de temperatuur op. De schalen moeten voldoende van de voorkant weg worden geplaatst. 
BIJ EEN LAGERE OPENINGSFREQUENTIE

Resultaten:

Temperatuur (°C):

Tabel 16: Temperatuur in Heracell 240 bij een lage openingsfrequentie:

	TIJD
	t (°C)

ACHTERAAN
	t (°C)

MIDDEN
	t (°C)

VOORAAN
	t (°C)

VOLLEDIG VOORAAN

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	Meting om de 15 minuten

	0 min
	36,9
	37,0
	36,9
	36,9

	15 min
	37,2
	37,2
	36,9
	36,9

	30 min
	37,3
	37,3
	37,0
	36,9

	45 min
	37,3
	37,3
	37,0
	36,9

	1 h 00 min
	37,3
	37,3
	37,0
	36,8

	1 h 15 min
	37,3
	37,3
	37,1
	36,9

	1 h 30 min
	37,4
	37,3
	37,0
	36,8

	1 h 45 min
	37,3
	37,2
	36,9
	36,8

	2 h 00 min
	37,2
	37,3
	36,9
	36,8

	2 h 15 min
	37,3
	37,2
	36,9
	36,8

	2 h 30 min
	37,2
	37,3
	37,0
	36,9

	2 h 45 min
	37,1
	37,4
	37,0
	36,9

	3 h 00 min
	37,1
	37,3
	37,0
	36,9

	3 h 15 min
	37,3
	37,3
	37,0
	37,0

	3 h 30 min
	37,2
	37,3
	37,0
	36,9

	3 h 45 min
	37,3
	37,3
	37,0
	36,9

	4 h 00 min
	37,3
	37,3
	37,0
	37,0

	Meting om de 30 minuten

	5 h 10 min
	37,2
	37,1
	37,0
	36,9

	5 h 40 min
	37,3
	37,2
	37,0
	37,0

	6 h 10 min
	37,2
	37,2
	37,0
	37,0

	Gemid.
	37,2
	37,3
	37,0
	36,9


Grafiek 4: Temperatuur in Heracell 240 bij een lage openingsfrequentie:
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CO2 (afgelezen op bewakingssysteem):

Tabel 17: CO2 analyse in Heracell 240 bij een lage openingsfrequentie:

	TIJD

(METING OM DE 15 MIN)
	%
	TIJD

(METING OM DE 15 MIN)
	%
	TIJD

(METING OM DE 30 MIN)
	%

	0 min
	6,1
	2 h 15 min
	6,0
	5 h 10 min
	6;2

	15 min
	6,3
	2 h 30 min
	6,2
	5 h 40 min
	6,3

	30 min
	6,3
	2 h 45 min
	6,0
	6 h 10 min
	6,1

	45 min
	6,3
	3 h 00 min
	6,2
	
	

	1 h 00 min
	6,3
	3 h 15 min
	6,3
	
	

	1 h 15 min
	6,3
	3 h 30 min
	5,7
	
	

	1 h 30 min
	6,1
	3 h 45 min
	6,1
	
	

	1 h 45 min
	6,3
	4 h 00 min
	5,7
	
	

	2 h 00 min
	6,2
	
	
	
	


Grafiek 5: CO2 analyse in Heracell 240 bij een lage openingsfrequentie:


[image: image22.emf]5,4

5,6

5,8

6,0

6,2

6,4

0 min30 min

1 h 00 min 1 h 30 min 2 h 00 min 2 h 30 min 3 h 00 min 3 h 30 min 4 h 00 min 5 h 40 min

Tijdsverloop

CO2 →  %


Zuurtegraad: De pH is telkens het gemiddelde van drie metingen, die telkens om de 

15 minuten werden gemeten. 

Tabel 18: pH in Heracell 240 bij een lage openingsfrequentie:

	TIJD
	pH BOVEN
	pH ONDER
	TIJD
	pH BOVEN
	pH ONDER

	Meting om de 15 minuten

	0 min
	7,19
	7,18
	2 h 30 min
	7,21
	7,28

	15 min
	7,17
	7,19
	2 h 45 min
	7,24
	7,27

	30 min
	7,18
	7,22
	3 h 00 min
	7,23
	7,24

	45 min
	7,20
	7,23
	3 h 15 min
	7,24
	7,25

	1 h 00 min
	7,21
	7,20
	3 h 30 min
	7,28
	7,28

	1 h 15 min
	7,20
	7,22
	3 h 45 min
	7,26
	7,26

	1 h 30 min
	7,26
	7,27
	4 h 00 min
	7,28
	7,30

	1 h 45 min
	7,20
	7,25
	4 h 15 min
	7,28
	7,32

	2 h 00 min
	7,22
	7,25
	4 h 30 min
	7,30
	7,32

	2 h 15 min
	7,25
	7,25
	4 h 45 min
	7,33
	7,32

	Gemiddelde:

pH Boven: 7,24 // pH Onder: 7,25


Grafiek 6: pH in Heracell 240 bij een lage openingsfrequentie:
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Interpretatie:
· Plaats de schalen nooit volledig vooraan in de incubator. Tijdens het openen zijn deze schalen immers onderhevig aan temperatuurschommelingen. 
· Bij een CO2 –daling treedt er een pH stijging op. Dit is in overeenstemming met de henderson–hasselbach vergelijking. 

· Lichte pH stijging ten gevolge van een CO2 –daling bij het openen.

· In het begin van het experiment zijn de CO2 –waarde nog een tijdje constant, doordat de deuropeningen weinig effect hebben op de CO2 –concentratie. Na ongeveer 1 h 30 min begint het CO2 te dalen door de vele deuropeningen en zal dus de pH gaan stijgen. Bij het openen om de 30 minuten duurt het even vooraleer het CO2 –gehalte terug op de gewenste waarde komt, dus de pH zal hier nog gaan stijgen zoals in grafiek 6 is waar te nemen. 

THERMO FORMA 
BIJ EEN HOGE OPENINGSFREQUENTIE

Resultaten:

Temperatuur (°C):

Temperatuur bovenaan:
Tabel 19: Temperatuur bovenaan in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:

	TIJD
	t (°C)

ACHTERAAN
	t (°C)

MIDDEN
	t (°C)

VOORAAN
	t (°C)

VOLLEDIG VOORAAN

	Opening om de 5 minuten

	0 min
	36,8
	36,9
	37,0
	36,9

	5 min
	36,8
	36,8
	37,0
	36,9

	10 min
	36,8
	36,8
	37,0
	36,7

	15 min
	36,7
	36,7
	36,8
	36,7

	20 min
	36,7
	36,7
	36,8
	36,7

	25 min
	36,7
	36,7
	36,8
	36,7

	30 min
	36,7
	36,8
	36,8
	36,7

	35 min
	36,7
	36,8
	36,8
	36,7

	40 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	45 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	50 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	55 min
	36,8
	36,9
	37,0
	36,8

	1 h 00 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	1 h 05 min
	36,8
	36,9
	37,0
	36,8

	1 h 10 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	1 h 15 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	1 h 20 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	1 h 25 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	1 h 30 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	1 h 35 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,6

	1 h 40 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,6

	1 h 45 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,6

	1 h 50 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	1 h 55 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	2 h 00 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	2 h 05 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,7

	2 h 10 min
	36,8
	36,8
	37,0
	36,7

	2 h 15 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	2 h 20 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	2 h 25 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,7

	2 h 30 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,7

	2 h 35 min
	37,0
	36,8
	36,9
	36,7

	2 h 40 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,6

	2 h 45 min
	36,7
	36,8
	36,9
	36,6

	2 h 50 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	2 h 55 min
	36,7
	36,8
	36,8
	36,7

	3 h 00 min
	36,6
	36,8
	36,9
	36,7

	3 h 05 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	3 h 10 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,7

	3 h 15 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	3 h 20 min
	36,9
	36,9
	36,9
	36,7

	3 h 25 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	3 h 30 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	Opening om de 10 minuten

	3 h 35 min
	36,7
	36,9
	36,9
	36,7

	3 h 45 min
	36,8
	36,8
	36,8
	36,7

	3 h 55 min
	36,8
	36,9
	36,8
	36,7

	4 h 05 min
	36,8
	36,8
	36,8
	36,6

	4 h 15 min
	36,9
	36,8
	36,8
	36,7

	4 h 25 min
	36,9
	36,9
	36,8
	36,7

	4 h 35 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	4 h 45 min
	36,8
	36,8
	36,8
	36,6

	4 h 55 min
	36,8
	36,8
	36,8
	36,6

	5 h 05 min
	36,8
	36,8
	36,8
	36,7

	5 h 15 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	5 h 25 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	5 h 35 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	5 h 45 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	5 h 55 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	6 h 05 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	Gemid.
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7


Grafiek 7: Temperatuur bovenaan in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:
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Temperatuur onderaan:

Tabel 20: Temperatuur onderaan in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:

	TIJD
	t (°C)

ACHTERAAN
	t (°C)

MIDDEN
	t (°C)

VOORAAN
	t (°C)

VOLLEDIG VOORAAN

	Opening om de 5 minuten

	0 min
	36,5
	36,7
	36,6
	36,7

	5 min
	36,5
	36,6
	36,6
	36,6

	10 min
	36,5
	36,6
	36,6
	36,6

	15 min
	36,3
	36,3
	36,6
	36,6

	20 min
	36,4
	36,3
	36,3
	36,5

	25 min
	36,4
	36,4
	36,3
	36,5

	30 min
	36,4
	36,5
	36,3
	36,5

	35 min
	36,4
	36,6
	36,4
	36,5

	40 min
	36,5
	36,5
	36,5
	36,5

	45 min
	36,5
	36,5
	36,5
	36,6

	50 min
	36,6
	36,6
	36,6
	36,5

	55 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,5

	1 h 00 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,5

	1 h 05 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,5

	1 h 10 min
	36,6
	36,7
	36,5
	36,5

	1 h 15 min
	36,6
	36,7
	36,3
	36,3

	1 h 20 min
	36,5
	36,6
	36,3
	36,3

	1 h 25 min
	36,5
	36,6
	36,4
	36,4

	1 h 30 min
	36,5
	36,6
	36,4
	36,4

	1 h 35 min
	36,5
	36,5
	36,3
	36,3

	1 h 40 min
	36,5
	36,5
	36,3
	36,3

	1 h 45 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,4

	1 h 50 min
	36,5
	36,5
	36,4
	36,4

	1 h 55 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,5

	2 h 00 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,6

	2 h 05 min
	36,6
	36,7
	36,5
	36,5

	2 h 10 min
	36,6
	36,7
	36,5
	36,5

	2 h 15 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,5

	2 h 20 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,6

	2 h 25 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,4

	2 h 30 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,4

	2 h 35 min
	36,6
	36,6
	36,4
	36,4

	2 h 40 min
	36,6
	36,6
	36,4
	36,4

	2 h 45 min
	36,6
	36,7
	36,5
	36,5

	2 h 50 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,4

	2 h 55 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,4

	3 h 00 min
	36,6
	36,7
	36,5
	36,4

	3 h 05 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,4

	3 h 10 min
	36,6
	36,6
	36,6
	36,4

	3 h 15 min
	36,7
	36,7
	36,6
	36,5

	3 h 20 min
	36,6
	36,6
	36,6
	36,5

	3 h 25 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,5

	3 h 30 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,5

	Opening om de 10 minuten

	3 h 35 min
	36,6
	36,6
	36,4
	36,4

	3 h 45 min
	36,6
	36,6
	36,4
	36,4

	3 h 55 min
	36,5
	36,7
	36,5
	36,5

	4 h 05 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,3

	4 h 15 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,4

	4 h 25 min
	36,6
	36,6
	36,5
	36,5

	4 h 35 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,3

	4 h 45 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,4

	4 h 55 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,4

	5 h 05 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,5

	5 h 15 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,6

	5 h 25 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,5

	5 h 35 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,5

	5 h 45 min
	36,6
	36,6
	36,6
	36,5

	5 h 55 min
	36,6
	36,6
	36,6
	36,5

	6 h 05 min
	36,6
	36,6
	36,6
	36,5

	Gemid.
	36,6
	36,6
	36,5
	36,5


Grafiek 8: Temperatuur onderaan in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:
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CO2 (afgelezen op bewakingssysteem):

Tabel 21: CO2 analyse in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:

	TIJD
	(%)
	TIJD
	(%)
	TIJD
	(%)
	TIJD
	(%)

	Opening na 5 minuten

	0 min
	5,9
	55 min
	5,5
	1 h 50 min
	5,0
	2 h 45 min
	5,3

	5 min
	5,3
	1 h 00 min
	5,2
	1 h 55 min
	5,4
	2 h 50 min
	5,3

	10 min
	5,6
	1 h 05 min
	5,3
	2 h 00 min
	5,4
	2 h 55 min
	5,1

	15 min
	5,6
	1 h 10 min
	5,2
	2 h 05 min
	5,0
	3 h 00 min
	5,2

	20 min
	5,0
	1 h 15 min
	5,3
	2 h 10 min
	5,3
	3 h 05 min
	5,0

	25 min
	5,1
	1 h 20 min
	5,2
	2 h 15 min
	5,2
	3 h 10 min
	5,2

	30 min
	5,6
	1 h 25 min
	5,0
	2 h 20 min
	5,1
	3 h 15 min
	5,3

	35 min
	5,3
	1 h 30 min
	5,3
	2 h 25 min
	5,2
	3 h 20 min
	5,0

	40 min
	5,4
	1 h 35 min
	5,0
	2 h 30 min
	5,4
	3 h 25 min
	5,2

	45 min
	5,2
	1 h 40 min
	5,2
	2 h 35 min
	5,4
	3 h 30 min
	5,1

	50 min
	5,0
	1 h 45 min
	5,1
	2 h 40 min
	5,5
	3 h 30 min
	5,3

	Opening na 10 minuten

	3 h 35 min
	5,8
	4 h 15 min
	5,8
	4 h 55 min
	5,6
	5 h 35 min
	5,9

	3 h 45 min
	5,7
	4 h 25 min
	5,8
	5 h 05 min
	5,9
	5 h 45 min
	5,8

	3 h 55 min
	5,5
	4 h 35 min
	5,8
	5 h 15 min
	5,8
	5 h 55 min
	5,9

	4 h 05 min
	5,9
	4 h 45 min
	5,8
	5 h 25 min
	5,8
	
	

	Gemiddelde CO2 (%): 5,4 %


Grafiek 9: CO2 analyse in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:
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Zuurtegraad: De pH is telkens het gemiddelde van drie metingen, die om de 15 minuten werd gemeten. 

Tabel 22: pH analyse in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:

	
	pH BOVEN
	pH ONDER
	
	pH BOVEN
	pH ONDER

	0 min
	7,28
	7,27
	3 h 15 min
	7,24
	7,23

	15 min
	7,23
	7,23
	3 h 30 min
	7,24
	7,23

	30 min
	7,25
	7,24
	3 h 45 min
	7,25
	7,23

	45 min
	7,25
	7,26
	4 h 00 min
	7,23
	7,23

	1 h 00 min
	7,24
	7,26
	4 h 15 min
	7,24
	7,23

	1 h 15 min
	7,25
	7,27
	4 h 30 min
	7,23
	7,23

	1 h 30 min
	7,23
	7,23
	4 h 45 min
	7,27
	7,25

	1 h 45 min
	7,23
	7,25
	5 h 00 min
	7,26
	7,26

	2 h 00 min
	7,26
	7,23
	5 h 15 min
	7,28
	7,25

	2 h 15 min
	7,25
	7,22
	5 h 30 min
	7,29
	7,26

	2 h 30 min
	7,26
	7,22
	5 h 45 min
	7,26
	7,23

	2 h 45 min
	7,25
	7,22
	6 h 00 min
	7,25
	7,23

	3 h 00 min
	7,24
	7,23
	
	
	

	Gemiddelde:

pH Boven: 7,25 // pH Onder: 7,24


Grafiek 10: pH analyse in Thermo Forma bij een hoge openingsfrequentie:
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Interpretatie:

· Theoretisch zal de pH stijgen wanneer het CO2 –gehalte daalt, praktisch wordt deze regel niet bevestigd. (Reden: zie Hoge openingsfrequentie bij Heracell 240)

· Men plaatst de schalen het best niet volledig vooraan, om een temperatuursdaling te vermijden. 

BIJ EEN LAGE OPENINGSFREQUENTIE

Resultaten:

Temperatuur (°C):

Temperatuur bovenaan:

Tabel 23: Temperatuur bovenaan in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie: 

	TIJD
	t (°C)

ACHTERAAN
	t (°C)

MIDDEN
	t (°C)

VOORAAN
	t (°C)

VOLLEDIG VOORAAN

	Meting om de 15 minuten.

	0 min
	37,0
	37,1
	37,2
	37,2

	15 min
	36,8
	37,0
	37,0
	36,9

	30 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,7

	45 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	1 h 00 min
	36,8
	36,8
	37,0
	36,8

	1 h 15 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,8

	1 h 30 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	1 h 45 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	2 h 00 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	2 h 15 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	2 h 30 min
	36,7
	36,9
	36,9
	36,8

	2 h 45 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	3 h 00 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,7

	3 h 15 min
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8

	Meting om de 30 minuten

	4 h 35 min
	36,7
	36,8
	36,9
	36,8

	5 h 05 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,8

	5 h 35 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,8

	6 h 05 min
	36,8
	36,8
	36,9
	36,8

	Gemid
	36,8
	36,9
	36,9
	36,8


Grafiek 11: Temperatuur bovenaan in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie:
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Temperatuur onderaan:

Tabel 24: Temperatuur onderaan in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie:

	TIJD
	t (°C)

ACHTERAAN
	t (°C)

MIDDEN
	t (°C)

VOORAAN
	t (°C)

VOLLEDIG VOORAAN

	Meting om de 15 minuten. 

	0 min
	36,8
	37,0
	36,9
	37,0

	15 min
	36,6
	36,7
	36,8
	36,7

	30 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,6

	45 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,6

	1 h 00 min
	36,5
	36,7
	36,6
	36,6

	1 h 15 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,6

	1 h 30 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,6

	1 h 45 min
	36,5
	36,7
	36,5
	36,6

	2 h 00 min
	36,6
	36,6
	36,6
	36,6

	2 h 15 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,6

	2 h 30 min
	36,6
	36,8
	36,6
	36,7

	2 h 45 min
	36,6
	36,7
	36,6
	36,6

	3 h 00 min
	36,5
	36,7
	36,6
	36,5

	3 h 15 min
	36,5
	36,7
	36,5
	36,5

	Meting om de 30 minuten. 

	4 h 35 min
	36,5
	36,7
	36,6
	36,6

	5 h 05 min
	36.6
	36,7
	36.6
	36,6

	5 h 35 min
	36.5
	36,6
	36.5
	36,5

	6 h 05 min
	36,5
	36,6
	36,5
	36,6

	Gemid
	36,6
	36,7
	36,6
	36,6


Grafiek 12: Temperatuur onderaan in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie:
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CO2 (bewakingssysteem):

Tabel 25: CO2 onderaan in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie:

	TIJD

(METING OM DE 15 MIN)
	%
	TIJD

(METING OM DE 15 MIN)
	%
	TIJD

(METING OM DE 30 MIN)
	%

	0 min
	5,9
	1 h 45 min
	5,8
	4 h 35 min
	5,8

	15 min
	5,9
	2 h 00 min
	5,8
	5 h 05 min
	5,8

	30 min
	5,8
	2 h 15 min
	5,8
	5 h 35 min
	5,8

	45 min
	5,8
	2 h 30 min
	5,8
	6 h 05 min
	5,8

	1 h 00 min
	5,8
	2 h 45 min
	5,8
	
	

	1 h 15 min
	5,8
	3 h 00 min
	5,8
	
	

	1 h 30 min
	5,8
	3 h 15 min
	5,8
	
	


Grafiek 13: CO2 analyse onderaan in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie:
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Zuurtegraad: De pH is telkens het gemiddelde van 3 metingen. 

Tabel 26: pH analyse in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie:

	TIJD
	pH BOVEN
	pH ONDER
	TIJD
	pH BOVEN
	pH ONDER

	Meting om de 15 minuten

	0 min
	7,19
	7,20
	2 h 30 min
	7,27
	7,27

	15 min
	7,21
	7,19
	2 h 45 min
	7,28
	7,28

	30 min
	7,19
	7,21
	3 h 00 min
	7,29
	7,28

	45 min
	7,20
	7,20
	3 h 15 min
	7,29
	7,27

	1 h 00 min
	7,20
	7,23
	3 h 30 min
	7,26
	7,22

	1 h 15 min
	7,25
	7,23
	3 h 45 min
	7,25
	7,25

	1 h 30 min
	7,24
	7,22
	4 h 00 min
	7,29
	7,26

	1 h 45 min
	7,25
	7,23
	4 h 15 min
	7,27
	7,24

	2 h 00 min
	7,25
	7,24
	4 h 30 min
	7,28
	7,26

	2 h 15 min
	7,28
	7,27
	4 h 45 min
	7,29
	7,25

	Gemiddelde:

pH Boven: 7,25 // pH Onder: 7,24


Grafiek 14: pH analyse in Thermo Forma bij een lage openingsfrequentie:
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Interpretatie:

· De schalen worden het best in het midden geplaatst, daar is de temperatuur namelijk het hoogst. 

· Er treedt een pH stijging op bij een CO2 –daling. 

7.2.3
Besluit conditie kweekincubators
Samenvatting van de waarnemingen + vergelijking van Heraeus en Thermo Forma:

1. Gesloten incubator (Thermo Forma en Heracell 240):
· Er zijn minimale verschillen wat betreft de verschillende kweekcondities. Men mag de schalen overal in de incubator plaatsen. 
2. Geopende incubator (Thermo Forma en Heracell 240):

a. Hoge openingsfrequentie (de incubator wordt “overdreven” veel geopend):

· De schalen mogen nooit volledig vooraan worden geplaatst, deze zijn immers onderhevig aan temperatuursschommelingen. 

· Door de kleine tussentijden tijdens de openingen kan het CO2 –gehalte zijn gewenste waarde niet bereiken. Dit heeft een invloed op de zuurtegraad van het medium. Er treedt namelijk een pH daling op wanneer het CO2 –gehalte daalt. Theoretisch wordt volgens de vergelijking van henderson-hasselbach een pH stijging bij een CO2 –daling verwacht. Een mogelijke verklaring hiervoor is dat het CO2 slecht verdeeld blijft doordat er continu CO2 moet worden ingespoten door de frequente deuropeningen. 
b. Lage openingfrequentie (de openingen van de incubator geeft een meer werkelijke situatie tijdens een gewone werkdag weer):

· De schalen mogen nooit volledig vooraan in de incubator worden geplaatst. 
· Men ziet een pH stijging, wanneer het CO2 –gehalte daalt. Dit is zoals theoretisch wordt verwacht. De tijd tussen de openingen is voldoende om het CO2 goed te verdelen in de incubator. 

7.3
Onderzoek cultuurcondities

7.3.1
Osmolaliteit over de tijd

In het eindwerk van Sara Baes werd er gebruik gemaakt van buizen. Tijdens het experiment kon men waarnemen dat er geen osmolaliteitsstijging was in functie van de tijd. 
De experimenten werden nu uitgevoerd in schalen. 
In het labo worden twee verschillende cultuurcondities gebruikt, namelijk incubators met en zonder bevochtigde atmosfeer. Het doel van dit experiment is het nagaan van osmolaliteitsveranderingen van het medium in verschillende soorten schaaltjes in de twee condities, zodat kan bepaalt worden hoelang de schalen mogen worden gebruikt:

1) Osmolaliteit in functie van de tijd

2) Invloed volume olie op verdamping

3) Osmolaliteit gedurende een embryo-evaluatie 

(zie 7.3.2.1.1)
De osmolaliteit wordt bepaald in de verschillende soorten schalen die in het labo worden gebruikt, nl: centrewell, cultuurschaal en NUNC -schaaltje. 

Er worden ook bijkomende experimenten uitgevoerd van de verschillende schalen. Een cultuurschaal (Falcon® 3801) wordt gebruikt voor een embryo -evaluatie, dit wordt in een experiment nagebootst om te kunnen kijken of de manipulatie van het schaaltje een invloed heeft op de osmolaliteit. Er is ook nagegaan of een cultuurschaal met een te geringe hoeveelheid aan olie een osmolaliteitsverandering teweeg brengt. 

Om na te gaan of de hoeveelheid olie een invloed heeft op de verdampingssnelheid werd een experiment uitgevoerd, waarbij telkens aan eenzelfde hoeveelheid medium een andere hoeveelheid olie werd toegevoegd, dit gebeurde in een centrewell (Falcon® 3653). 

1) CENTRE WELL

Benodigdheden:

· Falcon® 3653 (Centre well schaal)
· HTF –medium 

· Olie Irvine Scientific

· Osmometer: Osmomat 030 

· Incubators

· Heracell 240: geconfigureerd voor droge atmosfeer (az -vub 24031)

· Heracell 240: geconfigureerd voor bevochtigde atmosfeer 
(az -vub 18418)

Werkwijze:

1. Schalen zoals ze in het labo worden gebruikt:

· Maak Falcon® 3653 schaaltjes met 500 µl HTF –medium waarop 3 ml olie wordt gebracht. 

· Plaats de schalen in de twee soorten condities incubators. 

· De osmolaliteit wordt eerst om de twee dagen gemeten en nadien om de zeven dagen met het toestel Osmomat 030. Dit gebeurt door telkens 50 µl van het medium in een eppendorfje te brengen en via de thermistor sonde in het koelingsysteem te brengen. 

· De waarde wordt op de display weergegeven. De meting wordt telkens tweemaal uitgevoerd en hiervan wordt het gemiddelde genomen. 
2. Schalen met telkens een ander volume aan olie:

· Maak Falcon ® 3653 schalen met 500 µl HTF –medium waarop telkens een andere hoeveelheid aan olie wordt opgebracht, nl: 800 µl, 1.0 ml, 1.5 ml en 2.0 ml. 

· Plaats de schalen in de incubators. 

· De osmolaliteit wordt eerst om de twee dagen gemeten en nadien om de zeven dagen met het toestel Osmomat 030 gemeten. 

· De waarden zijn telkens het gemiddelde van twee metingen. 
Resultaten:

1) Centrewell: 500 µl medium + 1 ml olie:

Tabel 27: Osmolaliteit “Centre well” nagegaan in de tijd:

	DAG
	OSMOLALITEIT (mOsmol/kg H2O)

	
	

	
	Droge atmosfeer
	Bevochtigde atmosfeer

	0
	282
	281

	2
	289
	284

	4
	285
	291

	7
	286
	297

	14
	306
	289

	21
	323
	292

	28
	343
	295

	35
	353
	306

	42
	379
	303

	49
	418
	305


Grafiek 15: Osmolaliteit “Centre well” nagegaan in de tijd:
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Conclusie:

· Men ziet een lichte stijging van de osmolaliteit gedurende zeven dagen. Hierna zal de osmolaliteit steeds sneller stijgen. 
· Er is een snellere stijging waar te nemen bij een droge atmosfeer, door de snellere verdamping. 
2) Centrewell: 500 µl medium + met verschillende hoeveelheden olie:
Tabel 28: Osmolaliteit van “Centre well” met verschillende hoeveelheden olie nagegaan in de tijd:

	DAG
	OSMOLALITEIT (mOsmol/kg H2O)

	
	

	
	Bevochtigde atmosfeer
	Droge atmosfeer

	Volume olie
	800 µl 
	1,0 ml
	1,5 ml
	2,0 ml
	800 µl 
	1,0 ml
	1,5 ml
	2,0 ml

	0
	281
	280
	280
	280
	283
	282
	282
	281

	2
	288
	287
	285
	284
	289
	290
	288
	288

	4
	289
	287
	285
	285
	319
	295
	293
	291

	7
	289
	288
	287
	286
	301
	298
	295
	294

	14
	290
	288
	288
	287
	310
	306
	304
	300

	21
	295
	293
	291
	291
	328
	323
	314
	318

	28
	340
	335
	321
	321
	350
	346
	340
	331

	35
	340
	336
	326
	325
	413
	353
	350
	334


Grafiek 16: Osmolaliteit van “Centre well” met verschillende hoeveelheden olie_bij plaatsing in een droge atmosfeer nagegaan in de tijd :
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Grafiek 17: Osmolaliteit van “Centre well” met verschillende hoeveelheden olie_bij plaatsing in de bevochtigde atmosfeer nagegaan in de tijd:
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Conclusie:

· Er zijn geen grotere verschillen tussen 1.0 / 1.5 en 2.0 ml olie. 
· In een droge atmosfeer stijgt de osmolaliteit sneller dan in een vochtige atmosfeer. 
2) CULTUURSCHAALTJES 

Benodigdheden:

· Falcon® 3801

· HTF –medium 

· Olie Irvine Scientific

· Osmometer: Osmomat 030 

· Heracell 240: droge of bevochtigde atmosfeer (az -vub 24031 / az -vub 18418)

Werkwijze:

1. Schalen zoals ze worden gebruikt in het labo:

· Maak Falcon® 3801 schalen met druppeltjes van 25 µl HTF –medium en breng hierop 3 ml olie. 

· Plaats de schalen in de twee conditie incubators. 

· De osmolaliteit wordt eerst om de twee dagen gemeten en nadien om de zeven dagen met de osmometer. De waarden zijn telkens het gemiddelde van twee metingen. 
2. Druppels waarop te weinig olie werd gebracht:

· Maak Falcon® 3801 schalen met druppeltjes van 25 µl en breng hierop olie (2,2 ml) totdat de druppeltjes net onder staan. 

· Plaats de schalen in de twee conditie incubators. 

· Meet éénmaal per week de osmolaliteit, de waarden zijn telkens het gemiddelde van twee metingen. 

Resultaten:

1. Schalen zoals ze worden gebruikt in het labo:

Tabel 29: Osmolaliteit van “Cultuurschaaltjes” nagegaan in de tijd:

	DAG
	OSMOLALITEIT (mOsmol/kg H2O)

	
	

	
	Bevochtigde atmosfeer
	Droge atmosfeer

	0
	281
	282

	2
	286
	296

	4
	289
	309

	7
	292
	315

	14
	294
	337

	21
	306
	379

	28
	314
	396

	35
	315
	487


2. Druppels waarop te weinig olie werd gebracht:

Tabel 30: Osmolaliteit van “cultuurschaaltjes” met te weinig olie nagegaan in de tijd:
	DAG
	OSMOLALITEIT (mOsmol/kg H2O)

	
	

	
	Bevochtigde atmosfeer
	Droge atmosfeer

	0
	283
	284

	2
	286
	299

	4
	291
	314

	7
	346
	337

	14
	359
	421

	21
	361
	463

	28
	376
	633


Grafiek 18: Osmolaliteit “ Verband tussen cultuurschaaltjes met 3.0 ml olie en 2.2 ml olie “:
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Conclusie:

Het gebruik van minder dan de vastgelegde hoeveelheid olie is zeker af te raden. De osmolaliteit zal vanaf het begin zeer snel stijgen naar waarden die niet meer mogen worden gebruikt. 
4) NUNC

Benodigdheden:

· Nunclon TM schaaltjes

· HTF –medium 

· Olie Irvine Scientific

· Osmometer: Osmomat 030 

· Heracell 240 (az -vub 24031 / az -vub 18418)

Werkwijze:

· Breng telkens 500 µl medium en 400 µl olie in de vier welletjes. 

· Plaats de schalen in de twee conditie incubators. 

· De osmolaliteit wordt eerst om de twee dagen gemeten en nadien om de zeven dagen met de osmometer. De waarde wordt op de display weergegeven. 

· De waarden zijn telkens het gemiddelde van vier metingen. 
Resultaten:

Tabel 31: Osmolaliteit van “NUNC” nagegaan in de tijd:

	DAG
	OSMOLALITEIT (mOsmol/kg H2O)

	
	

	
	Bevochtigde atmosfeer
	Droge atmosfeer

	0
	281
	283

	2
	283
	285

	4
	284
	289

	7
	285
	291

	14
	286
	295

	21
	288
	311

	28
	290
	319

	35
	292
	338


Grafiek 19: Osmolaliteit van “NUNC “ nagegaan in de tijd:
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Conclusie:

· De osmolaliteit stijgt sneller in een droge atmosfeer.

7.3.1.1
Besluit osmolaliteitsonderzoek

Tabel 32: Osmolaliteit –schalen te gebruiken tot:
	SOORT SCHAAL
	SCHALEN TE GEBRUIKEN TOT

	
	VOCHTIG
	DROOG

	Centrewell
	14 dagen 
	2 tot 4 dagen

	Cultuurschaal
	4 tot 7 dagen
	2 dagen

	Nunc
	21 tot 28 dagen
	4 tot 7 dagen


· De hoeveelheden die aan olie worden gebruikt in de verschillende schalen in het labo zijn voldoende. 

· Te weinig olie in de schalen moet zeker vermeden worden, anders stijgt de osmolaliteit zeer snel (vooral in een droge atmosfeer). 

· Tijdens de twee dagen dat men de schalen in het labo gebruikt, zal de osmolaliteit van de schalen aan de gewenste waarde voldoen. 

7.3.2
Temperatuursonderzoek

7.3.2.1
Simulatie laboprocedure

7.3.2.1.1
Osmolaliteit gedurende een embryo-evaluatie
Benodigdheden:

· Falcon® 3801 (Cultuurschaal 3,5 cm)

· HTF –medium

· Olie Irvine Scientific

· Osmometer: Osmomat 030 

· Heracell 240 (az -vub 24031 / az -vub 18418)

Werkwijze:

· Maak Falcon® 3801 schalen met druppeltjes van 25 µl en breng hierop 3 ml olie.

· Plaats de schalen in de twee conditie incubators. 

· De schalen worden gedurende drie dagen, elke dag voor een bepaalde tijd op een stereomicroscoop geplaatst. Nadien plaats men ze voor een bepaalde tijd terug in de incubator, hierna gaat men de osmolaliteit bepalen. 

Resultaten:

Tabel 33 Osmolaliteit “Embryo -evaluatie”:
	DAG
	OSMOLALITEIT (mOsmol/kg H2O)

	
	

	
	Bevochtigde atmosfeer
	Droge atmosfeer

	0
	283
	284

	1
	285
	289

	2
	285
	296

	3
	287
	299


Grafiek 20: Osmolaliteit “Embryo -evaluatie “:
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7.3.2.1.2
Temperatuursmeting gedurende IVF of ICSI -behandeling

Gedurende de IVF of ICSI –behandeling worden de cultuurschaaltjes regelmatig uit de incubator genomen. Bij dit experiment is er nagegaan of de temperatuur tijdens het hele proces een verandering ondergaat. 
1) PICK-UP

Benodigdheden:

· Falcon® 3002 (Cultuurschaal 5,5 cm)

· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· HTF -medium

· Incubator Heracell 240 (az -vub 24031)

· Stereomicroscoop (az -vub 08217)

· Tafelincubator (az -vub 18445)

Werkwijze:

Tijdens een pick–up gaat het follikelvocht dat zich in een buisje bevindt, overgebracht worden in een cultuurschaaltje zodat men de eicellen gemakkelijk onder de microscoop kan zoeken. Deze stappen worden tijdens dit experiment gesimuleerd:
· Men neemt het schaaltje uit de incubator en verplaatst zich naar de werkplaats.
· Vervolgens plaats men het schaaltje op de stereomicroscoop.
· In tafelincubator.
· Terug op stereomicroscoop en nadien plaats men het schaaltje terug in de incubator.
Resultaten:

Falcon ® 3002:

Labotemp: 



22,4 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 

39,7 °C
Setpunt Tafelincubator: 

35,6 °C

OPM.: Temperatuur van de apparatuur: setpunt geeft de temperatuur weer waarbij de schalen de gewenste temperatuur aannemen. Het setpunt is voor elke microscoop / tafelincubator verschillend, deze werd telkens bekomen via calibratie van het toestel. 
Grafiek 21: Simulatie laboprocedure Falcon ® 3002:
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2) ONTDOOIEN VAN EMBRYO’S
Benodigdheden:

· NuclonTM (4 well schaaltje)

· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· HTF -medium

· Olie Irvine scientific

· Incubator Heracell 240 (az -vub 24031)

· Stereomicroscoop (az -vub 08217)

· Tafelincubator (az -vub 18445)

Werkwijze:

· Bevestig in één van de welletjes een temperatuurssonde. Breng vervolgens 500 µl medium en 400 µl olie in de well.
· Plaats het schaaltje in de incubator, tot het op temperatuur is. 

· Voer hierna verschillende handelingen uit: 
· Neem het schaaltje uit de incubator en verplaatst u naar de werkplaats
· Vervolgens plaats men het schaaltje op de stereomicroscoop

· In tafelincubator 

· Terug op stereomicroscoop en nadien plaats je het schaaltje terug in de incubator

Resultaten:

Labotemp: 



22,4 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 

39,7 °C

Setpunt Tafelincubator:

35,6 °C
Grafiek 22: Simulatie laboprocedure Nunc:
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3) CUMULUS VERWIJDERING

Benodigdheden:

· Falcon ® 3653 (Centre well)

· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· HTF -medium

· Olie Irvine scientific

· Incubator Heracell 240 (az -vub 24031)

· Stereomicroscoop (az -vub 21611)

· Tafelincubator (az -vub 18417)

Werkwijze:

a. Breng 500 µl medium en 1 ml olie in het Falcon ® 3653 schaaltje waarin een temperatuursonde is bevestigd. 

b. Plaats het schaaltje in de incubator. 

c. Voer de nodige handelingen uit. 

· Neem het schaaltje uit de incubator en ga naar een werkplaats

· Plaats vervolgens schaaltje op de stereomicroscoop

· In tafelincubator 

· Plaats het schaaltje terug op de stereomicroscoop en nadien plaats men het schaaltje terug in de incubator

a. Breng enkel medium in het schaaltje en voer vervolgens dezelfde handelingen uit als bij 1. . 

Resultaten:

1. Falcon ® 3653 met olie:

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 

39,5 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,4 °C

Grafiek 23: Simulatie laboprocedure Falcon® 3653 met olie:
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2. Falcon ® 3653 zonder olie:

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 

39,5 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,4 °C
Grafiek 24: Simulatie laboprocedure Falcon® 3653 zonder olie:
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4) ICSI BEHANDELING

Benodigdheden:

· Falcon® 1006 (ICSI schaal)

· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· Olie Irvine scientific

· Incubator Heracell 240 (az -vub 24031)

· Stereomicroscoop (az -vub 21611)

· Tafelincubator (az -vub 18417)

Werkwijze:

· Maak een ICSI -schaaltje klaar waarin een sonde wordt bevestigd, breng vervolgens 3,5 ml olie in het schaaltje. 

· Plaats het schaaltje in de incubator totdat de olie op temperatuur is gebracht. 

· Hierna wordt het schaaltje uit de incubator genomen en vervolgens voert men de verschillende stappen die tijdens een ICSI -behandeling worden uitgevoerd.

· Het schaaltje wordt uit de incubator genomen en men verplaatst zich naar een werkplaats

· Vervolgens plaats men het schaaltje op de stereomicroscoop

· In tafelincubator 

· Terug op stereomicroscoop en nadien plaats men het schaaltje terug in de incubator

Resultaten:

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
39,5 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,4 °C
Grafiek 25: Simulatie laboprocedure Falcon® 1006:
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5) EMBRYO-EVALUATIE

Benodigdheden:

· Falcon® 3801 (cultuurschaal 3,5 cm)

· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· Olie Irvine scientific

· Incubator Heracell 240 (az –vub 24031)

· Stereomicroscoop (az -vub 68217)

· Tafelincubator (az -vub 18445)

Werkwijze:

· Maak een Falcon® 3801 schaaltje klaar waarin een sonde wordt bevestigd, breng vervolgens 3 ml olie in het schaaltje. 

· Plaats het schaaltje in de incubator totdat de olie op temperatuur is gebracht. 

· Hierna wordt het schaaltje uit de incubator genomen en vervolgens doet men de verschillende stappen die bij een gewone IVF behandeling worden uitgevoerd.

Resultaten:

Labotemp: 



22,4 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
39,7 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,6 °C

Grafiek 26: Simulatie laboprocedure Falcon® 3801:
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ALGEMEEN BESLUIT
De temperatuur koelt tijdens het verplaatsen naar een werkpost snel af. Er wordt nagestreefd om de temperatuur zo constant mogelijk te houden. Dit kan misschien opgelost worden door metalen houders, deze worden samen met het schaaltje in de incubator geplaatst, waardoor de temperatuur misschien minder snel zal afnemen. Dit wordt in het volgende experiment nagegaan.

MOGELIJKHEID VERBETERING CONDITIE SCHALEN ???

In het vorige experiment zagen we dat de schaaltjes gedurende een IVF en ICSI behandeling snel afkoelden wanneer ze uit de incubator worden genomen. Een mogelijke oplossing zou het gebruik van metalen houders kunnen zijn. Verschillende modellen houders voor de vele modellen cultuurschalen zijn verkrijgbaar (K –systems, Denemarken). 

Het temperatuursverloop in de verschillende soorten schalen werd nagegaan. Dit experiment werd telkens op dezelfde manier uitgevoerd als in het vorige experiment. 

Per schaaltje werd het experiment telkens driemaal uitgevoerd, er werd telkens op éénzelfde tijd gemeten zodat een gemiddelde van de gemeten waarden kon worden bepaald. 

1) OPU

Falcon ® 3002: 


Fig. 27: Metalen houder Falcon ® 3002

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
39,7 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,6 °C
Grafiek 27: Simulatie laboprocedure Falcon® 3002, vergelijking tussen gebruik met en zonder metalen houder:
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2) ONTDOOIEN VAN EMBRYO’S
[image: image45.png]! Adobe Reader - [Accessories_June2006. pdf], EEX

Round block, holds 4 tubes of 25 ml - 23,5 mm

Rectangular block for portable incubator, holds 12
tubes of 12 mm, Falcon 2003/NUNC 343923
BO4

Rectangular block for portable incubator,

holds 10 tubes of 17 mm, Faicon 2001
Block for swim-up test, 45° angle, holds 2
centrifuge tubes of 17 mm, Falcon 352095
808

For culture dishes
B16F Holds two culture dishes - Falcon 353001

B16N Holds two culture dishes - NUNC 15066

B23  Holds one ICSI dish
BIGFB16N

Holds one center well dish - Falcon 353653

Holds one 60 mm culture dish
Falcon 353002 and NUNC 150288

B28  Holds one 4-well dish - NUNC 176740

B29  Holds one 5-well dish - MiniTube 19021/0005

B24
For syringes
B30 Holds 5 flushing syringes of 20 ml/ 22,5 mm

828

B35 Holds 5 flushing syringes of 10 ml/ 18 mm

For media flasks
B840 Holds one IVF MediaFlask of 125 ml
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Fig. 28: Metalen houder Nunc

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
39,7 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,6 °C

Grafiek 28: Simulatie laboprocedure Nunc, vergelijking tussen gebruik met en zonder metalen houder:
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3) CUMULUS VERWIJDERING

1. Falcon ® 3653 met olie:
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Round block, holds 4 tubes of 25 ml - 23,5 mm

Rectangular block for portable incubator, holds 12
tubes of 12 mm, Falcon 2003/NUNC 343923
BO4

Rectangular block for portable incubator,

holds 10 tubes of 17 mm, Faicon 2001
Block for swim-up test, 45° angle, holds 2
centrifuge tubes of 17 mm, Falcon 352095
808

For culture dishes
B16F Holds two culture dishes - Falcon 353001

B16N Holds two culture dishes - NUNC 15066

B23  Holds one ICSI dish
BIGFB16N

Holds one center well dish - Falcon 353653

Holds one 60 mm culture dish
Falcon 353002 and NUNC 150288

B28  Holds one 4-well dish - NUNC 176740

B29  Holds one 5-well dish - MiniTube 19021/0005

B24
For syringes
B30 Holds 5 flushing syringes of 20 ml/ 22,5 mm

828

B35 Holds 5 flushing syringes of 10 ml/ 18 mm

For media flasks
B840 Holds one IVF MediaFlask of 125 ml
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Fig. 29: Metalen houder Falcon ® 3653

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
40,2 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,4 °C

Grafiek 29: Simulatie laboprocedure Falcon® 3653 (met olie), vergelijking tussen gebruik met en zonder metalen houder:
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2. Falcon ® 3653 zonder olie:

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
40,2 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,4 °C

Grafiek 30: Simulatie laboprocedure Falcon® 3653 (zonder olie), vergelijking tussen gebruik met en zonder metalen houder:
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4) ICSI BEHANDELING

[image: image50.png]! Adobe Reader - [Accessories_June2006. pdf], EEX

Round block, holds 4 tubes of 25 ml - 23,5 mm

Rectangular block for portable incubator, holds 12
tubes of 12 mm, Falcon 2003/NUNC 343923
BO4

Rectangular block for portable incubator,

holds 10 tubes of 17 mm, Faicon 2001
Block for swim-up test, 45° angle, holds 2
centrifuge tubes of 17 mm, Falcon 352095
808

For culture dishes
B16F Holds two culture dishes - Falcon 353001

B16N Holds two culture dishes - NUNC 15066

B23  Holds one ICSI dish
BIGFB16N

Holds one center well dish - Falcon 353653

Holds one 60 mm culture dish
Falcon 353002 and NUNC 150288

B28  Holds one 4-well dish - NUNC 176740

B29  Holds one 5-well dish - MiniTube 19021/0005

B24
For syringes
B30 Holds 5 flushing syringes of 20 ml/ 22,5 mm

828

B35 Holds 5 flushing syringes of 10 ml/ 18 mm

For media flasks
B840 Holds one IVF MediaFlask of 125 ml
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Fig. 30: Metalen houder Falcon ® 1006

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
40,2 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,4 °C

Grafiek 31: Simulatie laboprocedure Falcon® 1006 met metalen houder:
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5) EMBRYO-EVALUATIE

[image: image52.png]! Adobe Reader - [Accessories_June2006. pdf], EEX

Round block, holds 4 tubes of 25 ml - 23,5 mm

Rectangular block for portable incubator, holds 12
tubes of 12 mm, Falcon 2003/NUNC 343923
BO4

Rectangular block for portable incubator,

holds 10 tubes of 17 mm, Faicon 2001
Block for swim-up test, 45° angle, holds 2
centrifuge tubes of 17 mm, Falcon 352095
808

For culture dishes
B16F Holds two culture dishes - Falcon 353001

B16N Holds two culture dishes - NUNC 15066

B23  Holds one ICSI dish
BIGFB16N

Holds one center well dish - Falcon 353653

Holds one 60 mm culture dish
Falcon 353002 and NUNC 150288

B28  Holds one 4-well dish - NUNC 176740

B29  Holds one 5-well dish - MiniTube 19021/0005

B24
For syringes
B30 Holds 5 flushing syringes of 20 ml/ 22,5 mm

828

B35 Holds 5 flushing syringes of 10 ml/ 18 mm

For media flasks
B840 Holds one IVF MediaFlask of 125 ml
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Fig. 31 Metalen houder Falon® 3801

Labotemp: 



23,1 °C
Setpunt Stereomicroscoop: 
39,7 °C

Setpunt Tafelincubator: 

35,6 °C

Grafiek 32: Simulatie laboprocedure Falcon® 3801 met metalen houder:
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ALGEMEEN BESLUIT
De metalen houders bieden geen oplossing voor de snelle temperatuursdaling. Sommige schalen worden zelfs te warm, waarschijnlijk vereist het gebruik van de metalen houders een andere calibratie van de toestellen. Het is echter niet mogelijk om voor elk schaaltje een individuele opstelling te voorzien. Het is aan te raden om zo snel mogelijk te werken zodat het schaaltje zo weinig mogelijk wordt blootgesteld aan de lucht. Men mag zeker ook niet met het schaaltje zomaar in het labo blijven staan, men moet zich zo snel mogelijk met het schaaltje verplaatsen naar een werkpost. 
7.3.2.1.3
Temperatuurmeting van schalen bij plaatsing op ICSI microscoop

Het doel van dit experiment is het nagaan van de temperatuur op verschillende plaatsen in het schaaltje, gedurende een plaatsing op een ICSI -microscoop. Dit experiment wordt op twee verschillende microscopen uitgevoerd, nl. op de Nikon Diaphot 300 en Nikon Eclipse TE 300. Het verschil tussen deze microscopen is de verwarmplaat waarop het schaaltje wordt geplaatst, bij de Diaphot 300 is dit een glazen plaat terwijl dit bij de Eclipse TE 300 uit metaal bestaat met een centrale opening (niet verwarmd).
Benodigdheden:

· Falcon® 3801 (Cultuurschaal 3,5 cm)
· Olie Irvine Scientific

· HTF -medium

· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· Nikon Eclipse TE 300 (az -vub 14444)

· Nikon Diaphot 300 (az -vub 11607)

· Incubator Heracell 240 (az -vub 18418)

Werkwijze:

· Maak een Falcon® 3801 schaaltje klaar met druppeltjes van 25 µl medium en breng hierop 3 ml olie/ Maak nog een ander schaaltje klaar waarin zich 3 ml olie bevindt. 
· Plaats de schalen in de incubator voor ongeveer 20 minuten, zodat ze op temperatuur zijn gebracht (37 °C). 

· Bevestig een temperatuursonde aan de manipulator (door deze te bewegen kan de t op de verschillende plaatsen in het schaaltje worden gemeten). 

· Plaats vervolgens het schaaltje op de microscoop. 

· Laat het schaaltje eerst enkele minuten op de microscoop staan, hierna meet men de temperatuur telkens na elkaar op de verschillende posities. (Zonder en met licht)

· Het experiment werd tweemaal uitgevoerd, waarvan telkens het gemiddelde werd genomen. 

Resultaten: 

NIKON DIAPHOT 300

( Glazen verwarmplaat

Microscoop: 

40,1 °C
Labot: 

23,5 °C
[image: image54.jpg]



Fig. 32: Nikon Diaphot 300 

1.
Schaaltje met 3 ml olie:


Fig. 33: Meetpunten schaaltje (3 ml olie)

Tabel 34: Temperatuur Falcon® 3801 (3 ml olie) op Nikon Diaphot 300:
	MEETPUNT
	t (°C) 

MET LICHT
	t (°C)

 ZONDER LICHT

	1
	36,9
	36,9

	2
	36,9
	36,8

	3
	36,9
	36,8

	4
	36,4
	36,3

	5
	36,5
	36,4

	6
	36,6
	36,5

	7
	36,8
	36,7

	8
	36,9
	36,9

	9
	36,9
	36,9


Grafiek 33: Temperatuur Falcon® 3801 (3 ml olie) op Nikon Diaphot 300:
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2
Schaaltje met druppeltje van 25 µl medium en 3 ml olie:


[image: image56]
Fig. 34: Meetpunten schaaltje (25 µl mediumdruppels + 3 ml olie)

Tabel 35: Temperatuur Falcon® 3801 (3 ml olie +druppels) op Nikon Diaphot 300:

	MEETPUNT
	t (°C) 

MET LICHT
	t (°C) 

ZONDER LICHT

	1
	36,9
	36,8

	2
	36,4
	36,4

	3
	36,9
	36,8

	4
	36,9
	36,9


Grafiek 34: Temperatuur Falcon® 3801 (25 µl mediumdruppels + 3 ml olie) op 

Nikon Diaphot 300:
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NIKON ECLIPSE TE 300

( Metalen verwarmplaat

[image: image58.jpg]=,




Fig. 35: Nikon Eclipse TE 300 
Microscoop: 

35,9 °C
Labot:


25,3 °C
1.
Schaaltje met 3 ml olie

Tabel 36: Temperatuur Falcon® 3801 (3 ml olie) op Nikon Eclipse TE 300:

	MEETPUNT
	t (°C) 

MET LICHT
	t (°C) 

ZONDER LICHT

	1
	35,6
	35,4

	2
	35,6
	35,4

	3
	35,6
	35,4

	4
	34,6
	34,9

	5
	34,3
	34,3

	6
	34,4
	34,3

	7
	35,3
	35,2

	8
	35,5
	35,3

	9
	35,5
	35,3


Grafiek 35: Temperatuur Falcon® 3801(3 ml olie) op Nikon Eclipse TE 300:
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Interpretatie:

· De temperatuur is in het midden van het schaaltje lager dan aan de buitenzijden. 

· Er is een licht klein effect (een verschil van 0.1 – 0.2 °C) tussen het gebruik met en zonder licht. 

· Er is een temperatuursverschil tussen de verschillende microscopen: Nikon Diaphot 300 met de glazen verwarmplaat geeft een hogere temperatuur dan de microscoop Nikon Eclipse TE 300 met de metalen plaat. 

7.3.2.2
Opwarming en afkoeling schalen

In dit experiment wordt nagegaan hoelang het duurt vooraleer de schalen op temperatuur zijn gebracht en totdat deze zijn afgekoeld. 

Benodigdheden:

· Falcon® 3801 (Cultuurschaal 3,5 cm)
· Falcon® 3653 (Centre well)
· NuclonTM (4 well schaaltje)

· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· Olie Irvine scientific

· HTF –medium

· Incubator Heracell 240 (az -vub 24031)

Werkwijze:

· Plaats een sonde in het schaaltje. Breng het nodige medium of olie erin. 

· Faclon® 3801: 25 µl mediumdruppels en 3 ml olie
· Falcon® 3653: 500 µl medium + 1 ml olie

· Falcon® 3653: 500 µl medium

· Nunc: 500 µl medium + 400 µl olie

· Nunc: 500 µl medium

· Plaats het schaaltje in de incubator. 

· Meet de temperatuur om de minuut en noteer. 

· Na het bereiken van de gewenste temperatuur, wordt het schaaltje op een niet verwarmde werktafel gezet. Men noteert dan de temperatuur totdat het schaaltje is afgekoeld. 

· Voer dit telkens driemaal uit en maak het gemiddelde van de waarden. 

Resultaten: 
Labotemperatuur: 


22,4 °C
Temperatuur incubator:

37,0 °C
Grafiek 36: Opwarming en afkoeling Falcon® 3801 (3 ml olie):
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Grafiek 37: Opwarming en afkoeling Falcon® 3653 (1 ml olie + 500 µl medium):
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Grafiek 38: Opwarming en afkoeling Falcon® 3653 (500 µl medium):
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Grafiek 39: Opwarming en afkoeling Nunc (400 µl olie + 500 µl medium):
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Grafiek 40: Opwarming en afkoeling Nunc (500 µl medium):
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Interpretatie:

Tabel 37: Tijdsduur opwarming en afkoeling schalen:

	SCHAAL
	OPWARMING BEREIKT NA

(min)
	AFKOELING BEREIKT NA

(min)

	
	
	

	Falcon® 3801
	~ 20
	~ 20

	Faclon ® 3653: 500 µl medium + 1 ml olie 
	~ 18
	~ 15

	Falcon® 3653: 500 µl medium
	~ 30
	~ 15

	Nunc: 500 µl medium + 400 µl olie
	~ 30
	~ 25

	Nunc: 500 µl medium
	~ 40
	~ 20


7.3.3
pH onderzoek

7.3.3.1
pH equilibratie

Het doel van dit experiment is het bepalen van de tijd die nodig is om het gewenste pH (7.3), nodig voor het kweken van embryo’s, te bereiken. 

Benodigdheden:

· Falcon® 3801 (Cultuurschaal 3,5 cm)
· Falcon® 3653 (Centre well)
· NuclonTM (4 well schaaltje)

· pH meter WTW 340I

· Olie Irvine scientific

· HTF –medium

· Incubator Heracell 240 (az -vub 24031)

Werkwijze:

· Calibreer de pH meter. 

· Maak een reeks van schalen zoals ze in het labo worden gebruikt. 

· Falcon® 3801: druppels van 25 µl medium + 3 ml olie
· Falcon® 3653: 500 µl medium + 1 ml olie

· Nunc: 500 µl medium + 400 µl olie

· Plaats de schalen in de incubator. 

· Meet de pH om de 15 minuten totdat de gewenste pH is bereikt. Dit wordt telkens driemaal uitgevoerd en hiervan worden het gemiddelde genoteerd. 

Resultaten: 
Labotemperatuur: 22,4 °C

Tabel 38: Equilibratie Falcon® 3801 (druppels van 25 µl medium + 3 ml olie):

	TIJD (MIN)
	pH (GEMID)
	TIJD (MIN)
	pH (GEMID)

	0
	8,54
	75
	7,45

	15
	8,38
	85
	7,43

	30
	7,83
	95
	7,42

	45
	7,59
	105
	7,40

	55
	7,53
	115
	7,40

	65
	7,46
	
	


Tabel 39: Equilibratie Falcon® 3653 (500 µl medium + 1 ml olie):

	TIJD (MIN)
	pH (GEMID)
	TIJD (MIN)
	pH (GEMID)

	0
	8,40
	120
	7,61

	15
	8,40
	135
	7,58

	30
	8,27
	150
	7,56

	45
	7,98
	165
	7,45

	60
	7,89
	180
	7,40

	75
	7,77
	195
	7,38

	90
	7,77
	210
	7,37

	105
	7,62
	225
	7,35


Tabel 40: Equilibratie Nunc (500 µl medium + 400 µl olie):

	TIJD (MIN)
	pH (GEMID)
	TIJD (MIN)
	pH (GEMID)

	0
	8,54
	120
	7,65

	15
	8,47
	135
	7,62

	30
	8,02
	150
	7,63

	45
	8,00
	165
	7,54

	60
	7,82
	180
	7,50

	75
	8,03
	195
	7,49

	90
	7,90
	210
	7,48

	105
	7,82
	225
	7,42


Conclusie:

Tabel 41: Tijdsduur pH equilibratie schalen:

	SCHAAL
	EQUILIBRATIE BEREIKT NA

(h / min)

	
	

	Falcon® 3801: 25 µl mediumdruppeltjes + 

3 ml olie 
	~ 1 h 45

	Faclon ® 3653: 500 µl medium + 1 ml olie 
	~ 3 h 00

	Nunc: 500 µl medium + 400 µl olie
	~ 3 h 45


7.3.3.2
Invloed hepes medium op incubatiemedium

Bij een IVF – ICSI behandeling wordt soms gebruik gemaakt van Hepesmedium, bijvoorbeeld bij ICSI waar de eicellen gedurende de injectieprocedure worden blootgesteld aan omgevingslucht. Bij het overbrengen van de eicellen naar het schaaltje met incubatiemedium zal er steeds een kleine hoeveelheid Hepes mee overgebracht worden. In dit experiment wordt nagegaan wat de invloed van verschillende volumes Hepesmedium in een bicarbonaat gebufferd medium is op de pH.

Benodigdheden:

· Falcon® 2058 (Buisjes)

· Incubator: Heracell 240 (az -vub 18418)

· Hepesmedium

· HTF -medium

· pH meter: WTW – Sentron sonde

· Verwarmblok (az -vub 17169)

Werkwijze:

· Maak tweemaal dezelfde verdunningsreeks (zie schema resultaten). 

· Plaats de buisjes (het dopje wordt er los opgezet) overnacht in de incubator. 

· De volgende morgen worden eerst de dopjes van de buisjes vastgezet. 

· Calibreer de pH meter. 

· Plaats de buisjes in een verwarmblok en meet de pH (meet telkens tweemaal en neem hiervan het gemiddelde). 

Resultaten: 

Dit experiment werd uitgevoerd bij een CO2 –concentratie van 6%. 
Tabel 42: Invloed Hepes op bicarbonaat gebufferd medium:

	AANTAL
	HTF -MEDIUM
	HEPESMEDIUM
	pH

	1
	999 µl
	1 µl
	7,36

	2
	998 µl
	2 µl
	7,30

	3
	997 µl
	3 µl
	7,30

	4
	996 µl
	4 µl
	7,31

	5
	995 µl
	5 µl
	7,30

	6
	994 µl
	6 µl
	7,28

	7
	993 µl
	7 µl
	7,29

	8
	992 µl
	8 µl
	7,33

	9
	991 µl
	9 µl
	7,30

	10
	990 µl
	10 µl
	7,30

	11
	980 µl
	20 µl
	7,30

	12
	970 µl
	30 µl
	7,28

	13
	960 µl
	40 µl
	7,27

	14
	950 µl
	50 µl
	7,29

	15
	940 µl
	60 µl
	7,28

	16
	930 µl
	70 µl
	7,27

	17
	920 µl
	80 µl
	7,27

	18
	910 µl
	90 µl
	7,25

	19
	900 µl
	100 µl
	7,25


Grafiek 41: Invloed Hepes op bicarbonaat gebufferd medium:
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Interpretatie:

Er is een daling van de pH bij stijgende HEPES concentraties, maar dit is relatief beperkt. Een verhouding van 1/10 HEPES medium geeft een daling van slechts 0.1 pH. 

7.3.3.3
Schalen tijdens “Pick –up”
Tijdens een pick –up worden schalen zonder deksel in een tafelincubator geplaatst. In dit experiment wordt nagegaan of er tijdens deze procedure een pH –verandering optreedt. 

Benodigdheden:

· Falcon® 3653

· Olie Irvine scientific

· HTF –medium

· Incubator: Heracell 240 (az -vub 18418)

· pH meter: WTW – Sentron sonde

· Tafelincubator (az -vub 21675)

Werkwijze:

· Maak een aantal schalen klaar met telkens 500 µl HTF –medium en 1 ml olie. 

· Plaats de schalen in de mediumincubator voor de equilibratie. 

· Calibreer de pH meter. 

· Plaats de schalen ZONDER deksel in een tafelincubator. 

· Meet de pH om de 5 minuten. (De pH is telkens het gemiddelde van drie metingen). 

Resultaten:

Conditie tafelincubator:

· 18 lh gasmengsel (6% CO2 – 5% O2 – 89% N2)
· 37,3 °C

Tabel 43: pH analyse op pick –up schalen:

	SCHAAL
	TIJD (MIN)
	pH 
	pH GEMIDDELD

	
	
	1
	2
	3
	

	1
	5
	7,40
	7,38
	7,39
	7,39

	2
	10
	7,38
	7,37
	7,36
	7,37

	3
	15
	7,35
	7,34
	7,37
	7,35

	4
	20
	7,37
	7,38
	7,37
	7,37

	5
	25
	7,37
	7,39
	7,40
	7,39


Interpretatie:

De schalen zijn niet onderhevig aan pH verschillen gedurende een pick –up procedure. 

7.3.4
Besluit cultuurcondities
1. Osmolaliteit:
· Een osmolaliteitsstijging in functie van de tijd in een niet bevochtigde incubator werd niet bevestigd in de experimenten van Sara Baes, dat werd uitgevoerd met buizen. 

· De hoeveelheden olie die in het labo voor de verschillende soorten schalen wordt gebruikt is voldoende. 
· In het labo worden de schalen maximum twee dagen gebruikt. De osmolaliteit zal tijdens deze twee dagen voldoen aan de gewenste waarde. 

· Het gebruik van te weinig olie zorgt ervoor dat de osmolaliteit zeer snel zal stijgen. (vooral in een droge atmosfeer)

2. Temperatuur:
· Alle schalen hebben een verschillende opwarming –en afkoelingstijd. 
· Tijdens de hele laboprocedure koelt het schaaltje snel af. Er moet snel en efficiënt worden gewerkt, zodat het schaaltje zo min mogelijk wordt blootgesteld aan de lucht. Er wordt immers nagestreefd om de temperatuur zo constant mogelijk te houden. 
· Schalen die op een ICSI –microscoop worden geplaatst, hebben een hogere temperatuur aan de buitenzijden van het schaaltje dan in het midden. Een microscoop met een glazen verwarmplaat geeft een hogere temperatuur aan het schaaltje dan een metalen verwarmplaat. 

3. Zuurtegraad

· De equilibratie is verschillend voor elk soort schaaltje. Het best worden de schalen overnacht geëquilibreerd zodat de schalen ’s morgens ter beschikking zijn. 
· Hepes medium heeft een relatief beperkte invloed op de pH van bicarbonaat gebufferd medium tot gevolg. 

· De schalen die gebruikt worden tijdens de pick–up ondergaan geen pH invloeden. 

7.4 Testen nieuwe schaaltjes “Embryo Corral®”

[image: image66.jpg]



Fig. 36: Embryo Corral Dish

7.4.1
pH –equilibratie

Benodigdheden: 

· Falcon® 3801

· Embryo Corral®
· Olie Irvine scientific

· HTF –medium

· Incubator: Heracell 240 (az -vub 24031)

· pH meter: WTW – Sentron sonde

Werkwijze:

· Calibreer de pH meter. 

· Maak een reeks schalen klaar (25 µl medium druppeltjes + 3 ml olie). 

· Plaats de schalen in de incubator. 

· Meet de pH om de 10 minuten. (3 metingen, waarvan het gemiddelde wordt bepaald)

Resultaten:

1) Falcon® 3801, in gebruik in labo:
Zie 7.3.3.1. pH equilibratie

2) Embryo Corral®:

OPM.: Er was maar een mogelijkheid van zes metingen, doordat er slechts zes schaaltjes ter beschikking waren. 

Dit experiment werd uitgevoerd bij een CO2 –concentratie van 5,8 %. 

Tabel 44: pH equilibratie Embryo Corral Dish:

	TIJD (MIN)
	pH
	pH (GEMID)

	0
	8,50
	8,51
	8,51
	8,51

	10
	8,44
	8,41
	8,37
	8,41

	20
	7,94
	7,97
	7,97
	7,96

	30
	7,73
	7,74
	7,75
	7,74

	40
	7,67
	7,63
	7,59
	7,63

	50
	7,56
	7,49
	7,57
	7,54

	60
	7,53
	7,51
	7,48
	7,51


Grafiek 42: pH equilibratie Embryo Corral Dish:
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Interpretatie:

De gewenste pH was na 60 minuten nog niet bereikt, het was echter niet mogelijk om het experiment verder te zetten door een tekort aan schaaltjes. 

7.4.2
Opwarming

Benodigdheden:

· Falcon® 3801

· Embryo Corral®
· Temperatuursonde + Thermometer TESTO

· Olie Irvine scientific

· Incubator Heracell 240 (az -vub 24031)

Werkwijze:

· Plaats een sonde in het schaaltje. Breng het nodige medium of olie erin. 

· Plaats het schaaltje in de incubator. 

· Meet de temperatuur om de minuut en noteer totdat de gewenste temperatuur is bereikt. 

Resultaten:

1) Falcon® 3801, in gebruik in labo:
Zie 7.3.2.2 “Opwarming en afkoeling schalen”. 

2) Embryo Corral®:

Tabel 45: Opwarming Embryo Corral Dish:

	TIJD (MIN)
	T° (°C)

	0
	24,2

	5
	34,7

	10
	36,3

	15
	36,9

	20
	37,1

	25
	37,5


Interpretatie:

De opwarming van de beide soorten schalen duurt ongeveer 15 - 20 minuten. 

7.5
Visualisatie onrijpe eicellen

Het doel van het experiment was het nagaan of cultuur in droge of bevochtigde atmosfeer een invloed heeft op het volume van een eicel. Dit experiment werd uitgevoerd met onrijpe eicellen die niet bruikbaar zijn voor de patiënt. De keuze van plaatsing wordt bepaald via een randomisatietabel. 

Vanaf dag één worden de eicellen onder de microscoop bekeken totdat de eicellen degenereren. Men bepaalt dagelijks het volume van de eicel. 

OPM.: Om onrijpe eicellen te mogen gebruiken moet er eerst toestemming van de patiënt worden gegeven, anders mag in geen geval de eicellen als onderzoeksmateriaal worden gebruikt!

Benodigdheden:

· Onrijpe eicellen

· Falcon® 3801

· Olie Irvine Scientific

· HTF –medium 

· Tafelincubator (az -vub 21675)

· Microscoop Nikon Eclipse TE 300 (az -vub 14444)

· Incubators:

· Heracell 240 (az -vub 24031)- droge atmosfeer
· Heracell 240 (az -vub 18418)- vochtige atmosfeer
· Fertimorph®
Werkwijze:

· Er worden dagelijks schaaltjes met druppeltjes van 25 µl HTF -medium en 3 ml olie klaargemaakt. (Deze moeten minstens 2 h equilibreren vooraleer ze mogen worden gebruikt.) 

· Indien er onrijpe eicellen ter beschikking zijn, bepaalt men via een randomisatietabel in welke luchtvochtigheid de eicellen worden geplaatst. 

· Men brengt de onrijpe eicellen over in het medium en plaats ze nadien in de incubator. 

· De eicellen worden dagelijks bekeken, er wordt een foto genomen en bepaalde metingen uitgevoerd. 

· Volume cytoplasma

· Volume zona pellucida (eicelschil)

Resultaten:

Formule volumebepaling: 
( 4/3 x π x r3 ( Eenheid straal= µm
( Delen door 1000 ( volume weergegeven in µm3
Tabel 46: Volumebepalingen van eicellen in een bevochtigde atmosfeer:
	DAG 1
	DAG 2
	DAG 3
	DAG 4
	DAG 5

	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)

	80,3
	297,1
	93,3
	248,2
	91,1
	270,7
	93,8
	262,2
	74,9
	246,8

	96,2
	287,0
	93,0
	267,7
	101,6
	270,7
	113,8
	263,2
	99,0
	267,2

	89,6
	340,7
	95,2
	286,0
	102,4
	348,9
	105,1
	370,7
	99,3
	340,7

	87,9
	217,0
	82,8
	219,2
	93,0
	227,5
	83,7
	267,2
	84,4
	274,2

	82,8
	231,1
	91,3
	257,3
	78,4
	271,2
	94,0
	217,0
	78,6
	219,2

	73,8
	291,8
	98,3
	283,9
	106,7
	285,5
	100,3
	311,2
	102,4
	305,1

	98,8
	234,8
	103,5
	224,4
	97,0
	233,9
	104,8
	210,6
	77,9
	281,9

	73,4
	294,9
	82,4
	291,2
	77,9
	297,1
	80,6
	264,7
	89,4
	274,2

	93,0
	281,9
	83,1
	279,3
	89,8
	278,3
	88,7
	273,2
	101,6
	276,7

	98,8
	281,3
	96,0
	251,6
	95,5
	267,3
	93,8
	264,2
	80,1
	224,9

	88,4
	305,1
	93,0
	284,4
	101,1
	309,0
	84,4
	223,1
	85,8
	234,3

	97,3
	238,0
	101,1
	236,6
	85,8
	234,8
	87,5
	224,0
	96,0
	267,7

	89,1
	241,7
	89,8
	228,9
	87,7
	205,1
	100,8
	270,7
	87,2
	235,2

	93,8
	271,2
	90,8
	273,2
	97,5
	257,3
	82,1
	235,2
	
	

	77,3
	248,2
	80,1
	229,8
	86,3
	242,6
	
	
	
	


Tabel 47: Vervolg volumebepalingen van eicellen in een bevochtigde atmosfeer:

	DAG 6
	DAG 7
	DAG 8
	DAG 9
	DAG 10

	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)

	103,5
	259,3
	107,2
	265,2
	100,6
	272,7
	102,9
	274,7
	90,8
	294,4

	101,4
	363,4
	92,5
	360,9
	97,5
	334,8
	91,3
	317,8
	77,0
	226,2

	81,7
	210,1
	78,6
	268,7
	93,3
	302,4
	90,8
	294,4
	89,1
	235,7

	83,1
	260,3
	98,3
	292,8
	83,1
	279,3
	75,3
	215,3
	
	

	97,0
	306,2
	
	
	82,8
	262,7
	79,5
	222,7
	
	

	73,6
	297,6
	
	
	102,7
	281,9
	69,5
	242,1
	
	

	
	
	
	
	80,8
	229,3
	89,4
	234,8
	
	

	
	
	
	
	74,5
	214,4
	
	
	
	

	
	
	
	
	84,2
	267,2
	
	
	
	

	
	
	
	
	89,4
	224,0
	
	
	
	


Tabel 48: Volumebepalingen van eicellen in een droge atmosfeer:

	DAG 1
	DAG 2
	DAG 3
	DAG 4
	DAG 5

	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)

	80,6
	244,0
	87,2
	272,7
	86,8
	260,3
	89,4
	258,8
	84,9
	259,3

	82,1
	280,8
	87,2
	234,2
	80,8
	254,5
	89,8
	246,8
	100,3
	286,0

	79,0
	289,7
	93,8
	277,7
	95,2
	300,8
	113,6
	294,4
	91,1
	246,4

	96,5
	294,4
	101,4
	295,5
	94,5
	295,5
	110,2
	309,0
	108,0
	291,2

	94,5
	275,2
	84,0
	267,7
	83,7
	271,7
	93,5
	248,2
	93,8
	256,9

	94,2
	276,7
	87,2
	275,2
	108,0
	272,2
	119,3
	278,8
	109,7
	282,9

	78,1
	239,4
	87,5
	220,0
	85,8
	199,3
	87,2
	220,0
	84,4
	226,2

	94,2
	272,2
	84,0
	256,4
	103,5
	259,8
	108,6
	260,8
	103,2
	251,1

	76,0
	214,4
	79,9
	225,8
	77,9
	225,3
	93,8
	234,3
	92,5
	239,4

	83,3
	278,8
	108,0
	310,1
	100,8
	291,2
	
	
	
	

	85,8
	225,8
	90,3
	247,8
	92,3
	258,3
	
	
	
	

	98,8
	275,2
	108,8
	257,8
	88,4
	266,7
	
	
	
	

	92,0
	247,8
	91,5
	244,5
	96,8
	233,9
	
	
	
	


Tabel 49: Vervolg volumebepalingen van eicellen in een droge atmosfeer:

	DAG 6
	DAG 7
	DAG 8
	DAG 9

	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)
	Cytopl. (µm3)
	Met zona (µm3)

	88,4
	264,7
	83,3
	232,5
	73,0
	230,2
	74,7
	229,3

	90,1
	224,4
	87,0
	297,1
	103,5
	230,2
	98,3
	298,1

	107,5
	282,9
	101,6
	297,6
	104,8
	264,2
	95,0
	248,2

	104,8
	277,7
	94,2
	253,0
	95,0
	244,0
	116,1
	269,7

	88,9
	253,0
	117,5
	277,2
	110,5
	275,2
	96,0
	266,7

	111,0
	282,4
	94,7
	249,7
	96,2
	273,7
	77,7
	242,1

	72,8
	221,3
	78,4
	222,7
	70,3
	223,1
	
	

	78,1
	286,5
	
	
	82,8
	254,0
	
	

	83,3
	229,8
	
	
	88,4
	242,1
	
	


Interpretatie:

Er zijn geen waarneembare verschillen. 

BESLUIT

1. CONDITIE VAN DE INCUBATORS THERMO FORMA EN HERACELL 240:
· Er zijn minimale verschillen wat betreft de verschillende cultuurcondities, wanneer de incubator gesloten blijft. 
· Men mag de schalen overal plaatsen. 

· De beide incubators zijn conform met de specificaties die de fabrikant voorschrijft. 

· Bij een zeer hoge openingsfrequentie (wanneer de incubator “overdreven” veel wordt geopend):

· Men mag de schalen nooit volledig vooraan plaatsen, de schalen moeten zeker 5 cm van de rand worden geplaatst. 

· Door de kleine tussentijden tijdens de openingen kan het CO2 –gehalte zijn gewenste waarde niet bereiken. Dit heeft een invloed op de pH. Men neemt namelijk een pH stijging waar, wanneer het CO2 daalt. Theoretisch wordt volgens de henderson-hasselbach vergelijking een pH stijging bij een CO2 –daling verwacht. Een mogelijke verklaring hiervoor zou kunnen zijn omdat het CO2 zich niet goed kan verdelen door het continu spuiten van CO2 in de incubator door de frequente deuropeningen. 

· Bij een lagere openingsfrequentie (de deuropeningen reflecteren een meer werkelijke situatie tijdens een gewone werkdag):

· De schalen mogen ook hier nooit volledig vooraan geplaatst worden. 

· Men ziet een pH stijging wanneer het CO2 –gehalte daalt. Dit is theoretisch zoals wordt verwacht. De tijd tussen de openingen is voldoende om het CO2 in de incubator goed te verdelen. 
2. ONDERZOEK VAN DE CULTUURCONDITIES:
a. Osmolaliteit

· De hoeveelheden die aan olie worden gebruikt in de verschillende schalen

in het labo zijn voldoende. 
· In het labo worden de schalen twee dagen gebruikt, tijdens deze dagen zal de osmolaliteit voldoen aan de gewenste waarden. 

· Te weinig olie in de schalen moet zeker vermeden worden, anders stijgt de osmolaliteit zeer snel (vooral in een droge atmosfeer). 

b. Temperatuur

· De opwarming en afkoeling van een schaaltje is afhankelijk van elk soort schaaltje. 
· Tijdens de hele laboprocedure moet de temperatuur van de schaaltjes zo constant mogelijk zijn. Uit het experiment ziet men dat de schaaltjes tijdens de verplaatsing naar een werkpost snel afkoelen. Het is aan te raden om zo snel mogelijk te werken, zodat het schaaltje zo weinig mogelijk wordt blootgesteld aan de lucht. Men mag ook zeker niet blijven staan in het labo, men moet zich zo snel mogelijk naar een werkpost verplaatsen. Een mogelijke oplossing voor de snelle temperatuursdaling zou het gebruik van metalen houders kunnen zijn. Het gebruik van deze houders werd nagegaan en het biedt echter geen oplossing. Het gebruik van de houders vereist een individuele opstelling van de apparatuur, dit kan echter niet in het labo worden gerealiseerd. 
· Bij schaaltjes die op een ICSI –microscoop worden geplaatst, is de temperatuur in het midden lager dan aan de buitenzijden. Men ziet een lichte daling (0,1 – 0,2 °C) van de temperatuur tussen het gebruik van en zonder licht, het gebruik van een ICSI –microscoop met een metalen plaat geeft een lagere temperatuur dan bij een glazen verwarmplaat. 

c. Zuurtegraad

· De pH –equilibratie is afhankelijk van het soort schaaltje. 
· HEPES heeft een lichte daling van de pH op bicarbonaat gebufferd medium als gevolg. Dit is relatief beperkt, een verhouding van 1/10 HEPES medium geeft een daling van slechts 0,1 pH. 
· Schalen die tijdens de pick-up zonder deksel in de tafelincubator worden geplaatst, ondergaan geen pH invloeden. 

3. TESTEN VAN NIEUWE SCHAALTJES:

Er is geen verschil in opwarmingstijd tussen het cultuurschaaltje dat nu in het labo wordt gebruikt en het te testen schaaltje “Embryo Corral Dish”. 

Het verschil in pH equilibratie tussen de twee schalen kon niet worden nagegaan, wegens een tekort van de Corral Dishes”. 

4. VISUALISATIE ONRIJPE EICELLEN:

Er zijn geen waarneembare verschillen in verband met het volume van de onrijpe eicellen tijdens hun levensduur in een droge of vochtige atmosfeer. 

MATERIAALLIJST

APPARATUUR:

· Osmomat 030 Gonotec (az -vub 06448)

· Alarmthermometer Testo Type 0530 (az -vub 18412)

· pH meter WTW Sentron Sonde Type 340I (az -vub 20908) 

· Intelli sonde (az -vub 24032)

· Anagas CD 98 PLUS (az -vub 20871)

· Fertimorph ® Version 2.1.8

· Bewakingssyteem

· Verwarmblok (az -vub 17169)

· Incubator Heracell 240 Kendro 

· az -vub 18418

· az -vub 21543

· az -vub 24031

· Incubator Thermo Forma model 3141 Forma scientific

· az -vub 17880

· az -vub 16197

· Tafelincubators:

· az -vub 21675

· az -vub 18417

· az -vub 18445

· Nikon Eclipse TE300: az -vub 14444

· Stereomicroscoop:

· Olympus SZX12: az -vub 21611

· Olympus SZX12: az -vub 08217

· Wild Heerbrugg: az -vub 14737

· Nikon Diaphot 300 (az -vub 00117)

MATERIAAL:

· Falcon® 3801 (Cultuurschaal 3,5 cm)

· Falcon® 3002 (Cultuurschaal 5,5 cm)

· Falcon® 2058 (Kleine Falcon buisjes)

· Falcon® 1006 (ICSI schaal)

· Falcon® 3653 (Centre well)

· NunclonTM schalen 

· Embryo Corral®, ref. EMBC-010

· Plastieken slangetjes

· Metalen houders K-systems:

· Code: 26059 (Cultuurschaal 3,5 cm)

· Code: 26032 (ICSI schaal)

· Code: 26027 (Centre well)

· Code: 26028 (Cultuurschaal 5,5 cm)

· Code: 26029 (Nunc)

· Eppendorf research pipet 200 µl

· Eppendorf research pipet 1000 µl

· Eppendorf research pipet 20 µl

· Eppendorf Tips 200 µl

· Eppendorf Tips 1000 µl

· Eppendorf Tips 20 µl

· Falcon pipetten 5 ml: Falcon® 7543

· Fallcon pipetten 10 ml: Falcon® 7551

· Eppendorf Easypet

· Eppendorf multiple ® plus

PRODUCTEN:

A. Bufferoplossingen:

· pH 7.00 (20 °C) –oplossing van Merck: ref. 1.09477.0500

· pH 9.00 (20 °C) –oplossing van Merck: ref. 1.09476.0500

B. HTF –medium:

· BioWhittakerTM HTF with gentamycin

Cat. N°: BE02-036 F

Lot. N°: 5MB0176

pH 7.35 – 7.45 bij 37 °C

Osmolaliteit: 275 – 285 mOsmol/kg

C. Olie Irvine Scientific:

· Oil for embryo culture

Santa Ana california 92705

Catalog # 9305

Lot # 930560770

D. Hepesmedium:

· Lot. 5MB0148 

Product code: BE02-037F


pH 7.35 – 7.45 bij 37°C


Osmolaliteit 275 – 285 mOsmol/kg

E. Gonotec calibration solution for Osmomat 030

300 mOsmol/kg NaCl in H2O

Art. Nr. 30.9.0020.f.100Amp
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BIJLAGEN

BIJLAGE 1: CALIBRATIEATTEST TEMPERATUURSONDE BEWAKINGSSYSTEEM
Zie 7.2
BIJLAGE 2: OPENINGSFREQUENTIE INCUBATOR TIJDENS EEN GEWONE WERKDAG

De verschillende parameters van de incubator, worden door een bewakingssysteem onder controle gehouden. Het openen van de deuren zorgt namelijk voor een schommeling van de paramaters die in staan voor een goede kweekconditie. 

1. Thermo Forma (droge atmosfeer)

	Datum
	Tijd
	Temperatuur
	CO2
	Deuropeningen

	1/11/2007
	8:10:29
	37,1
	6,1
	0

	1/11/2007
	8:15:29
	37,1
	6,0
	0

	1/11/2007
	8:20:29
	37,1
	6,1
	0

	1/11/2007
	8:35:29
	37,1
	6,1
	0

	1/11/2007
	8:40:29
	37,1
	6,1
	0

	1/11/2007
	9:25:29
	37,1
	6,0
	1

	1/11/2007
	9:30:29
	37,1
	6,0
	2

	1/11/2007
	9:35:29
	37,1
	5,9
	5

	1/11/2007
	9:40:29
	37,1
	6,0
	5

	1/11/2007
	9:45:29
	37,1
	6,1
	5

	1/11/2007
	9:50:29
	37,1
	5,9
	6

	1/11/2007
	9:55:29
	37,1
	6,1
	6

	1/11/2007
	10:00:29
	37,1
	6,1
	7

	1/11/2007
	10:05:29
	37,1
	5,9
	8

	1/11/2007
	10:10:29
	37,1
	6,0
	9

	1/11/2007
	10:15:29
	37,1
	6,0
	10

	1/11/2007
	10:20:29
	37,1
	5,9
	12

	1/11/2007
	10:25:29
	37,0
	5,7
	16

	1/11/2007
	10:30:29
	37,1
	5,9
	16

	1/11/2007
	10:35:29
	37,1
	6,1
	16

	1/11/2007
	10:40:29
	37,1
	6,0
	18

	1/11/2007
	10:45:29
	37,1
	5,9
	19

	1/11/2007
	10:50:29
	37,0
	5,9
	21

	1/11/2007
	10:55:29
	37,0
	6,1
	21

	1/11/2007
	11:15:29
	37,0
	6,0
	21

	1/11/2007
	11:20:29
	37,0
	6,1
	21

	1/11/2007
	11:35:29
	37,1
	6,0
	21

	1/11/2007
	11:40:29
	37,1
	6,0
	22

	1/11/2007
	11:45:29
	37,1
	6,0
	22

	1/11/2007
	11:50:29
	37,1
	6,0
	24

	1/11/2007
	12:35:29
	37,1
	6,1
	24

	1/11/2007
	12:40:29
	37,1
	6,0
	24

	1/11/2007
	13:30:29
	37,1
	6,0
	24

	1/11/2007
	13:35:29
	37,1
	5,9
	25

	1/11/2007
	13:40:29
	37,1
	6,0
	25

	1/11/2007
	13:45:29
	37,1
	6,1
	25

	1/11/2007
	13:50:29
	37,1
	6,0
	25

	1/11/2007
	14:05:29
	37,1
	6,1
	25

	1/11/2007
	14:15:29
	37,1
	6,0
	25

	1/11/2007
	14:55:29
	37,1
	5,8
	26

	1/11/2007
	15:00:29
	37,1
	6,0
	26

	1/11/2007
	15:05:29
	37,1
	5,9
	27

	1/11/2007
	15:45:29
	37,1
	6,0
	27

	1/11/2007
	15:50:29
	37,1
	5,9
	28

	1/11/2007
	15:55:29
	37,1
	6,0
	28

	1/11/2007
	16:00:29
	37,1
	5,9
	30

	1/11/2007
	16:05:29
	37,1
	5,7
	31

	1/11/2007
	16:10:29
	37,1
	5,9
	31
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2. Heracell 240 met vochtige atmosfeer (Mediumincubator)
	Datum
	Tijd
	Temperatuur
	CO2
	Deuropening

	1/11/2007
	7:57:32
	37,0
	6,1
	0

	1/11/2007
	8:02:32
	37,0
	6,1
	0

	1/11/2007
	9:02:32
	37,0
	6,1
	0

	1/11/2007
	9:07:32
	37,0
	6,0
	0

	1/11/2007
	9:22:32
	37,0
	6,1
	0

	1/11/2007
	9:27:32
	37,0
	6,0
	0

	1/11/2007
	9:32:32
	37,0
	6,1
	1

	1/11/2007
	9:37:32
	37,0
	6,0
	1

	1/11/2007
	9:42:32
	37,0
	5,7
	2

	1/11/2007
	9:47:32
	37,0
	6,1
	3

	1/11/2007
	9:52:32
	37,0
	6,1
	4

	1/11/2007
	9:57:32
	37,0
	5,6
	5

	1/11/2007
	10:02:32
	37,0
	5,9
	6

	1/11/2007
	10:07:32
	37,0
	6,0
	7

	1/11/2007
	10:12:32
	37,0
	5,7
	8

	1/11/2007
	10:17:32
	37,0
	5,8
	9

	1/11/2007
	10:22:32
	37,0
	5,9
	10

	1/11/2007
	10:27:32
	37,0
	5,7
	11

	1/11/2007
	10:32:32
	37,0
	5,7
	12

	1/11/2007
	10:37:32
	37,0
	5,8
	13

	1/11/2007
	10:42:32
	37,0
	5,8
	14

	1/11/2007
	10:47:32
	37,0
	5,9
	15

	1/11/2007
	10:52:32
	37,0
	5,8
	16

	1/11/2007
	10:57:32
	37,0
	5,7
	17

	1/11/2007
	11:02:32
	37,0
	5,8
	18

	1/11/2007
	11:07:32
	37,0
	5,7
	19

	1/11/2007
	11:12:32
	37,0
	5,6
	20

	1/11/2007
	11:17:32
	37,0
	5,6
	21

	1/11/2007
	11:22:32
	37,0
	5,6
	22

	1/11/2007
	11:27:32
	37,0
	5,5
	23

	1/11/2007
	11:32:32
	37,0
	5,7
	24

	1/11/2007
	11:37:32
	37,0
	5,8
	25

	1/11/2007
	11:42:32
	37,0
	5,6
	26

	1/11/2007
	11:47:32
	37,0
	5,6
	27

	1/11/2007
	11:52:32
	37,0
	5,7
	28

	1/11/2007
	11:57:32
	37,0
	5,6
	29

	1/11/2007
	12:02:32
	37,0
	5,6
	30

	1/11/2007
	12:07:32
	37,0
	5,8
	31

	1/11/2007
	12:12:32
	37,0
	5,6
	32

	1/11/2007
	12:17:32
	37,0
	5,3
	35

	1/11/2007
	12:22:32
	37,0
	5,4
	36

	1/11/2007
	12:27:32
	37,0
	5,5
	36

	1/11/2007
	12:32:32
	37,0
	5,4
	37

	1/11/2007
	12:37:32
	37,0
	5,5
	38

	1/11/2007
	12:42:32
	37,0
	5,4
	39

	1/11/2007
	12:47:32
	37,0
	5,5
	40

	1/11/2007
	12:52:32
	37,0
	5,7
	41

	1/11/2007
	12:57:32
	37,0
	5,4
	42

	1/11/2007
	13:02:32
	37,0
	5,3
	43

	1/11/2007
	13:07:32
	37,0
	5,3
	45

	1/11/2007
	13:12:32
	37,0
	5,3
	46

	1/11/2007
	13:17:32
	37,0
	5,6
	46

	1/11/2007
	13:22:32
	37,0
	5,6
	47

	1/11/2007
	13:27:32
	37,0
	5,8
	47

	1/11/2007
	13:32:32
	37,0
	5,7
	48

	1/11/2007
	13:37:32
	37,0
	6,0
	48

	1/11/2007
	13:42:32
	37,0
	5,7
	49

	1/11/2007
	13:47:32
	37,0
	6,0
	49

	1/11/2007
	13:52:32
	37,0
	5,4
	51

	1/11/2007
	13:57:32
	37,0
	5,4
	51

	1/11/2007
	14:02:32
	37,0
	5,3
	52

	1/11/2007
	14:07:32
	37,0
	5,6
	52

	1/11/2007
	14:12:32
	37,0
	5,5
	53

	1/11/2007
	14:17:32
	37,0
	5,9
	53

	1/11/2007
	14:22:32
	37,0
	5,4
	54

	1/11/2007
	14:27:32
	37,0
	5,3
	55

	1/11/2007
	14:32:32
	37,0
	5,1
	56

	1/11/2007
	14:37:32
	37,0
	5,4
	56

	1/11/2007
	14:42:32
	37,0
	5,4
	57

	1/11/2007
	14:47:32
	37,0
	5,8
	57

	1/11/2007
	14:52:32
	37,0
	5,9
	58

	1/11/2007
	14:57:32
	37,0
	5,7
	58

	1/11/2007
	15:02:32
	37,0
	5,2
	59

	1/11/2007
	15:07:32
	37,0
	5,5
	59

	1/11/2007
	15:12:32
	37,0
	5,4
	60

	1/11/2007
	15:17:32
	37,0
	5,8
	60

	1/11/2007
	15:22:32
	37,0
	5,5
	61

	1/11/2007
	15:27:32
	37,0
	5,7
	61

	1/11/2007
	15:32:32
	37,0
	5,9
	62

	1/11/2007
	15:37:32
	37,0
	6,0
	62

	1/11/2007
	15:42:32
	37,0
	5,7
	63

	1/11/2007
	15:47:32
	37,0
	6,0
	63

	1/11/2007
	15:52:32
	37,0
	6,1
	63

	1/11/2007
	15:57:32
	37,0
	6,1
	63
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In de mediumincubator worden alle schalen die men nodig heeft om de embryo’s te kweken geplaatst. Hierin worden de schalen op voorhand geëquilibreerd. 
Alle schalen die men nodig heeft tijdens de procedure worden hieruit genomen, dit verklaart de korte tussentijden tussen een opening en ook de frequente opening van de incubator tijdens een korte tijd. 
BIJLAGE 3: FOTO’S CULTUURSCHALEN GEBRUIKT TIJDENS DEZE STAGE

· Falcon® 3801: Cultuurschaal 3,5 cm:


· Falcon® 3653: Centrewell:


· Falcon® 1006: ICSI schaal:


· Falcon® 3002: Cultuurschaal 5,5 cm:


· Nunc: 4 well schaaltje:
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� Gonadotrofines: Hormonen die afgescheiden worden door de hypofyse en die de werking van de eierstokken en teelballen stimuleren. 


� Follikel of eiblaasje: Een met vocht gevuld zakje dat een eitje bevat en cellen die hormonen produceren. Dit zakje groeit in omvang en volume in de eerste helft van de menstruele cyclus tot aan de eisprong. 


� hCG: Human Chorion Gonadotrofine. Een hormoon dat toeneemt bij de aanvang van de zwangerschap, het wordt geproduceerd door de placenta. 


� Motiliteit: beweeglijkheid


� Morfologie: Bouw en vorm van het organisme.


� Insemineren: bevruchten


� Voorkern: Een haploïde kern van zowel de eicel als de zaadcel voor hun samensmelting. Met haploïd bedoelt men de aanwezigheid van de helft van het normale aantal chromosomen in de geslachtscellen. 


� Polyspermie: Bevruchting met meerdere zaadcellen. 





� Gedenudeerd: Komt van denudatie, dat wil zeggen ontbloting van de omringende cellen. 


� Cumuluscellen: Gedifferentieerde cellen van de follikel die zich rondom de eicel bevinden.


� Meiotische deling: Celdeling waarbij de twee nieuwe cellen elk de helft van hun chromosomen hebben. 


� Poollichaampje: Uitgestoten kern tijdens de meiotische delingen bij de vorming van de eicel. 


� Excentrisch: Buiten het middelpunt gelegen. 


� Infertiliteit: Onvruchtbaarheid


� Gerandomiseerd: De keuze is op basis van willekeurigheid. 


� Endometrium: Baarmoederslijmvlies


� Spoelfiguren: Het systeem van trekdraden bij de kerndeling. 


�  Homeostase: Is de regulatie en handhaving van een evenwicht, opdat de toestand van het interne milieu stabiel blijft. 


� Elektronegativiteiten: Maat voor de neiging van een atoom dat een chemische binding aangaat met een buuratoom. 


� Dipoolmoment: Een kwantitatieve maat voor de polariteit van een binding van het molecuul. 


� Buffers: Een stof die de zuurtegraad van een andere stof of in een ruimte regelt of onder controle houdt. 


� TESE: Testiculaire sperma –extractie. Bij TESE worden de onrijpe spermacellen operatief uit de zaadcellen gehaald door een stukje weefsel weg te nemen. 


� PESA: Percutane epidymaire sperma aspiratie. Bij PESA wordt onder lokale verdoving de bijbal door de huid heen aangeprikt om de zaadcellen op te zuigen. 


� FNA: Fijne naald aspiratie. Met een fijne naald wordt er in de testikel geprikt om er zo voldoende zaadcellen uit op te zuigen. 


� Kwaliteitsmanagementsysteem: managementsysteem voor het sturen en beheersen van een organisatie met betrekking tot kwaliteit. Een managementsysteem is een systeem om beleid en doelstellingen vast te stellen en deze doelstellingen te halen. 


� Warmtecapaciteit: Hoeveelheid warmte die nodig is om een lichaam in temperatuur te laten stijgen. 






