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Zajecia wstepne:
Przypomnienie podstawowych zasad pracy i technik
stosowanych w laboratorium biologiczno/biochemicznym

Technika pipetowania z uzyciem pipet automatycznych

Pipetowanie wprost przedstawia Rys. 1. Nalezy pamietaé, ze przy objetosciach >10
ul koncéwke pipety nalezy zwilzy¢. Ten typ pipetowania zaleca sie dla wzorcowych
rozpuszczalnikow, takich jak woda, bufory, rozciehczone sole, rozciehnczone kwasy i
zasady.

Pipetowanie odwrotne uzywa sie dla cieczy lepkich, roztworow o wysokim cisnieniu
par, rozpuszczalnikow silnie zwilzajgcych. Czynnosci przedstawione sg na Rys 2.
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Rys. 1. Zasady tzw. pipetowania wprost z uzyciem pipety automatyczne.

Btedy w pracy, uszkodzone lub zanieczyszczone pipety i czynniki zewnetrzne mogq
powodowa¢ znaczne btedy w odmierzaniu objetoS$ci za pomocg pipet
automatycznych. Ponizej w Tabeli 1 przedstawiono niektore wazne przyczyny btedow
i sposoby ich unikania/usuwania.
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Rys. 2. Zasady tzw. pipetowania odwrotnego z uzyciem pipety automatyczne;j.

Tabela 1.

btad przyczyna pomoc
pipeta kapie, luzna koncowka, zastosowac oryginalng
jest nieszczelna niewtasciwa kohcowka koncoéwke

uszkodzona pipeta
np. uszczelka, ttok itp.

ttok zanieczyszczony
resztkami odczynnika

mocno nasadzic
przesmarowac pipete,
wstawi¢ nowg uszczelke
lub tlok

oczyscic ttok

przycisk suwu ttoka
ciezko chodzi

ttok jest zanieczyszczony

uszczelka speczniata od
par odczynnika

ttok jest uszkodzony

oczyscic ttok i nasmarowac

objeto$¢ odmierzana przez
pipete nie odpowiada
wartosci nastawionej

odbiegajgce warunki
nieszczelna pipeta

pipeta rozkalibrowana

patrz Tabela 2

sprawdzic¢ szczelnosé

wykalibrowac pipete

Dla zapewnienia poprawnej pracy pipety oraz precyzyjnego odmierzania objetosci
nalezy pamietaC o przyczynach btedu pipetowania, niektére z nich przedstawiono w

Tabeli 2.




przyczyna btedu maksymalny bifad pomoc

pipeta trzymana ukosem +0.5% pipete trzymac pionowo

(~30°)

niewtasciwa koncowka >0.4% stosowac koncowki

pipety odpowiadajgce uzywanej
pipecie (firmie)

gestos¢ odmierzanego -0.4% pipete skalibrowaé

odczynnika uzywajgc odmierzang ciecz

znacznie odbiega od
gestosci cieczy uzywanej
do kalibracji pipety

temperatura pomiaru -5.5% skalibrowacé pipete
znacznie odbiega od na nowe warunKi
temperatury kalibrac;ji temperaturowe
potozenie geograficzne -0.4% skalibrowac pipete

np. wysokos¢ nad poziom
morza 1000 m

Prace pipety automatycznej mozna tatwo sprawdzi¢ wazgc odmierzong objetosé
wody destylowanej na wadze analitycznej i porownujac mase wody z jej nominalng
objetoscig. Dla objetosci <1ul sprawdzenie za pomocg wagi analitycznej nie jest
praktycznie mozliwe i do tego celu uzywany jest specjalny test fotometryczny.

W laboratoriach, w ktérych wykonuje sie analizy medyczne doktadne wyniki analiz
moze gwarantowac tylko precyzyjne dziatanie w toku catego postepowania,
poczynajgc od pipetowania, poprzez wykonywanie oznaczen i kohczac na ocenie
analizy. Im mniejsza tolerancja btedu w kazdym uzywanym do przeprowadzania
analiz przyrzadéw, tym dokfadniejsze i precyzyjniejsze sg otrzymywane wyniki.
Zwykle wymagany jest atest i zgodnos¢ posiadanych przyrzadow, w tym pipet, z
normami danego kraju lub miedzynarodowymi np. ISO9001 i/lub gwarancje
spetnienia wymagan prawnych dotyczacych przyrzadow uzywanych w analizach
medycznych/diagnostycznych.

Budowa i postugiwanie si¢ mikroskopem swietinym

Mikroskop optyczny zbudowany jest z dwdch zasadniczych uktadéw: mechanicznego
i optycznego.

Czesciami mechanicznymi  mikroskopu sg: statyw, tubus z urzadzeniem
rewolwerowym i stolik. W statywie mikroskopu miesci sie¢ makrosruba i mikrosruba,
ktére stuzg do nastawiania ostrosci w mikroskopie. Stolik mikroskopu jest zwykle
ruchomy, mozna nim porusza¢ wzdtuz i w poprzek za pomoca srub, co utatwia
przesuwanie preparatu. W jego srodku znajduje sie otwor, przez ktory przechodzg
promienie Swiatta oswietlajgce preparat. Na stoliku znajdujq sie sprezynowe zaciski
do przytrzymywania szkietka podstawowego.




Ukfad optyczny mikroskopu skfada sie z uktadu powiekszajgcego (obiektywy, okular)
i uktadu oswietlajgcego (lampa elektryczna i kondensor).

Obiektywy sa najistotniejszg czescig mikroskopu. Zbudowane sg z metalowego
korpusu, w ktérym umieszczone sg soczewki i na ktorych widnieje numer wskazujacy
krotno§¢ powiekszenia. Obiektywy tworzg obraz rzeczywisty, odwrécony i
powiekszony. Okular mikroskopu stuzy do powiekszania obrazu wytworzonego przez
obiektyw. Skiada sie z dwoch ptasko-wypuklych soczewek, z ktérych goérna
powieksza obraz wytworzony przez obiektyw, za$ dolna zwieksza pole widzenia.
Okular daje obraz powiekszony, urojony, prosty. Uktad okular-obiektyw daje wiec
obraz odwrocony jaki powstat w wyniku dziatania obiektywu.

Uktad oswietlajgcy ma za zadanie dostarczenie takiej ilosci swiatta aby mozliwa byta
obserwacja preparatu. Pod stolikiem mikroskopu znajduje sie kondensor, ktérego
zadaniem jest prawidtowe oswietlenie preparatu.

Przy postugiwaniu sie mikroskopem nalezy przestrzegac kilku podstawowych zasad:

- dobiera¢ powiekszenie obiektywu do wielkosci obiektu i rodzaju informacji jakg sie
chce uzyskac podczas obserwacji mikroskopowych.

- ostro$¢ obrazu ustawiaé uzywajgc obiektywu o jak najmniejszym powiekszeniu np.
10x poniewaz gtebia ostrosci bedzie wieksza i ustawienie ostrosci fatwiejsze.

- zwracacC uwage na obiekt obserwacji podczas ustawiania ostrosci. Ruch obiektywu
powinien zawsze by¢ od obiektu a nie do obiektu. Pozwala to unikng¢ uszkodzenia
(zgniecenia) szkietka nakrywkowego i podstawowego oraz zniszczenia preparatu.

- nie uzywacC pokretet w mikroskopie, ktérych przeznaczenia nie znamy. Dla
bezpieczenstwa mikroskopu i badanego preparatu w przypadku jakichkolwiek
watpliwosci co do sposobu uzywania mikroskopu nalezy zwrdci¢ sie 0 pomoc do
prowadzgcego ¢éwiczenie.

- zwraca¢ uwage na szczegolne wymagania uzywanego obiektywu np. obiektyw
100x wymaga zwykle uzycia olejku immersyjnego naktadanego na szkietko
nakrywkowe.

Liczenie komérek w komorze hemocytometru

W hemocytometrze gestos¢ komorek okresla sie przez policzenie pod mikroskopem
komérek znajdujgcych sie na siatce w komorze cytometru. Komora ta ma
zdefiniowane wymiary (powierzchnie i wysokos¢) a zliczane sg komorki znajdujace
sie w polu o okreslonych wymiarach. Policzenie zdarzeh znajdujgcych sie w obrebie
kilku do kilkunastu takich pdl, przy zatozeniu homogennosci zawiesiny, pozwala na
wyliczenie ilosci komorek przypadajacej na jednostke objetosci.

Komore hemocytometru (Rys. 3) stanowi grube oszlifowane szkietko podstawowe, z
centralnie umieszczonymi siatkami do liczenia. Siatki rozdziela system rowkéw
uktadem przypominajacy litere H. Za rowkami znajdujg sie ograniczniki, na ktérych
umieszcza sie szkietko nakrywkowe. W ten sposob uzyskuje sie zamknietg komore,
ktorej wysoko$¢ liczona od powierzchni siatek do powierzchni szkietka
nakrywkowego wynosi doktadnie 0.1 mm. Szkietko nakrywkowe jest nieco wezsze od
szkietka podstawowego totez po zamknieciu komory nie zastania zagtebien, do
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ktorych wprowadza sie zawiesing komorek. Z zagtebien tych komorki sg kapilarnie
wciggane do komory i rozprowadzane na powierzchni siatki.
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Rys. 3. Widok komory hemocytometru szklanego.

Istnieje kilka rodzajow siatek hemocytometru. Jedng z czesciej uzywanych komor
jest komora Thoma z siatkg przedstawiong na Rys. 4.

Catkowita powierzchnia siatki to 1 mm?. Skfada sie ona z 16 duzych kwadratéw o
boku 1/5 mm, ktére rozdzielajg linie potrojne. Kazdy taki kwadrat podzielony jest
dalej na 16 matych kwadratow o boku 1/20 mm. Przecinajace sie linie potrojne
tworza réwniez kwadraty o boku 1/20 mm.

Small square = 1/400 sq. mm 1/25 sq. mm

Rys. 4. Siatka Thoma.

Metodyka liczenia:
- obiektyw x10;
- komore ustawi¢ tak, aby widoczne byto najwieksze pole ograniczone
liniami potréjnymi (pole o pow. 1mm?); (patrz rysunek ponizej)
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- liczy¢ komoérki lezace wewnatrz kwadratu (o boku 1/20mm) a takze na
goérnych i lewych liniach ograniczajacych ( @ ); nie liczy¢ komorek
znajdujacych sie na dolnych i prawych liniach ograniczajacych ( & );
pozwoli to unikngc liczenia tych samych komérek po dwa razy;

Obliczenie gestosci komorek:

- obliczy¢ $rednig ze zliczen (ilos¢ policzonych pdl zalezy od rodzaju
siatki i celu dla jakiego oznaczenie jest wykonywane);
- gestos¢ zawiesiny komorek [szt./ml] wyliczy¢ ze wzoru:
c=n/v

gdzie: ¢ — gestos¢ komorek
n —ilos¢ zliczonych komorek
v - objetos¢ komory;

Obecnie najczesciej w praktyce laboratoryjnej uzywa sie hemocytometrow
jednorazowych (plastikowych), sktadajgcych sie z zespolonych ze sobg elementéw
(potaczonej ze sobg komory i szkietka nakrywkowego). Pozwala to na unikniecie
dodatkowych czynnosci zwigzanych z przygotowaniem hemocytometru do liczenia
(sktadania komory), jej mycia i eliminuje niebezpieczenstwo uszkodzenia komory w
czasie analizy.

Zasady postugiwania sie hemocytometrem szklanym:

Hemocytometr jest prostym ale stosunkowo kosztownym przyrzadem (cena ok. 100
euro) z tego wzgledu nalezy dotozy¢ wszelkich staran aby nie uszkodzié/sttuc
komory.

Nalezy ograniczy¢ prace z komorg trzymang w reku i wszelkie operacje jak np.
czyszczenie, sktadanie, napetnianie komory, wykonywac¢ z komorg lezacq na stole
lub w niewielkiej odlegtosci od jego powierzchni. Prosze unika¢ przenoszenia komory
pomiedzy stotami laboratoryjnymi i przekazywania jej innym osobom poniewaz moze
to doprowadzi¢ do jej upuszczenia i sttuczenia.

Komore trudno uszkodzi¢ recznie a wiec nalezy jg trzymaé pewnie w reku tak aby nie
wypadta przypadkowo podczas manipulacji.

Po zakonhczeniu éwiczenia prosze samodzielnie nie my¢é komér ale pozostawic je
na stole do umycia przez personel pomocniczy lub prowadzacego ¢wiczenie.



