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Zastosowanie kwasu octowego i alkoholu benzylowego
w preparatyce parazytologicznej — zalety i wady

The application of acetic acid and benzyl alcohol in parasito-
logical preparations — advantages and disadvantages
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ABSTRACT. This work presents the application of acetic acid as a fixing and dehydrating agent and benzyl alcohol as
the clearing medium for helminths of the Monogenea, Digenea, Cestoda, Nematoda and Acanthocephala, and mounting

them in Canada balsam or other resins.
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Wstep

W preparatyce helmintéw stosowane sg roz-
ne substancje chemiczne w celu ich utrwalenia,
konserwowania, barwienia, odwadniania, prze-
Swietlania 1 zatapiania w postaci preparatu pot-
trwatego lub trwatego. W przedstawionej pracy
opisano procedur¢ wykonania preparatéw trwa-
tych z Monogenea, Digenea, Cestoda, Nemato-
da i Acanthocephala, zatapianych w balsamie
kanadyjskim lub innej zywicy, przy zastosowa-
niu utrwalaczy 1 substancji odwadniajacych
opartych o kwas octowy oraz przy uzyciu alko-
holu benzylowego jako medium do przeswietla-
nia.

Opis procedury

Preparaty zatopione w balsamie kanadyj-
skim majg dlugg trwatos¢, wykonanie ich wy-
maga jednak szeregu procedur. Pierwszym eta-
pem, zatrzymujacym zachodzace w komoérkach
procesy fizjologiczne, jest utrwalenie obiektu,

dzigki czemu zachowana zostaje ich struktura.
W klasycznej preparatyce stosuje si¢ zazwyczaj
tzw. proste (jednoskitadnikowe) utrwalacze,
gtéwnie 60-75% roztwér etanolu (zimny lub
goracy) 1 4% roztwoér formaldehydu (zimny lub
gorgcy). Istniejg tez utrwalacze zlozone, tzn.
oparte na dziataniu kilku substancji. Szczegdl-
nie korzystnymi zlozonymi utrwalaczami hel-
mintéw sg te, w sktad ktérych wchodzi lodowa-
ty kwas octowy, ktéry utatwia szybkie przeni-
kanie utrwalacza w gigb tkanek. Mogg to by¢,
np. AFA (alcohol-formalin-glacial acetic acid)
czy plyn Berlanda (od nazwiska Profesora Bjor-
na Berlanda, Katedra Biologii Uniwersytetu
w Bergen, Norwegia, obecnie na emeryturze),
stanowigcy mieszaning lodowatego kwasu
octowego 1 formaliny w proporcji 19:1 [1-3].
Szczegllnie skuteczny dla utrwalania ,,Swie-
zych” helmintéw jest ptyn Berlanda, podczas
gdy AFA (zawiera mniej lodowatego kwasu
octowego) czasami lepiej nadaje si¢ do materia-
tu mrozonego. Przy stosowaniu ptynu Berlanda
do materialu mrozonego obserwuje si¢ odpada-
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nie kolcow u przywr, a nawet hakéw u drob-
nych tasiemcOw. Czesto utrwalanie poprzedza-
ne jest zabiciem obiektow w goracej wodzie,
w celu ich wyprostowania. Efekt rozluZnienia
helmintéw (gtéwnie drobnych przywr i tasiem-
c6w) mozna tez uzyskaé umieszczajac je w pro-
béwce z wodg do 1/3 wysokosci, ktérg wstrzg-
sa si¢ przez 3—4 minuty (do momentu rozlu-
Znienia si¢ pasozyta). Nastgpnie uzupelnia si¢
probéwke 96% etanolem i znowu wstrzgsa kil-
ka razy; przy okazji obiekty ulegajg takze
utrwaleniu [4]. Proces wytrzgsania trzeba jed-
nak wykona¢ bardzo ostroznie, gdyz istnieje ry-
zyko przemieszczenia si¢ narzagdéw wewngtrz-
nych. Niektore utrwalacze (gorgcy alkohol 1 go-
racy 4% formaldehyd, ptyn Berlanda) zastoso-
wane do zywego materialu powodujg z reguty
jednoczesnie jego wyprostowanie i rozluZnienie
tkanek, w tym wynicowanie ryjka u kolcogto-
wow. Pod wptywem ptynu Berlanda wyprosto-
waniu ulegajg nawet mrozone wczesniej nicie-
nie. Czasami jednak, gtéwnie w przypadku du-
zych tasiemcéw, warto pozostawic je w ptynie
fizjologicznym do chwili rozluZnienia tkanek
(w lodéwce moze trwaé to nawet kilka dni)
i wtedy dopiero zastosowac utrwalacz. Przykta-
dowo plerocerkoidy Schistocephalus solidus
(pospolite pasozyty ciernika), osiagajace 7,6
cm diugosci przy maksymalnej szerokosci 1,1
cm i grubosci 0,8 mm [5], potraktowane na zy-
wo goracg formaling lub mieszaning lodowate-
go kwasu octowego i formaliny, mogg ulec
skurczeniu nawet o 1/5 dtugosci ciata. Pozosta-
wianie dorostych helmintéw w ptynie fizjolo-
gicznym czy wodzie wodociggowej powoduje,
ze zaczynajg one znosic jaja, co moze by¢ istot-
ne z punktu widzenia prowadzonego ekspery-
mentu. Z kolei pewne nicienie, np. samice z ro-
dzaju Filometroides nalezy niezwlocznie po
wypreparowaniu umiesci¢ w utrwalaczu, gdyz
przetrzymywane w wodzie pgkajg. Czas utrwa-
lania przy zastosowaniu ptynu Berlanda uza-
lezniony jest od budowy i wielkoSci poszcze-
gblnych pasozytéw. Duze nicienie i kolcogto-
wy nalezy utrwalaé kilka minut, duze ptaziice
do 2 minut, natomiast mate, w tym Monogenea
i Digenea, a takze drobne nicienie do 1 minuty.

Nie nalezy jednak przekraczaé czasu utrwala-
nia, zwlaszcza w wypadku drobnych pasozy-
tow, poniewaz moze dojs¢ do ich zniszczenia.
Dlatego bezpieczniejszym od lodowatego kwa-
su octowego jest obnizenie st¢zenia do
90%—-80%, a czasami nawet do 50%. Poza tym
mozna podwoié ilos¢ formaliny, ktéra zwiek-
sza twardos¢ oskorka utrwalanych obiektow.
Poniewaz utrwalacz skutecznie przenika tkanki
nie ma potrzeby przekluwania kolcogtowow,
co czgsto robi si¢ w przypadku innych utrwala-
czy. Pltynu Berlanda nie powinno si¢ stosowac
dla helmintéw posiadajacych w parenchymie
ciatka wapienne (np. larwy Diphyllobothrium,
metacerkarie) poniewaz reagujg one z lodowa-
tym kwasem octowym. Takze Niewiadomska
[6] podaje, ze dla metacerkarii ptyn Berlanda
nie zawsze okazuje si¢ skuteczny. Obiekty
utrwalone w Plynie Berlanda konserwuje si¢
nastepnie w 70-75% etanolu.

Kolejnym etapem jest barwienie obiektow
w celu skontrastowania ich struktur wewnetrz-
nych. Z reguly barwienia wymagaja Digenea
1 Cestoda, ale czasami warto tez zastosowacd
barwienie dla duzych okaz6w Monogenea (np.
Diplozoidae) i Acanthocephala. Jako barwni-
kéw uzywa si¢ przede wszystkim réznych ro-
dzajéow karminu. Na przyklad, dla dorostych
stadiow helmintéw stosowane sg gtéwnie altu-
nowe karminy Mayera i Gowersa [7-9], do
larw przywr, w tym sporocyst, redi i cerkari —
zelazowy karmin octowy Georgieva i wsp. [10,
11], a do metacerkarii — octowy karmin
Schneidera (stosowany tez jako utrwalacz) [4].
Z kolei karmin Blachina (karmin kwasomleko-
wy Ruchadze i Blachina) ma zastosowanie do
Swiezych, nieutrwalonych ptaziicow [11].
Kwasny karmin boraksowy wybarwia gtownie
narzady wewnetrzne, a karmin kwasomlekowy
— przewody helmintéw [12, 13]. Zabarwiony
obiekt wymaga réznicowania (wodg, zakwa-
szonym etanolem, czasami dodatkowo alka-
licznym etanolem, kwasem mlekowym) czyli
wypltukania nadmiaru barwnika; w efekcie
uzyskujemy ciemnej zabarwione struktury/na-
rzady wewngtrzne przy jasniejszej parenchy-
mie i strukturach zewnetrznych.
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Po barwieniu obiekty wymagaja odwodnie-
nia. W tym celu najczesciej stosuje si¢ szereg
alkoholowy o wzrastajacym stezeniu. Procedu-
ra ta jest jednak czasochtonna. Dobrg i znacznie
szybszg metodg jest zastosowanie lodowatego
kwasu octowego [9], w ktérym np. obiekt o dtu-
gosci 5 mm ulega odwodnieniu w ciggu 5 mi-
nut. Nalezy dodaé, ze obiekty (w tym przywry
z kolcami, czy tasiemce z hakami) utrwalone
w innym medium niz ptyn Berlanda, np. etano-
lu, mogg takze by¢ odwadniane przy zastoso-
waniu lodowatego kwasu octowego — na tym
etapie juz nie odpadajg kolce i1 haki. Jednak sto-
sujac lodowaty kwas octowy nalezy zachowaé
szczegllng ostroznos¢, gdyz jest on substancjg
zraca i wywoluje powazne oparzenia. Warto za-
uwazyc, ze stosowanie lodowatego kwasu octo-
wego nie powoduje odksztatcert odwadnianych
obiektow [9]. Obecnie przetestowano tez sku-
tecznos¢ 90%, 80% 1 50% kwasu octowego do
odwadniania helmintéw. Roztwér 90% okazat
si¢ rownie dobrym jak lodowaty kwas octowy.
Z. kolei 80% roztwor odwadnial wigkszos¢
obiektow, jednak w wypadku dorostych (posia-
dajacych jaja) tasiemcoéw 1 kolcoglowow wy-
magat dwukrotnego zastosowania kwasu. Nato-
miast 50% kwas octowy okazat si¢ wystarczaja-
cy i skuteczny dla przywr.

Odwodnione obiekty przeswietla si¢ najcze-
Sciej w ksylenie, benzenie, toluenie czy kreozo-
cie. Mozna tez zastosowaé, mniej toksyczny, al-
kohol benzylowy (CcH;CH,OH). Warto dodac,
ze pasozyty przeswietlane w alkoholu benzylo-
wym, wczesnie] odwadniane w szeregu alkoho-
lowym, nie wymagajg stosowania alkoholu ab-
solutnego, a czgsto wystarczy nawet stezenie
96%. Jednak przeswietlonych okazéw nie nale-
zy przetrzymywaé w alkoholu benzylowym,
poniewaz z czasem ulegajg stwardnieniu i stajg
si¢ kruche. Dlatego, jesli nie przewiduje si¢ za-
topienia obiektu w balsamie kanadyjskim, nale-
zy go przemy¢ w 96% etanolu i przenies¢ do
roztworu o stezeniu 70-75%.

Podsumowujac, na jakos¢ uzyskanego pre-
paratu ma wplyw przynaleznos¢ taksonomicz-
na, stadium rozwojowe, wielkoS¢ 1 jakosc

obiektu (materiat zywy, mrozony). W zwigzku
z tym preparatyka wymaga zazwyczaj indywi-
dualnego podejscia, a co za tym idzie opraco-
wywania i stosowania modyfikacji poszczegol-
nych procedur.
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