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Wstęp

W preparatyce helmintów stosowane są róż−
ne substancje chemiczne w celu ich utrwalenia,
konserwowania, barwienia, odwadniania, prze−
świetlania i zatapiania w postaci preparatu pół−
trwałego lub trwałego. W przedstawionej pracy
opisano procedurę wykonania preparatów trwa−
łych z Monogenea, Digenea, Cestoda, Nemato−
da i Acanthocephala, zatapianych w balsamie
kanadyjskim lub innej żywicy, przy zastosowa−
niu utrwalaczy i substancji odwadniających
opartych o kwas octowy oraz przy użyciu alko−
holu benzylowego jako medium do prześwietla−
nia. 

Opis procedury 

Preparaty zatopione w balsamie kanadyj−
skim mają długą trwałość, wykonanie ich wy−
maga jednak szeregu procedur. Pierwszym eta−
pem, zatrzymującym zachodzące w komórkach
procesy fizjologiczne, jest utrwalenie obiektu,

dzięki czemu zachowana zostaje ich struktura.
W klasycznej preparatyce stosuje się zazwyczaj
tzw. proste (jednoskładnikowe) utrwalacze,
głównie 60−75% roztwór etanolu (zimny lub
gorący) i 4% roztwór formaldehydu (zimny lub
gorący). Istnieją też utrwalacze złożone, tzn.
oparte na działaniu kilku substancji. Szczegól−
nie korzystnymi złożonymi utrwalaczami hel−
mintów są te, w skład których wchodzi lodowa−
ty kwas octowy, który ułatwia szybkie przeni−
kanie utrwalacza w głąb tkanek. Mogą to być,
np. AFA (alcohol−formalin−glacial acetic acid)
czy płyn Berlanda (od nazwiska Profesora Bjor−
na Berlanda, Katedra Biologii Uniwersytetu
w Bergen, Norwegia, obecnie na emeryturze),
stanowiący mieszaninę lodowatego kwasu
octowego i formaliny w proporcji 19:1 [1–3].
Szczególnie skuteczny dla utrwalania „świe−
żych” helmintów jest płyn Berlanda, podczas
gdy AFA (zawiera mniej lodowatego kwasu
octowego) czasami lepiej nadaje się do materia−
łu mrożonego. Przy stosowaniu płynu Berlanda
do materiału mrożonego obserwuje się odpada−
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nie kolców u przywr, a nawet haków u drob−
nych tasiemców. Często utrwalanie poprzedza−
ne jest zabiciem obiektów w gorącej wodzie,
w celu ich wyprostowania. Efekt rozluźnienia
helmintów (głównie drobnych przywr i tasiem−
ców) można też uzyskać umieszczając je w pro−
bówce z wodą do 1/3 wysokości, którą wstrzą−
sa się przez 3–4 minuty (do momentu rozlu−
źnienia się pasożyta). Następnie uzupełnia się
probówkę 96% etanolem i znowu wstrząsa kil−
ka razy; przy okazji obiekty ulegają także
utrwaleniu [4]. Proces wytrząsania trzeba jed−
nak wykonać bardzo ostrożnie, gdyż istnieje ry−
zyko przemieszczenia się narządów wewnętrz−
nych. Niektóre utrwalacze (gorący alkohol i go−
rący 4% formaldehyd, płyn Berlanda) zastoso−
wane do żywego materiału powodują z reguły
jednocześnie jego wyprostowanie i rozluźnienie
tkanek, w tym wynicowanie ryjka u kolcogło−
wów. Pod wpływem płynu Berlanda wyprosto−
waniu ulegają nawet mrożone wcześniej nicie−
nie. Czasami jednak, głównie w przypadku du−
żych tasiemców, warto pozostawić je w płynie
fizjologicznym do chwili rozluźnienia tkanek
(w lodówce może trwać to nawet kilka dni)
i wtedy dopiero zastosować utrwalacz. Przykła−
dowo plerocerkoidy Schistocephalus solidus
(pospolite pasożyty ciernika), osiągające 7,6
cm długości przy maksymalnej szerokości 1,1
cm i grubości 0,8 mm [5], potraktowane na ży−
wo gorącą formaliną lub mieszaniną lodowate−
go kwasu octowego i formaliny, mogą ulec
skurczeniu nawet o 1/5 długości ciała. Pozosta−
wianie dorosłych helmintów w płynie fizjolo−
gicznym czy wodzie wodociągowej powoduje,
że zaczynają one znosić jaja, co może być istot−
ne z punktu widzenia prowadzonego ekspery−
mentu. Z kolei pewne nicienie, np. samice z ro−
dzaju Filometroides należy niezwłocznie po
wypreparowaniu umieścić w utrwalaczu, gdyż
przetrzymywane w wodzie pękają. Czas utrwa−
lania przy zastosowaniu płynu Berlanda uza−
leżniony jest od budowy i wielkości poszcze−
gólnych pasożytów. Duże nicienie i kolcogło−
wy należy utrwalać kilka minut, duże płazińce
do 2 minut, natomiast małe, w tym Monogenea
i Digenea, a także drobne nicienie do 1 minuty.

Nie należy jednak przekraczać czasu utrwala−
nia, zwłaszcza w wypadku drobnych pasoży−
tów, ponieważ może dojść do ich zniszczenia.
Dlatego bezpieczniejszym od lodowatego kwa−
su octowego jest obniżenie stężenia do
90%–80%, a czasami nawet do 50%. Poza tym
można podwoić ilość formaliny, która zwięk−
sza twardość oskórka utrwalanych obiektów.
Ponieważ utrwalacz skutecznie przenika tkanki
nie ma potrzeby przekłuwania kolcogłowów,
co często robi się w przypadku innych utrwala−
czy. Płynu Berlanda nie powinno się stosować
dla helmintów posiadających w parenchymie
ciałka wapienne (np. larwy Diphyllobothrium,
metacerkarie) ponieważ reagują one z lodowa−
tym kwasem octowym. Także Niewiadomska
[6] podaje, że dla metacerkarii płyn Berlanda
nie zawsze okazuje się skuteczny. Obiekty
utrwalone w Płynie Berlanda konserwuje się
następnie w 70–75% etanolu.

Kolejnym etapem jest barwienie obiektów
w celu skontrastowania ich struktur wewnętrz−
nych. Z reguły barwienia wymagają Digenea
i Cestoda, ale czasami warto też zastosować
barwienie dla dużych okazów Monogenea (np.
Diplozoidae) i Acanthocephala. Jako barwni−
ków używa się przede wszystkim różnych ro−
dzajów karminu. Na przykład, dla dorosłych
stadiów helmintów stosowane są głównie ału−
nowe karminy Mayera i Gowersa [7–9], do
larw przywr, w tym sporocyst, redi i cerkari —
żelazowy karmin octowy Georgieva i wsp. [10,
11], a do metacerkarii — octowy karmin
Schneidera (stosowany też jako utrwalacz) [4].
Z kolei karmin Blachina (karmin kwasomleko−
wy Ruchadze i Blachina) ma zastosowanie do
świeżych, nieutrwalonych płazińcow [11].
Kwaśny karmin boraksowy wybarwia głównie
narządy wewnętrzne, a karmin kwasomlekowy
— przewody helmintów [12, 13]. Zabarwiony
obiekt wymaga różnicowania (wodą, zakwa−
szonym etanolem, czasami dodatkowo alka−
licznym etanolem, kwasem mlekowym) czyli
wypłukania nadmiaru barwnika; w efekcie
uzyskujemy ciemnej zabarwione struktury/na−
rządy wewnętrzne przy jaśniejszej parenchy−
mie i strukturach zewnętrznych.



Po barwieniu obiekty wymagają odwodnie−
nia. W tym celu najczęściej stosuje się szereg
alkoholowy o wzrastającym stężeniu. Procedu−
ra ta jest jednak czasochłonna. Dobrą i znacznie
szybszą metodą jest zastosowanie lodowatego
kwasu octowego [9], w którym np. obiekt o dłu−
gości 5 mm ulega odwodnieniu w ciągu 5 mi−
nut. Należy dodać, że obiekty (w tym przywry
z kolcami, czy tasiemce z hakami) utrwalone
w innym medium niż płyn Berlanda, np. etano−
lu, mogą także być odwadniane przy zastoso−
waniu lodowatego kwasu octowego — na tym
etapie już nie odpadają kolce i haki. Jednak sto−
sując lodowaty kwas octowy należy zachować
szczególną ostrożność, gdyż jest on substancją
żrącą i wywołuje poważne oparzenia. Warto za−
uważyć, że stosowanie lodowatego kwasu octo−
wego nie powoduje odkształceń odwadnianych
obiektów [9]. Obecnie przetestowano też sku−
teczność 90%, 80% i 50% kwasu octowego do
odwadniania helmintów. Roztwór 90% okazał
się równie dobrym jak lodowaty kwas octowy.
Z kolei 80% roztwór odwadniał większość
obiektów, jednak w wypadku dorosłych (posia−
dających jaja) tasiemców i kolcogłowów wy−
magał dwukrotnego zastosowania kwasu. Nato−
miast 50% kwas octowy okazał się wystarczają−
cy i skuteczny dla przywr.

Odwodnione obiekty prześwietla się najczę−
ściej w ksylenie, benzenie, toluenie czy kreozo−
cie. Można też zastosować, mniej toksyczny, al−
kohol benzylowy (C6H5CH2OH). Warto dodać,
że pasożyty prześwietlane w alkoholu benzylo−
wym, wcześniej odwadniane w szeregu alkoho−
lowym, nie wymagają stosowania alkoholu ab−
solutnego, a często wystarczy nawet stężenie
96%. Jednak prześwietlonych okazów nie nale−
ży przetrzymywać w alkoholu benzylowym,
ponieważ z czasem ulegają stwardnieniu i stają
się kruche. Dlatego, jeśli nie przewiduje się za−
topienia obiektu w balsamie kanadyjskim, nale−
ży go przemyć w 96% etanolu i przenieść do
roztworu o stężeniu 70–75%.

Podsumowując, na jakość uzyskanego pre−
paratu ma wpływ przynależność taksonomicz−
na, stadium rozwojowe, wielkość i jakość

obiektu (materiał żywy, mrożony). W związku
z tym preparatyka wymaga zazwyczaj indywi−
dualnego podejścia, a co za tym idzie opraco−
wywania i stosowania modyfikacji poszczegól−
nych procedur.
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