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Zastosowanie plynu Hoyera do diagnostyki i badan
morfologicznych niektorych pasozytow

Usage of the Hoyer’s medium for diagnostics and
morphological studies of some parasites
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ABSTRACT. Various modification of the mixture of gum arabic with chloral hydrate can be used for mounting of small
arthropods as well as some helminths. However, in diagnostic laboratories in Poland they seem to remain unknown. The
authors of current work present examples of the Hoyer’s medium application. The medium has been composed
according to the initial, given by Hoyer, hundred-years-old recipe, which was the root of all other, later used recipes.
Hoyer’s medium is universal in action and very comfortable to use in slides for microscope investigation. It gives the
immediate light-through effect, so it can be helpful in fast diagnostics. At the same time it allows to store the slides for
a relatively long time e.g. with education purpose.
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Wstep puszczone w wodzie, od przeszto 100 lat uzywane
sg przede wszystkim przez entomologéw i akarolo-
Zastosowanie gumy arabskiej potgczonej z Wo- o6y chociaz oryginalnie Hoyer zastosowal je
dzianem chloralu, jako podstawowych sktadnikéw do badan histologicznych.
medium uzywanego do zatapiania materialéw bio- Poniewaz oryginalna praca Hoyera [1] nie za-
logicznych i montowania preparatéw mikroskopo-  \ierata doktadnego ilosciowego sktadu medium,
wych, ma diugg historig, zwigzang z polskim leka- o praktyki przeszedt przepis ptynu Hoyera, podany
rzem-uczonym H. F. Hoyerem'. Substancje te, roz- przez Merceta [2]. Troche wczesniej Faure [3] za-

1 Hoyer Henryk Fryderyk (1834-1907), histolog, embriolog, lekarz, biolog. Urodzil si¢ w Inowroctawiu. Studiowal medycyne we
Wroctawiu, a nastgpnie w Berlinie, gdzie uzyskat stopient doktora medycyny i chirurgii. W 1859 r. zostat adiunktem fizjologii i hi-
stologii w Akademii Medyko-Chirurgicznej w Warszawie, a nast¢gpnie profesorem nadzwyczajnym. Od 1862 r. — profesor zwyczaj-
ny histologii i embriologii Wydziatu Lekarskiego Szkoty Gléwnej (pézniej Uniwersytet Warszawski). W roku 1871 przeprowadzit
przewdd doktorski z medycyny na Uniwersytecie Kijowskim. W Uniwersytecie Warszawskim pracowat jako profesor zwyczajny
do 1894 r. Jego dorobek naukowy obejmuje ponad 100 tytuléw z zakresu histologii, anatomii poréwnawczej, embriologii, fizjologii,
mikrobiologii i filozofii przyrody. Byl jednym z najwybitniejszych znawcéw techniki badari mikroskopowych, twoércag nowych me-
tod barwienia. W 1873 r. miat przyznany medal srebrny przez Towarzystwo Mitosnikéw Przyrodoznawstwa, Antropologii i Etno-
grafii za wystawienie wzorowych preparatéw histologicznych. Opracowat pierwszy w literaturze polskiej oryginalny podrecznik aka-
demicki Histologia ciata ludzkiego (1862). (na podstawie: Stownik biologéw polskich. 1987. (Red. S. Feliksiak). PWN, Warszawa)
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proponowal swéj przepis, ale z catkiem innymi pro-
porcjami wyjsciowych komponentéw i ponadto,
z dodatkowym sktadnikiem — kokaina. W ciagu na-
stepnych lat proponowane bylo wiele modyfikacji
przepisu, réznigcych sie proporcjami skladnikéw
i uzupetniajagcymi substancjami, takimi jak: syrop
glukozowy czy kwas octowy. Pojawienie si¢ licz-
nych przepiséw spowodowalo znaczne zamieszanie
w nazewnictwie stosowanych mediéw. Do dzisiaj
uzywane sg rézne ptyny o réznych nazwach (np.
ptyn Faure, de Faure, Berlese, Faure-Berlese, Swa-
na, Hoyera, Puri’ego, Davidsona i inne), ktérych
sktad nie zawsze jest mozliwy do okreslenia, jezeli
sugerowal si¢ wylacznie nazwg. W przegladzie
technik wykonywania oraz konserwacji preparatow
mikroskopowych stosowanych w Muzeum Historii
Naturalnej w Londynie, Brown w rozdziale ,,Gum
chloral mountains” podaje przepisy ponad dwudzie-
stu, bardziej lub mniej réznigcych si¢ mediéw [4].
Analizie r6znych przepiséw ,,gum-chloral medium”
poswigcona jest osobna praca Uptona [5]. Niedaw-
no zaproponowana zostata catkiem nowa modyfika-
cja ptynu Hoyera z dodatkiem jodu i jodku potasu
w roztworze wodnym, jako bardzo praktyczna me-
toda do badania drobnych roztoczy [6].

Do receptur opartych na gumie arabskiej si¢gajq
rowniez helmintolodzy, cz¢sciej w celu badania ta-
siemcdOw, rzadziej przywr i nicieni. Na ogdt uzywa-
ny przez siebie ptyn nazywaja ptynem Faure lub
Berlese, a nawet Faure-Berlese, rzadziej Hoyera.

Z doswiadczer wlasnych wiemy, ze w laborato-
riach zajmujacych si¢ rutynowg diagnostyka w Pol-
sce omawiane plyny praktycznie nie sg stosowane.
Poniewaz, przepisy na wykonanie tych ptynéw oraz
gotowe (komercyjne) produkty nie wszystkim sg
znane, celem tej pracy jest przedstawienie doswiad-
czen naszej pracowni ze stosowania jednego z pty-
néw — ptynu Hoyera, do réznego typu badai paso-
zytéw pochodzacych z réznych grup systematycz-
nych.

Material i metody

Medium do montowania preparatéw z pasozy-
tow zostalo wykonane wg sktadu i procedury opisa-
nej przez Dubining w metodycznej publikacji na te-
mat parazytologicznego badania ptakéw [7]. Poda-
jac przepis autorka uzyta nazwy ,,mieszanina gumy
arabskiej (ptyn Faure-Berlese)”. Poniewaz struktura
sktadnikéw medium w przepisie Dubininy jest nie-
malze identyczna ze sktadem plynu Hoyera wg
Merceta [2], a za to rézni si¢ znaczgco od innych

plynéw, ktére rowniez bazujg na gumie arabskiej
i wodzianie chloralu, przyjeliSmy, aby uzywac na-
zwy ,,ptyn Hoyera”.

Sklad uzywanego przez nas ptynu Hoyera wg
recepty podanej przez Dubining [7]

Wodzian chloralu (hydrat chloralu, ang. chloral
hydrate, CI3CCH (OH) ,) — 160 g

Guma arabska (ang. gum arabic) — 24 g

Gliceryna — 16 ml

Woda destylowana — 40 ml

Dla poréwnania, oryginalna receptura ptynu
Hoyera wg Merceta [2]

Wodzian chloralu — 200 g

Guma arabska — 30 g

Gliceryna — 20 ml

Woda destylowana — 50 ml

Sposéb przygotowania ptynu Hoyera

Do szczelnej szklanej butelki nala¢ wode, wsy-
pa¢ gume arabskg i zostawi¢ w cieplarce na kilka
godzin w temperaturze 50-60°C. Doda¢ gliceryng
i wodzian chloralu, zostawi¢ w cieplarce na 1-3 dni,
do pelnego rozpuszczenia si¢ gumy arabskiej. Zale-
ca si¢ rowniez przefiltrowanie otrzymanego ptynu
w cieplarce przez gazg. Plyn przechowywad
w ciemnym miejscu; do biezacej pracy mozna odlac¢
niewielkg ilos¢ do mniejszego pojemnika z zakra-
placzem.

Sporzgdzanie preparatéw

Na podstawowym szkietku na badany materiat
(zeskrobina skoéry, rzgsa, wlos lub siers¢) nanies¢
krople ptynu Hoyera, przykry¢ szkietkiem nakryw-
kowym. Preparat mozna oglada¢ pod mikroskopem
natychmiast (rzesa, wios), lub po kilku minutach
(naskérek). Gdy jest wystarczajaco przeswietlony,
mate roztocza sg tatwe do zaobserwowania.

Helminty, utrwalone lub nieutrwalone (male
okazy albo fragmenty), zalewa si¢ kroplag ptynu
Hoyera i po przykryciu szkietkiem nakrywkowym
preparat szybko staje si¢ przezierny i nadaje si¢
do ogladania.

Dokumentacja fotograficzna

Uzyto kamery fotograficznej Olympus C-7070,
zamontowanej na mikroskopie Olympus BXA40.
Do sterowania kamery przez komputer i archiwiza-
cji zdje¢ uzyte zostato oprogramowanie Cam2Com
(Wersja 4.1.2.43).

Pasozyty zatopione w plynie Hoyera

Do oceny przydatnosci ptynu Hoyera, jako me-
dium do zatapiania materialow biologicznych, uzy-
liSmy preparatéw, swiezo sporzgdzonych albo prze-
chowywanych przez ponad 10 lat, z pasozytéw na-
lezacych do réznych grup systematycznych.
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1. Samica swierzbowca (Sarcoptes scabiei) w wy-
cinku naskoérka pacjenta, preparat sporzadzony bez
jakiegokolwiek uprzedniego utrwalania w listopa-
dzie 1998 r., na fotografii stan z czerwca 2009 r.

2. Nuzeniec (Demodex sp.) na rzgsach pobranych
od pacjenta, réwniez bez utrwalania, zdjgcie zrobio-
no po 1 godz. od zmontowania preparatu.

3. Skoleks tasiemca Dilepis undula z wieficem ha-
kéw ryjkowych, zatopiony po utrwaleniu w alkoho-
lu.

4. Fragment strobili Aploparaksis sp., zatopiony
po utrwaleniu w alkoholu.

5. Jajo Toxocara canis uzyskane metoda flotacji
z gleby, bez utrwalenia, stan po 3 latach od zrobie-
nia preparatu.

6. Furkocerkaria przywry (Schistosomatidae gen.
sp.), utrwalona alkoholem, zabarwiona karminem,
stan po 2 latach od zatopienia materiatu.

Whyniki i ich oméwienie

Wykrywanie matych roztoczy

Postgpowanie diagnostyczne w kierunku swierz-
bu i nuzycy wywolanych przez r6zne gatunki ma-
tych Acari, zaréwno u zwierzat jak i u ludzi, opiera
si¢ na przeszukiwaniu pod mikroskopem prepara-
tow sporzadzonych z zeskrobiny pobranej ze zmie-
nionych miejsc skéry albo z depilowanych rzes,
brwi, wloséw czy siersci. W ostatnich latach obser-
wujemy zwigkszone zapotrzebowanie na wykony-
wanie badan laboratoryjnych w kierunku tych skoér-
nych parazytoz. Przyktadowo, ludzka posta¢ nuzy-
cy, w zasadzie uwazana za niegroZng, w ostatnim
okresie jest coraz czesciej brana pod uwage jako
przyczyna, lub jako dodatkowy czynnik etiologicz-
ny, w przewleklych i nie poddajacych si¢ leczeniu
zapalen skéry i brzegéw powiek. A i przypadkéw
Swierzbu w Polsce wcale nie ubywa.

W réznych publikacjach przeznaczonych dla
diagnostéw, polecane sg rozmaite i bardzo zréznico-
wane metody badania tych materialéw. W laborato-
riach dermatologicznych do wykrywania matych
roztoczy z rodzaju Sarcoptes i Demodex najczgsciej
stosuje si¢ maceracje zeskrobiny naskodrka lub wto-
sOw potozonych na szkietku podstawowym w kro-
pli 4-5% roztworu KOH Iub NaOH przez 1 godz.;
réwniez polecane sg rézne ptyny i rozpuszczalniki
dobrze przenikajace do tkanek i tym samym prze-
Swietlajagce material, takie jak: gliceryna, kwas mle-
kowy, laktofenol, dimetylosulfotlenek (DMSO),
a nawet ksylen. Do wykrywania swierzbowcow
Sarcoptes zalecane jest przez Centrum Zwalczania

i Zapobiegania Choréb sporzadzenie preparatéw
z uzyciem laktofenolu i bi¢kitu anilinowego [8].
Wszystkie te wymienione substancje zapewniajg
szybka diagnoze, ale bezpowrotnie uszkadzaja ma-
teriat (szczegdlnie przez roztwory zasad) i w rezul-
tacie nie dajg efektu trwatego preparatu.

Najprostsza metod¢ ujawniania nuzericéw, ogla-
danie usunig¢tego owlosienia i zeskrobiny po potoze-
niu ich migdzy suchymi szkietkami podstawowymi,
stosujg laboratoria o duzym doswiadczeniu [9,10],
ale dla os6b poczatkujacych moze to by¢ za trudne.
Do montowania trwalych preparatéw z drobnych
stawonogéw réwniez moga by¢ uzywane takie me-
dia, jak glicero-zelatyna, PVA, rhodoviol, a takze
ptyny zawierajace gume¢ arabskg [11,12]. Czasem
mozna napotkac i bardzo skomplikowane metody,
takie jak np. barwienie za pomocg biekitu Evansa,
Sudanu III, czy barwnikéw fluorescencyjnych, kté-
re sg jednak drogie i trudne do wykonania w prze-
cietnym laboratorium.

W preparatach, w ktérych uzyliSmy ptynu Hoy-
era, w swierzbowcu (Fot. 1, preparat sporzadzo-
ny 11 lat temu) i w nuzericu (Fot. 2, material swie-
7o zatopiony w plynie), widoczne sg wszystkie
struktury zwigzane z chitynowymi powtokami ciala.
Poniewaz sg to elementy r6znie zatamujace swiatto,
szczegblnie dobre efekty daje obserwacja w mikro-
skopie z kontrastem fazowym lub kontrastem No-
marskiego. Preparaty sg zabezpieczone przed wysy-
chaniem poprzez otoczenie brzegéw szkietka na-
krywkowego lakierem i sg uzywane jako szkolenio-
we dla studentéw.

Uzupeliajaca metoda do badan morfologicz-
nych helmintéw

Zastosowania mieszaniny gumy arabskiej i wo-
dzianu chloralu w badaniach pasozytniczych ptazin-
céw sg rozmaite. R6zni autorzy postugiwali si¢ tym
medium przy badaniu, na przyklad, systemu nerwo-
wego przywr [13], hakéw ryjkowych tasiemcéw
ssakow owadozernych [14], skolekséw i jaj Echino-
coccus multilocularis [15].

W naszej praktyce ptyn Hoyera wykorzystujemy
do obserwacji takich detali, jak: skoleksy, haki, kol-
ce, dojrzale jaja, oderwane pojedyncze proglotydy,
mate larwy typu cerkarii, cysticerkoidow, czgsto
wraz z zywicielami posrednimi, np. matymi skoru-
piakami. Takie materialy nie wymagajg poprzedza-
jacego utrwalenia ani barwienia (ale te zabiegi mo-
g3 by¢ réwniez wykonane). Uzywany przez nas
ptyn Hoyera, daje bardzo dobry efekt przeswietlenia
tkanek i uwidacznia, migdzy innymi, takie struktu-
ry, jak haki ryjkowe (Fot. 3), przedsionki plciowe,
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Fot. 1-6. Pasozyty zatopione w ptynie Hoyera. 1. Swierzbowiec Sarcoptes scabiei, samica i jaja w

naskorku; 2. Nuzeniec Demodex sp., osobnik dorosty; 3. Tasiemiec Dilepis undula, wieniec hakéw ryjkowych (a),
haki (b); 4. Tasiemiec Aploparaksis sp., cirrus, widoczne uzbrojenie na powierzchni czg¢sci bazalnej; 5. Nicie
Toxocara canis, jajo z larwa, na powierzchni widoczne urzezbienie; 6. Furkocerkaria przywry z rodziny
Schistosomatidae, widoczna krystalizacja medium.

Photos 1-6. Parasites mounted in Hoyer’s medium. 1. Mite Sarcoptes scabiei, female and eggs in epidermis; 2. Mite
Demodex sp., adult; 3. Tapeworm Dilepis undula, rostellar hooks (a, b); 4. Tapeworm Aploparaksis sp., armed
cirrus; 5. Nematode Toxocara canis, egg with larva; 6. Cercaria of blood flukes (Schistosomatidae), note crystallization

of medium.
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przewody narzadéw piciowych, kolce na cirrusie
(Fot. 4), urzezbienie na powierzchni otoczek jaj,
ktére pozwala na odréznienie pokrewnych i bardzo
podobnych gatunkéw (Fot. 5). W przeciwienistwie
do preparatow sporzadzonych z robakéw barwio-
nych, te powinny by¢ ogladane w mikroskopie
z ciemnym polem widzenia i przy uzyciu kontrastu
fazowego albo kontrastu Nomarskiego. Preparaty
zamknigte w plynie Hoyera sg bardzo dobrym uzu-
petieniem klasycznych preparatéw barwionych
karminem i zamykanych w balsamie kanadyjskim,
szczegllnie do sledzenia morfologii tasiemcow.
Jednoczesnie, medium to dobrze sprawdza si¢ pod-
czas przechowywania preparatéw, jak wynika z na-
szego doswiadczenia, przez okres, co najmniej, kil-
kunastoletni, jezeli sa odpowiednio zabezpieczone.
Zalety i wady ptynu Hoyera
1. Jest to medium, w ktérym pasozyty jednoczesnie
sg zabijane, konserwowane, przeswietlane i monto-
wany jest preparat;
2. Daje dobry i natychmiastowy efekt przeswietlajg-
cy, po kilku minutach obiekty stajg si¢ bardzo przej-
rzyste i struktury morfologiczne dobrze widoczne;
3. W przechowywanych preparatach, juz po kilku
dniach, ptyn Hoyera ulega zageszczeniu, czesciowo
odparowuje i pdzZniej twardnieje. W wigkszosci
przypadkéw preparaty pozostaja w dobrym stanie
przez kilka—kilkanascie lat, jednakze, w niektérych
dochodzi do krystalizacji medium (Fot. 6), prawdo-
podobnie w skutek absorpcji wody [16] albo nad-
miernego podsuszenia. Dla uniknigcia lub opdZnie-
nia tych niekorzystnych proceséw, zaleca si¢ ota-
czanie szkietka przykrywkowego lakierem (my sto-
sujemy emali¢ nitrocelulozowg, mozna tez uzy¢ la-
kieru do paznokci).
4. Medium to pozwala na gromadzenie preparatow,
ich przechowywanie i oglgdanie w p6Zniejszym, do-
godnym terminie nawet po wielu latach. Tak przy-
gotowane preparaty mogg postuzy¢ do badain mor-
fologicznych, a sg na tyle trwate, ze mogg by¢ wy-
korzystane w celach szkoleniowych i dydaktycz-
nych;
5. Jezeli zaistniataby konieczno$¢ rozmontowania
preparatu i odzyskania materialu, jest to mozliwe ze
wzgledu na tatwos¢ rozpuszczania si¢ w wodzie
wysuszonego medium.

Whiosek

Plyn Hoyera jest uniwersalnym w dziataniu, wy-
godnym w uzyciu srodkiem do montowania trwa-
tych preparatow ze Swierzbowcéw, nuzencow

i z niektérych helmintéw. Jego przydatnos¢ jest du-
za, szczegblnie w szybkiej diagnostyce, ale rowniez
w pracach o charakterze badawczym oraz do wyko-
rzystania na zajeciach ze studentami.
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