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Streszczenie

Podstawowym warunkiem dobrze przeprowadzonej mikroskopowe]j diagno-
styki parazytologicznej jest prawidtowe przygotowanie preparatéw przezna-
czonych do oceny. Artykut zawiera szczegétowe, przystepnie podane instruk-
cje dotyczace metod badan, w tym prawidtowego wykonania rozmazéw krwi,
szpiku kostnego oraz katu przeznaczonych do bezposrednich badan parazyto-
logicznych. Przedstawione sg rowniez, sprawdzone przez nas, najwazniejsze
metody barwienia tych materiatéw oraz instrukcje wykonania podstawowych
utrwalaczy stosowanych w badaniach parazytologicznych. Zaprezentowano
takze najcze$ciej stosowane metody hodowli in vitro larw nicieni jelitowych
i petzakéw amfizoicznych. Ponadto opisano, w jaki sposéb nalezy ogladac wy-
konane preparaty, a w uwagach i komentarzach znajdujg sie praktyczne po-
rady i wyjasnienia niektérych procedur. Zawarte w pracy informacje powinny
by¢ pomocne, zwtaszcza dla mniej doswiadczonych diagnostéw, w codziennej
praktyce w parazytologicznych laboratoriach medycznych.

Stowa kluczowe: barwienie, diagnostyka mikroskopowa, hodowla, kat, krew,
pasozyty

Abstract

The basic condition for well-conducted microscopic parasitological
diagnostics is the correct preparation of preparations intended for evaluation.
The article contains detailed, accessible instructions on examination
methods, including the correct preparation of smears: blood, bone marrow,
and stool intended for direct parasitological examinations. It also presents
the most important methods of staining these materials, tested by us, and
instructions for the preparation of basic fixatives used in parasitological
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examinations. It also describes the most commonly used methods of in vitro culture of intestinal nematode
larvae and amphizoic amoebas. In addition, it describes how to view the prepared preparations, and the
notes and comments contain practical advice and explanations of some procedures. The information
contained in the work should be helpful, especially for less experienced diagnosticians, in their daily practice

in parasitological medical laboratories.

Keywords: blood, cultivation, microscopic diagnostics, parasites, staining, stool

WSTEP

W niniejszym opracowaniu przedstawione zostaty
szczegotowe, praktyczne instrukcje dotyczgce metod
parazytologicznego badania krwi i katu, w tym prawi-
dtowego wykonania preparatow przeznaczonych do
rutynowej diagnostyki mikroskopowej oraz najczesciej
stosowane metody barwienia preparatow. Podano takze
podstawowe (najprostsze) metody hodowli pasozytow,
ktore zwiekszajg szanse wykrycia i identyfikacji nicie-
ni jelitowych z rodzajow Strongyloides, Ancylostoma,
Necator i Trichostrongylus oraz petzakow amfizoicz-
nych z rodzaju Acanthamoeba.

W dostepnym pismiennictwie mozna znalez¢ wiele prze-
piséw na wykonanie barwienia, zwtaszcza rozmazow
katu, ktére moga nieznacznie roznic sie miedzy sobg,
przede wszystkim czasem przetrzymywania prepara-
tow w kolejnych odczynnikach szeregu barwigcego.
Rozbieznosci te mogg by¢ spowodowane uzywaniem
odczynnikéw réznych producentéw lub chociazby pre-
ferencji co do intensywnosci zabarwienia preparatéw
uzyskanych poszczegolnymi metodami [1-7]. W niniej-
Szym opracowaniu zawarto przepisy sprawdzone i sto-
sowane w naszych laboratoriach. Diagnosci mogg je
dostosowac do mozliwosci swojego laboratorium lub
wiasnych preferenciji.

METODY PARAZYTOLOGICZNEGO
BADANIA KRWI | SZPIKU KOSTNEGO

Mikroskopowa ocena barwionych rozmazéw krwi (nie-
kiedy tez szpiku kostnego) jest czesto metodg z wy-
boru (,ztotym standardem”) w diagnostyce choréb
pasozytniczych przenoszonych przez krwiopijne sta-
wonogi. Metoda ta umozliwia nie tylko wykrycie paso-
zytéw, lecz takze identyfikacje poszczegdlnych form
rozwojowych i okreslenie intensywnosci inwazji, co ma
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kluczowe znaczenie dla podjecia wtasciwych dziatan
terapeutycznych. Warunkiem dobrze przeprowadzo-
nego badania mikroskopowego rozmazow krwi jest
ich wiasciwe wykonanie i zabarwienie. Ponizej podano
doktadne instrukcje wykonania, barwienia i oceny pre-
paratéw mikroskopowych przeznaczonych do badan
w kierunku poszczegdlnych parazytoz.

BADANIE MIKROSKOPOWE
KRWI W KIERUNKU MALARII
| BABESZJOZY

Do badania mikroskopowego w kierunku malarii i babe-
szjozy najlepiej pobrac¢ krew wiosniczkowa, np. z opuszki
palca. Preparaty mozna wykona¢ bezposrednio przy
t6zku pacjenta lub pobrac¢ krew do probowki z EDTA.
W tym drugim przypadku preparaty powinny by¢ wy-
konane do godziny od pobrania krwi. Do petnego ba-
dania potrzebne sg dwa rodzaje preparatow, tzw. gru-
ba kropla oraz cienki rozmaz. Zaleca sie wykonac po
2 — 3 preparaty kazdego rodzaju. Szczegotowy opis,
jak poprawnie przygotowac rozmazy przeznaczone
do badania, podany jest w tabeli I. Wiasciwie wykona-
ne rozmazy nalezy odpowiednio zabarwi¢. W tabeli I
przedstawione zostaty najczesciej stosowane w para-
zytologii metody barwienia preparatow krwi.

Ocena preparatéw

Zabarwione preparaty oglagda sie pod powiekszeniem
obiektywu 100x. Parazytemie w malarii i babeszjozie
okresla sie jako procent zarazonych erytrocytéow (bez
wzgledu na liczbe zawartych w nich pasozytéw) do co
najmniej 500 wszystkich krwinek policzonych. W dia-
gnozowaniu malarii nie nalezy liczy¢ erytrocytow zawie-
rajgcych gametocyty, poniewaz sg to formy inwazyjne
dla komara, nie biorg dalej udziatu w cyklu krwinkowym,
a moga byc¢ obecne w krwi ludzkiej nawet do dwoch
tygodni po wyleczeniu pacjenta.
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BADANIE MIKROSKOPOWE |
KRWI W KIERUNKU PASOZYTOW
POZAKRWINKOWYCH
(TRYPANOSOM, FILARII)

W celu wykrycia trypanosom, z krwi zylnej pobranej na
EDTA (4 ml), jeszcze przed oddzieleniem sie krwinek
od osocza, nalezy wykonac rozmazy i grube krople,
podobnie jak w diagnostyce malarii. Po odwirowaniu
krwi (przy 500 x g przez 10 min) lub samoistnym
opadnieciu krwinek nalezy wykonac¢ takie same
preparaty z probki pobranej z warstwy krwinek przy
granicy z osoczem. Najwiecej trypanosom znajduje
sie nad warstwag erytrocytow w cienkiej warstewce
leukocytow. W obu przypadkach zaleca sie dodatkowo
wykonac po 2 rozmazy nieco grubsze, ktére moga by¢
pomocne w przypadku bardzo niskiej parazytemii.
Z prébki pobranej z dolnej czesci osocza (na granicy
z krwinkami) mozna wykonac¢ preparat mokry, w ktérym
bedg widoczne zywo poruszajgce sie pasozyty. Rozmazy
i grube krople nalezy barwi¢ podobnie jak w przypadku
malarii, stosujgc metode Giemsy lub Pappenheima.
Preparaty barwione oglada sie pod powiekszeniem
obiektywu 100x, preparat mokry pod powiekszeniem
obiektywu 40x lub 60x. Przy wiekszej parazytemii
mozna rowniez wykry¢ omawiane pierwotniaki w krwi
wiosniczkowe).

W przypadku filarioz bada sie krew zylng pobrang na
EDTA, a wykonane rozmazy powinny by¢ grubsze niz do
badan w kierunku malarii i babeszjozy, tzn. z wiekszej
ilosci krwi (10 pl). Preparaty utrwala sie alkoholem me-
tylowym absolutnym i barwi odczynnikiem Giemsy. Po
wykryciu larw (mikrofilarii) w preparatach barwionych
odczynnikiem Giemsy powinno sie zastosowac takze
bardziej ztozone barwienie hematoksyling, pomocne
w odréznianiu mikrofilarii ostonkowych od bezoston-
kowych, poniewaz barwnik Giemsy nie zawsze wybar-
wia u tych pierwszych ostonke.

Koncentracja mikrofilarii wg Knotta

Metoda ta jest szczegdlnie przydatna w diagnostyce fi-
larioz u 0sob po krétkotrwatych pobytach w rejonach en-
demicznego wystepowania pasozytow, gdyz najczesciej
parazytemia u tych osob jest niewielka i w preparatach
grubej kropli mozna nie wykry¢ mikrofilarii. 1 lub 2 ml krwi
zylnej pobranej na EDTA nalezy zmiesza¢ odpowiednio
z 9 lub 18 ml 2% roztworu formaliny w wodzie destylo-
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wanej. Mozna tez zmieszac krew w wyzej podanej pro-
porcji z wodg destylowang. Zawiesine po catkowitej he-
molizie nalezy odwirowac (500 x g przez 10 min) lub po-
zostawi¢ do sedymentacji na okoto 6 godzin. Z osadu
wykonuje sie mokry preparat (nie przykrywac szkietkiem
nakrywkowym) i przeglada pod powiekszeniem obiektywu
10 — 20x. W przypadku wyniku dodatniego preparat nalezy
wysuszy¢, utrwali¢ metanolem i zabarwi¢ odczynnikiem
Giemsy, po czym ogladac¢ pod powiekszeniem obiekty-
wu 10 — 20x, a dla zaobserwowania szczegotow pod
powiekszeniem obiektywu 100x. Wstepne badanie krwi,
obejmujgce preparaty mokre po hemolizie wodg, pozwala
na zaobserwowanie zywych, poruszajgcych sie mikrofi-
larii, co utatwia ich wykrycie. W preparatach mokrych, po
hemolizie roztworem formaliny, martwe larwy sg wypro-
stowane. Przed odwirowaniem lub sedymentacjg mate-
riat mozna podzieli¢ na dwie czesci w celu zmniejszenia
objetosci osadu leukocytow. Prébka hemolizowana roz-
tworem formaliny, w przeciwienstwie do probki hemoli-
zowanej woda, nie wymaga oceniania od razu.

Rozcienczenie odczynnika Giemsy w barwieniu pasozy-
tow pozakrwinkowych jest takie samo jak w przypadku
Plasmodium spp. Czas barwienia nalezy dostosowac
do konkretnego odczynnika stosowanego w laborato-
rium, przy czym najczesciej wystarczy barwic¢ 30 minut.

BADANIE MIKROSKOPOWE
SZPIKU KOSTNEGO W KIERUNKU
LEISZMANIOZY"

Wykonane rozmazy szpiku kostnego, pobieranego do ba-
dan w kierunku obecnosci form amastigota Leishmania
spp. w makrofagach, powinny by¢ grubsze niz rozmazy
krwi w przypadku diagnostyki malarii. Przebieg barwie-
nia (metoda Giemsy) jest taki sam jak w badaniach krwi
w kierunku pasozytow pozakrwinkowych. Zabarwione
preparaty oglada sie pod powiekszeniem obiektywu 100x.

" W taki sam sposob barwi sie badany w kierunku le-
iszmaniozy wysiek pobrany ze zmiany skornej (prepa-
rat odciskowy).

METODY PARAZYTOLOGICZNEGO
BADANIA KALU

W rozpoznawaniu wiekszosci parazytoz jelitowych
z wyboru stosowana jest diagnostyka koproskopowa,
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obejmujgca badanie rozmazow katu bezposrednich i po
zageszczeniu. Bezposredni rozmaz katu (w 0,9% NaCl)
jest najprostszy w wykonaniu, pozwala wykry¢ obecnosc¢
pasozytow i ich form dyspersyjnych. Metoda ta umoz-
liwia wykrycie réwniez trofozoitéw pierwotniakow. Jej
skutecznosc jest jednak ograniczona w przypadku ni-
skiej intensywnosci inwazji. W zwigzku z tym rownolegle
z bezposrednim rozmazem katu wykonuje sie badania
z zastosowaniem technik zageszczajgcych pasozyty:
flotacji i sedymentacji. W technikach flotacyjnych formy
pasozytnicze (lekkie jaja, cysty i oocysty) wyptywaja na
powierzchnie roztworu o duzym ciezarze wtasciwym,
a podczas sedymentacji w wodzie jaja, larwy, cysty i oocy-
sty opadajg na dno naczynia. Kolejng metoda, ktdrg sto-
suje sie do wykrywania jaj i larw helmintéw oraz oocyst
Sarcocystis, jest rozmaz gruby wedtug Kato i Miura. Kaz-
da z metod ma pewne ograniczenia, dlatego badanie katu
wykonuje sie rownolegle kilkkoma metodami, co znacza-
co zwieksza czuto$é prowadzonej diagnostyki[1, 2, 4, 5].
Metody bezposrednie i podstawowe metody zagesz-
czajgce stosowane w badaniach mikroskopowych katu
przedstawione sg w tabeli lll. Istniejg rowniez komercyjne
zestawy przeznaczone do zageszczania pasozytow. Sg
one modyfikacjg metody formalinowo-octanowo etylo-
wej. Kat do badan parazytologicznych przy uzyciu takich
zestawow nalezy przygotowywac zgodnie z instrukcija
producenta. Zestawy te wyposazone sg w filtr przesie-
wowy, ktory zatrzymuje wieksze czgsteczki znajdujgce
sie w kale (np. niestrawione resztki pokarmowe). Na
rynku dostepne sg rozne produkty, rowniez takie, ktore
posiadajg dodatkowo filtr ttuszczowy, dlatego w zesta-
wach tych nie ma potrzeby stosowania octanu etylu.
Roztwory wykorzystane w zestawach majg wtasciwo-
sci konserwujgce i mozna przechowywac przygotowa-
ne w ten sposéb probki (np. do celdw szkoleniowych).
Podobnie jak w klasycznej metodzie formalinowo-octa-
nowo etylowej, stosowanie komercyjnych zestawow
rowniez wymaga korzystania z wirowki oraz wytrzg-
sarki. Jednak ze wzgledu na to, ze ilos¢ badanego katu
przy uzyciu minizestawow (najczesciej stosowanych)
jest znacznie mniejsza niz w klasycznych metodach
sedymentacyjnych, pasozyty moga nie zostac¢ wykryte
w przypadku niskiej intensywnosci inwaz;ji.

WYMAZ OKOLOODBYTNICZY
W KIERUNKU OWSICY

Materiat do oceny mikroskopowej w kierunku owsicy

I diagnostyka laboratoryjna Journal of Laboratory Diagnostics

pobiera sie ze skory wokot odbytu, gdzie mozna wy-
kry¢ jaja pasozyta ztozone przez samice Enterobius
vermicularis. Zestawy do wykonania wymazu mozna
sporzadzi¢ w laboratorium i wraz z instrukcjg przeka-
zywac pacjentom (najczesciej rodzicom dzieci z podej-
rzeniem owsicy), aby samodzielnie wykonali wymaz
w domu. Istniejg takze komercyjne zestawy do pobie-
rania materiatu. Wymaz najlepiej zrobi¢ wczesnie rano,
koniecznie przed wyproznieniem i podmyciem. W razie
uzyskania wyniku ujemnego zaleca sie powtdrzenie ba-
dania jeszcze dwukrotnie w odstepach jednodniowych.
W przypadku zestawow przygotowywanych przez labo-
ratorium najczesciej wykonuje sie wymaz, stosujgc me-
tode Grahama. Instrukcje przygotowania zestawu oraz
sposob pobrania materiatu przedstawiono w tabeli IV.

PODSTAWOWE UTRWALACZE,
BARWNIKI | METODY
BARWIENIA STOSOWANE

W PARAZYTOLOGICZNYCH
BADANIACH KALU

Formalina to stezony (nasycony 35 — 40%) wodny roz-
twor formaldehydu. Odpowiednio rozcienczony stuzy
jako utrwalacz do konserwacji roznych probek biolo-
gicznych. W parazytologii odczynnik ten najczesciej
jest stosowany do konserwacji cyst i oocyst pierwot-
niakow, jaj helmintéw, a takze larw (jednak tych ostat-
nich nie zawsze z dobrym efektem). Pasozyty w probce
katu zakonserwowanej w formalinie mozna barwic
safraning. Utrwalacz ten nie uniemozliwia barwienia or-
ganizmodw kwasoopornych, nie jest jednak odpowiedni
do konserwowania katu przeznaczonego do wykonania
trwatych preparatow barwionych trichromem. Ponadto
formalina, jako inhibitor reakcji PCR, ogranicza jej za-
stosowanie w przypadku prébek przeznaczonych do
badan molekularnych. W takich przypadkach koniecz-
ne moze by¢ uzycie innych metod utrwalania. Sposob
sporzgdzenia roztwordw formaldehydu, ktére najcze-
scigj sg stosowane w laboratorium parazytologicznym,
przedstawiono w tabeli V.

Roztworem stosowanym rutynowo w badaniach mikro-
skopowych do podbarwiania mokrych preparatow katu
jest ptyn Lugola. Zastosowanie ptynu Lugola umozliwia
zaobserwowanie szczegotow morfologicznych gtow-
nie cyst i oocyst pierwotniakéw oraz form Blastocystis.
Stajg sie one lepiej uwidocznione niz przy uzyciu soli
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fizjologicznej. Wada ptynu Lugola jest to, ze unierucha-
mia i zabija trofozoity pierwotniakéw, dlatego uniemoz-
liwia obserwowanie ich ruchu [4]. Cysty pierwotniakdw
barwione ptynem Lugola powinny zawiera¢ zotto-ztotg
cytoplazme, glikogen wybarwiony na brgzowo oraz ja-
sniejsze, wyrazne jgdra komaorkowe. Sposob przygoto-
wania ptynu Lugola przedstawia tabela VI.

W parazytologii niekiedy istnieje potrzeba przygotowa-
nia trwatych barwionych preparatéw z rozmazow katu,
w ktorych wykryto pierwotniaki (trofozoity i/lub cysty).
Najczesciej stosuje sie barwienie hematoksyling albo tri-
chromem. Ich zaletg jest to, ze jako preparaty trwate moga
by¢ przechowywane i dlatego nadajg sie do dokumentacji
(cojest istotne) i w razie potrzeby przeszkolenia nowego
pracownika, a wada, ze nie pozwalajg na odroznienie pa-
togennego gatunku Entamoeba histolytica od niepato-
gennych gatunkow z kompleksu E. histolytica sensu lato,
np. E. dispar. Istnieje natomiast mozliwos¢ rozroznienia
tych gatunkéw metodg PCR. Barwione preparaty moga
by¢ pomocne w rozréznianiu innych gatunkow petzakow
jelitowych (uznawanych za niepatogenne), a najbardzie;
w odréznieniu Endolimax nana od podobnego wygla-
dem do petzakodw, wiciowca Dientamoeba fragilis. Jed-
nak barwienia te sg skomplikowane i pracochtobnne, dla-
tego tez rzadko stosuje sie je w diagnostyce rutynowe;j,
zwiaszcza ze obecnie sg gotowe testy PCR do wykrywania
D. fragilis. Przed zabarwieniem rozmazy katu na szkiet-
kach mikroskopowych muszg by¢ odpowiednio utrwa-
lone (w zaleznosci od tego, czy bedg barwione bezpo-
Srednio po przygotowaniu, czy w pézniejszym terminie).
Najczesciej stosowane odczynniki do utrwalania rozma-
76w katu przed zabarwieniem przedstawiono w tabeli VII.
Prawidfowy sposob przygotowania rozmazow katu przed-
stawiono w tabeli VIII. Przepisy barwienia pierwotniakéw
jelitowych hematoksyling zelazistg i trichromem przedsta-
wiajg odpowiednio tabele IX i X. Poniewaz barwienie z za-
stosowaniem powyzszych metod jest ztozone, wykonu-
je sie je wedtug Coplina, tj. przy uzyciu szeregu naczynek
zeberkowanych wypetnionych kolejnymi odczynnikami,
w ktorych umieszcza sie preparaty na odpowiedni czas,
zgodnie z poszczegolnymi przepisami barwienia. Utrwa-
lanie w odczynniku Schaudinna oraz PVA przeprowadza
sie takze w naczynku zeberkowanym.

Hematoksylina i trichrom nie sg odpowiednie do barwie-

nia oocyst pierwotniakéw z rodzajow Cryptosporidium,
Cystoisospora i Cyclospora. W celu wykrycia tych paso-
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zytow stosuje sie barwienie metodg Ziehla-Neelsena.
Metoda ta pozwala uwidoczni¢ organizmy cechujgce
sie kwasoopornoscia. Wykorzystuje sie w niej barwnik
karbolofuksynowy, odbarwiacz — wodny roztwor kwasu
siarkowego (w niektérych przepisach kwasu solnego)
lub kwasny alkohol etylowy (roztwor kwasu w alkoholu
etylowym). Nastepnie stosuije sie barwnik kontrastowy,
czyli zielen malachitowg lub btekit metylenowy. Po prze-
prowadzeniu procedury barwienia organizmy kwaso-
oporne pozostajg czerwone, podczas gdy tto preparatu
(elementy niekwasooporne), ktére pod wptywem dzia-
tania kwasu ulega odbarwieniu z fuksyny, jest zielone
lub niebieskie (w zaleznosci od tego, czy do kontrastu
uzyto zieleni malachitowej, czy btekitu metylenowego).
W odroznieniu od klasycznej metody Ziehla-Neelsena,
wykorzystywanej w bakteriologii do barwienia pratkow,
w parazytologii stosuje sie jej modyfikacje (tzw. barwie-
nie na zimno), polegajaca na niepodgrzewaniu fuksyny
w czasie barwienia (modyfikacja Kinyouna).

W pismiennictwie spotyka sie przepisy wykonania tego
barwienia réznigce sie od siebie, np. dtugoscig czasu
przetrzymywania preparatow w kolejnych odczynnikach
szeregu barwigcego (gtéwnie w fuksynie karbolowej) oraz
temperaturg, w jakiej suszy sie preparaty. W tabeli X po-
dany jest sprawdzony i jednoczesnie jeden z prostszych
przepisow z zastosowaniem zmodyfikowanej metody
Ziehla-Neelsena (wg dr hab. n. med. Marii Wesotowskiej
z Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we
Wroctawiu, badania nieopublikowane). Preparaty nalezy
ogladac pod powiekszeniem obiektywu 40x lub 60x, a dla
zaobserwowania szczegotéw pod powiekszeniem obiek-
tywu 100x (immersyjnym). Obecnie dostepny jest tez
komercyjny zestaw do barwienia Cryptosporidium spp.

Wybrane metody hodowli pasozytow

Niekiedy w diagnostyce parazytologicznej pomocne lub
niezbedne jest zatozenie hodowli in vitro, ktére zwiek-
sza szanse wykrycia pasozytow, a takze umozliwia od-
réznienie gatunkow w przypadkach, gdy formy dysper-
syjne wykrywane w materiale klinicznym nie pozwalajg
na dokfadng identyfikacje.

HODOWLA LARW NICIENI Z RODZAJOW
STRONGYLOIDES, ANCYLOSTOMA,
NECATOR | TRICHOSTRONGYLUS

Zatozenie hodowli larw zwieksza wykrywalnosc ni-

8

ISSN 0867-4043

47



48

cieni z rodzajow: Strongyloides, Ancylostoma, Ne-
cator i Trichostrongylus przez wykorzystanie ich
wilgociolubnosci. Jest to szczegodlnie pomocne w przy-
padku mato intensywnych inwazji, poniewaz larwy migrujg
z katu do wody, gdzie fatwiej je wykry¢. Poza tym, prowa-
dzac hodowle, mozna uzyskac kolejne stadia larwalne, ana
podstawie ich cech morfologicznych rozpoznac rodzaj lub
gatunek nicienia. Identyfikacja ta jest istotna ze wzgleddw
klinicznych. W przypadku wyzej wymienionych rodzajow
nicieni jest szczegodinie wazne odrdznienie larw wegorka
jelitowego (Strongyloides stercoralis) od larw tegoryjcéw
(z rodzajow Ancylostoma i Necator) oraz Trichostrongy-
lus spp. W inwazji wegorkiem jelitowym z katem wydala-
ne s3 larwy, w inwazji tegoryjcami oraz Trichostrongylus
spp. jaja, ale juz po 24 godzinach larwy w kale wylegajg
sie z jaj. W przypadku Ancylostoma duodenale i Necator
americanus jaja sg identyczne. R6znice morfologiczne larw
pierwszego i drugiego stadium (tzw. rabditopodobnych)
pomiedzy rodzajami sg nieznaczne. Mniej trudnosci spra-
wia rozroznienie tzw. larw filariopodobnych, tj. trzeciego
stadium larwalnego. Larwy te w przypadku wegorka jeli-
towego pojawiajg sie w hodowli na ogét po 2 — 3 dniach,
w przypadku tegoryjcow zwykle po 5 — 7 dniach, a Tricho-
strongylus spp. po 3 — 5 dniach.

Istniejg rézne techniki pozwalajgce na uzyskanie larw
tych nicieni, niemniej najprostsza jest hodowla wedtug
Harady-Mori'ego (tab. XlI). Kat, z ktérego zaktada sie
hodowle, nie powinien by¢ uprzednio schtadzany ani
zanieczyszczony woda.

HODOWLA PIERWOTNIAKOW
AMFIZOICZNYCH NA PODLOZU
STALYM

Hodowle petzakéw amfizoicznych (pierwotnie wolno-
Zyjacych) stosuije sie najczesciej w diagnostyce petza-
kowego zapalenia rogéwki w celu zwiekszenia wykry-
walnosci Acanthamoeba spp. w materiale pobranym
z rogowki. Jesli badan nie wykonuje sie na miejscu,
ptytki z posianym materiatem nalezy transportowac
w temperaturze pokojowej do specjalistycznego la-
boratorium. Mozna zastosowac podtoze transporto-
we NN lub agar nieodzywczy z posianym wzorcowym
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szczepem Escherichia coli ATTC Nr 25922. Podfoze NN
jest dostepne w sprzedazy, a agar nieodzywczy mozna
przygotowac samodzielnie. Instrukcja przygotowania
agaru nieodzywczego oraz zatozenia hodowli petza-
kow zawarta jest w tabeli XIII.

WYKRYWANIE LARW WLOSNI

Mikroskopowo wtosnice u ludzi rozpoznaje sie po-
przez wykrycie larw pasozyta w miesniu naramiennym
lub miesniu brzuchatym tydki. W diagnostyce wiosnicy
cztowieka stosuje sie dwie metody — kompresorowg
i trawienia. Metoda trawienia jest czulsza, ale mozna
nie wykry¢ nig larw jeszcze nieinwazyjnych, a tyl-
ko takie sg obecne we wczesnej fazie miesniowe;j
(przed 17. dniem od zarazenia) [8]. W praktyce zale-
ca sie najpierw zbadac¢ bioptat miesnia, stosujgc me-
tode kompresorowg, a w przypadku wyniku ujemnego
materiat z kompresora poddac trawieniu. Przed umiesz-
czeniem w kompresorze wycinek powinien by¢ pociety
na drobne skrawki. Larw niectorbionych szuka sie row-
niez w ptynie, ktéry powstanie dookota skrawka po jego
scisnieciu. Instrukcja przygotowania sztucznego soku
zotgdkowego i przeprowadzenia trawienia miesnia za-
warta jest w tabeli XIV.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszym artykule szczegdtowe
i, mamy nadzieje, klarowne opisy podstawowych me-
tod parazytologicznego badania réznego rodzaju ma-
teriatu klinicznego powinny by¢ potraktowane jako
uzupetnienie do ,\Wytycznych Polskiego Towarzystwa
Diagnostyki Laboratoryjnej i Polskiego Towarzystwa
Parazytologicznego w zakresie laboratoryjnych czyn-
nosci w parazytologii medycznej. 2025".

PODZIEKOWANIA

Autorzy dziekujg Pani dr n. biol. Annie Ktys$ z Zaktadu
Mikrobiologii Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceu-
tycznego, Collegium Medicum, Uniwersytetu Jagiellon-
skiego w Krakowie za informacje dotyczgce hodowli
petzakow amfizoicznych.
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Tabela |. Wykonanie preparatéw grubego oraz cienkiego rozmazu krwi.

1. Krople krwi wielkosci 10-15 pl umiesci¢ na szkietku podstawowym i rozprowadzi¢ okreznym ruchem
(np. rozkiem drugiego szkietka mikroskopowego lub koricdwka pipety) na powierzchni o $rednicy
1,5-2 cm. Czynnos¢ ta powinna trwac 20—30 sek., co zapewnia dobre przylgniecie rozmazu do szkietka.

2. Pozostawi¢ preparat do catkowitego wyschniecia w temperaturze pokojowej (nie krécej niz 1 godz.
w przypadku preparatu wykonanego bezposrednio z pobranej krwi, a z krwi pobranej na EDTA co
najmniej 2 godz.).

1. Krople krwi (3-5 pl) naniesé¢ na koniec szkietka podstawowego.
2. Drugie, pomocnicze szkietko z oszlifowanym brzegiem ustawi¢ pod katem 30-40°, dotykajac kropli.
3. Po rozptynieciu kropli krwi wzdtuz brzegu szkietka pomocniczego przesunag¢ je, rozprowadzajgc

krew wzdluz szkietka podstawowego. Dobrze wykonany rozmaz jest z jednej strony grubszy,
azdrugiej cienszy, utworzony przez pojedyncza warstwe krwinek. Uzyskanie pojedynczej warstwy krwi
w rozmazie ma kluczowe znaczenie w diagnostyce malarii i babeszjozy (w tej czesci rozmazu okresla

sie parazytemie).

4. Pozostawi¢ preparat do catkowitego wyschniecia w temperaturze pokojowej (zwykle okoto 1 godz.).

Uwaga: Do sporzadzania rozmazow nalezy uzywac szkietek podstawowych odttuszczonych. Jesli zakupi-
one szkietka nie spetniajg tego warunku, nalezy bezwzglednie je odttusci¢ za pomocg alkoholu, np. dena-
turatu i doktadnie wytrzec.
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Tabela Il. Barwienie preparatéw grubego oraz cienkiego rozmazu krwi.

Barwienie grubej kropli
Uwaga: Nie utrwalac preparatu.

1. Zala¢ bezposrednio rozmaz rozcienczonym odczynnikiem Giemsy lub uprzednio kilka razy zanurzy¢
preparat w wodzie (w celu lepszego zhemolizowania). Rozciericzenie barwnika dopracowac zaleznie
od konkretnego odczynnika uzywanego w laboratorium, np. 1:10 lub mniejsze.

2. Pozostawié na 30 minut.

3. Sptukacé ostroznie preparat woda biezgcg (nie la¢ wody bezposrednio na rozmaz, woda ma sptywacé
po rozmazie).

4, Pozostawic¢ do wyschniecia w pozycji pionowej lub skosne;j.
Barwienie cienkiego rozmazu

Metoda Giemsy

1. Utrwali¢ rozmaz: zala¢ metanolem absolutnym na 5 minut, zla¢ alkohol, odsgczy¢.

2. Pozostawic¢ rozmaz do wyschniecia.

3. Zalaé rozmaz rozciericzonym odczynnikiem Giemsy (rozcierczenie patrz wyzej).

4, Pozostawic na 1 godz.

5. Sptukaé preparat woda biezgca, dtuzej niz grubg krople (nie la¢ wody bezposrednio na rozmaz, woda

ma sptywaé po rozmazie).
6. Pozostawic¢ rozmaz do wyschniecia w pozycji pionowej lub skosne;j.

Metoda Pappenheima (May-Griinwald, Giemsa)

1. Utrwali¢ rozmaz: zalaé¢ nierozcieiczonym odczynnikiem Maya-Griinwalda na 3 — 5 minut.
2. Sptukac preparat woda destylowang (nie la¢ wody bezposrednio na rozmaz, woda ma sptywac po
rozmazie).

Zala¢ rozcienczonym odczynnikiem Giemsy (rozciericzenie patrz wyzej).
4, Pozostawi¢ na 1 godz.

Sptukac preparat (dtuzej niz grubg krople) woda biezacg (nie la¢ wody bezposrednio na rozmaz,
woda ma sptywac po rozmazie).

6. Pozostawi¢ do wyschniecia w pozycji pionowej lub skos$nej.

Uwagi: Roznica miedzy metodg Pappenheima a metodg Giemsy polega na sposobie utrwalania
cienkich rozmazow. Rozmazy utrwalone alkoholem metylowym sg delikatniej wybarwione niz utrwalone
odczynnikiem Maya-Griinwalda, ktory jednoczesnie utrwala i podbarwia rozmaz.

Barwienie odczynnikiem Giemsy mozna przeprowadzi¢ poprzez zalanie poziomo lezgcych preparatow (jak
opisano wyzej) lub w specjalnych naczynkach Zzeberkowanych przeznaczonych do barwienia preparatow
mikroskopowych (metoda Coplina). Druga metoda wymaga sporzadzenia jednorazowo 50 ml roztworu
barwiacego, lecz mozna barwi¢ jednoczesnie 10 preparatow, a dodatkowo stosowac ten sam odczynnik
kilkakrotnie w ciggu dnia (nie mozna przechowywac dtuzej).

Woda destylowana uzywana do rozcienczania odczynnika Giemsy powinna mie¢ pH 7,0—7,2, co powoduje,
Ze przy zarazeniach Plasmodium vivax i P. ovale lepiej wybarwiajg sie w krwinkach ziarnistosci Schiiffnera.
Najprostsze sposoby doprowadzenia wody do wymaganego pH to gotowanie przez 10 minut i ostudzenie
przed uzyciem lub dodanie do kazdego litra wody destylowanej 0,6 g bezwodnego KH,PO, i 3,0 g bezwodnego
Na,HPO, lub 7,5 g Na,HPO, x 12 H,0.

Metodg Giemsy mozna rowniez barwi¢ ptyn mdézgowo-rdzeniowy w podejrzeniu inwazji Trypanosoma
brucei (postacie trypomastigota) i Toxoplasma gondii (tachyzoity).
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Tabela Ill. Badania koproskopowe preparatow mokrych — metody bezposrednie oraz metody
zageszczajace pasozyty.

Uwaga: Jezeli konsystencja pozwoli, kat przed nastawieniem metod wymieszac bagietka.

A. Metody bezposrednie
Rozmaz katu w soli fizjologicznej

Podajemy do wyboru dwa sposoby wykonania rozmazu (réwnorzedne jako$ciowo pod wzgledem
uzyskanego wyniku).

1. Niewielkg ilos¢ katu (wielkosci tebka szpilki) pobranego za pomoca ezy, bagietki lub drewnianej pa-
teczki nalezy doktadnie wymieszac z 1 lub kilkoma (w zaleznosci od konsystencji katu) kroplami soli
fizjologicznej na powierzchni szkietka podstawowego i przykry¢ preparat szkietkiem nakrywkowym
22 x 22 mm.

2. Prébke katu wielkosci okoto 1 ziarna grochu zmiesza¢ w probéwce" z okoto 3 ml 0,9% NaCl. Z tej zawie-
siny wykonac¢ preparat bezposredni w nastepujacy sposéb: na szkietku mikroskopowym podstawowym
umiesci¢ krople soli fizjologicznej, nastepnie nanies¢ pipetg zawiesine katu pobrang z probowki w takiej
ilosci, aby po zmieszaniu preparat nie byt zbyt gesty i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym 22 x 22 mm.
Sposoéb ten umozliwia wykonanie z 1 probki wigcej niz jednego preparatu lub dtuzszego rozmazu, ktéry
mozna przykry¢ dwoma szkietkami nakrywkowymi.

Rozmaz nalezy oglada¢ pod powiekszeniem obiektywu 40x lub 60x. Preparat w soli fizjologicznej umozliwia
obserwacje charakterystycznego ruchu trofozoitéw petzakéw i wiciowcdéw, co ma znaczenie diagnostyczne.

Uwaga: Prawidtowe sporzadzenie preparatu wymaga nieco wprawy — w zbyt ,gestym” tatwo
0 przeoczenie poszukiwanego obiektu, natomiast w zbyt ,rzadkim”, trudno cokolwiek znalez¢. Preparat
o optymalnej gestosci powinien umozliwia¢ odczytanie drobnego druku na umieszczonej pod nim kartce.

) Probowka okragtodenna jest lepsza niz stozkowa.
Rozmaz katu w ptynie Lugola
Sporzadzi¢ preparat jak wyzej, uzywajac zamiast soli ptynu Lugola. Ptyn ten zabija pasozyty, a jednoczesnie je

podbarwia. Metoda ta zazwyczaj nie pozwala na identyfikacje trofozoitéw petzakéw, daje jednak cenne informa-
cje o strukturze cyst i form Blastocystis. Rozmaz nalezy ogladaé pod powiekszeniem obiektywu 40x lub 60x.

Uwaga: Nie ma potrzeby wykonywania takiego preparatu w przypadku badania katu wytacznie w kierunku
jaj badz larw helmintow.

Rozmaz gruby katu wg Kato i Miura

Celofan pocigé na skrawki np. 22 x 30 mm. Skrawki celofanu przed uzyciem moczy sie przez co najmniej
24 godziny w roztworze sporzgdzonym wg ponizszego przepisu.

Woda destylowana 100,0 ml
Gliceryna 100,0 ml
2% zielen malachitowa (roztwor wodny) 1,0 ml

llos¢ katu wielkosci pestki jabtka natozy¢ na szkietko podstawowe, przykry¢ celofanem i rozgnie$é za po-
mocg korka gumowego. Preparaty oglada sie po 30—60 minutach przy silnym swietle. Preparaty oglada sie
po 30-60 minutach przy silnym swietle, pod powigekszeniem obiektywu 10—20x, a w przypadku podejrzenia
sarkocystozy, takze pod powiekszeniem obiektywu 40x lub 60x.
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Tabela lll. cd. Badania koproskopowe preparatéw mokrych — metody bezposrednie oraz metody

zageszczajace pasozyty.

B. Metody zageszczajace
Metody flotacyjne
Flotacja przy uzyciu roztworu chlorku sodu (metoda Fiilleborna w modyfikacji Willisa)

Przygotowac nasycony roztwor NaCl (ciezar wiasciwy 1,20 g/cm?), najlepiej przez zagotowanie wody z dodat-
kiem soli kuchennej w nadmiarze (zwykle wystarcza 400 g NaCl na 1000 ml wody), wymiesza¢ i pozostawic¢
do nastepnego dnia. Dowodem nasycenia roztworu jest widoczna na dnie oraz na powierzchni cienka warstwa
wykrystalizowanej soli. Nastepnie przela¢ sam ptyn do butelki i roztwér jest gotowy do uzycia. Sposéb dal-
szego postepowania: probéwke o srednicy okoto 2 cm i wysokosci 5—7 cm z ptaskim dnem lub okragtodenng
wypeti¢ do wysokosci % powyzszym roztworem soli, doktadnie zmiesza¢ z probka katu wielkos¢ 1% ziarna
grochu i dopetnié roztworem soli do brzegu probdéwki. Nastepnie szybko usungé bagietkg ewentualne wieksze
elementy, ktére wyptynety na powierzchnie i uzupetnié roztworem soli do utworzenia niewielkiego menisku wy-
puktego. Probdwke przykry¢ ostroznie szkietkiem nakrywkowym (22 x 22 mm lub 24 x 24 mm) tak, aby menisk
doktadnie przylegat do szkietka opierajgcego sie o brzeg probéwki. Po 20-30 minutach® nalezy zdja¢ szkietko
z wiszgca kropla za pomoca pesety i przenies¢ na szkietko podstawowe, na ktorym uprzednio umiescic krople
soli fizjologicznej. W tym przypadku mozemy nie podbarwiaé preparatu ptynem Lugola, gdyz cysty pierwotnia-
kéw zazwyczaj nie wyptywajg na powierzchnie?. Nie wyptywajag tez ciezkie jaja: przywr i niezaptodnione jaja
Ascaris lumbricoides. Preparat oglada¢ pod powiekszeniem obiektywu 10-20x.

) Zbyt dtugi czas powoduje opadanie elementow flotujacych, czas zalezy od wysokosci probowki.

2 Nasycony roztwor NaCl najczesciej niszczy cysty pierwotniakow.
Flotacja przy uzyciu roztworu siarczanu cynku (metoda Fausta)

Przygotowac (w cieptej wodzie) 33,1% roztwoér siarczanu cynku. Ciezar wtasciwy oziebionego roztworu,
ktéry nalezy kontrolowaé, powinien wynosi¢ od 1,18 g/cm® do 1,20 g/cm?®. Cigzar wtasciwy 1,20 g/cm?®
jest wazny, jesli kat jest utrwalony w formalinie. Dalej postepowa¢ podobnie jak w metodzie Fiilleborna
w modyfikacji Willisa, z tym, ze szkietko nakrywkowe zdejmuje sie po uptywie okoto 20 minut, a preparat
nalezy podbarwi¢ ptynem Lugola, gdyz metoda pozwala wykry¢ takze cysty pierwotniakow. Preparat ogladac
pod powiekszeniem obiektywu 10—20x, a nastepnie okoto 1/2 pod powiekszeniem 40x lub 60x.

Metody sedymentacyjne

Metoda sedymentacji w wodzie (dekantacja)
1. Probke katu wielkosci orzecha laskowego zmiesza¢ w zlewce o pojemnosci 100 ml (mozna uzy¢
pojemnika do moczu) z niewielkg ilo$cig wody.

2. Dola¢ wody do 3/4 naczynia, wymieszac i pozostawi¢ na 1 godz., przez ten czas lekkie elementy katowe
wyptyna na powierzchnig, natomiast formy pasozytnicze jako ciezsze pozostang w osadzie.

3. Zlaé supernatant i ponownie zala¢ osad wodg na 1 godz.
4. Zlac¢ supernatant znad osadu.

Pobra¢ " osad pipeta, przenie$¢ na szkietko podstawowe z umieszczonym na nim ptynem Lugola (1-2krople),
najlepiej wykona¢ dtuzszy rozmaz i przykry¢ preparat szkietkiem nakrywkowym. Preparat oglada¢ pod
powiekszeniem obiektywu 10-20x, a nastepnie okoto 1/3 pod powiekszeniem 40x lub 60x. W metodzie
dekantacji w wodzie mozna wykry¢ cysty i oocysty pierwotniakdw, jaja i larwy helmintéw.

Mozna (dla wygody) przelac¢ osad ze zlewki do probowki i z niej pobiera¢ materiat na szkietko.

Uwaga: Jesli kat jest Swiezy, a do dekantacji uzyje sie 0,9% NaCl zamiast wody, w osadzie mozna niekiedy wykry¢
zywe trofozoity pierwotniakow (nie nalezy podbarwia¢ preparatu ptynem Lugola). W przypadku podejrzenia
schistosomozy uzycie soli fizjologicznej do dekantacji jest zawsze zalecane, poniewaz spowoduje opdZnienie
wylegania miracydiow z jaj.
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Tabela lll. cd. Badania koproskopowe preparatéw mokrych — metody bezposrednie oraz metody
zageszczajace pasozyty.

Metoda formalinowo-octanowo etylowa

1. Zmieszac kat (wielko$ci orzecha laskowego) z okoto 3 ml 0,9% NaCl lub 10% formaliny.

2. Przecedzi¢ przez gaze do probdwki wirowniczej.

3. Odwirowa¢ przy 500 x g przez 10 minut.

4. 0Odrzuci¢ supernatant, osad powinien mie¢ objetos¢ okoto 0,5 ml dla katu formalinizowanego i 0,75 ml
dla katu nieutrwalonego.

5. Doda¢ okoto 10 ml 10% formaliny (ewentualnie moze by¢ woda destylowana) i okoto 4 ml octanu etylu.

6. Probdéwke zatka¢ korkiem i dobrze wytrzasngé przez 30-60 sek.

7. Wirowac¢ przy 500 x g przez 10 minut.

8. Odrzucic¢ trzy gérne warstwy i badaé osad na obecnos¢ pasozytéw, podbarwiajgc ptynem Lugola.

Preparat ogladac¢ pod powiekszeniem obiektywu 10-20x, a nastepnie okoto 1/2 pod powiekszeniem
40x lub 60x. W tej metodzie mozna wykry¢ cysty i oocysty pierwotniakéw oraz jaja i larwy helmintéw.

Tabela IV. Wykonanie wymazu okotoodbytniczego w kierunku owsicy (metoda Grahama).

Jatowa szpatutka laryngologiczna
Szkietko mikroskopowe podstawowe ze szlifowanymi krawedziami

Przezroczysta tasma samoprzylepna o szerokosci okoto 2 cm

Tasme dtugosci okoto 14 cm przyklei¢ wzdtuz szkietka podstawowego w taki sposéb, aby z obu stron wy-
stawat nadmiar tasmy. Jeden wystajacy koniec przyklei¢ od spodu do szkietka (w celu zabezpieczenia przed
odklejeniem tasmy), a drugi koniec (okoto 2,5 cm) ztozy¢ na pét i sklei¢ ze sobg lepkimi stronami (bedzie
stuzy¢ jako uchwyt).

1. Szkietko podstawowe potozy¢ na szpatutce laryngologiczne;j.

2. Przezroczystg tasme, pociggajgc za uchwyt, odklei¢ od szkietka prawie do konca jego dlugosci
i zagigé na wysunietym koncu szpatutki tak, aby wyeksponowa¢ strone z klejem. Przy odpowiednim
uchwyceniu szpatutki ze szkietkiem pobra¢ wymaz.

3. Rozchyli¢ posladki i czescig lepka przylepca dotkng¢ fatdow okotoodbytniczych (nie wktada¢ do
otworu odbytowego).

4 Przyklei¢ tasme ponownie do szkietka podstawowego w taki sposdb, aby nie utworzyty sie pecherzyki
powietrza.
5. Pobrang prébke wtozy¢ do koperty, koperte zaklei¢ i dostarczy¢ do laboratorium w dniu pobrania.

ISSN 0867-4043

G

DIAGN LAB. 2025; 61(1): 43-63, DOI: 10.5604/01.3001.0055.0429

53



Tabela V. Roztwory formaldehydu stosowane rutynowo w badaniach parazytologicznych.

Formalina 10% (4% wodny roztwér formaldehydu)

Formaldehyd (wodny roztwér formaldehydu 35-40%) 10,0 ml

Woda destylowana lub 0,9% NaCl 90,0 ml
Formalina 5% (2% wodny roztwoér formaldehydu)

Formaldehyd (jw.) 50ml

Woda destylowana lub 0,9% NaCl 95,0 ml

Uwaga: Zastosowanie soli fizjologicznej zamiast wody zapobiega ewentualnemu pekaniu larw.
Obecnie sa dostepne gotowe do uzycia 4% roztwory formaldehydu réznych producentdw.

Tabela VI. Instrukcja przygotowania ptynu Lugola do badan parazytologicznych.

Jodek potasu (KI) 20g
Jod krystaliczny (1,) 109
Woda destylowana 100,0 ml

Uwaga: Przechowywac w ciemnej butelce.

Rozpusci¢ jodek potasu i krysztaty jodu w wodzie destylowanej (w kolbie lub butelce, uzywajac mieszadta
magnetycznego). Roztwér jodku potasu powinien byé nasycony jodem, z pewnym nadmiarem krysztatéw
pozostajgcych nadnie butelki. Roztwor podstawowy jest gotowy do natychmiastowego uzycia. Przechowywaé
w brazowej, szklanej butelce z korkiem, w temperaturze pokojowej i w ciemnosci tak dtugo, jak dtugo na dnie
butelki pozostajg nadmiarowe krysztaty jodu (na ogét do roku). Roztwdr roboczy ptynu Lugola powinien mieé
kolor koniaku.

" Obecnie sg dostepne gotowe roztwory ptynu Lugola o réznej procentowosci. Roztwory o wiekszym
stezeniu przed uzyciem trzeba rozciericzy¢ wodg do zadanej barwy (koniaku).
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Tabela VII. Odczynniki stosowane do utrwalania rozmazéw katu przeznaczonych do barwienia
hematoksyling oraz trichromem [3].

Utrwalacz Schaudinna
A. Nasycony roztwér chlorku rteciowego (HgCl,)
HgCl, 119
Woda destylowana do 100 ml

B. Roztwor podstawowy

Nasycony roztwér HgCl, (A) 2 czesci /100 ml
95% alkohol etylowy 1 czes¢ /50 ml

C. Roztwor roboczy — wykonaé bezposrednio przed uzyciem
Roztwor podstawowy (B) 20 czesci / 50 mIY
Kwas octowy lodowaty 1 czes¢/2,5mlY

Przygotowanie utrwalacza Schaudinna

Nasycony roztwér chlorku rteci (A) wykonuje sie przez podgrzewanie roztworu az do rozpuszczenia
chlorku. Podgrzewanie nalezy prowadzi¢ pod wyciggiem, majac natozong maseczke ochronng na
nos i usta. Roztwor przechowywac w szczelnie zamknietej butelce. Trwatos¢ roztworu roboczego
(C) do 1 tygodnia. Stuzy do utrwalania katu $wiezego bezposrednio przed barwieniem.

" Ta objetos¢ wystarcza do przygotowania roztworu w objetosci 1 naczynia Coplina.

Uwaga: HgCl, jest odczynnikiem bardzo toksycznym, na rynku dostepny jest zmodyfikowany
utrwalacz Schaudinna, ktory zamiast chlorku rteci posiada w skifadzie nietoksyczny zamiennik —
siarczan miedzi.

Utrwalacz poliwinylowy (PVA)

Roztwér podstawowy utrwalacza Schaudinna (B) 93,5 ml
Glicerol 1,5 ml
Alkohol poliwinylowy 50¢
Kwas octowy lodowaty 50 ml

Przygotowanie utrwalacza poliwinylowego (PVA)

Do roztworu podstawowego utrwalacza Schaudinna dodaé glicerol. Nastepnie wstawi¢ roztwér
do tazni wodnej o temperaturze 75°C, dodawac¢ powoli alkohol poliwinylowy (az do catkowitego
rozpuszczenia i wyklarowania zawiesiny). Na korcu doda¢ kwas octowy lodowaty.

Uwaga: Mozna przechowywac przez kilka miesiecy. Utrwalacz konserwuje materiat i utatwia jego
przytwierdzenie do szkietka (wazne przy kale biegunkowym).

ISSN 0867-4043 I

DIAGN LAB. 2025; 61(1): 43-63, DOI: 10.5604/01.3001.0055.0429

55



56

Tabela VIIl. Wykonywanie rozmazow katu przeznaczonych do barwienia.

Preparaty przeznaczone do utrwalenia w utrwalaczu Schaudinna

Bagietke zanurzy¢ w kale, najlepiej w kilku miejscach, szczegolnie z widocznym $luzem lub krwig.
Kat wodnisty nalezy odwirowac i z osadu wykona¢ rozmazy, jak nizej.

Natozy¢ kat (duza kropla w przypadku katu rzadkiego, wielkosci pestki jabtka w przypadku katu
uformowanego) na szkietko podstawowe. Wykona¢ rozmaz bagietkg lub drugim szkietkiem.
Najlepiej, gdy z jednej strony rozmaz jest cienszy, a z drugiej nieco grubszy.

Preparat natychmiast umiesci¢ w naczynku z utrwalaczem Schaudinna na 30 minut.
Preparaty przeznaczone do utrwalenia w utrwalaczu poliwinylowym (PVA)

Bagietke zanurzy¢ w kale, najlepiej w kilku miejscach. Kat wodnisty nalezy odwirowac i z osadu
wykonac¢ rozmazy, jak nizej.

Natozy¢ kat (np. wielkosci gtéwki zapatki) na srodek szkietka podstawowego, doda¢ 3 krople PVA.

Doktadnie wymieszaé, po czym rozmaza¢ materiat w ksztatt prostokata lub owalu. Po 30-60 sekun-
dach rozmieszaé ponownie.

Pozostawi¢ do catkowitego wysuszenia (co najmniejkilka godzin). Taki rozmaz mozna przechowywa¢
do kilku miesiecy.

Uwaga: Preparaty utrwalone w roztworze Schaudinna nalezy barwic od razu, nie dopuszczajgc, aby wyschty.
W celu wykonania wiekszej liczby preparatow, np. do wysyiki lub dla celow dydaktycznych, stosuje sie
PVA: do matego zamykanego naczynka dac wiekszg objetos¢ katu (okoto 1 g lub wiecej) oraz 3 lub wiecej
objetosci PVA. Tak utrwalony materiat mozna przechowywac przez kilka miesiecy. Przed wykonaniem
preparatow wskazane jest zmieni¢ PVA (ale nie jest to konieczne) i po doktadnym wymieszaniu nanies¢
1-2 krople materiatu na szkietko podstawowe, zrobi¢ rozmaz i pozostawic¢ do wyschniecia na kilka godzin.
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Tabela IX. Barwienie pierwotniakow jelitowych hematoksyling zelazistag wg Spencera.

Odczynniki
Roztwér hematoksyliny
Hematoksylina 10g
Alkohol etylowy 99,8% 100,0 mi

Uwaga: Pozostawi¢ co najmniej na jeden tydzien na swietle, w jasnej butelce zamknietej korkiem. Jezeli
do wody wodociggowej wleje sie kilka kropli barwnika i powstanie fiotkowe zabarwienie, oznacza to, ze
barwnik jest dobry. Roztwdr mozna przechowywac przez wiele miesiecy.

Atun
Amonu zelaza (I) siarczan 6 hydrat — (NH,)2Fe(SO,), x 6H,0 1049
Amonu zelaza (Ill) siarczan 12 hydrat - NH,Fe(SO,), x 12H,0 109
Kwas solny stezony 1,0 ml
Woda destylowana 100,0 ml

Roztwdér mozna przechowywac do 6 miesiecy
Roboczy roztwor barwnika
Roztwdr hematoksyliny 1 czes$¢é (25 ml)

Atun 1 czes¢ (25 ml)

Uwaga: Wykonac w dniu barwienia, mozna ewentualnie przetrzymac do 7 dni.

Przebieg barwienia

1. Utrwalony preparat katu umiesci¢ w naczynku z alkoholem 70% z jodem 5 minut - po utrwala-
(ptynem Lugola) - kolor roztworu powinien byé barwy koniaku. czu Schaudinna,
15 minut — po PVA

2. Przenie$¢ preparat do naczynka z alkoholem 70% - | zmiana (barwienie 5 minut
preparatéw utrwalonych w SAF zaczynaé od tego punktu).

3. Przenies¢ preparat do naczynka z alkoholem 70% - Il zmiana (w razie ko- 5 minut
niecznosci tu mozna przerwac barwienie i kontynuowaé nastepnego dnia,
pozostawiajac preparat zanurzony w alkoholu).

4.  Przeniesc¢ preparat do naczynka z woda. 10 minut

5. Przeniesc¢ preparat do naczynka z roztworem roboczym hematoksyliny. 3-5minut -
po utrwalaczu
Schaudinna, 10 minut

- po PVA
6. Ewentualnie przenies¢ preparat do naczynka z kwasem pikrynowym 10 minut
poétnasyconym (w takim przypadku zaréwno tto preparatu, jak i cytoplazma
pierwotniakdw sg jasniejsze, co utatwia wykrycie i réznicowanie pasozytow).
7. Przenies$¢ preparat do naczynka z wodg biezaca. 10 minut
8.  Przenies¢ preparat do naczynka z alkoholem 70%. 5 minut
9.  Przeniesc¢ preparat do naczynka z alkoholem 80%. 5 minut
10. Przeniesc¢ preparat do naczynka z alkoholem 90%. 5 minut
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Tabela IX. cd. Barwienie pierwotniakéw jelitowych hematoksyling zelazistag wg Spencera.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

Przebieg barwienia — c.d.

Przenies¢ preparat do naczynka z alkoholem 95%. 5 minut
Przenies¢ preparat do naczynka z alkoholem absolutnym — | zmiana. 5 minut
Przenies¢ preparat do naczynka z alkoholem absolutnym — Il zmiana. 5 minut
Przenies¢ preparat do naczynka z ksylenem - | zmiana. 5 minut
Przenies¢ preparat do naczynka z ksylenem - Il zmiana. 5 minut

Zatopic¢ preparat w balsamie naturalnym lub syntetycznym medium montujgcym (Histofluid, DPX lub
inny) i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

Uwaga: Etapy opisane w punktach 8.—13. maja na celu odwodhnienie preparatu. Alkohol absolutny jest silnie
higroskopijny, wiec nalezy uzywac swiezego do kazdej serii barwienia. Przenoszgc preparat z naczynka
do nastepnego naczynka, nalezy usung¢ nadmiar ptynu poprzez dotkniecie dolng krawedzig szkietka do
ligniny (nie pozwoli¢ na wyschniecie preparatu).

Metoda ta mozna réwniez barwi¢ materiat z ropni (np. watroby, ptuc) w podejrzeniu inwazji Entamoeba
histolytica, a takze materiat do badan w kierunku inwazji petzakéw amfizoicznych.

I diagnostyka laboratoryjna Journal of Laboratory Diagnostics

WWW.DIAGNOSTYKALABORATORYJNA.EU


http://diagnostykalaboratoryjna.eu

Tabela X. Barwienie pierwotniakow jelitowych trichromem.

Alkohol etylowy 70% z jodem

Do 70% alkoholu etylowego dodaje sie ptyn Lugola w takiej ilosci, aby roztwér miat kolor ciemno-czerwony
lub ciemnej herbaty.

Alkohol etylowy 70%

Trichrom (dostepny komercyjnie) lub:

Chromotrop 2R 06g
Light Green SF 0,3g(0,159)
(Fast Green FCF) (0,159)

Uwaga: Mozna uzy¢ tylko 0,3 g Light Green SF badZ mieszaniny dwach zieleni: 0,15 g Light Green SF
i 0,15 g Fast Green FCF.

Kwas fosforowolframowy 079
Kwas octowy lodowaty 1,00 ml

Sktadniki dobrze wymieszaé¢, pozostawi¢ na 15-30 minut, a nastepnie uzupetni¢ wodg destylowang do
100,00 ml.

Uwaga: Barwnik mozna przechowywac przez kilka miesiecy lub dtuzej.

Kwasny alkohol etylowy
Alkohol etylowy 90% 99,0 ml
Kwas octowy lodowaty 1,0 ml

Alkohol etylowy absolutny

Ksylen
1. Utrwalony preparat katu umiesci¢ w naczynku z alkoholem etylowym 70% 5 minut — po
z jodem (ptynem Lugola). utrwalaczu
Schaudinna, 15 minut
- po PVA
2. Przenies¢ preparat do naczynka z alkoholem etylowym 70% — | zmiana. 5 minut
3. Przeniesé preparat do naczynka z alkoholem etylowym 70% — |l zmiana. 5 minut
4.  Przenies¢ preparat do naczynka z trichromem. 8-10 minut
5. Przenies$é preparat do naczynka z kwasnym alkoholem etylowym. 10-30 sekund lub do
momentu az tto bedzie
zielone
Zanurzy¢ kilka razy w naczynku z alkoholem absolutnym — | zmiana.
Przenies¢ preparat do naczynka z alkoholem absolutnym — Il zmiana. 30-60 sekund
Zanurzy¢ kilka razy w naczynku z alkoholem absolutnym —
[ll zmiana (gdy barwi sie duzo preparatéw).
9. Przenie$¢ preparat do naczynka z ksylenem — | zmiana. 5 minut
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Tabela X. cd. Barwienie pierwotniakéw jelitowych trichromem.

10. Przenies¢ preparat do naczynka z ksylenem — Il zmiana. 5 minut

11.  Osuszy¢ szkietko i zamkngé preparat, uzywajgc medium montujgcego
(np. Cytoseal 60, Histofluid, DPX, Permount lub inne).

Uwaga: Im diuzej preparat trzyma sie w barwniku i alkoholach po barwniku, zwtaszcza w 90%, tym bardziej
cytoplazma pasozyta barwi sie na zielono, a im krocej, barwi sie bardziej na kolor rozowy (czerwony).
Preparaty oglgdac¢ po wysuszeniu balsamu, pod powiekszeniem obiektywu 100x.

Etapy opisane w punktach 6.—-8. majg na celu odwodnienie preparatu. Alkohol absolutny jest
silnie higroskopijny, wiec nalezy uzywac¢ Swiezego do kazdej serii barwienia. Przenoszgc preparat
Z naczynka do nastepnego naczynka, nalezy usung¢ nadmiar ptynu poprzez dotkniecie dolnej czesci
szkietka do ligniny (nie pozwoli¢ na wyschniecie preparatu). Barwienie tg metodg stosuje sie dla $wiezego
katu (utrwalonego w utrwalaczu Schaudinna bezposrednio przed barwieniem) lub katu utrwalonego w PVA.
Mozna réwniez uzy¢ katu utrwalonego w SAF. Metodg tg mozna réwniez barwi¢ materiat z ropni (np.
watroby, ptuc) w podejrzeniu inwazji Entamoeba histolytica, a takze materiat do badan w kierunku inwazji
peizakéw amfizoicznych.

Tabela XI. Barwienie z zastosowaniem zmodyfikowanej metody Ziehla-Neelsena (wg Wesotowskiej).

Metanol absolutny

Fuksyna karbolowa

5% kwas siarkowy (V1)

5% wodny roztwér zieleni malachitowej

1. Na podstawowym szkietku mikroskopowym wykona¢ rozmaz z pobranych 1-2 kropli probki
(np. katu biegunkowego). Rozmaz nie moze by¢ za gruby.

Suszy¢ w temperaturze 37°C przez 1 godz. lub w temperaturze pokojowej przez 2—-3 godz.
Utrwali¢ metanolem absolutnym przez 3 minuty.

Barwi¢ fuksyng karbolowg przez 20 minut.

Sptukac pod biezgcg wodg barwnik, ktéry sie nie zwigzat z preparatem.

Odbarwi¢ w 5% kwasie siarkowym przez 1 minute.

Sptuka¢ pod biezagca woda.

Barwi¢ w 5% wodnym roztworze zieleni malachitowej przez 2 minuty.

Sptukac pod biezgcg woda.

0. Suszy¢ w temperaturze pokojowe;j.
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Tabela XII. Hodowla larw nicieni (metoda Harady-Mori'ego).

Sposob postepowania

1.  Przygotowac paski z bibuty filtracyjnej, szerokosci 2-2,5 cm i dtugosci nieco mniejszej niz
probowka.

2. Nadno 10-15 mlIV probéwki da¢ okoto 2-3 ml wody destylowane;.
Paski z bibuty zgig¢ wzdtuznie i na okoto '/,—"/, dtugosci rozetrze¢ kat wielko$ci ziarna fasoli.

4. Paski z roztartym katem witozy¢ do probdéwki. Kat nie powinien dotyka¢ wody (okoto 2 cm
powyzej). Probéwke mozna przykry¢ korkiem z ligniny.

5. Inkubowa¢ w temperaturze 24-28°C przez 7-10 dni?. W tym czasie nalezy uzupetnia¢
wyparowujgcg wode. Co drugi dzien pobieraé¢ pipetg krople wody i oglagda¢ pod matym
powiekszeniem mikroskopu (obiektyw 10x). W razie wykrycia larw oglada¢ je pod
powiekszeniem obiektywu 40x. W celu uzyskania wiekszej liczby larw oraz umozliwienia ich
dtuzszej obserwacji mozna zatozyé hodowle rownolegle w dwéch probéwkach i co drugi
dzien pobiera¢ materiat naprzemiennie z probowek.

Uwaga: Larwy filariopodobne pojawiajace sie w hodowli sg inwazyjne dla cztowieka (zarazenie
przez skore), dlatego nalezy zachowac duzg ostroznos¢ przy wykonywaniu badania. W hodowli
in vitro larw wegorka jelitowego mozna niekiedy uzyskac pokolenie wolnozyjgce samcow i samic
produkujgcych larwy, w takim przypadku liczba larw w hodowli moze by¢ znacznie wieksza od
liczby larw wprowadzonych z katem.

Y Do hodowli wygodhnie jest uzyé¢ 50 ml probowki typu Falcon, co pozwala na zastosowanie
szerszych paskow bibuty. Probowek nie zamykac szczelnie zakretka.

2 Po 4 dniach pasek bibuty z roztartym katem mozna usungc.
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Tabela XIIl. Hodowla pierwotniakéw amfizoicznych.

Agar 10g
Woda destylowana 500 ml
Nystatyna 200 mg

Porozpuszczeniu agaruinystatyny w wodzie i wysterylizowaniu w autoklawie, okoto 20 ml ptynnego
agaru wyla¢ na ptytki Petriego o srednicy 100 mm, pozostawi¢ do stezenia, po czym wstawi¢ na
2 godz. do cieplarki (37°C).

1. Pobrac jatowa, bawetniang wymazdéwka kilka kolonii bakteryjnych Escherichia coli i zawiesic
w jatowym roztworze 0,9% NaCl. Zawiesina powinna by¢ homogenna, najlepiej zmierzy¢
gestos¢ za pomocg densytometru, powinna ona wynosi¢ 0,5 w skali McFarlanda.

2. Nastepnie na srodek ptytki doda¢ 3—4 krople tej zawiesiny i rdwnomiernie rozprowadzi¢ na
catej powierzchni (obracajgc ptytke w réznych kierunkach, a najlepiej za pomoca gtaszczki
laboratoryjnej).

3. Plytkizposianym szczepembakteryjnym nalezy przygotowaé odpowiednio wczes$niej (minimum
2 dni), tak aby w chwili otrzymania materiatu na badanie mie¢ juz podtoza z réwnomiernym
wzrostem wzorcowego szczepu E. coli.

1. Materiat przeznaczony do badania (np. zeskrobiny z rogéwki, ptyn konserwujacy do soczewek)
posiac na srodku ptytki lub rozprowadzi¢ réownikowo w formie paska.

2. Ptytke z posiewem inkubowac¢ w 37°C.

3. Hodowle przeglada¢ codziennie (do 10 dni) pod powiekszeniem obiektywu 10x w celu
obserwowania wzrostu petzakéw, ktére migruja z miejsca posiewu. Wedréwka petzakéw
w podtozu hodowlanym jest widoczna jako podtuzne slady swiadczace o fagocytozie bakterii
przez ameby (doswiadczona osoba moze je zaobserwowac takze okiem nieuzbrojonym).

Uwaga: W przypadku braku wzrostu petzakow w czasie do 10 dni, posiew mozna uznac za ujemny.
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Tabela XIV. Wykrywanie larw wto$ni (Trichinella spp.) metoda trawienia sztucznym sokiem

zotadkowym.

Roztwor pepsyny

Woda destylowana

Pepsyna

Roztwoér kwasu solnego

Woda destylowana

Kwas solny stezony cz. d. a (36—38%)

50 ml
149

50 ml
0,83 ml

Przed uzyciem nalezy zmieszac roztwory pepsyny oraz kwasu solnego.

0,5 g miesnia wstepnie rozdrobni¢, umiesci¢ w kolbce (najlepiej okragtodennej) z 50 ml sztucznego soku
zotagdkowego i pozostawi¢ w cieplarce w temp. 37°C na okoto 18 godz. (w praktyce do nastepnego dnia).

Po tym czasie zawartos¢ kolby miesza sie (w celu rozbicia niestrawionych witdkien), a po sedymentac;ji
z osadu wykonuje preparat i oglada pod lupg binokularng lub matym powiekszeniem mikroskopu

(powiekszenie obiektywu 5x).
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