Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budéjovicich

Zdravotné socialni fakulta

Histopatologické metody pri studiu vyvoje samicich pohlavnich organu

Bakalatska prace

Vypracovala: Dédova Kristyna
Vedouci prace: Doc. RNDr. Ivan Gelbi¢, CSc.
14.5.2008



Abstrakt
Presented thesis is based on comparison and usability of histological methods for

the study of body structure, especially inner female genital organs. The study was
carried out in mosquitoes Culex pipiens quinquefasciatus Say.

Studied tissue was fixed in a fixation agent Bouin, modified Dubosque-Brasil, for
the period of minimum 6-8 hours or in Carnoy fixation for the priod of 5 and 10
minutes. Bouin proved as a more convenient fixation liquid because the tissue can be
stored in it for non-limited period of time with no over fixation of the tissue. This can
happen in case of the use of Carnoy fixation. In Carnoy fixation it is necessary to
determine the period of tissue soaking because the used fixation agent penetrates
particular tissues for a different period of time and degradation of material by over
fixation threatens, which results in disintegration of tissues and the material is non-
usable for histological studies. Fixed tissue was after that cast in paraplast. From the
material fixed by alcoholic Bouin, modification Dusque-Brasil, the blocks cast in resin
were made for the preparation of half-thin sections.

Histological sections from paraplast blocks were made at automatic microtone
Leica and half-thin sections from resin blocks at ultra microtone Reichert.

Section preparations were coloured either by Meyer and Harris haematoxylins or
by the mixture of colours according to Mallory colouring method. For general
biological preparations Mallory colouring method is the most convenient; it
distinguishes the structures of studied tissue better. Half-thin sections can be coloured
by toluidine blue, which is simultaneously a histochemical reaction, proving the
presence of carbohydrates. This method is convenient for watching particular fine
structures. Its disadvantage is the complexity at the preparation of serial sections
necessary for the study of particular phases of insect genital organs development. Half-
thin sections have also a significant advantage, namely at processing of materials
containing chitin structures-nor chipping nor laceration of studied tissue occurs, as it is

in paraffin sections.
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UvVoD

V poslednich letech dochazi k vyraznym zménam v ptirodé, které se ptisuzuji
neustale se zvysujici teploté. Pfiroda jako celek je neustile v pohybu. Néco zanika a
néco nové se objevuje. Tuto dynamiku svou, Casto neuvazenou, Cinnosti naruSuje
Clovék. Mohutny a Casto nefizeny rozvoj primyslu a jeho zavislost na nadmérném
vyuzivani fosilnich paliv vede knaruSeni kiehké rovnovédhy. Vysoky obsah
sklenikovych plyn a prachovych castecek v atmosféte urychluje nartist teploty a to
vede k vyznamnym zméndm i v biodiversité organismi vcetné¢ krev sajiciho hmyzu.
Zacinaji se u nas objevovat nové druhy doposud zndmé pouze v subtropech ¢i tropech
napt. komati rodu Anopheles. Tento jev mize byt doprovazen i vyskytem novych, diive
nezndmych onemocnéni. V neddvné dobé byl diagnostikovan ve Vidni vyskyt viru

USUTU vazaného na ¢erné ptaky — kosy, havrany.



1. SOUCASNY STAV

Krev sajici bezobratli se mohou diky své potravni preferenci podilet na ptenosu
fady onemocnéni jejichZz plivodci mohou byt viry, bakterie, prvoci i Cervi. V naSich
podminkach mezi vektory fadime klistata a celou fadu hmyzich druhti zivicich se krvi.
Nejvice druhii sajicich krev je mezi dvoukiidlym hmyzem. Patfi sem komafi,
pakomarci, ovadi, mouchy tsetse, muchnicky atd. Nejsledované¢jsi skupinou jsou

v posledni dobé komaii.

1.1. Komar pisklavy (Culex pipiens pipiens)

Patii do ¢eledi komarovitych — Culicidae. Je jednim z nejhojnéjSich komart u nas
a fadi se do tzv. komplexu Culex pipiens s.I. Mizeme se s nim setkat od dubna - kvétna
do zafi - fijna v blizkosti vod, v lidskych obydlich, stajich apod. Saje krev pievazné
ptakl a diky této potravni preferenci je oznacovan jako ornitofilni. V posledni dob¢ se
jeho potravni preference méni a stale Castéji saje krev na savcich (Reichholf-Riehm,
1997). Samicky tohoto druhu kladou vajicka pfimo na vodni hladiny, proto se jeho larvy

casto vyskytuji v obrovském mnozstvi vSude ve stojatych vodach (zahradni nadrze,

barely) (Kramar, 1958; Becker et al., 2003).

1.1.1. Rozliseni samce od samice (pohlavni dimorfismus)

Samce od samice rozezname podle vzhledu tykadel a bodce. Samci maji husté a
dlouze ochlupena tykadla citlivd na zvuk, kterym se orientuji v rojich a rozpoznavaji
samice vlastniho druhu. Jejich bodce jsou kratké, a tudiZ uzpisobené k sani nektaru.
Samice maji naopak fidce a kratce ochlupend tykadla. U krev sajicich samic jsou bodce
dlouhé a ostré, proto slouzi soufasn¢ k nabodnuti kiize i sdni krve. Hostiteli jsou
predevsim teplokrevni obratlovci, pricemz nékteré druhy davaji prednost urcitym
hostiteltim, které vyhledavaji zejména ¢ichem (Hiirka a Cepicka, 1980). Komar v letu
vydava hvizdavy ton, zplsobeny chvénim kiidel a také hlasivek, které jsou napjaté v

hrudnich pradusich (Kramar, 1958).



Hlava samce (vlevo) a samice (vpravo) komart rodu Culex (Obrazky pievzaty z:

http://www.catfish.cz/ruzne/komar/komar.htm).

1.1.2. Potrava

Vsichni dospé€li komaii se primdrné¢ zivi nektarem, ale samicky jsou navic
schopny hematofagie (sdni krve). Nepotiebuji ji ke svému pfeziti, ale jako zdroj
bilkovin pro vyvoj vaji¢ek. Vyjimku tvofi komafi rodu Toxorhynchites, kteti krev
nesaji. K tomuto rodu patii i nejvetsi znamé druhy komart, jejichz larvy poziraji larvy

jinych druhti komard (Kramar, 1958).

1.1.3. RozmnoZovani a vyvoj

K namluvam a k patreni dochazi nejcastéji pfi rojeni. Rozdily v rojovém chovani
ruznych druhti zdménu partnert prakticky vylucuji (Kramar, 1958).

Samecci ve velkych rojich podle sluchu vyhledavaji samicky svého druhu. Ke
kopulaci dochazi v letu. Po kopulaci musi samic¢ky najit vhodného hostitele a usat mu
kapku krve, aby ve svém téle spustily slozity proces zrani vaji¢ek. Bez potiebnych zivin
obsazenych v krvi by se rozmnozovani zastavilo (Olejni¢ek a Gelbic, 2000).

K nakladeni vajicek vyuzivaji rtizné druhy stojatych vod, jako jsou rybniky
(Anopheles maculipennis) umélé bazény a barely (Culex pipiens, Culiseta annulata),
periodicky zaplavované plochy (vétSina druhti rodu Aedes), dutiny ve stromech (Aedes
geniculatus a pulchritarsis, Anopheles plumbeus), ¢asto jim sta¢i i velmi malé mnozstvi

vody (Culex pipiens molestus). Zimu pieckavaji oplozené samicky (Culex pipiens,



Anopheles maculipennis, Culiseta annulata), vaji¢ka (vétSina druht rodu Aedes), méné

Casto larvy (Anopheles claviger) (Clements, 2000; Becker et al., 2003).

1.1.3.1. Vyvojova stadia

Komar patfi k hmyzu s proménou dokonalou (vajicko, 4 larvalni stadia, kukla a
dospé€ly komar - imago). Proména je zavisld na celé fad¢ faktord, k nimz patii teplota,
vlhkost i kvalita prostfedi. Tento proces popsal jiz fecky filozof Aristoteles (Hiirka a
Cepicka, 1980).

Samicky rodu Culex kladou na hladiné stojatych vod vaji¢ka, ktera lepi do utvaru
pfipominajiciho maly ¢lun. Ten mize obsahovat kolem 100 vajicek. Pro vyvoj téchto
vajicek je optimdlni teplota vody asi 20°C. Apodni (beznohé) larvy brzy po zrozeni
zaCinaji pfijimat potravu. Pohybuji se mrskavym pohybem a na predposlednim
zadeCkovém clanku maji dlouhou dychaci trubi¢ku (dychaci sifo), s jejiz pomoci se
zaveésuji k hlading, aby tak mohli dychat vzdusny kyslik. Kdyz jsou vyruseny, snazi se
ukryt na dné, ale za chvili se musi opét vratit k hladin¢. Optimalni teplota pro né je 20 -
28 °C. Vyvoj larev je rozdélen do 4 larvalnich stadiich - instari. Potfeba svlékani
vyplyva z toho, ze kutikula hmyzu je tvofena chitinem, ktery je na rozdil od elastické
ktize pevny a proto, aby larva vytvofila co nejvice zdsob pro tvorbu vaji¢ek, se musi
zbavit staré kutikuly a nahradit ji novou. V tomto okamziku se vytvaii novy prostor pro
tvorbu co nejvétsiho tukového télesa. DostateCné velkd larva se larvo-kuklovou
transformaci meéni v kuklu. Kukla nepiijimd potravu a pohybuje se rychlym
kotoulovitym pohybem. V kukle se vytvaii imaginalni struktury. Po jejich dokonceni se
lihne dospélec nebo-li imago. U imaga po né€kolika minutach az hodinadch dochéazi ke
zpevnéni pokozky, napinaji se kiidla a télo nabyva definitivniho tvaru a zbarveni

(Clements, 2000 ; Hirka a Cepicka, 1980).

10



Samic¢ka komara rodu Culex pipiens, kladouci vajicka na vodni hladinu do

typického ttvaru ptipominajiciho maly ¢lunek, ktery mtize obsahovat az 100 vajicek.

Cerstvé vylihla larva . instaru z vajicka.
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Larvy jsou pfichycené k vodni hladin€ pomoci dychaciho sifa, které je u larev III.
a IV. instaru dosti sklerotisované a pigmentované; u mladsich stadii byva pigmentace
jen Castecna.

Kukly komara Culex pipiens jsou leh¢i nez larvy, protoze prostor mezi kutikulou
hlavohrudi kukly a t€lnim pokryvem vyvijejiciho se imaga je vyplnén vzduchem. Jejich
zbarveni zavisi na jejich stafi. Mladé kukly jsou zbarveny svétle a stars$i kukly maji

kutikulu tmavsi.
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Cerstvé se lihnouci dospéli jedinec, u néhoz dojde po n&kolika minutich az
hodinach ke zpevnéni pokozky, napnuti kiidel a télo ziska definitivni tvar a zbarveni

(jako u nésledujicich 2 obrazki).

Samicka (vlevo) a samecek (vpravo) komara rodu Culex

(Obrazky ptevzaty z: http://www.catfish.cz/ruzne/komar/komar.htm a text: Kramar,

1958).
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1.2. Nemoci pienasené komary

Samicky prostfednictvim hematofagie (sani krve) pfenaSeji do téla zvifete ¢i
clovéka choroboplodné zarodky (Clements, 2000). Samicka po nabodnuti kiize
vstiikuje do ranky slinu obsahujici antikoagulancia. U infikovanych samicek slina
obsahuje navic patogenni agens — puvodce choroby. Neékteré druhy komara
vyskytujicich se i v Cesku, mohou pasivné pienaset lymeskou borreliozu. Pasivni
pfenos znamena, ze puvodce nemoci nezije v téle komadra, pouze byl pfenesen s

Cerstvou krvi, kterd komarovi ulpéla na sosaku a na té¢le (Bartinék et al., 2006).

1.2.1. Arbovirové infekce (arboviry = ARthropod-BOrne viruses)

Mezi tyto infekce patii RNA viry (napi. Togaviridae a Flaviviridae, Bunyaviridae
a Reoviridae). Jsou pienaSeny krev sajicimi artropody (naptf. komadry, klistaty,
pise¢nymi blechami, mouchami apod.), které tyto viry neni¢i. Po bodnuti infikovanym
pfenaSecem se virus mnozi nékolik dnti v kapilarnim endotelu a lymfatickém systému
(Lobovska, 2001).

Onemocnéni zptusobena arboviry maji dvoufazovy, bifazicky prubéh, tzn. ze
charakteristické ptiznaky infekce nastupuji za 4-10 dnl. Tyto infekce se nepienaseji
z Clovéka na cClovéka piimym kontaktem, ale prostiednictvim pouzitych jehel,
manipulaci s krvi nemocného apod. Clovék se muZe také nakazit chorobou napf.
v endemickych oblastech jejich vyskytu, které navstivi bez pfedchozi vakcinace (napf.
zluta zimnice) (Lobovska, 2001).

V tabulkach (Tab.1-3), uvedenych v ,,Ptiloze, jsou vypsany arboviry pfenaSené

komary.

1.2.1.1. Encefalitida japonska, zipadni a vychodni koiisk4, kalifornska, aj.
Encefalitida je pfenaSena infikovanymi komary rtiznych druhti, ktefi zistavaji
infek¢ni po cely zivot.
Japonska encefalitida se vyskytuje v mnoha oblastech Asie, od Indie ptes Koreu,

Indonésii, Cinu az po Japonsko. Piirodni ohniska jsou ve venkovskych oblastech,
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vazana na chov prasat. Zapadni a vychodni kofiské encefalitidy se vyskytuji v USA a

Kanadé¢ a n&kterych oblastech stfedni a Jizni Ameriky (Gopfertova et al., 2002).

1.2.1.2. Zlut4 zimnice

Patii mezi arbovirové infekce. Vyskytuje se ve dvou forméch - dzunglové (lesni)

a méstské. U dzunglové formy je zdrojem nakazy opice nebo jiny obratlovec. Jejim
pfenaseCem v Jizni a stfedni Americe je komar Haemagogus a v Africe Aedes
africanus. U méstské formy je zdrojem cloveék a prenaseCem komar Aedes aegypti
(Gopfertova et. al., 2002; Lobovska, 2001).

1.2.1.3. Dengue

Je pfenasena komarem rodu Aedes, hl. Aedes aegypti. Zdrojem onemocnéni je
Clovek, pripadné nékteré druhy opic (hl. v Africe). Nejvyssi vyskyt je v karibské oblasti
a jihovychodni Asii, Indii a Pacifiku (Gopfertova et al., 2002; Lobovska, 2001).

1.2.2. Malarie

Pavodci tohoto onemocnéni jsou prvoci rodu Plasmodium. Je pfenaSena komarem
rodu Anopheles a zdrojem onemocnéni je ¢loveék. Vyskytuje se predevsim v tropickych
oblastech Afriky, Asie (Cina, Indie, Indonésie, Péakistan), Stfedni a Jizni Ameriky
(Gopfertova et al., 2002).

1.2.3. Zapadonilska horecka
Puvodcem je flavivirus. PfenaSeci jsou komati rodu Culex (napt. Culex pipiens) a

zdrojem ptaci (Drebot et. al., 2003; Wood et al., 1979).

1.3. Histologicka technika
Zabyva se zpracovanim tkani a organt lidského nebo jiného zivoc¢isného ptivodu s

cilem ziskat histologické preparaty, které je mozné studovat ve svételném mikroskopu.
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Skladd se ztady na sebe navazujicich postupli: odbér materidlu, fixace, zalévani,
krajeni, barveni a uzavirani obarvenych fezi (Dvorak et. al.,, 1985; Knoz a

Opravilova, 1992).

1.3.1. Odbér vzorki (materialu)

VysSetfovany material musi byt odebran v co nejkratS$im Case, aby nedochéazelo k
nasledné destrukci tkané autolytickymi procesy a pro zachovani ultrastruktury bunck.
Z téchto uvedenych divodu je tfteba odebranou tkan ihned prenést do fixaéniho roztoku.
Vzorek by mél byt reprezentativni, tzn. mél by reprezentovat vySetfovany orgéan ¢i
patologické zmény dané tkan€. A mél by byt takovych rozmérii (napt. pro svételnou
mikroskopii cca 10 x 10 x 3 mm nebo o malo vétsi - 1 cm’), aby pouzité fixa¢ni Cinidlo
penetrovalo (pronikalo) spravnou rychlosti do tkdn¢ (Manakova a Seichertova, 2002).

Material mtzeme ziskat dvojim zptisobem: bud’ cCerstvy pii operaci zivého
organismu (BIOPSIE), nebo pfi pitvé z orgdni ziskanych i né€kolik hodin po smrti
(NEKROPSIE). Takto pfipravené tkanové kousky okamzit¢ vkladdme do nékteré z
fixaCnich tekutin (pro tkané vySetfované po usmrceni), popt. fyziologického roztoku
(pro tkané vysetfované za Ziva) podle toho jak budeme tkan dale vysettovat (Cech a
Horky, 2005; Dvorak et. al., 1985).

Oznaceni materialu musi byt v pribéhu celého histologického zpracovani presné a

spravné, abychom piedesli ptipadné zameéné (Knoz a Opravilova, 1992).

1.3.2. Fixace

Je procesem, pifi kterém dochazi k rychlému usmrceni Zivé hmoty fixa¢nimi
prostiedky. Pouzitim fixacnich prosttedki pfedejdeme probihajicim samovolnym
zméndm, napi. rozpadu tkan¢ — autolyze. Podstatou fixace je zména fyzikalné
chemickych vlastnosti proteini. Tato zména se tykd vyrazného snizeni rozpustnosti
proteini a ztrat¢ jejich biologickych vlastnosti, napt. enzymatického piisobeni. Pii
fixaci dochazi vzdy ke zménam struktury (vysrdZeni bunécnych bilkovin, smrSténi

tkan¢, vzniku artefaktd) oproti struktufe, kterou ma tkan za ziva. Aby tyto zmény byly
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co nejmensi, musi byt fixacni prostiedek co nejkvalitnéj$i (Junqueira et. al., 1997;
Cech a Horky, 2005).

Fixacni prostiedky mame fyzikalni a chemické. Fyzikalni jsou malo pouzivané.

Uplatituji se hlavné v bakteriologii, kde zivou hmotu fixujeme suchym teplem.
Chemické prostiedky se nejcastéji pouzivaji v histologii, kde se stale vice uplatiiuje
fixace vysouSenim na nizké teploty. Jedna se vétSinou o roztoky anorganickych a
organickych sloucenin. Vybér tekutiny zavisi na dalSim zpracovavani odebraného
materidlu (zda pujde o prehledné preparaty, o studie cytologické nebo o prace
histochemické) (Tab. 4 viz: Prilohy). Ne vSechna fixativa jsou stejné¢ vhodna pro urcity
druh barveni. N¢kterd Spatné pronikaji do tkéné, jina fixuji dobfe jadra, nebo naopak
cytoplasmu, proto pouzivame smési 2 nebo vice sloucenin, jejichz vlastnosti se
navzajem dopliuji. Kvalitni fixa¢ni tekutina musi rychle pronikat do tkani a nesmi
naruSovat jejich strukturu a porusSovat jejich barvitelnost (Dvorak et. al., 1985;
Manakova a Seichertova, 2002).

Do pozadavki pro spravny vysledek fixace zahrnujeme: fixovani jesté zivé tkané,
mnozstvi fixacni tekutiny, které ma byt 50x vice nez ¢ini objem bloc¢ku (blocek ma byt
mensi nez 1 cm’®) a pouzivani fixagnich pripravki s vysokou penetraci (DvoFak et. al.,
1985).

Doba fixace zavisi ptedevsim na velikosti blocku (¢im vétsi blocek, tim delsi doba

fixace), druhu tkan¢, druhu a koncentraci fixa¢ni tekutiny (koncentrace nesmi byt ani
vysoké - vysrazeni bilkovin ve velkych hrudkéch a ani nizké - nedokonald fixace) a na
teploté (vétSinou se fixuje pfi pokojové teplote). S vyssi teplotou se urychli fixace i
autolytické pochody a také se zvySi smrStovani preparatu. Niz8i teplota (0-4°C)
vyhovuje vice, protoze autolytické pochody jsou zpomaleny (Jirovec, 1953; Manakova
a Seichertova, 2002).

Po skonceni fixace vypirame tkan ve vodé nebo v alkoholu (podle pouzité fixacni
tekutiny), napt. u Bouinovy tekutiny 80% alkoholem. Pranim bloc¢kli odstraniujeme
pfipadné srazeniny vzniklé pfi fixaci a hlavné vyplavujeme z tkdné fixacni roztok. K
promyvani ve vod¢ slouzi promyvaci nadobky a promyvani v alkoholu se déje jeho

¢astou vymeénou (Cech a Horky, 2005; Jirovec, 1953).
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1.3.3. Zalévani tkanovych blo¢ki

Fixované a vyprané blocky miizeme zpracovat 2 zpiisoby: bud’ zmrazenim na
zmrazovacim mikrotomu a pfimo znich krdjime tenké fezy, nebo zalévanim do
pevnych a dobfe krajitelnych hmot (zelatina, parafin, celoidin, celodal) a az poté
zhotovujeme fezy na mikrotomu (Dvorak et. al., 1985; Manakova a Seichertova,
2002).

Tkan€ zalévame ptedevSim proto, ze i fixované jsou pfili§ mekke, takze
mikrotomovému nozi uhybaji, nebo mohou byt jejich slozky pftili§ volné spojené a fez
by se po ukrojeni rozpadl (Knoz a Opravilova, 1992).

Zalévaci média mohou byt rozpustnd ve vodé (napf. Zelatina, celodal,

polyethylenglykol), kdy se tkanovy blo¢ek po vyprani ve vod¢ rovnou piendsi do
roztoku téchto médii. Nebo ve vodé nerozpustna (napt. parafin, celoidin), kdy se tkan
nejprve zbavi vody a az poté se zaléva. Zalévat miizeme do parafinu (postup: odvodnéni
tkang; prosyceni tkdn¢ médiem, které rozpousti parafin a misi se s alkoholem; prosyceni
tkané alkoholem; vlastni zaliti) nebo do voskl rozpustnych ve vodé. Pii zalévani do
voskl se fezy nemusi odvodiiovat, ale velmi obtizné¢ se napinaji na podlozni sklicko

(Cech a Horky, 2005).

1.3.4. Krajeni tkanovych blocki

Bud’ se krdji ptimo po zmrazeni, nebo az po zaliti do nekterych ze zalévacich
médii. Pomoci mikrotomil se z tkanovych blockti zhotovuji histologické tfezy, tlusté
nekolik nm az nékolik desitek um. Podle ucelu a konstrukce se mikrotomy rozdéluji na
3 typy: mikrotomy saitkové (pouzivajici se ke krajeni fezli parafinovych, celoidinovych
a celodalovych), rotacni (pro zhotoveni sériovych fezii z parafinovych blockl) a
zmrazovaci (kryomikrotomy). Kryomikrotomy se pouzivaji pro rychlé stanoveni
histologické diagnozy, pro krajeni tkani, které nesnaseji zaliti do parafinu ani celoidinu
(napf. pti prukazu lipidl), a pii metodach pouzivanych v histochemii. Zakladni soucasti
téchto mikrotomt jsou podobné (podstavec, niiz, zatizeni na upevnéni bloc¢ku a zatizeni
na posun blo¢ku proti nozi, nebo noze proti blocku) (Dvorak et. al., 1985; Jirovec,

1953; Knoz a Opravilova, 1992).
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1.3.4.1. Zpracovavani tkaniovych fezi (Tab. 5 viz: Prilohy)

Parafinové fezy pofizené na rota¢nim a sankovém mikrotomu napiname na
podlozni skla, jez jsou opatfena jemnym natérem smési glycerinu s bilkem (pfip.
s zelatinou). Na takto pfipravena skla pfeneseme parafinovy fez a podkdpneme jej
destilovanou vodou.

PodloZni sklo poloZime na ploténku vyhtatou na 40-45°C. K Gplnému pfichyceni
fezl dochazi aZ v termostatu (asi za 24 hod. pfi 38-40°C), kde se voda zcela odpaii a
bilek koaguluje (Jirovec, 1953).

Rezy potizené na zmrazovacim mikrotomu pieneseme do destilované vody nebo
do fyziologického roztoku podle toho, zda byla tkan fixovana ¢i ne. Kryostatové fezy
muzeme pienaset pfimo na podlozni skla, coZ md vyznam v histochemii, protoze se
minimalizuje moznost difize latek v fezu (Knoz a Opravilova, 1992; Manakova a
Seichertova, 2002).

Podlozni skla oznacime pied ulozenim diamantovym nozem vhodné zvolenou

znackou, aby nebyla zaménitelna (Dvorak et. al., 1985; Jirovec, 1953).

1.3.5. Barveni histologickych objekti

Vétsina histologickych barvicich metod je zaloZena na pozndni, Ze rizné bunééné
a tkanové elementy na sebe vazi rizna barviva (Knoz a Opravilova, 1992; Marnakova
a Seichertova, 2002).

Druhy barveni rozliSujeme z praktického hlediska na vitdlni barveni a barveni

fixovanych tkani (nejcast&jsi). U vitalniho barveni se pouzivaji vitalni barviva kysela

(napf. trypanova modf, lithiovy karmin) nebo zasaditd (napt. methylenova modf — barvi
nervova vlakna). Rozeznavame barveni ptisné vitalni (vpraveni roztoku do zivého téla)
a supravitalni (barveni pravé vytiznutych kouskil tkan¢ ponoienim do roztoku barviva
nebo nastiik cév pravé usmrceného zvifete). Pfi supravitdlnim barveni je tfeba
respektovat Casovy faktor (nefixovana tkan podléhéd autolyze). U barveni fixovanych
tkani maji kysela barviva afinitu ke slozkdm cytoplasmy a bazicka jsou barviva jaderna

(Manakova a Seichertova, 2002).
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VétSina barviv pouzivanych v histologii zbarvi pfisluSnou strukturu tymz
barevnym ténem, ktery ma barvivo samo (ORTOCHROMAZIE), nebo se tkanové
slozky zbarvi jinym barevnym odstinem, nez jaké mé& zékladni barvivo
(METACHROMAZIE). Napf. roztokem toluidinové modfi (modré barvivo) se hlen

zbarvi Cervenofialové (Dvorak et. al., 1985).

1.3.5.1. Priprava fezu k barveni

Zmrazené tfezy (kryofezy) a celoidinové fezy je mozné (po oplachnuti vodou)
barvit pfimo. Parafinové fezy se nejprve musi odparafinovat pouzitim 2 lazni xylenu,
sestupnou fadou alkoholll (100 a 96%) a destilovanou vodou. Po vyprani fezii ve vodé

ptistupujeme k vlastnimu barveni histologickych preparati v kyvetach (Jirovec, 1953).

1.3.5.2. Zakladni barvici metody

Piehledna barveni (Tab. 6 viz: Prilohy) poskytuji pozorovateli celkovy obraz

preparatu. Pii barveni hematoxylinem a eosinem se jaddra a chrupavky zbarvi modie

(hematoxylin), cytoplasmy lehce rizové, svalové tkané cervené a vaziva rizove (eosin).
Barveni “Azan‘“ zbarvi jadra do karminové Cervené, erytrocyty oranzové, kolagenni
vazivo do jasné modré a svalovinu Cervené. Pii barveni Weigert van Giesonem je
svalstvo zluté (kyselina pikrovad), kolagenni vazivo tfesiiové Cervené (fuchsin) a jadra
temné modra (Cech a Horky, 2005; Knoz a Opravilova, 1992; Manikova a
Seichertova, 2002).

Specidlni barveni maji barevné vyzdvihnout ur¢ité bunééné ¢i tkanové slozky

(Tab. 6 viz: Prilohy). Nejuzivanéj$imi metodami pro zndzornéni kolagenniho vaziva

jsou Masonovy trichromy. Podle barevného tonu, jimZ se vybarvi kolagen, rozliSujeme

trichrom zluty, trichrom modry a trichrom zeleny. Elasticka vlakna barvime orceinem,

diferencujeme kyselym alkoholem az vyniknou svym cEervenohnédym zbarvenim a
jadra dobarvujeme hematoxylinem. Kromé této metody se pouziva i1 barveni elastickych
vldken aldehydovym fuchsinem (fialov€é) nebo resorcinolovym fuchsinem

(modrocern€). Zndzornéni retikuldrnich vldken se provadi impregnaci dusi¢nanem

stiibrnym 1 histochemickou reakci PAS na polysacharidy. Mezi jaderna barveni patfi:
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barveni podle Heidenhaina (barveni hematoxylinem, jimz se kromé jaderné¢ho
chromatinu zbarvi ¢ern¢ i mitochondrie a sekre¢ni granula bunék), barveni jadrovou
cerveni (ortochromatické barveni) a barveni galocyaninem. Tyto metody jiz tvori
prechod k metodam histochemickym, rovnéz i Feulgenova jaderna reakce spociva
v histochemickém pritkazu DNA (Dvorak et. al., 1985).

Metody znazornéni bunécnych organel nemaji v obdobi elektronové mikroskopie

vétsi vyznam (Knoz a Opravilova, 1992; Jirovec, 1953).

1.3.5.3. Impregnacni metody

Impregnace spociva v prosyceni tkané roztokem soli kovu (nejcastéji se pouzivaji
soli stiibra, zlata a osmia) a v nésledujici redukci kovu na strukturach, které¢ k nim maji
afinitu (Tab. 6 viz: Prilohy). Nejvyssi afinitu k solim kovii maji retikularni vlakna,
nervova vldkna, gliové elementy a nékdy i dalsi struktury jako napi. bunécné jadra,
kolagenni vldkna apod. (Cech a Horky, 2005)

Téchto metod existuje velké mnozstvi a jejich podstata je stejna. Napiiklad
Gomoriho metoda ke znazornéni retikularnich vlaken, Bielschowského metoda

impregnace neurofibril (Dvorak et. al., 1985; Manakova a Seichertova, 2002).

1.3.6. Uzavirani (montovani) obarvenych rezi

Mame-li preparat dobfe obarveny ¢i naimpregnovany, uzavirame (montujeme) jej
mezi podlozni a kryci sklo. Mizeme k tomu pouzit medii rozpustnych ve vod¢, medii
nemisicich se s vodou i medii rozpustnych v xylenu. Nejcastéji se pouziva kanadsky
balzam, ktery se nemisi s vodou. Pokud fez nesmi piijit do styku s organickymi
tukovymi rozpoustédly, pouzivaji se k montovani media misici se s vodou (glycerinova
zelatina, sirup z arabské gumy = Apathyho sirup, nebo glycerin). Uzavirame-li fez do
glycerolu, musime kryci sklo oramovat voskem, tmelem z kalafuny apod. (Dvorak et.

al., 1985; Jirovec, 1953; Manakova a Seichertova, 2002)
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cile predloZené prace:

= zpracovat literarni reSersi o soucasném stavu
= vyzkouset histopatologické metody

= posoudit jejich vhodnost pro studium vyvoje samicich pohlavnich organi a

vyuzivani obrazové analyzy
Hypotézy:

= vyuziti histopatologickych metod a obrazové analyzy pii studiu hmyzi

reprodukce
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3. MATERIAL A METODIKA

Ptedlozen4d prace byla zaméfena na studium rGznych histologickych metod
vyuzitelnych pfi studiu vyvoje, rozmnoZovani a ptipadného pfenosu patogennich agens
u komari komplexu Culex pipiens. Ke studiu byl vyuzivan druh Culex pipiens

quinguefasciatus Say.

3.1.Metodika chovu

Komati druhu Culex pipiens quinquefasciatus Say byli chovani ve standardnich
podminkach — teplota 25+1°C, relativni vlhkosti 75+10% a fotoperiodé¢ 16 L : 8 D.
Dospélci byli chovani v plexikovych boxech (Olejnicek, 1993), kam byla vloZena
kostka cukru a miska s vodou. Samicim byla pfedkladana 1x tydné mys, aby se nasaly
krve. Samice kladly vajicka v jednotlivych sniskach do vody. Embryonalni vyvoj trval
48 hod. Vylihlym larvickdm I. instaru byl do vody vkladan PANGAMIN (lyofylizované
pivovarské kvasnice). Larvalni vyvoj je rozdélen do 4 larvalnich stadii (instart). Larvy
posledniho instaru se po 7-8 dnech kukli. Po 48 hodinach se z kukel lihnou dospélci.
Jako prvni se lihnou samci. Tento druh je tedy typickym ptedstavitelem proterandniho

hmyzu.

3.2. Zpracovavani materialu
Ze zékladniho chovu komard Culex pipiens quinquefasciatus byly odebirany
kukly. Po preméné kukel v dospélce byly samice izolovany a samci vraceni zpét

k chovu.
3.2.1. Odbér modelového materialu
U samic znehybnénych nizkou teplotou byly pod mikroskopem firmy Olympus

oddé€leny pohlavni organy nebo celé zadecky za pouziti histologickych ntizek a pinzet.

3.2.2. Fixace
Odde¢lené tkané byly ihned pfendany do fixaéni tekutiny Carnoy nebo Bouin,
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modifdikace Dubosque-Brasil, jejichz ptipravu a délku fixace uvadeji nasledujici

tabulky (Tab. 7,8 a 9).

Tab. 7: Ptiprava fixacni tekutiny Bouin, modifdikace Dubosque-Brasil (upraveno

podle: Wolf, 1954)

Pouzita latka mnoZstvi
kyselina pikrova lg

80% alkohol 150 ml
kyselina octova 15 ml
40% formol 60 ml

Tab. 8: Pfiprava fixacni tekutiny Carnoy (upraveno podle: Jirovec, 1953 ).

Pouzita latka Mnozstvi v ml
96% alkohol 6
chloroform 3

koncentrovana kyselina octova | 1

Tab. 9:

Fixac¢ni tekutina Doba fixace

Bouin, modifikace Dubosque-Brasil | 1-24 hodin

Carnoy 5 a 10 minut

3.2.3. Zalévani tkanovych blocku

Po uplynuti nezbytn¢ nutné doby pro dostate¢né prosyceni fixaénimi Cinidly byla
nafixovana tkan odvodnéna a nésledné zalita do paraplastovych (parafinovych) (Tab.
10) a pryskytic¢nych blo¢kt (Tab. 11). Pro zalévani do paraplastovych bloc¢kl se pouzila
tkan nafixovand v Carnoyho i Bouinové fixazi a pro pryskyfi¢né fezy tkan prosycena
Bouinem. Tkan se zalévala do zalévacich formicek, které se v ptipad¢ pryskyiicnych
bloc¢kl daly na 24 hodin do termostatu a paraplastové blocky se po stejnou dobu (24

hodin) nechaly voln¢€ ztuhnout v kelimku se studenou vodou.
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Tab. 10: Postup pii odvodiovani a zaliti do paraplastovych (parafinovych) blocki
(upraveno podle: Jirovee, 1953; Wolf,1954).

Pouzita latka Casovy tidaj
70% alkohol (3x) po 8 hodinach
96% alkohol (3x) po 8 hodinach

alkohol: methylbenzoat |1 hodina
methylbenzoat I. II. III. | po 6 hodinach

benzol I. II. maximalné 10 minut
benzol-parafin 1 hodina pii 45°C
parafin L. II. IIL. I'V. po 4-6 hodinach

Tab. 11: Ptiprava pryskyfi¢nych blocki (ustni sdéleni: Gelbié, 2008)

Pouzita latka Casovy tidaj

70% etanol do odstrani zbytkl kyseliny pikrové
80% etanol 15 min

90% etanol 15 min

96% etanol 15 min

propylen oxid 15 min

pryskyfice + propylen oxid 1:2 | 1 hod

pryskyftice + propylen oxid 1:1 | 1 hod

pryskyfice + propylen oxid 2:1 | 1 hod

Cista pryskyfice = exikator 24 hod

3.2.4. Krajeni tkaniovych blocki
Po uplynulych 24 hodindch se ztuhlé blocky vyndaly ze zalévacich formicek a

upravil se jejich tvar pro snadné krajeni na mikrotomech.
3.2.4.1. Paraplastové (parafinové) blo¢ky

Parafinové fezy potizené na rotacnim mikrotomu Leica byly napnuty na pfedem

oznacena podlozni sklicka, opatfena jemnym natérem smési glycerinu a bilku. Na takto
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piipravena sklicka byly pfeneseny parafinové fezy a podkdpnuty destilovanou vodou,

aby doslo k jejich napnuti. Poté byla polozena na topnou ploténku vyhiatou na 40°C.

3.2.4.2. Prysky¥ri¢né bloc¢ky

Jednotlivé pryskyficné fezy potfizené na ultramikrotomu Reichert byly pomoci

jemnych stéteckil prenaSeny do kapky vody na podlozni sklicka. Po zaschnuti byly fezy

barveny toluidinovou modii.

3.2.5. Barveni histologickych preparati

Odparafinované tezy (Tab. 12) byly barveny Malloryho metodou (Tab. 13) nebo

Mayerovym (Tab. 14) ¢i Harrisovym hematoxylinem (Tab. 15). V priibéhu barveni

byly histologické preparaty pozorovany pod mikroskopem, aby se zachytil okamzik

spravn¢ obarvené modelové tkané.

Tab.12: Postup pii odparafinovani (upraveno podle: Jirovec, 1953; Wolf, 1954)

PouZita latka Casovy tidaj (minuty)
2x xylol po 10

3x 96% alkohol po 5

2x 70% alkohol po 5

destilovana voda 5

Tab. 13: Postup pti barveni Malloryho smési (upraveno podle: Dédova, 2008)

Pouzita latka

Casovy tidaj

Ponceau ( kysely fuchsin ) 3 /2 minuty

destilovana voda proplachnout

1 % kyselina fosfomolybdenova | 5 minut

destilovana voda proplachnout

smés Mallory 9 minut

destilovana voda 2x proplachnout

3x 96% alkohol vzdy ponotit a hned vyndat
xylen proplachnout
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Tab. 14: Postup pfi barveni Mayerovym hematoxylinem (upraveno podle:
Dédova, 2008)

PouZzita latka Casovy tidaj (minuty)
eosin (asi 1% ) 2
destilovana voda proplachnout

Mayerav hematoxylin |15

vodovodni voda proplachnout
2x 70% alkohol 4
2x 96% alkohol 4
2x xylen 4

Tab. 15: Postup pti barveni Harrisovym hematoxylinem (upraveno podle:
Dédova, 2008)

Pouzita latka Casovy tidaj (minuty)
eosin 1%

destilovana voda proplachnout

Harristiv hematoxylin 2

tekouci vodovodni voda ( maly proud ) |5

2x 70% alkohol 3

2x 96% alkohol 3

2x xylen 3

3.2.6. Uzavirani (montovani) obarvenych rezi

Obarvené histologické preparaty se zamontovaly do permontu (umélé pryskyfice).

3.4. Zpracovavani vysledki

Nésledovalo mikroskopické prohlizeni a zpracovavani dokumentace za pouziti
digitalni kamery DP 50 firmy Olympus pfipevnéné na mikroskop BX 51 téZ firmy
Olympus (Obr. 8).
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4. VYSLEDKY

Predmétem sledovani této bakalafské prace je vhodnost pouzivanych fixacnich a
barvicich metod na modelovém objektu, kterym jsou samice komara Culex pipiens
quinquefasciatus Say. Pro toto hodnoceni byly odd€leny reprodukéni systémy samic a
celé zadecky.

Studovana tkan byla fixovana bud’ fixazi Carnoy (Obr. 1,2), nebo v alkoholovém
Bouinu, modifikace Dubosque-Brasil (Obr. 3 - 7). Fixace v Carnoy probihala velice
rychle. Z diivodii lepSiho pronikani fixdZze do tkdné probihalo fixovéani v chladu pfi
teploté kolem 6°C. Pfi pokojové teploté fixacni €inidlo proniké studovanou tkéani velice
rychle a je nutné piesné stanoveni doby fixace. VétSinou doslo k pfefixovani a tkan se
nedala dobie histologicky zpracovat. Tkan se drobila a pfi krajeni na mikrotomu
vypadavaly velké kusy tkdné€. Fixovani tkan€¢ Bouinem, modifikaci Dubosque-Brasil,
probihala pfi pokojové teploté.

Po fixaci byla sledovana tkan prevedena do parafinu nebo pryskyftice, aby bylo
mozné zhotovit histologické fezy, které se podrobovaly dal§im proceduram. Parafinové
fezy se musely nejprve zbavit parafinu a pfevést do vody. Poté nasledovalo barveni.
Zkouselo se barveni podle Malloryho (Obr. 2,5,6) nebo hematoxyliny Mayer (Obr.
1,4) ¢i Harris (Obr. 3). U téchto metod musela byt upravena doba barveni pro
pouzivany typ tkané. Aby doslo ke spravnému zbarveni histologickych fezu, byla tkan
v pribé¢hu barveni pozorovana pod mikroskopem. Piesto se stalo, ze tkan byla
prebarvend, nedobarvena nebo dokonce neobarvena. V piipad¢ piebarveni se tkanové
tezy diferencovaly v 2% roztoku kamence Zelezitého (u hematoxylinit).

V pribéhu barveni Mayerovym ¢i Harrisovym hematoxylinem se jadra
dobarvovala v 1% roztoku eosinu. Po obarveni hematoxyliny byla tkan srovnatelna.
Nabyvala dvou odstinti fialové barvy, a to ¢ervenofialového (Mayertiv hematoxylin) a
fialového (Harrisiv hematoxylin) s tmavé fialovymi aZ ¢ernymi jadry. Rezy barvené
Malloryho barvici metodou mély vice barev. Lépe se tak daly rozlisit jednotlivé
struktury tkdné€ jako napf. vazivo (modré), bunécnd jadra (Cervend), jadérka (oranzova)

a dalsi ¢asti tkané.
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Polotenké fezy zhotovené z materidlu zalitého do pryskyfice se barvily pouze
toluidinovou modii. Tkan byla vybarvena modie a byly dobie zietelné jednotlivé
struktury (Obr. 7). Nevyhodou této metody je, Ze se, v ptipadé potieby, té¢zko pripravuji
sériové fezy, které jsou potfebné pro zachyceni jednotlivych fazi vyvoje samicich

pohlavnich organii. Pro sériové fezy je vhodnéjsi pouzivani parafinovych fezu.

W

Obr.1: Rez sami¢im reprodukénim organem fixovanym v Carnoyho fixazi po

dobu 10 minut a obarvenym Mayerovym hematoxylinem (Zdroj: vlastni vyzkum).
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Obr. 2: Rez sami¢im reprodukénim orgdnem fixovanym v Carnoyho fixazi po
dobu 10 minut a obarvenym Malloryho barvici metodou. Diky ptefixovani doslo

k potrhani tkdn¢ (Zdroj: vlastni vyzkum).
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Obr. 3: Rez sami¢im reprodukénim organem fixovanym v Bouinu, modifikaci

Dubosque-Brasil a obarvenym Harrisovym hematoxylinem (Zdroj: vlastni vyzkum).
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e
Obr. 4: Rez sami¢im reprodukénim organem fixovanym v Bouinu, modifikaci
Dubosque-Brasil a obarvenym Mayerovym hematoxylinem. Na tomto obrazku je patrné

¢asteCné obarveni jednotlivych struktur sledované tkané (Zdroj: vlastni vyzkum).
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Obr. 5: Rez sami¢im reprodukénim organem fixovanym v Bouinu, modifikaci

Dubosque-Brasil a obarvenym Malloryho barvici metodou (Zdroj: vlastni vyzkum).
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Obr. 6: Cast sami¢iho zade¢ku fixovaného v Bouinu, modifikaci Dubosque-
Brasil a obarveného Malloryho barvici metodou. Na tomto obrazku je patrné jak se po

obarveni Malloryho metodou zbarvi jednotlivé komponenty sledované tkané riznymi

barvami (Zdroj: vlastni vyzkum).
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Obr. 7: Pryskyfién}'/ polotenky fez samic¢im reprodukénim orgdnem nafixovanym

Bouinovou tekutinou a obarvenym toluidinovou modii, zvyraznujici ultrastrukturu

sledované tkan¢ (Zdroj: vlastni vyzkum).
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5. DISKUZE

Predmétem predlozené prace je srovnavani histologickych metod a jejich vhodna
pouzitelnost pro studium vyvoje, rozmnozovani a piipadného pienosu patogennich
agens u komart komplexu Culex pipiens. Tyto sledované histologické metody
pouzivanych fixazi a barviv byly zmodifikovany pro modelovy objekt komara druhu
Culex pipiens quinquefasciatus Say.

Pro fixaci sledované tkané byly pouzivany chemické fixacni tekutiny Bouin,
modifikovany Dubosque-Brasil, nebo Carnoy.

Bouin, modifikovany Dubosque-Brasil, je jedna z nejcastéji pouzivanych fixazi
obsahujicich kyselinu pikrovou (Knoz a Opravilova, 1992). Ma ¢etné¢ vyhody, které
zahrnuji napt. rychlé pronikéni do tkan¢, zachovani barvitelnosti, dobrou fixaci jader i
vétSich objektil (napt. embrya, motské Zivocichy) a vhodnost pro jakykoliv histologicky
obraz (Knoz a Opravilova, 1992). Jeji nejvétsi prednosti je, Ze se v ni miize sledovana
tkan uchovavat po neomezené dlouhou dobu (od né¢kolika mésicti az po nékolik let) bez
toho, ze by doslo k znehodnoceni tkan¢. Piesto ma tato fixacni tekutina i své nevyhody.
Nehodi se pro fixaci ptekrvenych orgdnt napf. sleziny, protoze hemolyzuje krev a tim
dochdzi ke vzniku srazenin (Knoz a Opravilova, 1992), a pro zalévani do celoidinu
(Jirovec, 1953). Jeji vyuziti v imunohistochemii jako fixativa zavisi na primarni
protilatce a typu antigenu (Manakova a Seichertova, 2002). Hodi se 1 pro fixaci pfi
histochemickém priikazu sacharida (Cech a Horky, 2005; Dvorak et. al., 1985). Bouin
jako fixac¢ni tekutina byl vyuzivan i v jinych studiich provadénych na riznych druzich
komart (Hernandez-Martinez et. al., 2002; Moncayo et.al., 2005; Pasteur et al.,
2001; Scott et al., 2000).

Fixa¢ni tekutina Carnoy je fixacni smés s chloroformem (Knoz a Opravilova,
1992), kterou je nutné pied vlastnim uzitim ptipravit vzdy Cerstvou. Nejcastéji se uziva
u tkani obsahujicich chitinové struktury. Pfi jejim pouzivani se musi stanovit doba
penetrace, jinak mtize snadno dochazet k piefixovani sledované tkané, ktera se tak stava
nepouzitelnou pro dal§i zpracovavani. Pii krajeni prefixované tkédn¢ dochazelo
k vylamovani celych blockt, tkan se drobila a trhala. Tato fixacni tekutina byla pouZzita

1 v jinych studiich (Li et. al., 2003; Vazeille et. al., 2007).
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Nafixované preparaty jiz zminénymi fixacnimi tekutinami byly posléze obarveny
modifikovanymi barvicimi metodami Mallory nebo hematoxyliny Mayer ¢i Harris
(Jirovec, 1953; Wolf, 1954).

Mallory je barvici metoda skladajici se z nékolika barviv a diky tomu poskytuje
polychromatické obarveni fezovych preparatli, na nichZ jsou potom patrné jednotlivé
komponenty barvené tkané. Je to vhodna metoda pro studium vaziva, chitinu, fezovych
preparatl hmyzu a embryonalnich preparati (Knoz a Opravilova, 1992). Jeji nevyhoda
spociva v diferenciaci obarvené tkang, ktera se musi provadét velice citlivé, aby nedoslo
k vyplaveni anilinovych barev .

Vyplavovani barev hrozi pfedevsim pii pouzivani hematoxylinii Harris a Mayer.
V pribéhu téchto dvou barveni dochézi k vypirani zbytkl kyseliny tekouci vodou, aby
se tak =zabranilo negativnimu ovlivnéni vysledku barveni. Ob¢ metody jsou
dobarvovany eosinem, popf. jinymi barvivy jako napf. kongocCerveni, Oranz G, nebo
van Giesonem (Jirovec, 1953; Knoz a Opravilova, 1992; Wolf, 1954). Po obarveni
nabyva sledovana tkan srovnatelnych barev. V pfipadé Mayerova hematoxylinu
Cervenofialového odstinu a u Harrisova hematoxylinu fialového odstinu. Tyto
hematoxyliny byly vyuzity i pfi jinych studiich (Harrisiv hematoxylin - Hernandez-
Martinez et. al., 2002; Li et. al., 2003; Mayeriv hematoxylin — Vazeille et. al.,
2007).

V ptedlozené praci byl modelovy objekt obarven i toluidinovou modii, ktera se
pouziva v histochemickych metodach pro prikaz sacharidi (Cech a Horky, 2005;
Dvorik et. al., 1985). PouZivaji ji i v jinych studiich (Gupta et. al., 2005; Hernandez-
Martinez et. al., 2002).

Zavérem lze fici, Ze pro sledovani tkané na daném modelovém objektu se ukazala
jako nejvhodnéjsi fixaéni tekutina Bouin,modifikovany Dubosque-Brasil a z barvicich

metod Mallory.
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6. ZAVER

Z dospélych samic druhu Culex pipiens quinquefasciatus bylo oddéleno pohlavni
ustroji a celé zadecky. Tyto Casti byly nasledné histologicky zpracovavany podle jiz
zminénych fixacnich a barvicich metod a vyhodnocovany.

Na zakladé¢ vyhodnocenych vysledkli se ukézalo, Ze nejvhodnéj$i fixacni
tekutinou modelového objektu je Bouin, modifikovany Dubosque-Brasil, jehoz
uplatnéni v histologii je Siroké. Jednak je vhodny pro uchovavani tkani po delsi dobu
bez jejiho poniceni a kromé histologickych metod je vyuzivan i v histochemickych a
imunochemickych metodach. A jako nejvhodnéjsi barvici metodou, kterd ma schopnost

rozlisit vice jednotlivych komponent modelové tkan¢, je Malloryho smés.
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8. KLICOVA SLOVA

Histologie - histology
barvici metody - stain technology
Culex pipiens quiquefasciatus

samici pohlavni organy - female reproductive organs
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9. PRILOHY

Tab.1: Arboviry zpisobujici hore¢naté pribéhy s exantémy a artralgiemi

(Collier, Oxford, 2006)

rod virus endemicka oblast
Togaviridae O nyong-nyong Afrika (vychodni,
zapadni)
Chikungunya Vychodni Afrika,
Indie, jihovychodni
Asie
Ross River Australie, Oceanie
Flaviviridae Dengue (4 typy) v§echny tropické zony

Tab. 2: Arboviry zpisobujici neuroinfekce (Lobovska, 2001)

rod virus endemicka oblast
Vychodni, Zapadni a
Togaviridae Venezuelské konské
encefalitidy USA, Jizni Amerika
Japonské B a Murray | Délny Vychod,
Flaviviridae Valley enc?falitidy Austrélie
St. Lounské
encefalitidy Kanada, Argentina
Bunyaviridae Kalifornské a I.“a.l
Crosse encefalitidy USA

Tab. 3: Arboviry zpusobujici hemoragické horecky (Lobovska, 2001)

rod virus endemicka oblast
Flaviviridae Zluté zimnice Afrika (trop.) a
Jizni Amerika
Dengue (4 typy) Indie (trop.),
Chikungunya jihovychodni Asie
Bunyaviridae Rift Valley Afrika, Egypt
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Tab. 4: Nejuzivanéjsi fixac¢ni tekutiny (Manakova a Seichertova, 2002)

Pro svételnou mikroskopii

Formaldehyd 4%

Bouinova tekutina | k. pikrova + formol + k. octova + voda

Susa chlorid rtutnaty + chlorid sodny + k. octovda +

+ k. trichloroctovéa + formol + voda

Zenkerova tekutina | chlorid rtutnaty + dvojchroman draselny + siran sodny +

+ k. octova + voda

Carnoy ethanol + chloroform + k. octova

Methacarn methanol + chloroform + k. octova

Pro elektronovou mikroskopii

Glutaraldehyd 1-4%

Glutaraldehyd

+ postfixace oxidem osmicelym 1-2%

Glutaraldehyd + paraformaldehyd

Glutaraldehyd + paraformaldehyd

+ postfixace oxidem osmicelym
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Tab. 5: Zhotoveni preparatu pro svételny mikroskop (Manakova a

Seichertova, 2002)

Parafinové rezy

Celoidinové rezy

Kryostatové rezy

Fixace

Fixace

Zmrazeni pii -170°C

Vypirani

Vypirani

Odvodnéni fadou alkohola

Odvodnéni fadou alkoholu

Prosyceni rozpustidlem

napft. xylenem

Prosyceni rozpustidlem

napt. alkohol-éterem

Zaliti do parafinu

Zaliti do celloidinu

Krajeni

Krajeni

Krajeni v kryostatu

Nalepeni ezl na podlozni

skla

Uchovani fezu

v 70% alkoholu

Nalepeni ezl za sucha

na podlozni sklo

Odparafinovani a

zavodnovani

Pievedeni fezu

do 50% alkoholu

Nékdy kratka fixace

Ptevedeni do vody

Ptevedeni do vody

Barveni, histochemické a | Barveni Zejména histochemické

imunohistochemické a Imunohistochemické

reakce reakce

Odvodnéni a projasnéni Odvodnéni a projasnéni Nékdy odvodnéni a
projasnéni

Montovaci medium

obvykle bezvodé

Montovaci medium

obvykle bezvodé

Montovaci medium bud’
Bezvodé, nebo

glycerin-Zelatina
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Tab. 6: Vysledky barvicich metod (Manakova a Seichertova, 2002)

Barveni Barvivo Jadro | Kolagen | Elastika | Svaly Poznamka
Hematoxylin- | Hematoxylin- | modré |ridzovy rizoveé
eosin eosin az ¢erné
Weigert — Weigertiv hnédé misto Saturnové
van Gieson hematoxylin cerveni se pouziva
Saturnova cerveny také kysely
Cerven Zluté fuchsin, Zluté — vse
Trinitrofenol kromé kolagenu
AZAN Azokarmin cervené cervené - erytrocyty
Anilinova modry — mucin
modf modry
Oranz G oranzove
cervené
Modry Hematoxylin | modré cervené — erytrocyty
Masontiv Kysely az ¢erné modry - mucin
trichrom fuchsin cervené
Anilinova modry
modf
Zluty Hematoxylin | modré ¢ervené — erytrocyty
Masontv Erytrosin az cerné cervené | mozno pouzit i
trichrom Safran zluty kysely fuchsin a
Tuchecht gelb
Zeleny Hematoxylin | modré cervené - erytrocyty
Masontiv Kysely fuchsin | az cerné cervené
trichrom Svétla zelen
zelena
Weigertiv Resorcin fialova
resorcin- Fuchsin
fuchsin
Impregnace Ag | AgNO; hnédy Sedocerné | retikularni vlakna —
cerna
Heidenhaintiv | Heidenhaintiv | hnédé az Sedocerné
zelezity zelezity cerné
Hematoxylin | hematoxylin
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Obr. 8: Mikroskop BX 51 firmy Olympus (pro prezentaci pievzato z: Fakulta

biomedicinckého inZenyrstvi v Praze)
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