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अमूतर् – यह लेख �ेबोटोमाइन बालू म�ी नमूनो ंके प्रसं�रण और माउंिटंग के िलए एक �ापक मागर्दिशर्का प्रदान करता है, 
जो प्रजाितयो ंकी पहचान और रोगजनको ंका पता लगाने और उ�ें अलग करने के िलए मह�पूणर् है। इसमें के्षत्र और प्रयोगशाला 
दोनो ं�स्थितयो ंके िलए उपयु� तकनीको ंकी एक िव�ृत शंृ्रखला पर चचार् की गई है। मागर्दिशर्का में बालू म�ी के संग्रह, प्रबंधन, 
आवरण और इ�ामृ�ु (रसायनो ंके बजाय शु� फ्रीिजंग या CO2 की अनुशंसा) के साथ-साथ संरक्षण रणनीितयो,ं जैसे िक को� 
�ोरेज और इथेनॉल में संरक्षण, पर िव�ृत िनद�श शािमल हैं। कुछ शारी�रक संरचनाओ ं(जननांग, िसर और पंख) की तैयारी की 
गुणव�ा उनके उिचत सू�दश� अवलोकन के िलए आव�क है और इस कायर् में इसका वणर्न िकया गया है। लेख में पोटेिशयम 
हाइड� ॉ�ाइड (Potassium hydroxide) और िफर माकर् -आंदे्र घोल (Marc-André solution) जैसे एजेंटो ंके साथ ��ीकरण प्रिक्रया 
सिहत िव�ृत नमूना प्रसं�रण भी प्र�ुत िकया गया है। माउंिटंग प्रिक्रया में िविभ� मा�मो ंकी तुलना की गई है, िजसमें उनके 
प्रकाशीय गुणो ंऔर संरक्षण क्षमता पर जोर िदया गया है। होयर द्रव (Hoyer fluid) (िजसे �ोरल गम [Chloral gum] भी कहा 
जाता है) को इसकी ��ता के कारण ��रत अवलोकन, िवशेष रूप से शुक्राणुकोशो ं(spermathecae) के िलए, अनुशंिसत िकया 
जाता है, हालांिक यह दीघर्कािलक भंडारण के िलए उपयु� नही ंहै। अ� मा�मो ंमें पॉलीिवनाइल अ�ोहल (polyvenyl alcohol), 
यूपरल® (Euparol®) (सीिमत जल सहनशीलता के िलए) और कनाडा बा�म (Canada balsam) (हाइड� ोकाबर्न [Hydrocarbon]में 
घुलनशील मा�म) शािमल हैं, िजनमें से अंितम दो दीघर्कािलक संरक्षण क्षमता प्रदान करते हैं। DNA अनुक्रमण और MALDI-
TOF जैसी नवीन आणिवक जीव िवज्ञान पद्धितयो ं पर भी चचार् की गई है, िजनमें नमूना प्रसं�रण पर िवशेष �ान देने की 
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आव�कता होती है। इसके अलावा, िविभ� माउंिटंग तकनीको ंको दशार्ने वाले छोटे वीिडयो ��प और 33 िविभ� भाषाओ ंमें 
अनुवाद भी उपल� कराए गए हैं, िजससे यह िदशािनद�श वैि�क वैज्ञािनक समुदाय की िविवध आव�कताओ ंऔर अपेक्षाओ ंको 
पूरा कर सके। बालू म�ी 

प्रमुख श�: माउंिटंग, �ेबोटोमाइन बालू म�ी, होयर �ूइड, माकर् -आंदे्र सॉ�ूशन, �ोरल गम, पॉलीिवनाइल अ�ोहल, 
यूपरल®, कनाडा बा�म, लीशमैिनया अलगाव, फी� �स्थितयां, कल्चर, िव�ेदन, आणिवक जीविवज्ञान, MALDI-ToF, टाइप-
नमूने 

Abstract – Processing and mounting phlebotomine sand flies: a consensus guideline. This article provides a 
comprehensive guide for the processing and mounting of phlebotomine sand fly specimens, which is crucial for species 
identification and pathogen detection and isolation. It discusses a range of techniques suitable for both field and 
laboratory settings. The guide includes detailed instructions on sand fly collection, handling, covering, and euthanasia 
(recommending dry freezing or CO2 over chemicals) as well as conservation strategies, such as cold storage and 
preservation in ethanol. The quality of preparation of certain anatomical structures (genital organs, head and wings) is 
essential for their proper microscopic observation and is described in this work. The article also presents detailed sample 
processing, including the clearing process with agents such as potassium hydroxide then Marc-André solution. The 
mounting process compares different media, emphasizing their optical properties and preservation potential. Hoyer 
fluid (also known as chloral gum) is recommended for quick observation, particularly for spermathecae, due to its 
clarity, although it is not suitable for long-term storage. Other media discussed include polyvinyl alcohol, Euparal® (for 
limited water tolerance), and Canada balsam (a hydrocarbon-soluble medium), with the latter two offering long-term 
preservation capabilities. Innovative molecular biology approaches such as DNA sequencing and MALDI-ToF, which 
require particular attention to sample processing, are also addressed. Furthermore, short video clips illustrating various 
mounting techniques as well as translations in many different languages are provided, allowing the guideline to reach 
the diverse needs and expectations of the global scientific community. 

Key words: Mounting, Phlebotomine sand fly, Hoyer fluid, Marc-André solution, Chloral gum, Polyvinyl alcohol, 
Euparal®, Canada balsam, Leishmania isolation, Field conditions, Culture, Dissection, Molecular biology, MALDI-
ToF, Type-specimens.

प�रचय 
�ेबोटोमाइन बालू म�ी, साइकोडीडे प�रवार और 

�ेबोटोिमनाई उपप�रवार से संबंिधत छोटे िड�ेरा कीट हैं, िजनकी 
कम से कम 1,063 ज्ञात प्रजाितयाँ हैं [21]। ये लीशमैिनयािसस, 
आब�वायरस संक्रमण और बाट�नेलोिसस नामक रोगो ं के िलए 
िज�ेदार रोगजनको ं (लीशमैिनया, आब�वायरस और बाट�नेला) 
के मह�पूणर् वाहक हैं। इनकी पहचान मु� रूप से 
सावधानीपूवर्क संग्रह, उिचत भंडारण और �ाइड पर 
सावधानीपूवर्क माउंिटंग द्वारा सुगम िव�ृत सू�दश� परीक्षण पर 
आधा�रत है, िजसके िलए कई िविश� तकनीको ंकी आव�कता 
होती है, िजनमें से प्र�ेक के अपने फायदे और सीमाएँ हैं। 

वय� �ेबोटोमाइन बालू म�ी की पहचान बाहरी (जैसे, 
एंटीना, प�ी, नर जननांग) और आंत�रक संरचनाओ ं(जैसे, ग्रसनी, 
िसबे�रयम और शुक्राणुकोश) दोनो ंके अवलोकन पर िनभर्र करती 
है। आंत�रक संरचनाओ ं का िव�ेदन और पृथ�रण उनके 
अवलोकन और प�रणाम�रूप सटीक पहचान को आसान बनाता 
है। इसिलए, म�रो ं या िकिसंग बग के िवपरीत, �ेबोटोमाइन 
बालू म�ी की पहचान से पहले उ�ें �ाइड और कवर ��प के 
बीच माउंट करना आव�क होता है। 

1980 के दशक तक, बालू म�ी की पहचान के िलए 
सू�दश� से अवलोकन ही एकमात्र उपल� िविध थी, और आज 
भी यह सबसे �ापक रूप से इ�ेमाल की जाने वाली िविध है। 
इसिलए प्रिक्रया और तैयारी का चुनाव अपेक्षाकृत सरल था और 

मु� रूप से दो िवक�ो ंपर आधा�रत था: एक ओर, नमूने के 
दीघर्कािलक संरक्षण के िलए िनि�त माउंिटंग, और दूसरी ओर, 
पहचान के िलए ��रत माउंिटंग, जो दीघर्कािलक संरक्षण सुिनि�त 
नही ं करती। उदाहरण के िलए, कनाडा बा�म जैसी रेिज़न में 
अंितम माउंिटंग समय लेने वाली होती है, िजसके िलए नमूनो ंका 
पूणर् िनजर्लीकरण आव�क होता है। इसके अलावा, इस मा�म 
का अपवतर्नांक शुक्राणुकोिशकाओ ंके आसान अवलोकन के िलए 
हमेशा अनुकूल नही ंहोता। इसके िवपरीत, जलीय मा�म (जैसे, 
होयर िल��ड) में माउंिटंग तेज़ होती है और अपवतर्क 
शुक्राणुकोिशकाओ ंको बेहतर ढंग से देखने की अनुमित देती है, 
लेिकन यह माउंिटंग के दीघर्कािलक संरक्षण की अनुमित नही ंदेती 
�ोिंक यह वातावरण से पानी सोख लेती है। एक िवक� यह है 
िक �ाइड के पूरी तरह सूख जाने के बाद उसे नेल पॉिलश से सील 
कर िदया जाए। यह दुिवधा आज भी बनी हुई है, जो तैयारी के 
उदे्द� के आधार पर माउंिटंग िविध के चुनाव को प्रभािवत करती 
है। 1980 के दशक से, बालू म�ी की पहचान के अ�यनो ंमें 
आका�रकी और जैव रासायिनक दृि�कोणो ंका संयोजन िकया गया 
है। पहला दृि�कोण �ूिटकुलर हाइड� ोकाबर्न िव�ेषण था, िजसे 
ज� ही आणिवक जीव िवज्ञान तकनीको ं (यानी, रैंडम 
एम्�ीफाइड पॉलीमॉिफर् क DNA (RAPD)) द्वारा प्रितस्थािपत कर 
िदया गया।प्रितबंध खंड लंबाई बहुरूपता (RFLP), DNA प्रवधर्न, 
और Sanger िविध के साथ-साथ अगली पीढ़ी के अनुक्रमण (NGS) 
का उपयोग करके अनुक्रमण। आज, आणिवक दृि�कोणो ं को 
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MALDI-TOF जैसी प्रोिटओिमक िविधयो ंद्वारा पूरक िकया जाता 
है। इसके अलावा, आणिवक प्रजाित पहचान को PCR PCR 
(Leishmania, Trypanosoma, Bartonella, और Phlebovirus) 
द्वारा रोगजनको ंका पता लगाने के साथ जोड़ा जा सकता है �ोिंक 
इन सभी का पता एंड-पॉइंट और �रयल-टाइम PCR दोनो ंद्वारा 
लगाया जा सकता है, िजसके िलए नमूनाकरण और भंडारण 
प्रिक्रया को िनधार्�रत ल�ो ं के अनुकूल बनाने की आव�कता 
होती है [3, 32]। प्रजाितयो ंके भेदभाव के िलए पारंप�रक रूप से 
उपयोग की जाने वाली रूपा�क िवशेषताओ ं के अलावा, अ� 
रूपा�क दृि�कोणो ंको भी लागू िकया जा सकता है (जैसे, पंख 
भू-आकृितिमित)। 

लेखको ं के �यं के अनुभवो ं और सािह� के आंकड़ो ं पर 
आधा�रत इस शोध का उदे्द� वय� �ेबोटोमाइन बालू म�ी 
को माउंट करने और संसािधत करने के िलए मानकीकृत 
िदशािनद�श प्रदान करना था तािक रूपा�क और आणिवक 
िव�ेषण को अनुकूिलत िकया जा सके। 

कुछ िव�ेषण (जैसे, आणिवक जीविवज्ञान या MALDI-ToF) 
करने की आव�कता के िलए बालू म�ी के उस िह�े को बनाए 
रखना आव�क होता है जो रूपा�क पहचान के िलए आव�क 
नही ंहै, जो मह�पूणर् प्रोटोकॉल चयन की आव�कता को उजागर 
करता है। 

इस लेख में, हम जीिवत पकड़ी गई बालू म��यो ंको बेहोश 
करने और उ�ें इ�ामृ�ु देने की िविधयो,ं उनके भंडारण और 
उनकी माउंिटंग प्रिक्रया पर �ान कें िद्रत करते हैं, तािक उनकी 
शीघ्र पहचान की जा सके या उ�ें दीघर्कािलक रूप से संरिक्षत 
िकया जा सके िजससे आगे के अ�यन िकए जा सकें । 

प्र�ावना: सुरक्षा और िविनयामक संबंधी 
िवचारो ं के िलए संबंिधत सुरक्षा डेटा शीट 
(SDS) का संदभर् लें।  
इस िदशा-िनद�श में उ���खत सभी रसायनो ंका उपयोग स� 
सुरक्षा शत� के तहत िकया जाना चािहए। अनुसंधान संस्थानो ंकी 
�ा� एवं सुरक्षा सिमितयाँ आपको इन रसायनो ंके खतरो ंके 
साथ-साथ इनके उपयोग और अपिश� िनपटान की प्रिक्रयाओ ंके 
बारे में भी जानकारी प्रदान करने के िलए उपल� हैं। हालांिक, 
इनके उपयोग और िनपटान संबंधी सुरक्षा िनद�शो ंका पालन 
करना अिनवायर् है। �ान दें  िक सभी उपयोगकतार्ओ ंकी यह 
िज�ेदारी है िक वे अ�ी और सुरिक्षत प्रयोगशाला पद्धितयो ंतथा 
अपने देश या अनुसंधान संस्थान के लागू कानूनो ंऔर िविनयमो ं
का अनुपालन सुिनि�त करें। इसके अलावा, कुछ रसायन या 
उनके घटक (जैसे, Chloral hydrate) कुछ देशो ंमें िविनयिमत 
हैं। इस पांडुिलिप में प्रयु� संिक्ष�ाक्षरो ंकी सूची तािलका 1 में दी 
गई है। 

 
1. बालू म�ी पकड़ना 

वय� बालू म��यो ं को जीिवत या मृत अवस्था में िविभ� 
िविधयो ं जैसे CDC लघु प्रकाश जाल, िचपिचपे जाल और शैनन 
जाल का उपयोग करके ए��रेटर द्वारा एकत्र िकया जा सकता है, 
या सीधे पयार्वरण में उनके िवश्राम स्थलो ं(जैसे पशु आश्रय) से भी 
एकत्र िकया जा सकता है। इन िविधयो ंमें उपयु� आवासो ंमें जाल 
लगाना, प्रकाश या अ� आकषर्णो ं(CO2 या रासायिनक प्रलोभन) 
से बालू म��यो ंको आकिषर्त करना और आगे के िव�ेषण के 
िलए उ�ें एकत्र करना शािमल है, जैसा िक कई प्रकाशनो ं[2, 3, 
32, 36, 49] में विणर्त है। 

जीिवत बालू म��यो ंको पकड़ने से आगे की सभी प्रिक्रयाओ ं
में आसानी होती है, जबिक मृत म��यो ं को इकट्ठा करने से 
लीशमैिनया या वायरस के उपभेदो ंको अलग करना मु��ल हो 
जाता है। कुछ पकड़ने की तकनीकें , जैसे िचपिचपे कागज़, अ�र 
बालू म��यो ंके अंगो ं(एंटेना, प�, पंख या पैर) के नुकसान का 
कारण बनती हैं। इसके अलावा, िचपिचपे कागज़ो ंपर लगी अरंडी 
के तेल की परत बालू म��यो ंसे िचपक जाती है और प्रसं�रण 
की शुरुआत में इसे हटाना आव�क होता है, िजसके िलए 
आमतौर पर एथेनॉल और डाइएिथल ईथर के बराबर भागो ं के 
िमश्रण में 15 िमनट के िलए डुबोया जाता है। 

 
2. एसनमूना इ�ामृ�ु 

इकट्ठा करने के बाद, जीिवत बालू म��यो ंको इ�ामृ�ु देनी 
आव�क है। कुछ संग्रह िविधयो ं(जैसे, िचपिचपे कागज़, िडटज�ट 
या इथेनॉल यु� जार से लैस CDC लाइट ट� ैप) में रेत म��याँ 
इकट्ठा करते ही मर जाती हैं। आणिवक जीविवज्ञान उन म��यो ं
पर लागू िकया जा सकता है िज�ें सीधे इथेनॉल में इकट्ठा िकया 
जाता है और अ� म��यो ं पर िज�ें िजतनी ज�ी हो सके 
इथेनॉल में संग्रिहत िकया जाता है। हालांिक, इनमें से कोई भी मारने 
की िविध MALDI-ToF द्वारा कीट प्रसं�रण की अनुमित नही ं
देती है। इसके अलावा, कुछ मारने की िविधयो ंसे कुछ रूपा�क 
लक्षण न� हो सकते हैं। इसिलए, उिचत पहचान सुिनि�त करने या 
वाउचर नमूनो ंके रूप में दीघर्कािलक भंडारण (अथार्त, भिव� के 
संदभर् या तुलना के िलए संरिक्षत और संग्रिहत नमूने) के िलए एक 
उपयु� मानक मारने वाले एजेंट का उपयोग करना आव�क है। 
एिथल एसीटेट (ethyl acetate), एिथल ईथर (ethyl ether), 
टेट� ा�ोरोएथेन (tetrachloroethane) और �ोरोफॉमर् 
(chloroform) जैसे रसायनो ं को रुई में िभगोकर बालू म��यो ं
वाले पात्र में इ�ामृ�ु के िलए रखा जा सकता है। इन मारने वाले 
एजेंटो ंकी िवषा�ता के कारण िनमार्ता की िसफा�रशो ंका पालन 
करते हुए इ�ें सावधानीपूवर्क संभालना चािहए। हालांिक, हम 
�ोरोफॉमर् का उपयोग करके बालू म��यो ंको मारने की सलाह 
नही ं देते हैं, �ोिंक हमारे अनुभव के अनुसार, यह आणिवक 
जीविवज्ञान अ�यनो ंके िलए उपयु� नही ंहै। इन सभी उ�ादो ं
की खतरनाक प्रकृित और आणिवक िव�ेषणो ं के िलए इनकी 
संिद� उपयु�ता को देखते हुए, इन रसायनो ंके उपयोग को आम 
तौर पर हतो�ािहत िकया जाता है।
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सबसे �ापक रूप से इ�ेमाल की जाने वाली िविध, जो 

आका�रकी, DNA या प्रोटीन को संरिक्षत करती है, नमूनो ं को 
शु� रूप से जमाना है। नमूनो ंको पूरी तरह से बेहोश करने के 
िलए पयार्� समय तक जमाना आव�क है, लेिकन इतना अिधक 
समय तक नही ंिक वे (i) सूख जाएं, या (ii) लीशमैिनया की जीवन 
क्षमता को प्रभािवत करें , यिद उदे्द� उ�ें रेत म�ी के पाचन तंत्र 
से इन िवट� ो में पृथक करना है। इसिलए हम -20°C पर 15 से 20 
िमनट तक जमाने की सलाह देते हैं, और िनयिमत रूप से उनकी 
िनगरानी करते रहें तािक यह सुिनि�त हो सके िक वे केवल बेहोश 
हो,ं लीशमैिनया परजीिवयो ंको मारे नही।ं 

यिद फ्रीजर उपल� न हो, तो CO2 का उपयोग करके कीटो ं
को इ�ामृ�ु दी जा सकती है। ऐसे के्षत्र में जहां CO2 िसलेंडरो ंका 
उपयोग संभव न हो, नमूनो ं को 'सोडा साइफन' (पेय यंत्र) में 
उपयोग िकए जाने वाले छोटे �ावसाियक CO2 कंटेनरो ं का 
उपयोग करके मारा जा सकता है, लेिकन हवाई प�रवहन पर 

प्रितबंध हो सकते हैं। अंितम उपाय के रूप में, कीटो ंको तंबाकू के 
धुएं के संपकर्  में लाकर मारा जा सकता है। बालू म�ी को CDC 
ट� ैप में जीिवत पकड़ा जाता है, ए��रेटर से एकत्र िकया जाता है, 
कांच की टू्यब में रखा जाता है, और तंबाकू के धुएं के संपकर्  में 
लाया जाता है िजससे वे कुछ ही सेकंड में मर जाते हैं। यह िविध 
सभी के्षत्र �स्थितयो ंमें लागू होती है, यहां तक िक किठन अलगाव 
�स्थितयो ंमें भी। हालांिक, कांच धुएं से भर जाने के कारण, इसे पूरी 
तरह से साफ िकए िबना जीिवत बालू म�ी के बाद के संग्रह और 
हैंडिलंग के िलए उपयोग नही ंिकया जा सकता है। िफर भी, उसी 
िबना साफ िकए ए��रेटर का उपयोग िफ�ेशन उदे्द�ो ंके िलए 
अ� ट� ैप से बालू म�ी को इ�ामृ�ु देने के िलए िकया जा सकता 
है। यह भी जांचना आव�क है िक ए��रेटर से सभी नमूने िनकाल 
िलए गए हैं या नही।ं ये िविधयां आंत िव�ेदन के मा�म से 
लीशमैिनया के अलगाव के अनुकूल हैं। 

 
3. नमूनाप्रसं�रण से पहले भंडारण 

प्रोसेिसंग से पहले िफ�ेशन की पाँच मु� िविधयाँ हैं: 
 
3.1. जमना 

यह िविध -20°C या, अिधमानतः , -80°C पर सव��म रूप से 
की जाती है। ये भंडारण िविधयाँ अब तरल नाइट� ोजन भंडारण की 
तुलना में अिधक �ापक रूप से उपयोग की जाती हैं। सभी मामलो ं
में, नमूनो ं को बेहोश करने के बाद िजतनी ज�ी हो सके 
क्रायोिप्रजव�शन लागू िकया जाना चािहए। फ्रीजर में ठंडे भंडारण 
का लाभ यह है िक इसमें कीटो ंके साथ-साथ RNA, DNA और 
प्रोटीन भी भंडारण अविध के दौरान पूरी तरह से संरिक्षत रहते हैं। 
इसके िवपरीत, तरल नाइट� ोजन पंखो,ं पैरो,ं पल्� और एंटीना को 
गंभीर रूप से नुकसान पहंुचा सकता है, अ�र उ�ें काट देता है 
और कभी-कभी मह�पूणर् रूपा�क िवशेषताओ ंको न� कर देता 
है। शु� फ्रीजर भंडारण नमूनो ं के िलए कम हािनकारक है, 
लेिकन उनके नाजुक अंगो ंको संरिक्षत करने के िलए आदशर् नही ं
है। मह�पूणर् बात यह है िक िपघलने के समय, पंख, एंटीना, पल्� 
या पैर शीिशयो ंसे िचपक सकते हैं और संघनन के कारण अंततः  
फट सकते हैं। हालांिक, के्षत्र अ�यनो ं में फ्रीिजंग द्वारा संरक्षण 
हमेशा संभव नही ं होता है �ोिंक इसके िलए फ्रीजर या तरल 
नाइट� ोजन कंटेनर की आव�कता होती है। फ्रीजर में भंडारण 
करने से संवेदनशीलता में कोई कमी आए िबना आणिवक 
उपकरणो ंका उपयोग करके रोगजनको ंका पता लगाना पूरी तरह 
से संभव है, हालांिक RNA वायरस का पता लगाने और उसे अलग 
करने के िलए -80°C पर फ्रीज करना या लंबे समय तक भंडारण 
के िलए तरल नाइट� ोजन में फ्रीज करना आव�क है। हालांिक, 
नमूनो ंको फ्रीज करने से आंत के िव�ेदन द्वारा लीशमैिनया को 
अलग करना संभव नही ंहै, िसवाय इसके िक यिद बालू म��यो ं
को पहले वा� अवस्था में और िफर तरल नाइट� ोजन में डुबोया जाए 
(उदाहरण के िलए, एक मोजे में रखी शीिशयो ंमें), जो लीशमैिनया 
के क्रायोिप्रजव�शन का अनुकरण करता है। 

 

तािलका 1: संकेताक्षर की सूची। 

BME Basal medium Eagle 
CDC Centers for Disease Control and Prevention 
CMCP Camphor-monochlorophenol 

CMR Carcinogenic, mutagenic, reprotoxic 
substance 

COI Cytochrome c oxidase subunit I gene 
CytB Cytochrome b gene 
DNA Deoxyribonucleic acid 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
EtOH Ethanol 
M199 Medium 199 
MALDI-
ToF MS 

Matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry 

MEM Minimum essential media 
NGS Next-generation sequencing 
NNN Novy-MacNeal-Nicolle medium 
PCR Polymerase chain reaction 
Lao PDR Lao People’s Democratic Republic 
PNOC Prepronociceptin gene 

qPCR Quantitative PCR (real-time PCR) 

RAPD Random amplified polymorphic DNA 
RFLP Restriction fragment length polymorphism 
RI Refractive index 
RNA Ribonucleic acid 
RNases Ribonucleases 
RNASS RNA stabilization solution 
RT-PCR Reverse transcription PCR 
TFA Trifluoroacetic acid 
BME Basal medium Eagle 
CDC Centers for Disease Control and Prevention 
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3.2. अ�ोहल (इथेनॉल या आइसोप्रोिपल 
अ�ोहल) में भंडारण 

बालू म��यो ं को संग्रिहत करने का यह संभवतः  सबसे 
�ापक रूप से प्रयु� तरीका है। प्रयोगशाला की अनुपल�ता के 
बावजूद, किठन प�र�स्थितयो ंमें भी इसे के्षत्र में आसानी से लागू 
िकया जा सकता है। अ�ोहल में संरक्षण िवशेष रूप से 
आका�रकी अ�यनो ं के िलए उपयु� है, �ोिंक यिद भंडारण 
टू्यब में हवा के बुलबुले न हो ंतो नाजुक अंग (पंख, पैर, एंटीना या 
प�) अकु्ष� रहते हैं। इसिलए, हम टू्यब को रुई के छोटे गोले से 
सील करने की सलाह देते हैं तािक हवा के बुलबुले िनकल जाएं 
और रुई के �ग के ऊपर एक लेबल लगा दें  (िचत्र 1)। अ�ोहल 
की उपयु� सांद्रता अभी भी बहस का िवषय है। सामा�तः , 70% 
से कम सांद्रता की अनुशंसा नही ं की जाती है [45, 66]। उ� 
सांद्रता DNA को अिधक प्रभावी ढंग से और लंबे समय तक 
संरिक्षत करती है, लेिकन आका�रकी अ�यनो ंके िलए नमूनो ंको 
अिधक नाजुक और भंगुर बना देती है। 96% इथेनॉल (एिज़योट� ोप 
िमश्रण) का उपयोग समय के साथ सांद्रता �स्थरता सुिनि�त करता 
है, िवशेष रूप से उ�किटबंधीय देशो ंजैसे आद्रर्  के्षत्रो ंमें, हालांिक 
95% इथेनॉल अ�र आसानी से प्रा� हो जाता है। सांद्रता चाहे जो 
भी हो, DNA आमतौर पर इथेनॉल में अ�ी तरह संरिक्षत रहता है 
(हालांिक फ्रीिजंग िविधयो ंकी तुलना में कम प्रभावी, िवशेष रूप से 
एनजीएस-प्रकार की आणिवक िविधयो ंके िलए)। प्रोटीन बहुत कम 
�स्थर होते हैं, खासकर प्रोिटओिम� के िलए, जैसे िक MALDI-
TOF अनुप्रयोग। कुछ महीनो ं तक अ�ोहल में संरिक्षत बालू 
म�ी की पहचान अभी भी आका�रकी के आधार पर की जा 
सकती है, लेिकन इन नमूनो ंसे संदभर् प्रोटीन �े�� ा (reference 
protein spectra) उ�� करना असंभव है। यिद नमूने को -20°C 
पर फ्रीज भी िकया जाए तो अ�ोहल या शु� प�र�स्थितयो ंमें 
भंडारण में सुधार िकया जा सकता है। -20°C पर फ्रीज करने से 
मु� रूप से आणिवक संरक्षण (जैसे, �ू��क एिसड) में सुधार 
होता है �ोिंक इससे क्षरण धीमा हो जाता है और समय के साथ 
ऊतक के टूटने को कम करके आका�रकी संरक्षण का भी लाभ 
िमलता है, हालांिक आका�रकी पर प्रभाव आणिवक अखंडता की 
तुलना में सीिमत होता है। इथेनॉल में भंडारण का उपयोग DNA 
और RNA वायरस का पता लगाने के िलए भी िकया जा सकता है, 
जब कम से कम 70% सांद्रता वाले इथेनॉल का उपयोग कुछ 
महीनो ं से कम समय के िलए िकया जाता है। इसके अलावा, 
आइसोप्रोिपल अ�ोहल कुछ देशो ं में आसानी से उपल� हो 
सकता है और DNA को संरिक्षत करता है, लेिकन इससे नमूने 
कठोर हो जाते हैं। यह इथेनॉल की तरह �लनशील नही ंहै और 
इसिलए इसे आसानी से प�रवहन िकया जा सकता है। आव�कता 
पड़ने पर, तरल नाइट� ोजन में संरिक्षत या शु� रूप से जमाई गई 
बालू म��यो ंको अ�ोहल में स्थानांत�रत िकया जा सकता है, 
िजससे दोनो ंिविधयो ंकी किमयो ंका समाधान हो जाता है। 
 
 
 
 
 
 
 

िचत्र 1: बालू म��यो ंको इथेनॉल में संरिक्षत िकया गया। 
 

3.3. RNA में भंडारण�स्थरीकरण समाधान 
(RNASS) 

यह जलीय अिभकमर्क �ापक रूप से उपयोग िकया जाता है, 
गैर-िवषा� है और ताजे ऊतक और कोिशका नमूनो ंमें RNA को 
�स्थर और संरिक्षत करने के िलए िडज़ाइन िकया गया है। यह नमूने 
में तेजी से प्रवेश करके RNases (RNA-अपघटनकारी एंजाइम) 
को िन��य कर देता है, िजससे त�ाल फ्रीिजंग की आव�कता 
के िबना RNA का अपघटन रुक जाता है। RNASS में भंडारण 
आमतौर पर ऊतक और कोिशका की समग्र संरचना को संरिक्षत 
करने में प्रभावी होता है, िजससे आगे के ऊतकीय िव�ेषण में 
मदद िमलती है। हालांिक RNASS को RNA के �स्थरीकरण के 
िलए अनुकूिलत िकया गया है, न िक उसके �स्थरीकरण के िलए, 
अ� से म�म अविध के भंडारण में आमतौर पर संरचना�क 
अखंडता अ�ी तरह बनी रहती है। RNASS नमूनो ंको कमरे के 
तापमान पर 7 िदनो ंतक, 4°C पर कई ह�ो ंतक या -20°C/-80°C 
पर दीघर्कािलक संरक्षण के िलए संग्रिहत करने की अनुमित देता 
है। यह िविध िवशेष रूप से फी�वकर्  या नैदािनक �स्थितयो ंमें 
उपयोगी है जहां को� चेन अवसंरचना सीिमत है। RNA िन�षर्ण 
के िलए आमतौर पर नमूनो ंको अिभकमर्क से िनकालकर मानक 
प्रोटोकॉल के अनुसार संसािधत करना आव�क होता है। 

 
3.4. कमरे के तापमान पर सूखा संरक्षण 

यह एक पुरानी िविध है, िजसे संपूणर् नमूने (पूरे रूप में माउंट 
िकए गए) पर लागू करने पर, पंख, पैर, एंटीना और प� जैसे 
नाज़ुक अंगो ं का संरक्षण ठीक से नही ं हो पाता है। हालांिक, 
िसिलका जेल-प्रकार के डेिसकें ट के साथ िफ�ेशन के बाद 
िनजर्लीकरण करने पर MALDI-ToF का उपयोग करके 
प्रोिटओिमक अ�यन संभव हैं। इसके िवपरीत, इन नमूनो ं पर 
DNA को लिक्षत करने वाले आणिवक िव�ेषण करना किठन 
रहता है, �ोिंक DNA अ�र खंिडत और कम मात्रा में होता है, 
िजसका अथर् है िक िव�ेषण ताजे या जमे हुए नमूनो ंकी तुलना में 
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अिधक चुनौतीपूणर् रहते हैं, िवशेष रूप से नािभकीय जीनोम के 
िलए। हालांिक, �ूिज़योिम� जैसी हाल की तकनीको ंका उपयोग 
इस प्रकार के नमूनो ंपर िकया जा सकता है [34]। इसिलए, इस 
भंडारण िविध की अनुशंसा नही ंकी जाती है, जब तक िक कोई 
िवक� उपल� न हो। टू्यबो ंको -20°C या -80°C पर फ्रीजर में 
रखकर इसे को� �ोरेज के साथ जोड़ा जा सकता है। मु� 
चुनौती नमूनो ं या पहचान के िलए आव�क शरीर के अंगो ं को 
उिचत रूप से माउंट करना है। इसे प्रा� करने के िलए, 
पुनजर्लीकरण आव�क है। हम Triton X-100 के घोल का 
उपयोग करने की सलाह देते हैं। पुनजर्लीकरण की अविध कुछ 
घंटो ंसे लेकर कई िदनो ंतक हो सकती है, िजसके िलए िनयिमत 
रूप से गहन िनगरानी आव�क है। पूणर् पुनजर्लीकरण के बाद, 
नमूनो ंको लगातार तीन बार पानी से धोना चािहए। 

 
3.5. िफ़�र पेपर पर संरक्षण 

िफ़�र पेपर का मु� लाभ यह है िक कमरे के तापमान पर 
संग्रिहत अिवभािजत, सूखे संपूणर् शरीर या र� कोिशकाओ ं के 
भीतर जीनोिमक DNA की दीघर्कािलक �स्थरता बनी रहती है। 
िफ़�र पेपर छोटे काडर् के आकार में उपल� होता है, िजससे एक 
छोटे टेबल ड� ाइवर के आकार के आयतन में सैकड़ो ंनमूनो ंको 
कमरे के तापमान पर संग्रिहत करना संभव हो जाता है। िफ़�र 
पेपर मैिट� � में संक्रामक एजेंटो ंको िन��य करने वाले पदाथर् 
िमलाए जाते हैं, िजससे नमूनो ंको अब जैव-खतरा नही ंमाना जाता 
है। इससे चयना�क जैव-खतरा सावधािनयो ंके िबना नमूनो ंका 
भंडारण और प�रवहन संभव हो जाता है [68]। 

 
4. नमूने का िव�ेदन 

अ� कई कीटो ंके िवपरीत, िजनकी पहचान पूणर् रूप से िपन 
िकए गए प्र�ेक कीट पर देखे जा सकने वाले बाहरी लक्षणो ंके 
आधार पर की जाती है, बालू म�ी की प्रजाित की सटीक पहचान 
के िलए िव�ेदन और �ाइड-माउंिटंग द्वारा शारी�रक 
िवशेषताओ ंका अ�यन करना आव�क होता है। चुनी गई तैयारी 
और माउंिटंग प्रिक्रया चाहे जो भी हो, िव�ेदन की समान तकनीक 

का उपयोग िकया जाता है (िचत्र 2 और 3) 
(https://zenodo.org/records/18198006). 
 
Triton X100 का उपयोग: गैर-आयिनक जलीय िवलयन 

�ान दें  िक बढ़ती हुई प्रजाितयाँ ताज़ा पकड़े गए या ठीक से 
संग्रिहत नमूनो ं से संबंिधत िचंताओ ं का सामना कर रही हैं। 
अिधकांश संग्राहक कीटो ंके नमूनो ंको सूखे रूप में (MALDI-
ToF उपयोग के िलए) या कई वष� तक अ�ोहल में संरिक्षत रखते 
हैं। दुभार्� से, अ�ोहल में संरक्षण कई वष� तक इ�तम नही ं
रहता है, और इस तरह संरिक्षत आथ्र�पोड्स को सू�दश� परीक्षण 
के िलए तैयार करना बहुत मु��ल हो जाता है। एक आम सम�ा 
नमूनो ं वाले �ा��क का क्षरण है, िजसके बाद अ�ोहल का 
वा�ीकरण हो जाता है। दोनो ं ही मामलो ं में, हमारे पास कोई 
िवक� नही ंहोता �ोिंक नमूने बहुत लंबे समय तक अ�ोहल में 
रहते हैं या सूख जाते हैं। इसिलए, ऐसे वेिटंग एजेंटो ंका उपयोग 
करने का िवचार आया जो प्रबल िडटज�ट न हो।ं TRITON X100 
एक गैर-आयिनक जलीय िवलयन (4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) 
phenyl-polyethylene glycol solution, या t-
octylphenoxypolyethoxyethanol, polyethylene glycol tert-
octylphenyl ether) के रूप में है, िजसका �ापक रूप से 
कोिशकीय और आणिवक जीव िवज्ञान में िडटज�ट के रूप में 
उपयोग िकया जाता है। यह कोिशका और नािभकीय िझ��यो ंके 
पारग�ता को सक्षम बनाता है। 

नीचे 0.5% जलीय िवलयन में गैर-आयिनक TRITON X100 
का उपयोग करने की प्रिक्रया दी गई है: 

- सूखे नमूने को शुद्ध अ�ोहल से िभगो दें। 
- 0.5% सांद्रता वाले TRITON X100 िवलयन की 

आव�क मात्रा डालें तािक पूरा नमूना उसमें डूब जाए। 
- इस प्रिक्रया को लगभग 5 िमनट से लेकर कई िदनो ंतक 

चलने दें  और िनयिमत रूप से िनगरानी करते रहें। घोल में सभी 
आथ्र�पोड पूरी तरह से अलग हो जाने चािहए। 
- TRITON X100 घोल को हटा दें  और उसके स्थान पर 
पोटेिशयम हाइड� ो�ाइड घोल डालें। 
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िचत्र 2: बालू म�ी को माउंट करने के िलए आव�क सामग्री: A: गोल कांच के कवर��प (10 या 12 िममी �ास); B: 24-वेल 
�ेट और हुक वाली सुई (यिद आप बालू म�ी को संसािधत करने के िलए लौगं का तेल या यूपराल® एसेंस का उपयोग करते हैं, 
तो ऐिक्रिलक �ेटो ं का उपयोग न करें  �ोिंक रासायिनक प्रितिक्रया होगी और नमूने क्षितग्र� हो जाएंगे); C: कांच की 
�ाइडलेबिलंग के िलए उपयु�; D: सुई हुक का िववरण; E: िस�रंज से जुड़ी सुइयाँ; F: माउंट िकए जाने वाले बालू म�ी को 
रखने के िलए वॉच �ास या समकक्ष कंटेनर; G: डुमोटं फोस��; H: �ा��क िपपेट; I: कुओ ंमें तरल पदाथर् स्थानांत�रत करने 
में सुिवधा के िलए गमर् करके मोड़ा गया कांच का िपपेट। 
 
 

िचत्र 3: एक �ेट िजसमें 24 खांचे हैं, और प्र�ेक खांचे में बालू 
म��यो ंका िसर और पेट का ऊपरी भाग रखा हुआ है। 
 
4.1. िसर 

�ी�रयोमाइक्रो�ोप के नीचे महीन सुइयो ंया कीटिवज्ञािनक 
िपनो ंका उपयोग करके िव�ेदन िकया जा सकता है (िचत्र 2 और 
3)। सबसे अिधक उपयोग की जाने वाली सुइयाँ हैं: 26G x 1/2" 
(0.45 × 13 िममी), 30G × 1/2" (0.3 × 13 िममी), या 25G × 5/8" 
(0.5 × 16 िममी)। पहचान के िलए नमूने को तैयार करने के िलए, 
कम से कम, िसर को शरीर से अलग िकया जाता है और िसबे�रयम 
और ग्रसनी को प्रदिशर्त करने के िलए अधर भाग ऊपर की ओर 

करके लगाया जाता है, जबिक वक्ष और उदर को िव�ेदन के बाद 
पा�र् रूप से लगाया जाता है। िसर को अधर-पृ�ीय �स्थित में लगाने 
से प�कपाल िछद्र ऊपर की ओर उ�ुख होता है, िजससे 
िसबे�रयम को सीधे देखा जा सकता है। यिद िसर पूरी तरह से 
अलग हो तो इन शारी�रक िवशेषताओ ंतक पहँुच आसान हो जाती 
है। 
4.2. पंख और वक्ष 

पंखो ंको सपाट रूप से लगाना आव�क है। प्र�ेक पंख को 
उसके आधार से अलग करके �तंत्र रूप से लगाया जा सकता है, 
या एक पंख को अकेले लगाया जा सकता है जबिक दूसरे को वक्ष 
से जुड़ा रहने िदया जा सकता है। यिद �ािमतीय आकारिमित 
िव�ेषण की योजना है, तो लगाने से पहले दाएं और बाएं पंखो ंकी 
सही पहचान और लेबिलंग करना आव�क है। वक्ष कई भागो ंमें 
िवभािजत है, और प्र�ेक भाग में मह�पूणर् वग�करण संबंधी 
जानकारी होती है [20, 64]। सामा�तः , इसे पा�र् दृ� में लगाया 
जाता है, तािक कीटोटै�ी और रंग िवतरण की जांच की जा सके। 
वक्ष के कुछ के्षत्रो ंमें िब्रस� के िनशान की उप�स्थित का उपयोग 
Brumptomyia जीनस की कुछ प्रजाितयो ंको अलग करने के िलए 
िकया जा सकता है। रंग िवतरण का उपयोग िनयोट� ॉिपकल बालू 
म�ी को जीनस �र (जैसे, Bichromomyia), प्रजाित शंृ्रखला 
(जैसे, Pintomyia), या यहां तक िक एक ही जीनस की प्रजाितयो ं
(जैसे, Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia और 
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Psychodopygus) में अलग करने के िलए िकया जा सकता है 
[20]। अतः , यिद वक्ष का उपयोग आणिवक िव�ेषण के िलए नही ं
िकया जाता है, तो उसे क्षित से बचाने के िलए उसे सुरिक्षत रूप से 
संजोकर रखना चािहए। मह�पूणर् बात यह है िक रंगो ंकी तीव्रता 
मायने नही ंरखती, ब�� वक्ष पर उनका िवतरण मायने रखता है। 
इसिलए, ��ीकरण प्रिक्रया से रंजकता या उसका पैटनर् समा� 
नही ंहोगा। 

 
4.3. जननांग 

नर और मादा दोनो ं में जननांगो ं को संजोते समय िवशेष 
सावधानी बरतनी चािहए, �ोिंक ये वंश, उपजनजाित और 
प्रजाितयो ंकी पहचान के िलए मह�पूणर् हैं। दोनो ंिलंगो ंमें जननांग 
यु��त होते हैं। 

 
4.3.1. पुरुषो ं
जननांग बाह्य होते हैं और यु��त िचमटो ंसे बने होते हैं, िजनमें से 
प्र�ेक के पृ�ीय भाग में गोनोको�ाइट-गोनो�ाइल जोड़ और 
अधर भाग में एपैंिड� यल लोब होता है। गोनो�ाइल पर कांटे और 
कभी-कभी बाल (setae) होते हैं, िजनकी गणना की जा सकती है 
और िजनके स��लन की �स्थित �� रूप से िदखाई देनी चािहए। 
गोनोको�ाइट की आंत�रक सतह का सावधानीपूवर्क िनरीक्षण 
करना मह�पूणर् है, िजस पर �स्थर बालो ं का गु�ा या लोब (= 
टू्यबरकल) द्वारा धारण िकए गए बाल हो सकते हैं [22]। िव�ेदन 
में कम अनुभव वाले सहकम� जननांगो ंको उदर के िसरे से अलग 
िकए िबना एक साधारण पा�र् (lateral) माउंिटंग कर सकते हैं 
(https://zenodo.org/records/18311158)। इस �स्थित में, 
जननांगो ंके दो भागो ंके एक दूसरे के ऊपर होने से गोनोको�ाइट 
के आंत�रक बालो ंकी गणना करना मु��ल हो सकता है, लेिकन 
इससे असफल िव�ेदन के कारण जननांगो ंको नुकसान होने से 
बचा जा सकता है। अिधक अनुभवी सहकम� जननांगो ंको दो भागो ं
में खोलने का प्रयास कर सकते हैं। इसके िलए, सुई के नुकीले िसरे 
(इंट� ाडमर्ल �रए�न नीडल प्रकार) को जननांगो ं के बीच से 
गुजारना होगा, िजससे जननांग पूरी तरह से काटे िबना अलग हो 
जाएं और गोनोको�ाइट-गोनो�ाइल संयोजन अलग हो जाएं 
(https://zenodo.org/records/18311158)। इस तरह, उनके 
आंत�रक भाग का अवलोकन आसान हो जाएगा। यह संयोजन 
पैरामीयर और पैरामेरल शीथ के अवलोकन को भी सुगम बनाता 
है, जो अब एक दूसरे पर नही ंचढ़ते। पा�र् माउंिटंग के िलए, जो 
अंगो ंके सुपरपोिजशन को बढ़ावा देता है, नमूनो ंको पूरी तरह से 
साफ िकया जाना चािहए। 
 
4.3.2. मिहलाओ ं

जननांग तंत्र आंत�रक होता है और शुक्राणुकोिशकाओ ंसे बना 
होता है। िव�ेदन के अभाव में, इ�ें �चा के मा�म से और पेट 
को अधर �स्थित में रखकर ही देखा जा सकता है। चुने गए माउंिटंग 
मा�म के बावजूद, शुक्राणुकोिशकाओ ंको आमतौर पर सही ढंग 
से देखा जा सकता है, िवशेषकर यिद वे िचकनी और �� न हो।ं 
हालांिक, कम अपवतर्क मा�मो ंमें िचकनी, पतली दीवारो ंवाली 
शुक्राणुकोिशकाओ ंका अवलोकन करना मु��ल हो सकता है। 

इसके अलावा, शुक्राणुकोिशका निलकाओ ं के आधार का 
अवलोकन प्रजाितयो ंकी पहचान के िलए आव�क है, जैसे िक 
उपजाित Larroussius [35, 37, 38] में, जो प्राचीन िव� में 
लीशमैिनया इ�ें टम के मु� वाहक हैं। इस अवलोकन के िबना, 
नमूने की पहचान असंभव रहती है। इन अवलोकन संबंधी 
किठनाइयो ंको दूर करने के िलए, जननांग फुकार्-शुक्राणुकोिशका 
माउंिटंग को पेट से हटा देना चािहए 
(https://zenodo.org/records/18311106)। िव�ेदन के दौरान 
शुक्राणुकोिशकाओ ं का अवलोकन करना आमतौर पर किठन 
होता है, लेिकन जननांग फुकार् को ढंूढना अपेक्षाकृत आसान होता 
है। �ोिंक शुक्राणु निलकाएं जननांग के भीतरी भाग में खुलती हैं, 
इसिलए इस भीतरी भाग को अलग करने से सामा�तः  
शुक्राणुकोिशकाओ ंको अलग िकया जा सकता है। यिद प्रिक्रया के 
दौरान शुक्राणुकोिशकाएं गलती से कट भी जाएं, तो वे न� नही ं
होती ंऔर उ�ें पेट के बाहरी आवरणो ंके भीतर देखा जा सकता 
है (िचत्र 4)। 
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िचत्र 4: ताजे नमूनो ं से प्रा� शुक्राणुकोिशकाओ ं को िव�ेिदत करके माकर् -आंदे्र द्रव में संविधर्त िकया गया। A: इिडयो�ेबोटोमस 
लॉ�न्गफोस�� (Idiophlebotomus longiforceps) (लाओ पीडीआर); B: सज��ोिमया िमनुटा (Sergentomyia minuta) (फ्रांस); C: �ेबोटोमस 
ए�रयासी (Phlebotomus ariasi) (फ्रांस); D: सज��ोिमया एनोडोिंटस (Sergentomyia anodontis) (लाओ पीडीआर)। 
4.4. म� आंत िव�ेदन के िलएलीशमैिनया एकांत 

मादा बालू म�ी में लीशमैिनया का पता लगाने और उसे 
अलग करने के िलए पाचन तंत्र का िव�ेदन आव�क है। इस 
प्रिक्रया को के्षत्र और प्रयोगशाला दोनो ंजगहो ंपर िकया जा सकता 
है, तािक वाहक क्षमता का आकलन िकया जा सके। 

हाल ही में इ�ामृ�ु दी गई मादाओ ंपर काम करने की सलाह 
दी जाती है। अित�र� बालो ंको हटाने के िलए मादाओ ंको पानी 
या ह�े िडटज�ट यु� खारे घोल से धो लें। यह चरण लीशमैिनया 
को अलग करने के िलए रोगाणुहीन �स्थितयो ंको बनाए रखने में 
मदद करता है, साथ ही पहचान के िलए आव�क रूपा�क 
िवशेषताओ ंको भी संरिक्षत रखता है। लीशमैिनया को खोजने और 
अलग करने के िलए, आंत के म� भाग को सावधानीपूवर्क िनकालें 
और इसे एक बंूद रोगाणु रिहत खारे घोल (0.9% NaCl) में रखें। 

प्रकाश सू�दश� (अनुशंिसत आवधर्न: ~200×) के नीचे गितशील 
परजीिवयो ंका अवलोकन करने के बाद, उ�ें संवधर्न मा�म में 
स्थानांत�रत करने के िलए इंसुिलन िस�रंज या माइक्रोिपपेट का 
उपयोग करें  (अिधक जानकारी के िलए अ�ाय 4.4.3 देखें)। 

िसर और जननांगो ंको माकर् -आंदे्र द्रव में सीधे डुबोकर साफ 
करें। मह�पूणर्: माकर् -आंदे्र द्रव को कभी भी लीशमैिनया के संपकर्  
में न आने दें  – न तो सीधे और न ही औजारो ंया सुइयो ंके मा�म 
से – �ोिंक यह परजीिवयो ंके िलए घातक होता है। 

मादा बालू म�ी का िव�ेदन एक �ाइड या दो �ाइड पर 
िकया जा सकता है; दोनो ंिवक�ो ंके अपने फायदे और सीमाएं हैं 
(िचत्र 5)।(https://zenodo.org/records/18311154). 
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िचत्र 5: लीशमैिनया को अलग करने की िविध। 
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4.4.1. दो-�ाइड िविध 
पहले िवक� में दो अलग-अलग �ाइडो ं पर काम करना 

शािमल है: एक में आंत के म� भाग को िनकालने के िलए रोगाणु 
रिहत खारा घोल होता है, और दूसरी में िसर और शुक्राणुकोशो ंको 
माकर् -आंदे्र द्रव में संविधर्त िकया जाता है। हालांिक, के्षत्र में, 
आमतौर पर दो या तीन लोग बालू म��यो ंका िव�ेदन करते हैं 
और अपने िव�ेदन को एक ही शोधकतार् को सौपंते हैं जो प्रजाित 
की पहचान और आंत में लीशमैिनया संक्रमण के आकलन के िलए 
िज�ेदार होता है। दो �ाइडो ं का प्रबंधन करने से नमूने की 
ट� ेसिबिलटी में सम�ाएँ आ सकती हैं और िवशेष रूप से, यिद आंत 
में संक्रमण पाया जाता है, तो यह िनि�त रूप से िनधार्�रत करना 
मु��ल हो जाता है िक कौन सी रेत म�ी संक्रिमत थी 
(https://zenodo.org/records/18311154). 
 
4.4.2. एकल-�ाइड िविध 

एक ही �ाइड का उपयोग करने से प�रणामो ंकी ट� ेसिबिलटी 
सुिनि�त होती है। हालांिक, कई सावधािनयां बरतनी चािहए। इस 
चरण के दौरान अिधकतम रोगाणुहीनता सुिनि�त करने के िलए, 
ऑपरेटरो ंको िनयिमत रूप से हाइड� ोअ�ोहिलक जेल से अपने 
हाथ साफ करने चािहए। नॉन-फ्रॉ�ेड �ाइड और वगार्कार 
कवर��प (22 x 22 िममी) िज�ें ए�ुिमिनयम फॉयल में लपेटकर 
शु� ऊ�ा (पौिपनेल ओवन का उपयोग करके) द्वारा 
रोगाणुरिहत िकया गया हो, का उपयोग िकया जाना चािहए, साथ 
ही प्र�ेक िव�ेदन के िलए रोगाणुरिहत सुइयो ंका उपयोग िकया 
जाना चािहए (सुझाव: 25G Ø 0.5 िममी × 16 िममी)। बालू म�ी 
को �ाइड के म� में रोगाणुरिहत खारे पानी की एक बंूद में रखा 
जाता है। पाचन तंत्र को काटे िबना, छठे और सातवें उदर 
टेरगाइट्स और �िनर्ट्स के बीच एक चीरा लगाते हुए िसर को 
अलग िकया जाता है (यिद बहुत लंबे शुक्राणुकोिशका की उ�ीद 
हो तो ऊपर की ओर चीरा लगाया जा सकता है)। िफर, वक्ष को 
एक सुई से �स्थर िकया जाना चािहए, और आंत को िनकालने के 
िलए अंितम प� उदर खंडो ंको दूसरी सुई से धीरे से खीचंा जाना 
चािहए। यिद यह तरीका िवफल हो जाता है, तो पेट के िसरे को सुई 
से बंद करके पाचन तंत्र को उसके अग्र भाग से खीचंकर िनकाला 
जा सकता है। यिद यह भी िवफल हो जाता है, तो आंत को उसके 
चारो ं ओर बचे हुए आवरण को िजतना संभव हो सके हटाकर 
िनकालना होगा। आंत िनकालने के बाद, पाचन तंत्र को काटकर 
पेट के अंितम खंडो ंको अलग करना होगा। िफर आंत को �ाइड 
के एक तरफ रखे गए रोगाणु रिहत खारे पानी की एक नई बंूद में 
रखा जाता है, और िफर धीरे से एक रोगाणु रिहत कवर��प से 
ढक िदया जाता है। िसर और पेट के अंितम खंडो ंको �ाइड के 
दूसरे िसरे पर रखे गए माकर् -आंदे्र तरल की एक छोटी बंूद में 
स्थानांत�रत िकया जाता है, यह सुिनि�त करते हुए िक उनका 
लीशमैिनया से कोई संपकर्  न हो। िसर को सही िदशा में रखा जाता 
है (ऑ�ीिपटल फोरामेन ऊपर की ओर), और शुक्राणुकोषो ंको 
जननांग फुकार् के साथ ऊपर बताए अनुसार अलग िकया जाता है 
और एक छोटी गोल कवर��प (�ास 12 िममी, रोगाणु रिहत 
वगार्कार कवर��प से भ्रिमत न हो)ं से ढक िदया जाता है। बालू 
म�ी का बचा हुआ शव और पंख �ाइड के म� में खारे पानी 

की बंूद में रहते हैं (https://zenodo.org/records/18311154)। 
सकारा�क प�रणाम िमलने पर, या वग�करण संबंधी अ�ेषण के 
िलए, वक्ष और उदर को आणिवक या प्रोिटओिमक अ�यन के 
िलए संरिक्षत िकया जा सकता है, और पंखो ंको जलीय मा�म में 
माउंट िकया जा सकता है। माउंट को संरिक्षत करने के िलए, माकर् -
आंदे्र तरल की अित�र� मात्रा को �ोरल गम (=होयर) या 
पॉलीिवनाइल अ�ोहल-आधा�रत मा�म जैसे जलीय माउंिटंग 
मा�म से बदला जा सकता है। 

इन प्रिक्रयाओ ंको प्रदिशर्त करने वाले िव�ृत वीिडयो उपल� 
हैं (रेत म�ी की म� आंत का िव�ेदन: 
https://zenodo.org/records/18303014 और रेत म�ी की लार 
गं्रिथयो ं का िव�ेदन: https://zenodo.org/records/18302850), 
इसिलए यहां उनकी �ा�ा नही ंकी जाएगी। 

 
4.4.3. लीशमैिनयाबालू म�ी की आंतो ं से परजीवी का 
पृथ�रण और संवधर्न 

संक्रिमत मादा बालू म�ी के िव�ेदन से परजीवी पृथ�रण 
एक नाजुक प्रिक्रया है िजसके िलए उ� कौशल की आव�कता 
होती है और प्रारंभ में इसका अ�ास पहले परजीवी-मु� नमूनो ं
पर िकया जाना चािहए। िव�ेदन के बाद, आंतो ंको धोने के िलए 
रोगाणु रिहत खारे पानी (0.9%) या लॉक के घोल (Locke’s 
solution) की एक नई बंूद में स्थानांत�रत िकया जाता है [4]। 
िव�ेिदत आंतो ंको िफर दो तरीको ंसे संसािधत िकया जा सकता 
है: i) लीशमैिनया प्रोमा��गोट्स के िविभ� चरणो ं और उनके 
स्थान का िनरीक्षण करने के िलए प्रकाश सू�दश� के नीचे जांच 
करना, िवशेष रूप से �ोमोिडयल वा� पर �ान देना, और ii) 
प्रोमा��गोट्स के िनकास को सुगम बनाने के िलए आंत को 
खोलना, िजससे उनका सामूिहक संवधर्न आसान हो जाता है [4]। 
के्षत्र में संक्रामक बालू म�ी का िमलना अपेक्षाकृत दुलर्भ घटना है 
और इसिलए अ�े अ�ास सत्रो ंसे सफल पृथ�रण की संभावना 
अिधकतम हो जाएगी। 

यिद आंत में लीशमैिनया परजीवी िदखाई दें , तो नई 
रोगाणुरिहत सुइयो ंका उपयोग करें  और उ�ें मु� करने के िलए 
केिशका िक्रया द्वारा कवर��प के चारो ं ओर थोड़ी मात्रा में 
रोगाणुरिहत खारा घोल डालें। परजीिवयो ंको खारे घोल में छोड़ने 
के िलए आंत को सावधानीपूवर्क और शीघ्रता से फाड़ें। 100 µL 
माइक्रोिपपेट या टू्यबरकुिलन िस�रंज का उपयोग करके, 
परजीिवयो ंको एकत्र करें  और उ�ें उिचत रूप से लेबल िकए गए 
कल्चर मीिडयम में डालें। 

कृित्रम प�रवेशीयलीशमैिनया प्रोमा��गोट्स की सं�ृित: 
पृथक परजीिवयो ंको प्रारंभ में SNB-9 blood agar slopes or in 
Novy, Mc Neal, Nicolle (NNN) ठोस मा�म [16] में बनाए 
रखा जाता है, िजसके ऊपर या तो बाँझ अ�ा-MEM मा�म [16, 
65] या M199 मा�म की परत चढ़ाई जाती है, प्र�ेक में 10% 
ऊ�ा-िन��य बाँझ भू्रण बछड़ा सीरम [FCS] (परजीवी वृ�द्ध को 
बढ़ाने के िलए), 1% BME िवटािमन, 2% बाँझ मानव मूत्र 
(िफ�� ोपुर® िस�रंज िफ�र का उपयोग करके िन�ल) िमलाया 
जाता है। एस 0.2 µm), 250 μg/mL एिमकेिसन (या 50 µg/mL 
जेंटामाइिसन, या एंटीबायोिट� और अमीनो एिसड का िमश्रण 

https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18303014
https://zenodo.org/records/18302850
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(एल-�ूटामाइन 200 mM-पेिनिसिलन 10 000 U-�� े�ोमाइिसन 
10 mg/mL) [47]। तीन िदनो ंके बाद, यिद कोई संदूषण नही ंहै, 
तो सं�ृितयो ं को ठीक से तैयार िकए गए फ्रीिजंग मा�म में 
िनलंिबत कर िदया जाता है और बाद में 1 से 2 वष� के िलए -80°C 

पर या दीघर्कािलक संरक्षण और भिव� के प्रयोगा�क उपयोग 
के िलए -196°C पर तरल नाइट� ोजन में संग्रहीत िकया जाता है [7]। 
 
 

4.5. लार गं्रिथयां 
बालू म�ी की लार गं्रिथयो ं का िव�ेदन वे�र-रोगजनक 

अंतः िक्रयाओ ंके अ�यन के िलए एक मूलभूत तकनीक है, िवशेष 
रूप से �ेबोवायरस (जैसे, टो�ाना वायरस) जैसे आब�वायरस 
का पता लगाने के िलए [44, 75]। बालू म�ी के छोटे आकार के 
कारण, इस प्रिक्रया में �ी�रयोमाइक्रो�ोप के नीचे सटीकता की 
आव�कता होती है, िजसमें नाजुक लार गं्रिथयो ं को टूटने या 
संदूषण के िबना अलग करने के िलए महीन िचमटी या 
माइक्रोिडसे�न सुइयो ं का उपयोग िकया जाता है 
(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 61]। िव�सनीय 
आणिवक िव�ेषण सुिनि�त करने के िलए गं्रिथ की अखंडता को 
संरिक्षत करना मह�पूणर् है। एक बार िनकालने के बाद, गं्रिथयो ं
को समरूप बनाया जा सकता है और वायरल RNA या एंटीजन 
का पता लगाने के िलए RT-PCR, qPCR या इ�ूनोएसेज़ के 
मा�म से परीक्षण िकया जा सकता है [12]। आंत या हीमोकोएल 
के बजाय लार गं्रिथयो ंमें वायरस की उप�स्थित इस बात की पुि� 
करती है िक रोगजनक ने अपनी बाह्य ऊ�ायन अविध पूरी कर 
ली है और र�पान के दौरान संचरणीय है [71]। 

बालू म�ी की लार गं्रिथयो ं के छोटे आकार के कारण 
िव�ेदन प्रिक्रया तकनीकी रूप से चुनौतीपूणर् होती है, िजसके िलए 
नमूने के क्षरण से बचने के िलए मह�पूणर् िवशेषज्ञता की 
आव�कता होती है [1, 51]। इसके अित�र�, वायरल लोड कम 
हो सकता है, िजसके िलए ने�ेड PCR या हाई-थू्रपुट सी�ें िसंग 
जैसी अ�िधक संवेदनशील पहचान िविधयो ंकी आव�कता होती 
है [54]। संदूषण के जो�खम रोगाणु-मु� तकनीको ं की 
आव�कता को और भी अिधक रेखांिकत करते हैं। तकनीकी 
बाधाओ ंके अलावा, जैिवक कारक भी पहचान की सफलता को 
प्रभािवत करते हैं; बालू म�ी प्रजाितयो ंके बीच वे�र क्षमता िभ� 
होती है, और संक्रमण दर पा�र�स्थितक और मौसमी �स्थितयो ंके 
साथ घटती-बढ़ती रहती है [33, 61]। 

लार गं्रिथयो ंमें वायरस का पता लगाने से संचरण जो�खमो ंके 
बारे में मह�पूणर् जानकारी िमलती है, िजससे लिक्षत िनगरानी और 
िनयंत्रण उपायो ंको सक्षम बनाया जा सकता है [15]। उदाहरण के 
िलए, स्थािनक के्षत्रो ं में बालू म��यो ं में टो�ाना वायरस की 
पहचान ने नैदािनक प्रोटोकॉल और सावर्जिनक �ा� सलाहो ंको 
सूिचत िकया है [18]। इसके अलावा, वायरस-लार अंतः िक्रयाओ ं
का अ�यन संचरण-अवरोधक टीको ंया उपचारो ंके िलए नए ल� 
प्रकट कर सकता है [15, 18]। 

बालू म�ी की लार गं्रिथयो ंका उपयोग प्रितरक्षा�क िविधयो,ं 
अिधमानतः  ELISA का उपयोग करके बालू म�ी की लार के 
िवरुद्ध मेजबान एंटीबॉडी को मापने के िलए प्रितजनो ंके स्रोत के 
रूप में भी िकया जा सकता है। यह िविध बालू म�ी के काटने से 

मेजबान के जो�खम का आकलन करने में सक्षम बनाती है, इस 
प्रकार वे�र िनयंत्रण िविधयो ं की प्रभावशीलता [25] और 
लीशमैिनया संचरण के जो�खम [40] के मू�ांकन में सहायता 
करती है। 

 
4.6. र� भोजन की पहचान 

पकड़ी गई मादाओ ंको अलग करने के बाद, क्रॉस-संदूषण से 
बचने के िलए एकल-उपयोग उपकरणो ंका उपयोग करके उनका 
िव�ेदन िकया जाना चािहए। र� भोजन के पाचन की अवस्था 
का आकलन करने के िलए उनके पेट की जांच 
�ी�रयोमाइक्रो�ोप के नीचे की जानी चािहए। यह अनुशंसा की 
जाती है िक केवल लाल, लाल-भूरे या गहरे लाल पेट वाली मादाओ ं
का चयन िकया जाए, िजनमें अंडे बनने के कोई लक्षण न हो।ं पेट 
के ऊपरी भाग को, िजसमें शुक्राणुकोिशकाएं भी शािमल हो,ं 
िनकालकर मादा की आका�रकी पहचान की जा सकती है। पेट के 
मु� भाग (शुक्राणुकोिशकाओ ंके िबना) को एपेंडॉफर् ® टू्यबो ंमें 
रखा जाना चािहए और आगे के िव�ेषण तक -20°C पर संग्रिहत 
िकया जाना चािहए। र� भोजन की पहचान के िलए आमतौर पर 
उपयोग िकए जाने वाले आनुवंिशक माकर् र, जैसे िक PNOC [5, 
30, 50], CytB [67], या COI [13], अ�ी तरह से स्थािपत हैं और 
सािह� में �ापक रूप से विणर्त हैं; इसिलए, इस पत्र में इनका 
आगे िववरण नही ं िदया जाएगा (िचत्र 6)। वैक��क रूप से, 
मेजबान र� की पहचान के िलए, MALDI-ToF पे�ाइड मैिपंग 
का उपयोग िकया जा सकता है [31]। प्रयोगो ंसे यह िसद्ध हो चुका 
है िक यह तकनीक र�पान के बाद लंबे समय तक मेज़बान के 
र� की पहचान करने में सक्षम बनाती है; इसिलए, यह एक 
उपयु� िविध है, िवशेष रूप से उन मादा म��यो ंके िव�ेषण 
के िलए िजनमें मेज़बान के र� का पाचन �� रूप से अिधक 
उ�त अवस्था में होता है। नमूनो ंको आदशर् रूप से -20°C या 4°C 
पर संग्रिहत िकया जाना चािहए, लेिकन कमरे के तापमान पर थोड़े 
समय के िलए संग्रिहत नमूनो ंसे भी अ�े प�रणाम प्रा� िकए जा 
सकते हैं। िव�ेषण से ठीक पहले, र�पान की हुई मादा म�ी 
के पेट को शरीर के शेष भाग से अलग करके आसुत जल में 
समरूपीकृत िकया जाना चािहए। बालू म�ी के शरीर का शेष 
भाग अ� आणिवक और रूपा�क िव�ेषणो ंके िलए उपल� 
रहता है। MALDI-ToF पे�ाइड मैिपंग के िलए समरूपीकृत 
िमश्रण से एक भाग िनकालने के बाद, शेष भाग का उपयोग 
मेज़बान के र� की पहचान की पुि� करने और/या लीशमैिनया 
प्रजाित की उप�स्थित की जांच के िलए DNA पृथ�रण हेतु िकया 
जा सकता है। DNA-आधा�रत आणिवक तकनीको ंकी तुलना में 
नमूना तैयार करने और िव�ेषण का कुल समय बहुत कम है। 
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िचत्र 6: आणिवक जीविवज्ञान, प्रोटीओिम� और/या वायरोलॉजी अनुप्रयोगो ंके िलए बालू म�ी का प्रसं�रण। 
 

5. आका�रकी अ�यनो ं के िलए नमूनो ं का 
प्रसं�रण (िचत्र 3, 6, 7 और 8; प�रिश� 1, 2, 3 
और 4) 

इस खंड में आका�रकी अ�यन के िलए बालू म�ी के नमूने 
को माउंट करने हेतु तैयार करने के िसद्धांतो ंका वणर्न िकया गया 
है, और इसके बाद आका�रकी से परे अ� अनुप्रयोगो ं के िलए 
इसके अनुकूलन का भी उ�ेख है। हालांिक, इस पद्धित को 
समझना अ�ंत मह�पूणर् है, �ोिंक आव�कता पड़ने पर यह 
िविश� नमूना प्रकारो ंके िलए प्रिक्रयाओ ंको अनुकूिलत करने में 
सक्षम बनाती है। 

इस प्रिक्रया में लचीले रबर ब�ो ंसे सुस��त पा�र िपपेट का 
उपयोग करके बार-बार खाली करने और भरने की प्रिक्रया शािमल 
है। गोल पेंदे वाले कांच के बतर्नो ंका उपयोग करने की पुरजोर 
सलाह दी जाती है �ोिंक इनसे ये िक्रयाएं बहुत आसान हो जाती 
हैं। कांच सभी अिभकमर्को ंके प्रित अिक्रय होता है। अिभकमर्को ं
के वा�ीकरण को रोकने के िलए, बतर्नो ंमें ढ�न लगाना चािहए 
और उ�ें कभी भी अिधक नही ं भरना चािहए, िजससे ढ�न 
खोलते या बंद करते समय वे छलक जाएं, और नमूनो ंपर धूल िगरने 
से भी रोका जा सके। शु�द्धकरण और प्रसं�रण के िलए 
आव�क रसायनो ंको तािलका 2 में दशार्या गया है।.
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िचत्र 7: बालू म��यो ंको संसािधत करने की पारंप�रक िविध। 
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तािलका 2:प्रयु� अिभकमर्को ंकी संरचना। 
 
पोटेिशयम हाइड� ो�ाइड 10% आसुत जल में 1% फुचिसन अ� 
   पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड 10 ग्राम    एिसड �ूिसन (पाउडर के रूप में) 1 ग्राम 
   आसुत जल आव�कतानुसार 100 िमलीलीटर    आसुत जल 99 िमलीलीटर 
  
गम �ोरल माउंिटंग मीिडया (होयर मीिडयम) माकर् -आंदे्र का घोल एिसड �ूिसन से रंगा हुआ है 
   आसुत जल 50 िमलीलीटर    माकर् -आंदे्र सॉ�ूशन 10 िमलीलीटर 
   CHLORAL HYDRATE 200 ग्राम    �ूिसन 1% 50 μL 
   गोदं अरबी 50 ग्राम  
   ��सरॉल 20 िमलीलीटर  
  
माकर् -आंदे्र समाधान Enecê medium 
   CHLORAL HYDRATE 40 ग्राम    शुद्ध सफेद कोलोफोनी 22 ग्राम 
   �ेिशयल एिसिटक एिसड 30 िमलीलीटर    अ�ोहल में घुलनशील कोपल गम 12 ग्राम 
    शुद्ध इथेनॉल 20 िमलीलीटर 
    कपूर 10 ग्राम 

 
 
5.1. ��य�रंग 

बालू म�ी के नमूनो ंको स्थायी �ाइड माउंट के रूप में तैयार 
करने से पहले, उ�ें उपयु� िविध और समाशोधन एजेंट (जैसे, 
10% एिसिटक एिसड घोल या CHLORAL HYDRATE यु� 
माकर् -आंदे्र घोल, जो कई देशो ंमें प्रितबंिधत रसायन है) का उपयोग 
करके मैसरेशन द्वारा शुद्ध िकया जाना आव�क है तािक वे 
पारदश� हो सकें । इस प्रिक्रया से शरीर के ऊतक, वसा, स्राव और 
मोम हट जाते हैं, िजससे नमूना पारभासी हो जाता है और बाह्य 
कंकाल संरचनाओ ं(जैसे, सेटे स��लन), सतही िवशेषताओ ं(जैसे, 
रंग) और टेगुमेंट के मा�म से िदखाई देने वाली आंत�रक 
िवशेषताओ ं(जैसे, �म�थेका) की जांच में आसानी होती है। 

दो चरणो ंवाली शु�द्धकरण प्रिक्रया, िजसमें पहले एक प्रबल क्षार 
(जैसे पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड) और िफर एक दुबर्ल अ� (जैसे 
माकर् -आंदे्र िवलयन में एिसिटक अ�) का उपयोग िकया जाता है, 
िविश� जैवरासायिनक उदे्द�ो ं को पूरा करती है [74]। क्षार, 
साबुनीकरण और प्रोटीन िवकृतीकरण के मा�म से प्रोटीन, वसा 
और मांसपेिशयो ं जैसे कोमल ऊतको ं को तोड़ता है, िजससे 
संरचना�क ��ता के िलए काइिटन बाह्यकंकाल बरकरार रहता 
है। इसके बाद, दुबर्ल अ� िकसी भी शेष क्षार को िन��य कर 
देता है, िजससे आगे का क्षरण रुक जाता है, और काइिटन को 
िवरंिजत करके पारदिशर्ता बढ़ाता है [74], हालांिक नमूनो ं को 
आसुत जल में दो बार 15 िमनट तक धोना भी क्षार को िन��य 
करने के िलए पयार्� हो सकता है। यह अनुक्रिमक उपचार प्रभावी 
ऊतक िन�ासन को सौ� संरक्षण के साथ जोड़ता है, िजससे 
सू�दश� परीक्षण के िलए नमूने की इ�तम अखंडता सुिनि�त 
होती है। 

अगले चरण पर आगे बढ़ने से पहले आसुत जल से दो बार 20 
िमनट तक कु�ा करने की सलाह दी जाती है। 
 
5.1.1. नरम ऊतक का गलना (िचत्र 8) 
सोिडयम हाइड� ॉ�ाइड (NaOH) या पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड 
(KOH) आमतौर पर इ�ेमाल होने वाले रासायिनक मैसरेिटंग 
एजेंट हैं, िज�ें नमूनो ं के आकार और नाजुकता के आधार पर 
अलग-अलग सांद्रता और अविध में लगाया जाता है। मानक और 
सबसे प्रभावी तकनीक में बालू म��यो ंको रात भर एक मजबूत 
क्षार (10% KOH या NaOH) में िभगोकर नरम ऊतको ंको लाइस 
करना शािमल है। उपचार की अविध कम करने के िलए सांद्रता 
को बढ़ाया जा सकता है (जैसे, 20% KOH 6 घंटे के िलए), साथ ही 
37°C पर गमर् भी िकया जा सकता है। 
5.1.2. रंगाई के साथ या उसके िबना ��ीकरण 

इस चरण के बाद प्रकाश को ह�ा करने की प्रिक्रया की जाती 
है, िजसमें आमतौर पर एिसिटक एिसड और chloral hydrate 
(जैसे, माकर् -आंदे्र घोल) का संयोजन िकया जाता है। प्रकाश को 
साफ करने के बाद, अविश� रसायनो ंको हटाने के िलए नमूनो ंको 
कम से कम दो बार 20-20 िमनट के िलए पानी में अ�ी तरह से 
धोना आव�क है। 

माकर् -आंदे्र सॉ�ूशन, बालू म�ी के नमूनो ंको तैयार करने के 
िलए आमतौर पर इ�ेमाल िकया जाने वाला एक सफाई एजेंट है। 
इसकी प्रभावशीलता सफाई प्रिक्रया को आसान बनाने और पंखो ं
और एंटीना जैसी नाजुक संरचनाओ ं को कम से कम नुकसान 
पहंुचाने में िनिहत है। 

घोल को ताज़ा तैयार िकया जाना चािहए या वा�ीकरण या 
क्षरण को रोकने के िलए इसे कसकर बंद कंटेनर में संग्रिहत िकया 
जाना चािहए। माकर् -आंदे्र घोल का उपयोग िवशेष रूप से तब 
लाभदायक होता है जब इसे चमकाने या रंगने की तकनीको ंके 
साथ िमलाकर िविश� रूपा�क िववरणो ं को िनखारने के िलए 
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उपयोग िकया जाता है। इसकी संरचना और तैयारी का िववरण 
प�रिश� 2 में िदया गया है। 

अ�िधक पारदश� नमूनो ंके िलए, माउंिटंग से पहले दृ�ता में 
सुधार के िलए �ेिनंग आव�क हो सकती है। कई प्रकार के �ेन 
उपल� हैं, िजनमें से प्र�ेक जीव के िविश� रासायिनक घटको ंको 
लिक्षत करता है। यह मह�पूणर् है िक ऐसा �ेन चुना जाए जो नमूने 
और चुने गए माउंिटंग मा�म दोनो ं के अनुकूल हो। इस मूल 
कायर्प्रणाली को आव�कतानुसार अनुकूिलत िकया जा सकता है, 
उदाहरण के िलए, �ेिनंग के िलए माकर् -आंदे्र घोल में 0.1% एिसड 
�ूिसन िमलाकर। इसके अित�र�, जलीय घोल में संरिक्षत और 
रेिज़नस माउंट के िलए अिभपे्रत नमूनो ं को िनजर्लीकरण की 
आव�कता होती है (िनजर्लीकरण पर अनुभाग 5.2 देखें), �ोिंक 
अिधकांश प्राकृितक और िसंथेिटक रेिज़न माउंिटंग मीिडया पानी 
के साथ असंगत होते हैं। �ू (1974) ने उ�ेख िकया िक कुछ �ेन 
कुछ माउंिटंग मीिडया में खराब हो सकते हैं [53]। उदाहरण के 
िलए, कनाडा बा�म के साथ आमतौर पर इ�ेमाल िकया जाने 
वाला एिसड �ूिसन, यूपराल® में भी �स्थर िकया जा सकता है। 
हालांिक, एिसड �ूिसन से रंगे नमूने फीके पड़ने के िलए प्रवण 
होते हैं, िवशेष रूप से जब अंितम ��ीकरण द्रव के रूप में 
उपयोग िकए जाने वाले लौगं के तेल के अवशेष रह जाते हैं। लौगं 
के तेल में संग्रिहत नमूनो ंका रंग कुछ ही िदनो ंमें काफी फीका पड़ 
सकता है। 

 
5.2. िनजर्लीकरण 

नमूनो ंको धीरे-धीरे 50%, 70%, 80%, 90%, 95% और अंत 
में 100% सांद्रता वाले एथेनॉल के घोल में से गुजारकर िनजर्लीकरण 
िकया जाता है, प्र�ेक घोल में कम से कम 20 िमनट का समय 
लगता है। चंूिक एथेनॉल ज�ी वा��त हो जाता है, इसिलए प्रिक्रया 
के दौरान बतर्न को अ�ी तरह से बंद रखना चािहए। नमूना पूरी 
तरह से िनजर्िलत हो जाने के बाद, आप कुछ िदनो ं के िलए 
Euparal® एसेंस में प्रिक्रया रोक सकते हैं, जो लौगं के तेल से 
बेहतर है। बीच के्रओसोट, िजसका उपयोग कभी इस उदे्द� के 
िलए �ापक रूप से िकया जाता था, अब इसकी िवषा�ता के 
कारण पूरी तरह से प्रितबंिधत है। 

िनजर्लीकरण प्रिक्रया में यह सुिनि�त िकया जाना चािहए िक 
नमूने के भीतर का तरल पदाथर् माउंिटंग मा�म के साथ संगत हो 
तािक अपारदिशर्ता, परासरणीय पतन या िवकृित को रोका जा सके 
जो नमूने को वग�करण संबंधी अ�यन के िलए अनुपयु� बना 
सकती है। 
 
5.3. माउंिटंग मीिडया 
5.3.1. नमूना तैयार करने के िलए चयन और आवेदन 

आदशर् रूप से, माउंिटंग मा�म का अपवतर्नांक कांच 
के अपवतर्नांक के िजतना संभव हो उतना िनकट होना 
चािहए, जो लगभग 1.5 होता है। यह रंगहीन, �� होना 
चािहए और सूखने के बाद और समय के साथ पूरी तरह से 
पारदश� बना रहना चािहए। यह उपयोग िकए गए दागो ंके 

अनुकूल होना चािहए और नमूने के सभी ऊतको ंमें प्रवेश 
करने और फैलने में सक्षम होना चािहए। यह बहुत ज�ी 
सूखना नही ं चािहए या माउंिटंग के दौरान धंुधलापन नही ं
बनाना चािहए। माउंिटंग के बाद यह िसकुड़ना नही ंचािहए। 
उपयु� माउंिटंग मा�म का चयन नमूना तैयार करने का 
एक मूलभूत पहलू है, �ोिंक कोई भी एक मा�म सभी 
उदे्द�ो ंके िलए आदशर् नही ंहोता है। चयन में कई प्रमुख 
कारको ंको संतुिलत करना आव�क है: 

- प्रकाशीय गुणधमर्। माउंिटंग मा�म का अपवतर्नांक 
वग�करण संबंधी पहचान या आका�रकी वणर्न के िलए 
उपयोग िकए जाने वाले मह�पूणर् शारी�रक संरचनाओ,ं जैसे 
िक शुक्राणुकोिशका, ए�ोइड, �ू�ेड संवेदी अंग, 
ऊ�ार्धर िसबे�रयल दांत और ग्रसनी दांतो ंके पयार्� कंट� ा� 
और अपवतर्न को सुिनि�त करना चािहए। इन संरचनाओ ं
की दृ�ता सीधे माउंिटंग मा�म के प्रकाशीय गुणधम� पर 
िनभर्र करती है। 

संरक्षण। स्थायी संग्रह के िलए अिभपे्रत नमूनो ं या 
सामिग्रयो ं के िलए, मा�म में दीघर्कािलक �स्थरता और 
स्थािय� होना आव�क है। इसके िवपरीत, सूची अ�यन 
या महामारी िवज्ञान सव�क्षणो ं के िलए, जहाँ दीघर्कािलक 
संरक्षण उतना मह�पूणर् नही ंहोता, अस्थायी या अधर्-स्थायी 
माउंिटंग मीिडया पयार्� हो सकता है। 

 
5.3.2. मीिडया को माउंट करने की आव�कताएँ 

िवशेषज्ञ अ�र िविश� शोध आव�कताओ ं के अनुरूप 
अनुकूिलत और जिटल माउंिटंग तकनीक िवकिसत करते हैं। 
हालांिक, इन िविधयो ंमें अ�र अिभलेखीय गुणव�ा, अनुकूलता, 
मानकीकरण, या सुगम संचालन और दीघर्कािलक संरक्षण जैसे 
पहलुओ ंकी अनदेखी की जाती है। मानकीकरण की यह कमी दान 
िकए गए संग्रहो ंके एकीकरण और दीघर्कािलक संरक्षण प्रयासो ं
को जिटल बना देती है। 

वैज्ञािनक अनुप्रयोगो ं के िलए माउंिटंग मीिडया की िविश� 
आव�कताएँ होती हैं। वग�करण िवज्ञानी अ�र पूरे नमूनो ंको 
माउंट करते हैं और ऐसे मीिडया को प्राथिमकता देते हैं जो 
आंत�रक अंगो ंको धीरे से मैश कर दे तािक �ूिटकुलर संरचनाओ ं
की दृ�ता बढ़ सके। ऑि�कल ��ता को अिधकतम करने के 
िलए अपवतर्नांक नमूने और �ास �ाइड के अपवतर्नांक से 
पयार्� रूप से िभ� होना चािहए। �ावसाियक माउंिटंग मीिडया 
आमतौर पर �ास के अपवतर्नांक के िनकट तैयार िकए जाते हैं 
तािक �ाइड-माउंिटंग मीिडया-कवर��प प्रणाली के मा�म से 
प्रकाश के अपवतर्न और प्रकीणर्न को कम िकया जा सके। 
हालांिक, ब्राइटफी� माइक्रो�ोपी में, िबना रंगे नमूने के 
प्राकृितक कंट� ा� को नमूने के अपवतर्नांक से थोड़ा िभ� 
अपवतर्नांक वाले माउंिटंग मीिडया का चयन करके िनयंित्रत िकया 
जा सकता है, िजससे पृ�भूिम के सापेक्ष उसकी दृ�ता में सुधार 
होता है। 
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5.3.3. माउंिटंग मीिडया के प्रकार (तािलकाएँ)3 और 4) 

सू�दश� परीक्षण में, �ाइड, मा�म और नमूने से प्रकाश के 
मुड़ने का िनधार्रण करने के िलए माउंिटंग मा�म के अपवतर्नांक 
(RI) की आव�कता होती है। जब RI कवर��प �ास (≈1.515) 
के साथ लगभग मेल खाता है, तो प्रकाश समान रूप से गुजरता है, 
िजससे प्रकीणर्न और प्रकाशीय िवकृितयाँ कम हो जाती हैं, िजसके 
प�रणाम�रूप सू� संरचनाओ ं का बेहतर �रज़ॉ�ूशन और 
दृ�ता प्रा� होती है। इसके िवपरीत, RI में िभ�ता के कारण 
धंुधलापन, प्रभामंडल या िबना रंगे हुए भाग अ�� हो सकते हैं। 
िविभ� मा�मो ं के अलग-अलग RI के कारण, िकसी िदए गए 
नमूने के िलए कंट� ा�, ��ता और समग्र छिव गुणव�ा को 
अनुकूिलत करने के िलए सही माउंिटंग मा�म का चयन अ�ंत 
मह�पूणर् है। 

�ाइड माउंिटंग के िलए बालू म�ी तैयार करते समय, 
माउंिटंग मा�म का अपवतर्नांक सू� संरचनाओ ंको देखने की 
क्षमता पर मह�पूणर् प्रभाव डालता है। बालू म�ी की नाजुक और 
ह�ी कठोर संरचनाएं, िजनमें िसबे�रयल आम�चर, �म�थेका, 
एंटीना खंड और पंखो ंकी िशराएं शािमल हैं, उ� अपवतर्नांक वाले 
माउंिटंग मा�म में देखना मु��ल हो सकता है। 

बालू म��यो ंके िलए, आमतौर पर उपयोग िकए जाने वाले 
िवक�ो ंमें जल-आधा�रत माउंिटंग मीिडया के रूप में गम-�ोरल 
मीिडया और िवलायक-आधा�रत मा�म के रूप में कनाडा 
बालसम और एनेसी-ने�न सेक� रा (एनसी) राल शािमल हैं। 
रॉिल� [60] ने माउंिटंग मीिडया को दो प्रकारो ंमें वग�कृत िकया: 
(1) स्थायी मीिडया: ये समय के साथ कठोर हो जाते हैं और 
दीघर्कािलक संरक्षण के िलए उपयु� होते हैं, और (2) अधर्-स्थायी 
मीिडया: ये कठोर नही ंहोते हैं और आमतौर पर अस्थायी उदे्द�ो ं
के िलए उपयोग िकए जाते हैं। 

 
माउंिटंग मीिडया तरल, गोदं-आधा�रत या रेिज़नयु� हो सकता 
है, जो पानी, अ�ोहल या अ� िवलायको ं(जैसे, टो�ून, ज़ाइलीन) 
में घुलनशील होता है (तािलका 3)। एक बार लगाने के बाद, इ�ें 
अघुलनशील �रंिगंग मीिडया का उपयोग करके वायुमंडलीय 
प्रभावो ंसे सुरिक्षत िकया जाना चािहए। माउंिटंग मीिडया के प्रकारो ं
में �� रूप से अंतर करने के िलए, िन�िल�खत वग�करण का 
उपयोग िकया जा सकता है: 

ए. जलीय मा�म. ये मा�म पानी में आसानी से घुल जाते हैं, 
िजससे ये अस्थायी या अधर्-स्थायी माउंट के िलए उपयु� होते हैं। 
इ�ें संभालना आमतौर पर आसान होता है, लेिकन वायुमंडलीय 
नमी से बचाव के िलए इ�ें सील करना आव�क हो सकता है 
(जैसे िक गम-�ोरल मा�म और पॉलीिवनाइल अ�ोहल), 
िवशेष रूप से उ�किटबंधीय आद्रर्  जलवायु में। 

बी. सीिमत जल-सिह�ुता वाले मा�म. ये मा�म पानी से कम 
प्रभािवत होते हैं, लेिकन िफर भी इ�ें अ�िधक नमी से सुरक्षा की 

आव�कता होती है। जल-घुलनशील िवक�ो ंकी तुलना में ये 
अिधक दीघर्कािलक �स्थरता प्रदान करते हैं और अ�र अधर्-
स्थायी माउंट में उपयोग िकए जाते हैं। 

सी. हाइड� ोकाबर्न-घुलनशील मा�म. ये मीिडया ज़ाइलीन या 
टो�ून जैसे काबर्िनक िवलायको ंमें, या एसेनेसी (एनेसी िवलायक) 
में घुले होते हैं। इ�ें स्थायी माउंिटंग के िलए िडज़ाइन िकया गया 
है और ये उ�ृ� दीघर्कािलक �स्थरता प्रदान करते हैं, साथ ही नमी 
और क्षरण के प्रित प्रितरोधी होते हैं, िजससे ये अिभलेखीय उदे्द�ो ं
के िलए आदशर् बन जाते हैं (जैसे, तटस्थ कनाडा बा�म, 
डीपीए�) । 

संके्षप में, जल में घुलनशील मीिडया अस्थायी माउंट या ऐसे केस 
के िलए सबसे उपयु� हैं िजनमें नमूने को आसानी से हटाया जा 
सके; सीिमत जल-सिह�ु मीिडया म�म स्थािय� वाले अधर्-
स्थायी माउंट के िलए उपयु� हैं, और हाइड� ोकाबर्न में घुलनशील 
मीिडया अिभलेखीय और दीघर्कािलक भंडारण के िलए बनाए गए 
स्थायी माउंट के िलए बेहतर हैं। 
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Figura 8: Remuntatge de portaobjectes. A: portaobjectes danyats i secs muntats en Hoyer; B: vista microscòpica d'un flebòtom 
sec; C: vista microscòpica d'un altre flebòtom danyat; D: cambra humida que conté un portaobjectes sec; E: cap i F: cos de la 
mostra B després del seu remuntatge en Euparal®; G: cap i H: cos de la mostra C danyat després del seu remuntatge en Euparal®. 
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तािलका 3: चयिनत माउंिटंग मीिडया की संरचना। 
 
माउंिटंग 
मा�म 

िवलायक संभािवत प्री-पॉिलमर(ओ)ं या पॉिलमर िट�णी 

होयर = 
�ोरल गम 

��सरॉल, पानी गोद अरबी के यौिगक मैसरेिटग एजेंट: CHLORAL 
HYDRATE 

सीएमसीपी-9 

(= काब��ी 
िमथाइल 
सेलुलोज 
िफनोल) 

पानी (सीएमसीपी-9: 51-60%) पूणर्तः  जल अपघिटत पॉलीिवनाइल 
अ�ोहल (सीएमसीपी-9: 0-5%) 

सीएमसी(पी)-9: कम �ानता: 
उ� �ानता 

डीएमएचएफ 
(डाइिमथाइल 
हाइडेंटोइन 
फॉम���हाइ
ड) 

पानी एन,एन′-डाइमेिथलॉल डाइमेिथल 
हाइडेंटोइन (डाइ-मेिथलॉल डीएमएच) 

ईथर-/मेिथलीन-िब्र� ऑिलगोमसर् 

क्रॉसिलंक्ड डीएमएच-फॉम���हाइड 
पॉिलमर नेटवकर्  

 

कनाडा 
बा�म 

ज़ाइलीन; बा�म के आंिशक रूप से 
वा�शील घटक (Δ³-केरेन, 
लेवोिपमै�रक एिसड, िलमोनेन, 
िमरसीन, पैलु��� क एिसड, β-फेलैंड� ीन, 
α-पाइनीन, β-पाइनीन) 

बा�म (एिबएनोल, एिबिटक एिसड, 
आइसोिपमे�रक एिसड, सैंडाराकोिपमे�रक 
एिसड) 

उदासीनीकरण: पोटेिशयम 
काब�नेट; 

एिबस बा�िमया से राल (िलने, 
1758) 

यूपराल® यूकेिल�ोल, पैरा��हाइड; सैंडरैक गोदं 
के आंिशक रूप से वा�शील घटक 
(िलमोनेन, α-पाइनीन, β-पाइनीन) 

सैंडारैक गम के यौिगक (क�ूिनक एिसड, 
मैनूल, पॉलीक�ूिनक एिसड, 
सैंडारकोिपमै�रक एिसड, 12-एिसटॉ�ी-
सैंडाराकोिपमै�रक एिसड, सुिगओल, 
टोरुलोिसक एिसड, टोरुलोसोल, टोटारोल) 

 

शु�द्धकरण कारक: िमथाइल 
सैिलिसलेट; यूपराल® ग्रीन में 
रंग: कॉपर लवण (कॉपर 
एिबएिटनेट); टेट� ा��िनस 
आिटर्कुलाटा (वाहल, 1791) से 
प्रा� सैंडरैक राल 

एनेसे एिथल अ�ोहल; कपूर, यूकेिल�ोल 
और तारपीन के अकर्  के साथ 

कोपल गोदं और कोलोफोनी (रोिजन) के 
यौिगक 

 

होयर = 
�ोरल गम 

��सरॉल, पानी गोदं अरबी के यौिगक मैसरेिटंग एजेंट: CHLORAL 
HYDRATE 
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तािलका 4: माइक्रो�ोप �ाइड के बारे में चयिनत माउंिटंग मीिडया के फायदे और नुकसान और िविभ� ���यो ंद्वारा अप्रकािशत 
अवलोकन [52]। 

नाम लाभ नुकसान 
कनाडा 
बा�म 

यह मा�म अ�ंत िटकाऊ है, िजसका जीवनकाल 150 
वषर् से अिधक है। 

�ाइड को माउंट करने के िलए लौगं का तेल या िफनोल 
का उपयोग माउंिटंग एजेंट के रूप में िकया जा सकता है। 

इसमें हािनकारक घटक होते हैं और इसे हुड के नीचे ही 
संभालना चािहए। 

इसके िलए समय लेने वाली पूणर् िनजर्लीकरण प्रिक्रया की 
आव�कता होती है। 

इथेनॉल िनजर्लीकरण और जाइलीन या लौगं के तेल के 
मा�म से स्थानांतरण कुछ प्रजाितयो ंको भंगुर बना सकता 
है; िवक� (जैसे, आइसोप्रोपेनॉल, एन-�ूटेनॉल, 
सेलोसॉ�™, 1,4-डाइऑ�ेन, िह�ो��यर, टिपर्नॉल) 
टूटने को कम कर सकते हैं। 

यिद जाइलीन को िफनोल से बदल िदया जाए या यिद 
पोटेिशयम हाइड� ो�ाइड का अविश� अंश शेष रह जाए तो 
नमूने काले पड़ सकते हैं। 

उ� अपवतर्नांक िबना रंगी संरचनाओ ंको धंुधला कर सकते 
हैं। 

हॉट-�ेट ड� ाइंग के िबना पूरी तरह से सुखाने में वष� लग 
सकते हैं। 

समय के साथ मा�म का रंग पीला पड़ जाता है और गहरा 
हो जाता है, खासकर जब इसे लौगं के तेल से साफ िकया 
जाता है। 

यिद मा�म अ�ीय हो जाता है - जो समय के साथ �तः  
ही हो सकता है - तो कुछ दाग कमजोर पड़ जाते हैं और 
धनायिनक रंग फीके पड़ सकते हैं। 

डीएमएचएफ 
(डाइिमथाइल 
हाइडेंटोइन 
फॉम���हाइ
ड) 

उ� पारदिशर्ता 

अ�ा अपवतर्नांक 

संरचनाओ ंकी उ�ृ� दृ�ता 

तैया�रयो ंकी �स्थरता काफी अ�ी है। 

कई रंगाई तकनीको ंके साथ संगत 

नमूनो ंकी अ�ी सुरक्षा 

�ाइड और कवर��प के बीच अ�ा आसंजन। 

समय के साथ पीलापन आने की संभावना है 

कुछ दागो ंको बदल सकता है 

फॉम���हाइड के प्रित संवेदनशील दागो ंके िलए उपयु� 
नही ंहै। 

हवा के बुलबुले, सूखने में लगने वाला धीमा समय 

माउंिटंग मा�म नमी के प्रित संवेदनशील होता है 

माउंिटंग को उलटना मु��ल है 

फॉम���हाइड िवषैला, जलन पैदा करने वाला और 
कैं सरकारक होता है। 
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पारदश� 
(पारदश�) 

50 वष� से अिधक जीवनकाल वाला िटकाऊ मा�म। 

80% इथेनॉल से सीधे माउंिटंग करना संभव है (िनमार्ता 
की अनुशंसा)। 

यह िबना दाग वाली संरचनाओ ंको नही ंछुपाता है और 
समय के साथ पीला नही ंपड़ता या भंगुर नही ंहोता है। 

इसका अपवतर्नांक कनाडा बालसम की तुलना में िड�ेरा 
के िलए अिधक उपयु� है। 

कम िसकुड़न और बुलबुले रिहत सुखाने की प्रिक्रया के 
कारण यह मोटे नमूनो ंके िलए अ�ी तरह काम करता है। 

यह 95% इथेनॉल में घुलनशील रहता है, िजससे कई वष� 
बाद भी इसे दोबारा लगाया जा सकता है। 

इसमें हािनकारक घटक होते हैं और इसे हुड के नीचे ही 
संभालना चािहए। 

इथेनॉल िनजर्लीकरण और यूपरल एसेंस के मा�म से 
स्थानांतरण कुछ प्रजाितयो ंको भंगुर बना सकता है, लेिकन 
आइसोप्रोपेनॉल का उपयोग करने से यह सम�ा कम हो 
सकती है। 

होयर द्रव नमूनो ंको जीिवत अवस्था में या सीधे पानी, इथेनॉल या 
फॉम���हाइड से िनकालकर माउंट िकया जा सकता है। 

मैसरेशन से उ�ृ� गुणव�ा वाली �ूिटकल प्रा� होती 
है। 

इसका अपवतर्नांक अनुकूल है और उ� कंट� ा� के िलए 
आयोडीन �ेिनंग से इसे बढ़ाया जा सकता है। 

इस फॉमूर्ले में मौजूद एिसिटक एिसड आथ्र�पोड के उपांगो ं
को फैला सकता है। 

कुछ नमूने 40-60 वष� तक �स्थर रह सकते हैं। 

पानी में घुलनशील होने के कारण इसे आसानी से दोबारा 
लगाया जा सकता है। 

यिद मा�म को धीरे-धीरे न डाला जाए तो नाजुक पौधे मुरझा 
सकते हैं, जो समय लेने वाला होता है। 

गुहाएं और िक्र�ल 10 साल से भी कम समय में बन सकते 
हैं। 

CHLORAL HYDRATE की सांद्रता और ए�पोज़र समय 
के आधार पर मैसरेशन अ�िधक हो सकता है। 

मा�म के घटक अलग हो सकते हैं, और कुछ महीनो ंया 
वष� के भीतर बारीक दाने िदखाई दे सकते हैं। 

मीिडया को बदनाम करने की खबरें  सामने आई हैं। 

सीएमसीपी-9 

(= काब��ी 
िमथाइल 
सेलुलोज 
िफनोल) 

नमूनो ं को पानी, इथेनॉल, ��सरॉल या फॉम���हाइड 
यु� घोल जैसे मा�मो ंसे सीधे माउंट िकया जा सकता 
है, और सामा� जांच या तैयारी को सुिवधाजनक बनाने के 
िलए आव�कता पड़ने पर उनके आंत�रक अंगो ंको मैश 
िकया जा सकता है। 

यह मा�म समय के साथ िक्र�ल िवकिसत कर सकता है 
और गहरा हो सकता है, और कभी-कभी यह नमूनो ं को 
अपेक्षा से अिधक गल सकता है। यिद �ाइड को 
सावधानीपूवर्क घेरा न जाए, तो मोटे नमूने इसमें ठीक से नही ं
िटकें गे �ोिंक वे िसकुड़ सकते हैं और कवर��प के 
िकनारो ं पर अंतराल बना सकते हैं। यह रंगीन नमूनो ं या 
कै�ल्शयमयु� पदाथ� के िलए उपयु� नही ंहै, और इसका 
सूखने का समय सीएमसी की तुलना में अिधक है। 

यूिकट™ 30 साल से अिधक समय तक चलने वाला िटकाऊ 
मा�म। 

यह एसीटोन, बेंजीन, �ोरोफॉमर्, डायो�न, ईथर, 
आइसोप्रोपेनॉल, िमथाइल बेंजोएट, टिपर्नॉल, 
टो�ून और जाइलीन सिहत कई िवलायको ं के 
साथ संगत है। 

इसमें हािनकारक घटक होते हैं और इसे हुड के नीचे ही 
संभालना चािहए। 

इसके िलए समय लेने वाली पूणर् िनजर्लीकरण प्रिक्रया 
की आव�कता होती है। 

िसकुड़न और गैस के बुलबुले बनने के कारण यह मोटे 
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यह ज�ी सूख जाता है और इसका पीएच मान 
थोड़ा अ�ीय होता है। 

उम्र बढ़ने के साथ इसका रंग िवशेष रूप से गहरा 
नही ंहोता। 

िविभ� प्रकार के दागो ं के िलए उपयु� (जैसे, 
�ूिसन, हेमेटो��िलन, िमथाइल ग्रीन, िमथाइल 
वायलेट, मेिथलीन �ू)। 

नमूनो ंको वष� बाद जाइलीन में लंबे समय तक िभगोकर 
पुनः  स्थािपत िकया जा सकता है। 

नमूनो ंके िलए आदशर् नही ंहै। 

यिद कांच को अ�ी तरह से साफ करके सील न िकया 
जाए तो समय के साथ कवर��प िनकल सकती हैं। 

कोलेजन फाइबर के आसपास अपूणर् बहुलकीकरण िदखाई 
दे सकता है। 

एनेसे अ�ंत िटकाऊ मा�म, जो कम से कम 50 वष� 
तक चलता है। 

समय के साथ एनेसे का रंग गहरा नही ंहोता। 

यह अिधक लचीला होता है, िजससे मा�म में 
कीड़ो ंका िव�ेदन करना संभव हो जाता है, साथ 
ही रूपा�क संरचनाओ ंको �स्थित में लाने के िलए 
पयार्� समय भी िमल जाता है। 

कम लागत। 

इसके िलए समय लेने वाली पूणर् िनजर्लीकरण 
प्रिक्रया की आव�कता होती है। 

इथेनॉल िनजर्लीकरण और लौगं के तेल के मा�म से 
स्थानांतरण कुछ नमूनो ंको भंगुर बना सकता है। 

कीट का �रूप धीरे-धीरे �� होता जा रहा है; इस 
वजह से संवेदी अंग, ए�ोइड और साधारण सेटे 
जैसी बहुत छोटी संरचनाओ ंको देखना मु��ल हो 
सकता है। 

5.3.4. का िववरणअनुशंिसत माउंिटंग मीिडया (तािलका 3 
और 4) 

 
अस्थायी अवलोकन के िलए मीिडया 
�ोरल गम = होयर द्रव/मा�म/िवलयन (आरआई = 1.48) 

माकर्  आंदे्र द्रव शुक्राणुकोिशकाओ ं के अ�कािलक अवलोकन 
(कुछ घंटे, यिद �ाइड को नम कक्ष में रखा जाए तो कुछ और 
घंटे) के िलए सव��म मा�म है, िजसमें फोटोग्राफ (िचत्र 4) या 
रेखािचत्र बनाना शािमल है। देखी गई शुक्राणुकोिशकाओ ं को 
संरिक्षत करने के िलए उ�ें एक जलीय मा�म में पुनः  माउंट 
करना आव�क है, िजससे उ�ें म�म अविध तक संग्रिहत िकया 
जा सके। उ�ें रेिज़न में पुनः  माउंट करने के िलए िनजर्िलत करना 
संभव तो है, लेिकन अनुशंिसत नही ं है (नुकसान का जो�खम)। 
�ोरल गम और होयर द्रव को पयार्यवाची माना जाता है। यह 
मा�म आमतौर पर आंत�रक अंगो ंके अवलोकन के िलए उपयोग 
िकया जाता है �ोिंक यह जल के अनुकूल है, सरल है, ज�ी 
लगाया जा सकता है, और इसका अपवतर्नांक शुक्राणुकोिशकाओ ं
जैसी नाजुक संरचनाओ ंकी जांच को आसान बनाता है। हालांिक, 
�ोरल गम में मह�पूणर् किमयां हैं यिद इसे पूरी तरह से तैयार न 
िकया जाए या िनयंित्रत आद्रर्ता की �स्थित में संग्रिहत न िकया जाए। 
इन सम�ाओ ंमें िक्र�लीकरण, रंग बदलना और िचपिचपाहट में 

कमी शािमल हैं। कवर��प को �रंग करने से ये सम�ाएं हल नही ं
होती हैं, �ोिंक �रंिगंग मा�म के साथ पर�र िक्रया के कारण 
माउंिटंग मीिडया का रंग बहुत बदल सकता है (कभी-कभी 
लगभग काला हो जाता है), िवशेष रूप से यिद यूपराल® का 
उपयोग िकया जाता है। 

होयर मा�म को �ेबोटोमाइन सैंड�ाई के िलए ऑि�कली 
सबसे अ�ा माना गया है और पारंप�रक रूप से इन उदे्द�ो ंके 
िलए इसका उपयोग िकया जाता रहा है। इस मा�म में कई िनकट 
से संबंिधत फॉमूर्लेशन शािमल हैं, िजनमें गम अरेिबक, ��सरॉल 
और chloral hydrate शािमल हैं। िविभ� फॉमूर्लेशन की गलत 
�ा�ा और गलत उद्धरण िकए गए हैं [74]। 

हालांिक होयर मा�म बालू म��यो ं में शुक्राणुकोिशकाओ ं के 
अवलोकन के िलए एक अ�ा मा�म है, लेिकन यह दीघर्कािलक 
संरक्षण के िलए उपयु� नही ंहै। यह अ�कािलक अवलोकनो,ं 
जैसे फ़ोटोग्राफ़, रेखािचत्र या िचत्र बनाने के िलए आदशर् है। जलीय 
मा�म अस्थायी माउंट के िलए उपयु� होते हैं, लेिकन 
दीघर्कािलक संरक्षण सुिनि�त नही ंकर सकते। इसके िवपरीत, 
रेिज़न माउंिटंग उ�ृ� स्थािय� प्रदान करती है और अ�र 
सिदयो ंतक चलती है, लेिकन शुक्राणुकोिशकाओ ंके सू� िववरणो ं
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को धंुधला कर सकती है, �ोिंक उनकी अपवतर्कता अ�र कम 
हो जाती है। 

समय के साथ िनजर्लीकरण के कारण होयर मा�म का क्षरण 
होता है (िचत्र 8), िजसके प�रणाम�रूप छोटे सफेद, अपारदश� 
chloral hydrate िक्र�ल बनते हैं। िफर भी, िक्र�लीकृत �ाइड 
से नमूने प्रा� िकए जा सकते हैं �ोिंक �ूिटकल रासायिनक 
रूप से बरकरार रहता है, हालांिक बढ़ते िक्र�लो ंसे कुछ भौितक 
क्षित हो सकती है। कुछ मामलो ंमें, कवक की वृ�द्ध को रोकने के 
िलए थाइमोल के साथ गमर्, नम वातावरण में माउंिटंग मा�म को 
पुनः  हाइड� ेट करके िक्र�लीकृत �ाइड को पुनस्थार्िपत िकया जा 
सकता है। वैक��क रूप से, नमूनो ंको गोदं �ोरल से पानी में 
िभगोकर, �ेिशयल एिसिटक एिसड में िनजर्िलत करके, और 
कनाडा बा�म में पुनः  माउंट िकया जा सकता है। 

डीएमएचएफ (डाइिमथाइल हाइडेंटोइन फॉम���हाइड) 
(आरआई 1.48) 

यह जल-आधा�रत मा�म [72] प्रकाशीय दृि� से बल�ज़ की तरह 
ही बहुत अ�ा प्रदशर्न करता है और बल�ज़ िजतना ही उपयोग में 
आसान है। हालाँिक, बल�ज़ के िवपरीत, यह काला नही ंपड़ता और 
न ही िक्र�लीकृत होता है। यह बालू म��यो ं और अ� 
साइकोडीडे के िलए अ�ा काम करता है। 

िचत्र 8: �ाइड को पुनः  लगाना। A: क्षितग्र� और सूखी �ाइड 
को होयर में लगाया गया; B: एक सूखी रेत म�ी का सू�दश� 
दृ�; C: एक अ� क्षितग्र� रेत म�ी का सू�दश� दृ�; D: 
एक सूखा �ाइड यु� गीला कक्ष; E: नमूना B का िसर, और F: 
शरीर, यूपारल® में पुनः  लगाने के बाद; G: क्षितग्र� नमूना C का 
िसर, और H: शरीर, यूपारल® में पुनः  लगाने के बाद। 

सीएमसीपी (कपूर-मोनो-�ोरोफेनोल) (आरआई = 1.41) 

यह ��सरीन आधा�रत, पानी में घुलनशील माउंिटंग मीिडयम है 
िजसका उपयोग बालू म�ी सिहत नाजुक नमूनो ंकी पारदश�, 
स्थायी �ाइड बनाने के िलए िकया जाता है। इस माउंिटंग 
मीिडयम का लाभ यह है िक नमूनो ंको सीधे पानी या इथेनॉल से 
माउंट िकया जा सकता है। यह बालू म�ी को ज�ी से िशिथल 
कर देता है और उसकी �ूिटकल को नरम कर देता है, िजससे 
नमूने को सही �स्थित में रखना संभव हो जाता है, जो िवशेष रूप 
से पंख फैलाने या जननांगो ंका िव�ेदन करने में उपयोगी होता 
है। हालांिक यह लंबे समय तक भंडारण को सक्षम बनाता है, 
लेिकन संरक्षण की सटीक अविध अिनि�त है। इस माउंिटंग 
मीिडयम की प्रमुख सीमा इसकी संरचना में िनिहत है िजसमें 

िफनोल होता है, जो एक िवषैला और जलन पैदा करने वाला पदाथर् 
है और इसके सावधानीपूवर्क उपयोग की आव�कता होती है। 

स्थायी माउंिटंग के िलए मीिडया 

कनाडा बा�म (आरआई = 1.52-1.54) 

कनाडा बा�म को सवर्प्रथम 1830 के दशक में एंड� यू िप्रचडर् द्वारा 
ट� ांसिमटेड लाइट माइक्रो�ोपी के िलए उपयु� माउंिटंग मा�म 
के रूप में विणर्त िकया गया था। 150 से अिधक वष� के सफल 
उपयोग के साथ, इसकी िसद्ध संग्रहणीय गुणव�ा के कारण यह 
सबसे �ापक रूप से उपयोग िकए जाने वाले मा�मो ंमें से एक 
बना हुआ है। होयर �ूइड मीिडया के िवपरीत, कनाडा बा�म 
िक्र�लीकृत नही ंहोता है और न ही नमी अवशोिषत करता है। 
हालांिक, कनाडा बा�म अ�िधक �-प्रितदी��शील होता है, जो 
कभी-कभी कुछ माइक्रो�ोपी तकनीको ंके िलए एक नुकसान हो 
सकता है [60]। ज़ाइलीन के स्थान पर गैर-िवषा� िवलायको ंका 
उपयोग तैयारी के दौरान सुरक्षा जो�खमो ंको कम कर सकता है, 
लेिकन इससे धीमी सुखाने की प्रिक्रया और मा�म के ज�ी काला 
पड़ने जैसी किमयां भी उ�� हो सकती हैं। 

यूपरल®(आरआई = 1.48) 

यूपराल® स्थायी माउंिटंग के िलए कनाडा बालसम का एक 
�ापक रूप से इ�ेमाल िकया जाने वाला िवक� है, जो उ�ृ� 
दीघर्कािलक �स्थरता और तुलनीय अपवतर्नांक प्रदान करता है। 
यूपराल® की िन�िल�खत िवशेषताएं हैं: (1) िनजर्लीकरण की 
आव�कता: माउंिटंग मा�म के अंितम स्थानांतरण से पहले, 
नमूने को िनजर्िलत करना आव�क है, आमतौर पर 95% से पूणर् 
इथेनॉल में प�रवितर्त करके, और (2) िव�ा�रत प्रसं�रण समय: 
रेिज़न में अंितम संयोजन, चाहे वह कनाडा बालसम हो या 
यूपराल®, के िलए िनजर्लीकरण की आव�कता होती है, िजससे 
समग्र नमूना प्रसं�रण समय बढ़ जाता है। जब काबर्िनक 
िवलायको ंके साथ िनजर्लीकरण संभव न हो, तो अंितम माउंिटंग 
से पहले, पूणर् इथेनॉल से िनकाले गए नमूनो ंको यूपराल® और 
यूपराल एसेंस के समान िमश्रण वाले एक म�वत� घोल में रखा जा 
सकता है। 

एनेसे (आरआई = 1.467) 

एनेसी एक राल-आधा�रत माउंिटंग मा�म है िजसका उपयोग 
मु� रूप से छोटे कीटो ंके िलए िकया जाता है और यह िवशेष 
रूप से ब्राजील में लोकिप्रय है। इसका आधार अ�ोहल, कपूर, 
तारपीन के अकर्  और यूकेिल�ोल में घुले हुए कोलोफोनी और गोदं 
कोपल से बना होता है। सेक� रा [11] ने लावार्, अप�रप� जीवो ंके 
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खोल और यहां तक िक वय� म�रो ं की स्थायी �ाइड को 
माउंट करने के िलए कनाडा बा�म के िवक� के रूप में एनेसी 
का वणर्न िकया, और तब से इसे बालू म�ी को माउंट करने के 
िलए �ापक रूप से अपनाया गया है। एनेसी स्थायी माउंिटंग के 
िलए एक िकफायती िवक� प्रदान करता है, जो दीघर्कािलक 
�स्थरता और पयार्� सुखाने का समय देता है, िजससे िव�ेदन 
और रूपा�क संरचनाओ ंका सटीक िव�ास संभव हो पाता है। 

 
5.4. �ाइड तैयार करना और सुखाना 

माउंट की गई �ाइडो ं को ठीक से सुखाना उनकी 
दीघर्कािलक �स्थरता और संरक्षण के िलए अ�ंत मह�पूणर् है। 
�ाइडो ंको लंबे समय तक भंडारण के िलए रखने से पहले उ�ें 
अ�ी तरह सुखा लेना चािहए। सव��म प�रणामो ंके िलए, स्थायी 
माउंिटंग मीिडया से माउंट की गई �ाइडो ंको 2-3 स�ाह तक 
कै्षितज रूप से सुखाना चािहए, जबिक अधर्-स्थायी मीिडया से तैयार 
की गई �ाइडो ंको केवल 1-2 स�ाह की आव�कता हो सकती 
है। प्रभावी सुखाने की प्रिक्रया सुिनि�त करने के िलए, उपयोग िकए 
जा रहे माउंिटंग मीिडया के िलए उपयु� तापमान पर सेट िकए 
गए इन�ूबेटर का उपयोग करने की सलाह दी जाती है, िजससे 
नमूनो ंको नुकसान पहंुचा सकने वाली अ�िधक गम� से बचा जा 
सके। 30°C और 37°C के बीच का तापमान अनुशंिसत है। 
भंडारण के दौरान �ाइड के मुड़ने, नमूने के खराब होने या 
माउंिटंग मीिडया के अ�स्थर होने से बचाने के िलए यह सुखाने का 
चरण मह�पूणर् है। 

�ाइड तैयार करने में प्रयु� माउंिटंग मीिडयम का उ�ेख 
�ाइड लेबल पर अव� होना चािहए। यिद संभव हो, तो लेबल 
पर प्रयु� िविध, �ाइड तैयार करने वाले ��� का नाम और 
तैयारी की ितिथ भी अंिकत होनी चािहए। �ाइडें प्रारंभ में अस्थायी 
माउंट के रूप में तैयार की जाती हैं और इ�ें दीघर्कािलक संरक्षण 
के िलए नही ंबनाया जाता है। हालांिक, यिद नमूने की �स्थित में 
प�रवतर्न होता है, जैसे िक उसे "टाइप" शंृ्रखला के भाग के रूप में 
नािमत िकया जाता है, तो भिव� के वग�करण संबंधी अ�यन के 
िलए नमूने के संरक्षण को सुिनि�त करने हेतु अिधक स्थायी 
माउंिटंग मीिडयम का उपयोग िकया जाना चािहए। 

 
5.5. वैक��क माउंिटंग तकनीकें : काडर् माउंिटंग 

काडर् माउंिटंग एक ऐसी तकनीक है िजसका उपयोग कई कीट 
समूहो ंके िलए िकया जाता है, िजसमें नमूनो ंको सीधे कीटिवज्ञान 
काडर् पर िपन िकया जा सकता है या सतह पर िचपकाया जा सकता 
है। उनके छोटे आकार और पहचान के िलए आंत�रक अंगो ंका 
अवलोकन करने की आव�कता को देखते हुए (आइटम 5 देखें), 
यह िविध बालू म�ी को माउंट करने के िलए िब�ुल भी उपयु� 
नही ंहै। 
5.6. क्षितग्र� नमूनो ंको पुनः  स्थािपत करना 

दुलर्भ या मू�वान नमूनो ं के िलए, 
https://zenodo.org/records/18315029 पर उपल� वीिडयो के 

अनुसार दो-चरणीय दृि�कोण की अनुशंसा की जाती है। 1) 
प्रारंिभक अवलोकन के िलए उ�ें िबना खोले ही पुनः  हाइड� ेट करें। 
कई माइक्रो�ोप �ाइडो ंके िलए एक हो�र को पेट� ी िडश में 
सपोटर् के रूप में रखें। पुनः  हाइड� ेट की जाने वाली �ाइड को 
ऊपर रखें, और पेट� ी िडश को कुछ िमलीमीटर िवलायक से भरकर 
एक नम कक्ष बनाएं, यह सुिनि�त करते हुए िक �ाइड �यं 
िवलायक के संपकर्  में न आए (िचत्र 8 D)। नमूने की �स्थित के 
आधार पर पुनः  हाइड� ेट होने में एक से कई िदन लग सकते हैं। 
दैिनक िनगरानी और धैयर् आव�क हैं। �ाइड के पयार्� रूप से 
पुनः  हाइड� ेट हो जाने पर, इसे नम कक्ष से िनकालकर सू�दश� से 
जांच, फोटोग्राफी या िचत्र बनाने से पहले कुछ घंटो ं के िलए 
इन�ूबेटर में रखा जा सकता है। 2) पुनः  माउंट करने के िलए, 
�ाइड को कुछ अित�र� घंटो ंया रात भर के िलए नम कक्ष में 
वापस रखा जा सकता है। िद्वनेत्री माइक्रो�ोप के नीचे ही �ाइड 
को खोलें। बारीक सुइयो ं का उपयोग करके, कवर��प को 
सावधानीपूवर्क हटाना चािहए, यह सुिनि�त करते हुए िक कोई भी 
बालू म�ी त� िचपका न रह जाए 
(https://zenodo.org/records/18315029)। इसके बाद, बालू 
म�ी द्वारा िव�ेिदत त�ो ंको छोटे कुओ ंमें इकट्ठा करके पानी 
से धोना चािहए, जैसे िक DNA/RNA िन�षर्ण के िलए उपयोग 
िकए जाने वाले कुएँ (नीचे देखें), िनजर्लीकरण और रेिजन मा�म 
में पुनः  माउंट करने से पहले। �ाइड को अलग करते समय, 
उपयु� िवलायक का चयन करने के िलए मूल माउंिटंग मा�म 
की पहचान करना मह�पूणर् है। जलीय माउंिटंग मा�मो ंके िलए, 
पानी का उपयोग िकया जाना चािहए। यिद माउंिटंग मा�म रेिजन-
आधा�रत है (जैसे, कनाडा बा�म या यूपराल®), तो ज़ाइलीन का 
उपयोग �ूम हुड के नीचे और उिचत ���गत सुरक्षा उपकरण, 
िजसमें मा� भी शािमल है, के साथ िकया जाना चािहए। 

टाइप या संग्रह नमूनो ंको पुनः  स्थािपत करने का कायर् केवल 
�ूरेटर और/या नमूने के �ामी संस्थान की सहमित से ही िकया 
जाना चािहए। 

6. नमूने की पहचान 
6.1. आकृित िवज्ञान 

बालू म��यो ं की पहचान मु� रूप से उनके आका�रकी 
लक्षणो ंकी जांच पर िनभर्र करती है, िजसमें वक्ष, पंख, जननांग, 
बाल और िविभ� संरचनाओ ंके बीच िविश� आका�रकीय संबंध 
शािमल हैं। शोधकतार् एकित्रत नमूनो ंकी ज्ञात प्रजाितयो ंसे तुलना 
करने के िलए वग�करण कंुजी, संदभर् संग्रह और मूल प्रजाित 
िववरण का उपयोग करते हैं। प्रमुख नैदािनक लक्षण, जैसे िक दोनो ं
िलंगो ं में पंखो ं की िशराओ ं का िव�ास और िसर की आकृित 
िवज्ञान, नर जननांगो ं की संरचना और मादा शुक्राणुकोषो ं की 
संरचना, प्रजाित िनधार्रण के िलए िवशेष रूप से उपयोगी होते हैं। 
सटीक पहचान के िलए अ�र िव�ृत सू�दश� जांच की 
आव�कता होती है, आमतौर पर जननांगो ं और शुक्राणुकोषो ं
जैसी सू� संरचनाओ ं को देखने के िलए यौिगक सू�दश� या 
�ापक आका�रकी लक्षणो ंके िलए �ी�रयोसू�दश� का उपयोग 
िकया जाता है। 

https://zenodo.org/records/18315029
https://zenodo.org/records/18315029
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इमेिजंग तकनीक में हािलया प्रगित ने बालू म�ी की पहचान 
के िलए िडिजटल इमेिजंग के उपयोग को आसान बना िदया है। 
प्रमुख िवशेषताओ ंकी उ�-�रज़ॉ�ूशन वाली त�ीरो ंया िडिजटल 
िचत्रो ंकी तुलना संदभर् सामग्री से की जा सकती है या कं�ूटर-
सहायता प्रा� पहचान प्रणािलयो ं का उपयोग करके उनका 
िव�ेषण िकया जा सकता है, िजससे आका�रकी वग�करण में 
सटीकता और सुगमता दोनो ंमें सुधार होता है। 

 
6.2. पंख की �ािमित 

पंखो ंकी �ािमित िविभ� रेत म�ी प्रजाितयो ंकी पहचान और 
वग�करण में एक मह�पूणर् िवशेषता है। बालू म��यो ंके पंखो ंमें 
एक िविश� पैटनर् और संरचना होती है, जो आमतौर पर लंबी और 
संकीणर् होती हैं और उनमें िशराओ ंका जाल सुिवकिसत होता है 
(िचत्र 9 और 10)। िशराओ ंकी �वस्था एक िविश� पैटनर् बनाती है 
जो िविभ� वंशो ंऔर प्रजाितयो ंमें िभ� हो सकती है, िजससे पहचान 
के िलए मह�पूणर् नैदािनक लक्षण प्रा� होते हैं। इसिलए, पंखो ंकी 
�ािमित का अ�यन वग�करण के िलए बहुमू� जानकारी प्रदान 
करता है। 
6.3. पंख �ािमतीय आकारिमित 

Els investigadors utilitzen diverses tècniques, com ara la 
mo शोधकतार् िविभ� बालू म�ी प्रजाितयो ंया आबादी में पंखो ंके 
आकार और आकृित का िव�ेषण और तुलना करने के िलए 
�ािमतीय मॉफ�मेिट� � जैसी िविभ� तकनीको ंका उपयोग करते 
हैं। पंखो ंकी �ािमित का अ�यन �वहार, आवास वरीयताओ ं
और उड़ान क्षमताओ ंके बारे में बहुमू� जानकारी प्रदान करता 
है। 

�ािमतीय मॉफ�मेिट� क दृि�कोण में, पंखो ंको सावधानीपूवर्क 
िव�ेिदत िकया जाता है, रंगा जाता है (यिद आव�क हो), और 
�ाइड पर सपाट रूप से लगाया जाता है। तैयार �ाइडो ंको िफर 
�ी�रयोमाइक्रो�ोप के नीचे फोटो खीचंा जाता है, िडिजटाइज़ 
िकया जाता है, और मॉफ�मेिट� क िव�ेषण के िलए उपयोग िकया 
जाता है। इस प्रिक्रया का सािह� में अ�ी तरह से वणर्न िकया 
गया है [6, 27, 42, 56, 57, 59], िजसमें संभािवत नकारा�क 
एलॉमेिट� क प्रभावो ंसे बचने के िलए यु��त अंगो ंके िलए लगातार 
दाएं या बाएं पंख का उपयोग करने की िसफा�रश की गई है [62]। 

िचत्र 9: Trichophoromyia ininii का क�ा पंख। 

 

 

िचत्र 10: Phlebotomus ariasi का रंगीन पंख। 

�ािमतीय आकारिमतीय िव�ेषण के िलए पंख की तैयारी  
पंखो ंकी िशराओ ंको बेहतर ढंग से देखने के िलए, पंखो ंको 

श�ो ंसे साफ करके उिचत रंग से रंगना चािहए। पंख तैयार करने 
के िलए, सबसे पहले छोटे कुओ ं में आव�क अिभकमर्क 
(मेिथलीन �ू, इथेनॉल, पानी और ज़ाइलीन िवक�) भरें। कमरे 
के तापमान पर 70% इथेनॉल में संरिक्षत पंख को िनकालने के िलए, 
एपेंडॉफर्  टू्यब को उ�ा करके कुएँ के ऊपर खाली करें , िफर एक 
महीन घुमावदार सुई का उपयोग करके पंख को लंबाई में उठाएँ। 
पंख को इथेनॉल से पानी और िफर वापस इथेनॉल में थोड़ी देर के 
िलए रखें तािक रेशे हट जाएँ। पंख को 6 िमनट के िलए मेिथलीन 
�ू में रखें, यह सुिनि�त करते हुए िक रंगाई के दौरान यह तैरता 
रहे। पंख को सावधानीपूवर्क िनकालें और इसे 2 िमनट के िलए 
ज़ाइलीन िवक� में डुबोएँ (मेिथलीन �ू के समय का लगभग एक 
ितहाई)। कुएँ की दीवारो ंपर सुई से ह�े से थपथपाने से पंख को 
जमने में मदद िमल सकती है; ज़ाइलीन रंग को �स्थर करने का 
काम करता है। अंत में, पंख को उठाएँ और इसे एक सू�दश� 
�ाइड पर यूपराल® की एक छोटी बंूद पर रखें। आवधर्क लेंस के 
नीचे, पंख को धीरे से खोलें और सावधानीपूवर्क एक कवर��प 
रखें। Euparal® के जमने से पहले ही त�ीरें  ले लेनी चािहए, 
�ोिंक इ�तम संरेखण प्रा� करने के िलए कवर��प के नीचे पंख 
की �स्थित में मामूली समायोजन आव�क हो सकता है। 

 
6.4. आणिवक जीविवज्ञान तकनीकें  
आका�रकी तकनीको ंके अित�र�, आणिवक िविधयाँ कीटिवज्ञान 
अनुसंधान में तेजी से आव�क होती जा रही हैं, िजनमें वग�करण, 
जनसं�ा आनुवंिशकी और फाइलोजेनेिटक अ�यन, साथ ही 
DNA/RNA रोगजनक पहचान और र� भोजन के स्रोत का 
िनधार्रण शािमल है। महामारी िवज्ञान के के्षत्र में वे�र �वहार 
मह�पूणर् है [70]। प्रजाितयो ंकी पुि� या िनकट संबंधी प्रजाितयो ं
में अंतर करने के िलए DNA अनुक्रमण का उपयोग िकया जा 
सकता है, जो पहचान का अिधक सटीक और िव�सनीय साधन 
प्रदान करता है। इसके अलावा, उ�त आणिवक तकनीकें  (जैसे, 
PCR, DNA अनुक्रमण, एनजीएस, आिद) और MALDI-TOF 
एमएस सटीक और तीव्र प्रजाित पहचान के िलए प्रमुखता प्रा� कर 
रही हैं, जो पारंप�रक आका�रकी िविधयो ंकी पूरक हैं [46]। इन 
प्रगित के बावजूद, आका�रकी पहचान वग�करण के िलए संदभर् 
मानक और आणिवक डेटा की �ा�ा का आधार बनी हुई है। 
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6.4.1. िवनाशकारी �ू��क एिसड िन�षर्ण 

कई जैिवक अ�यनो ं में �ू��क एिसड िन�षर्ण एक 
िनयिमत प्रिक्रया है, और जैिवक सामिग्रयो ं से DNA को अलग 
करने के िलए िविभ� िविधयाँ िवकिसत की गई हैं [48]। कई 
�ावसाियक रूप से उपल� DNA िन�षर्ण िकट इस प्रिक्रया 
को सुगम बनाने के िलए िडज़ाइन िकए गए हैं [14]। हालांिक, 
आका�रकी पहचान के िलए आथ्र�पोड नमूनो ंको तैयार करने के 
िलए आमतौर पर उपयोग की जाने वाली िविधयाँ अ�र DNA 
िव�ेषण में बाधा डालती हैं, �ोिंक ये तकनीकें  नमूने की 
मह�पूणर् भौितक िवशेषताओ ंको नुकसान पहंुचा सकती हैं या न� 
कर सकती हैं [10]। कीट ऊतको ं के िलए अिधकांश DNA 
िन�षर्ण प्रोटोकॉल प्रकृित में िवनाशकारी होते हैं [43], िजससे 
छोटे नमूनो ं के िलए िवशेष िचंताएँ उ�� होती हैं, जहाँ सीिमत 
नमूनाकरण भी मह�पूणर् आका�रकी िवशेषताओ ं को प्रभािवत 
कर सकता है [72]। नमूने का प्रकार और �स्थित उपयु� DNA 
पृथ�रण िविध के चयन में मह�पूणर् भूिमका िनभाते हैं [29]। 

बालू म��यो ंकी सटीक पहचान, जनसं�ा गितशीलता को 
समझना और गैर-लिक्षत प्रभावो ंको कम करने की आव�कता ने 
आणिवक िनदान उपकरणो ंके िवकास को बढ़ावा िदया है [23]। 
बालू म��यो ंकी पहचान के िलए रूपा�क वग�करण िविधयो ंके 
पूरक के रूप में अब आणिवक दृि�कोणो ं का अ�र उपयोग 
िकया जाता है। उदाहरण के िलए, कीट बारकोिडंग के मानक 
दृि�कोण में DNA िन�षर्ण, अनुक्रमण और मूल नमूने का 
नुकसान शािमल है। इसिलए, ऐसे गैर-िवनाशकारी DNA 
िन�षर्ण िविधयो ंकी खोज की त�ाल आव�कता है जो जैिवक 
सामग्री और उसकी रूपा�क अखंडता दोनो ंको संरिक्षत करें। 

बालू म�ी पर �ू��क एिसड िन�षर्ण की अनेक िविधयाँ 
लागू की गई हैं। आव�क �ू��क एिसड की मात्रा या गुणव�ा 
आगे के आणिवक िव�ेषण पर िनभर्र करती है, �ोिंक िविभ� 
तकनीको ंकी संवेदनशीलता और शुद्धता की आव�कताएँ िभ�-
िभ� होती हैं [9]। उदाहरण के िलए, बालू म�ी की आँखो ंमें PCR 
प्रवधर्न को बािधत करने की क्षमता पाई गई है [69]। रोगजनक 
�ीिनंग के अलावा, प्रजाितयो ं की पहचान के िलए बालू म�ी 
DNA का िनयिमत रूप से िन�षर्ण िकया जाता है। िविभ� 
िन�षर्ण िविधयो ं का उपयोग िकया जा सकता है, हालाँिक 
तकनीको ं के बीच उपज और गुणव�ा िभ� होती है। कुछ 
िनमार्ताओ ंके प्रोटोकॉल को शोधकतार्ओ ंद्वारा बालू म�ी के िलए 
अनुकूिलत िकया गया है [8], िजससे िन�िषर्त �ू��क एिसड 
की उपज और/या गुणव�ा में वृ�द्ध हुई है [8, 9, 69], जबिक अ� 
आथ्र�पोड टै�ोन के िलए िवकिसत अ� अनुकूलन का उपयोग 
बालू म�ी पर भी िकया जा सकता है [58, 76]। छोटे 
माइटोकॉ��� यल खंडो ं (COI या CytB) को लिक्षत करने वाले 
पहचान PCR आमतौर पर उ� DNA िवखंडन वाली िन�षर्ण 
िविधयो ं के साथ संगत होते हैं। इसके िवपरीत, अ� लॉन्ग-रीड 
एनजीएस तकनीकें  (ऑ�फोडर् नैनोपोर और पैकिबयो) �ूनतम 
िवखंडन और उ� गुणव�ा वाले DNA की आव�कता होती है। 
��न कॉलम िन�षर्ण से आमतौर पर 60 केबी तक के जीनोिमक 

DNA खंड प्रा� होते हैं, जबिक िफनोल-�ोरोफॉमर् िन�षर्ण से 
150 केबी तक के खंड प्रा� िकए जा सकते हैं [77]। तािलका 5 में 
बालू म�ी DNA के िविभ� िन�षर्ण तकनीको ंका सारांश िदया 
गया है और यह दशार्या गया है िक �ा इन कीटो ं के िलए 
कायर्प्रणाली में कोई अनुकूलन िकया गया है। उपज नही ंदशार्ई 
गई है, �ोिंक यह नमूने के आकार और तैयारी िविध पर िनभर्र 
करती है। संशोधन कॉलम बालू म�ी या अ� छोटे आथ्र�पोड्स 
के िलए िन�षर्ण प्रोटोकॉल के अनुकूलन को संदिभर्त करता है। 

िन�षर्ण िविध का चयन करते समय कई मानदंडो ंपर िवचार 
करना चािहए, जैसे नमूनो ंकी सं�ा, िन�षर्ण समय और आगे 
उपयोग की जाने वाली तकनीक। हालांिक एनजीएस तकनीको ंके 
िलए उ� आणिवक भार वाले जीनोिमक DNA की आव�कता 
होती है, यहाँ प्र�ुत सभी िविधयो ं का उपयोग मानक PCR-
आधा�रत अनुप्रयोगो ंके िलए िकया जा सकता है। 

इसके अलावा, कई अ�यनो ंने छोटे स्थलीय आथ्र�पोड्स, सूखे 
संरिक्षत संग्रहालय नमूनो ं और नरम शरीर वाले आथ्र�पोड्स के 
िलए गैर-िवनाशकारी DNA िन�षर्ण िविधयो ंका पता लगाया है 
[19, 26, 28, 55, 63]। 

 
तािलका 5: �ेबोटोमाइन बालू म�ी के जीDNA िन�षर्ण के 
िलए औसत लागत, अनुप्रयोग और प्रोटोकॉल अनुकूलन 
 

िश�ाचार लागत आवेदन छोटे 
आथ्र�पोड्स 
के िलए 
प्रोटोकॉल 
अनुकूलन 

��न कॉलम 2.5 – 3.55 
अमे�रकी डॉलर 

[39] 

PCR, 
एनजीएस 

[9] 

िफनोल-
�ोरोफॉमर् 

0.12 अमे�रकी 
डॉलर [69] 

PCR, 
एनजीएस 

[9] 

हॉट शॉट <0.01 अमे�रकी 
डॉलर [69] PCR - 

नमक 
िनकालना 0.12 $3 [69] PCR - 

चेले� 0.02 $4 [41] PCR [41, 76] 

 
6.4.2. गैर-िवनाशकारी �ू��क अ� िन�षर्ण 

आथ्र�पोड्स, िवशेषकर बालू म�ी के आणिवक िव�ेषण में 
एक प्रमुख चुनौती कीटिवज्ञान संग्रहो ं में शािमल करने के िलए 
नमूनो ं का संरक्षण है। अिधकांश DNA िन�षर्ण प्रोटोकॉल में 
ऊतक को कुचलना आव�क होता है, िजससे मूल नमूने का 
संरक्षण प्रभािवत होता है। हालांिक, गैर-िवनाशकारी �ू��क 
एिसड िन�षर्ण िविधयाँ नमूने को भौितक रूप से नुकसान 
पहँुचाए िबना, उसकी �वहायर्ता को प्रभािवत िकए िबना या 
उसकी आकृित को बदले िबना आनुवंिशक सामग्री िनकालने के 
िलए िडज़ाइन की गई हैं। ये िविधयाँ िवशेष रूप से मू�वान होती 
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हैं जब बालू म�ी जैसे कीमती या सीिमत नमूनो ंके साथ काम 
िकया जाता है, जहाँ संरचना�क अखंडता को बनाए रखना भिव� 
के वग�करण, आकृित िवज्ञान या िनदान उदे्द�ो ंके िलए आव�क 
है। एक सामा� रूप से उपयोग की जाने वाली तकनीक गैर-
िवनाशकारी �ान िविध है िजसमें बालू म�ी को �स्थर िकया जाता 
है और प्रोटीनएज़ K यु� लाइिसस बफर में धीरे से डुबोया जाता 
है। 

माइ�-वे�ोलाइिसस तकनीक को बालू म�ी, िवशेष रूप 
से टाइप �ेिसमेन [24] पर सफलतापूवर्क लागू िकया गया है। यह 
तकनीक एक पारंप�रक ��न कॉलम िकट (इस मामले में, एक 
DNeasy �ड एंड िट�ू िकट, QIAGEN, िह�ेन, जमर्नी) का 
उपयोग करती है, िजसे नमूने को न� िकए िबना DNA प्रा� करने 
के िलए अनुकूिलत िकया गया है। संशोिधत लाइिसस चरण 
(लाइिसस बफर की मात्रा और फ्रीिजंग चरण का जोड़) [17] 
�ू��क एिसड को मु� करने की अनुमित देते हैं, िजससे 
आका�रकीय क्षित कम से कम होती है [24]। बालू म�ी के संबंध 
में, एक हॉटशॉट DNA ए�ट� ै�न िकट (बेंटो बायोव�र् 
िलिमटेड, लंदन, यूनाइटेड िकंगडम) [73] का उपयोग करना भी 
संभव है, जो तीव्र और स�ा है, िजससे नमूनो ंका ��रत और कम 
लागत वाला प्रसं�रण संभव हो पाता है। आका�रकीय पहचान के 
िलए अिभपे्रत कीटवैज्ञािनक नमूनो ंको िफर धोया जा सकता है। 
डीएनईज़ी �ड एंड िट�ू िकट से संसािधत नमूनो ंको माकर् -आंदे्र 
घोल से शुद्ध करना आव�क है, जबिक हॉटशॉट DNA िन�षर्ण 
िकट से संसािधत नमूनो ंको इस लेख में िव�ृत प्रोटोकॉल [73] के 
अनुसार िनजर्लीकरण के बाद जलीय मा�म में, या बेहतर, रेिज़न 
में माउंट करने के िलए पयार्� रूप से शुद्ध िकया जाता है। िनकाले 
गए आनुवंिशक पदाथर् को िविश� आनुवंिशक माकर् रो ंको बढ़ाने 
के िलए PCR जैसे आगे के िव�ेषण के िलए संसािधत िकया जा 
सकता है। गैर-िवनाशकारी �ू��क एिसड िन�षर्ण िविधयाँ 
बालू म�ी की आनुवंिशक िवशेषताओ ंका अ�यन करने के िलए 
मह�पूणर् हैं, िजसमें उनके द्वारा ले जाए जा सकने वाले संभािवत 
रोगजनको ंकी पहचान करना भी शािमल है। नमूने की अखंडता 
को संरिक्षत करके, शोधकतार् मू�वान आनुवंिशक जानकारी 
प्रा� कर सकते हैं, साथ ही नमूने को अित�र� िव�ेषण या 
अ�यन के िलए सुरिक्षत रख सकते हैं। 

 
6.5. मालदी-टीओएफ एमएस 

MALDI-ToF MS (मैिट� �-अिस�ेड लेजर 
िडसॉप्शर्न/आयोनाइज़ेशन टाइम-ऑफ-�ाइट मास �े�� ोमेट� ी) 
एक मास �े�� ोमेट� ी-आधा�रत तकनीक है िजसे जैिवक नमूनो ंके 
िविश� प्रोटीन प्रोफाइल ('िफंगरिपं्रट') का पता लगाने और 
िव�ेषण करने के िलए िडज़ाइन िकया गया है। MALDI-ToF को 
िचिक�ा और पशु िचिक�ा मह� के आथ्र�पोड्स की पहचान के 
िलए एक मह�पूणर् उपकरण के रूप में तेजी से मा�ता िमल रही 
है। यह तकनीक बालू म�ी के िविभ� िवकासीय चरणो ं की 
पहचान करने में प्रभावी सािबत हुई है, िजसमें अप�रप� रूप और 
र� से भरी मादाओ ंका र� भोजन शािमल है, और भंडारण और 
समरूपता की िविभ� �स्थितयो ं में नर और मादा बालू म�ी 

प्रजाितयो ं में अंतर करने के िलए सफलतापूवर्क लागू की गई 
है।[28, 30, 73, 74]यह िविध उपजाितयो,ं प्रजाितयो ंऔर आबादी 
के �र पर भी उ� िवभेदक क्षमता प्रदान करती है। यह तकनीक 
शोधकतार्ओ ंको प्रजाितयो ंकी तीव्र और सटीक पहचान करने में 
सक्षम बनाती है, जो बालू म�ी के िवतरण, �वहार और रोग 
संचरण में उनकी भूिमका को समझने के िलए आव�क है। प्रोटीन 
प्रोफाइल के आधार पर प्रजाितयो ंमें अंतर करके, MALDI-ToF 
महामारी िवज्ञान संबंधी अ�यनो ंऔर वे�र िनयंत्रण रणनीितयो ं
में मह�पूणर् भूिमका िनभाता है। इस तकनीक की दो मु� वतर्मान 
किमयां हैं जो इसके िनयिमत उपयोग को सीिमत करती हैं। पहली 
है मास �े�� ोमेट� ी उपकरण की उपल�ता, जो बालू म�ी (या 
सामा�तः  आथ्र�पोड वै�र) की प्रजाित पहचान के िलए आसानी 
से प्रा� करने के िलए अ�िधक महंगा है। सौभा� से, इस सीमा 
को मास �े�� ोमीटर पर मशीन समय प्रा� करके दूर िकया जा 
सकता है, जो प्रोिटओिमक सुिवधाओ ंऔर/या नैदािनक िनदान में 
एक मानक अनुसंधान उपकरण बन गए हैं। दूसरा कारण यह है 
िक ओपन-ए�ेस डेटाबेस में बालू म�ी संदभर् डेटा का 
प्रितिनिध� कम है, िजसके प�रणाम�रूप �� रूप से पहचाने 
गए नमूनो ं पर आधा�रत संदभर् �े�� ा के साथ एक आंत�रक 
डेटाबेस बनाने की आव�कता है, आदशर् रूप से रूपा�क 
मू�ांकन और उपयु� आनुवंिशक माकर् र (COI, Cyt b, या अ�) 
के अनुक्रमण के संयोजन द्वारा। उ�ीद है िक यह सीमा ज� ही 
दूर हो जाएगी, जब तक िक अब तक आंत�रक रूप से एकत्र िकए 
गए बालू म�ी संदभर् डेटा को अिस�ेंस प��का-हॉ��टॉ� डी 
पे�रस, सोरबोन िव�िवद्यालय, फ्रांस और बु्रसे�, बे��यम में 
�स्थत बीसीसीएम/आईएचईएम/साइंसनो संग्रह द्वारा संचािलत 
एमएसआई �ेटफॉमर् (https://msi.happy-dev.fr/) में धीरे-धीरे 
शािमल िकया जाएगा। जब MALDI-TOF प्रोटीन प्रोफाइिलंग को 
लागू करने की योजना बनाई जाती है, तो नमूनो ंको अिधमानतः  
शु�-जमे हुए या आणिवक गे्रड के 70% इथेनॉल में संग्रिहत िकया 
जाना चािहए और उ�ें प�रवेश के तापमान के संपकर्  में नही ंआना 
चािहए। नमूना तैयार करने के िलए सावर्भौिमक िदशािनद�शो ंके 
अभाव में, उपयोगकतार्ओ ंको सलाह दी जाती है िक वे MALDI-
ToF मैिट� � तैयार करने के िलए िसनािपिनक एिसड (30 
िमलीग्राम/एमएल) के जलीय 60% एसीटोिनट� ाइल/0.3% टीएफए 
घोल का उपयोग करें  तािक उनके प्रोटीन �े�� ा को अब तक 
प्रकािशत बालू म�ी डेटा के साथ तुलनीय बनाया जा सके। 

 
MALDI-ToF MS के िलए नमूना तैयार करना (िचत्र 7) 

िविभ� प�र�स्थितयो ंमें संग्रिहत कीट नमूनो ंको पहले कमरे के 
तापमान पर हवा में सुखाया जाता है और िफर उनका िव�ेदन 
िकया जाता है। �ाइड पर लगाने और आका�रकी िव�ेषण के 
िलए मह�पूणर् आका�रकी िवशेषताओ ंवाले शरीर के भागो ंको 
प्रा� करने के िलए िसर और उदर को अलग कर िदया जाता है। 
वक्ष का उपयोग MALDI-ToF के िलए िकया जा सकता है और 
शेष उदर को DNA िन�षर्ण के िलए संरिक्षत िकया जाता है। 
प्रोटीन प्रोफाइिलंग के िलए, वक्ष को 1.5 िमलीलीटर की माइक्रो 

https://msi.happy-dev.fr/
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टू्यबो ं में 10 माइक्रोलीटर समरूपीकरण िवलयन के साथ 
िड�ोजेबल मूसल और पेलेट का उपयोग करके मै�ुअल रूप से 
समरूिपत िकया जाता है। आमतौर पर दो समरूपीकरण 
िवलयनो ं का उपयोग िकया जाता है: िन�ल आसुत जल और 
25% फॉिमर्क अ�। 

7. िन�षर् 
इस शोध कायर् में हमारा उदे्द� शोधकतार्ओ ं को िविश� शोध 
उदे्द�ो ंके अनुरूप, बालू म��यो ंको संजोने के सबसे प्रभावी 
तरीके उपल� कराना है, तािक उनकी सटीक पहचान और 
रोगजनको ंका पता लगाना आसान हो सके। कोई एक सवर्मा� 
सव��म िविध नही ं है; ब�� कई िविधयाँ मौजूद हैं, िजनमें से 
प्र�ेक के अपने-अपने फायदे और सीमाएँ हैं। 
सहायक डेटा में, हमने बालू म�ी की तैयारी और पहचान में 
उपयोग की जाने वाली िविभ� माउंिटंग तकनीको ंके िलए िव�ृत 
प्रोटोकॉल प्रदान िकए हैं। िनद�शा�क वीिडयो सिहत ये प्रोटोकॉल, 
िविभ� उदे्द�ो ंके अनुरूप चरण-दर-चरण प्रिक्रयाएं प्र�ुत करते 
हैं, िजससे सटीक और िव�सनीय प�रणाम सुिनि�त होते हैं। इस 
�ापक संसाधन को उपल� कराकर, हमारा उदे्द� शोधकतार्ओ ं
को उनकी िविश� आव�कताओ ं के िलए सबसे उपयु� 
माउंिटंग तकनीको ं का चयन और अनुप्रयोग करने में सहायता 
करना है। 
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लेखक इस पांडुिलिप की गुणव�ा बढ़ाने में उ�ृ� समीक्षा के िलए 
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प�रिश� 1: जैव रासायिनक सैद्धांितक आधार। 
यहां िजन आथ्र�पोड्स की बात हो रही है, वे रेत म��यां हैं। 
हालांिक, इस सामा� अवधारणा को अ� बहुत आम आथ्र�पोड्स 
पर भी लागू िकया जा सकता है, िजनकी पहचान केवल आंत�रक 
आका�रकी िवशेषताओ ं के आधार पर ही की जा सकती है। 
संयोगवश, कुछ आंत�रक अंग आंिशक रूप से काइिटनयु� होते 
हैं और उनकी आका�रकी हमें बहुमू� जानकारी प्रदान करती है। 
यही कारण है िक खाद्य निलकाओ,ं शुक्राणुकोशो ं और उनकी 
निलकाओ ं का अवलोकन करना बहुत रोचक है। िजन सभी 
अिभकमर्को ं की हम समीक्षा करें गे, उनके साथ यह कभी नही ं
भूलना चािहए िक कीट के �स्थरीकरण से लेकर संयोजन तक, हम 
केवल रेडॉ� अिभिक्रयाओ ंका उपयोग करें गे। एकमात्र सावधानी 
या िवचार जो हमें मागर्दशर्न देगा, वह है अपचायक अिभकमर्को ं
को ऑ�ीकारक अिभकमर्को ंके साथ िमलाने से बचना। 

 

एिथल अ�ोहल; एथेनॉल: 

इस पदाथर् का उपयोग िविभ� तरीको ंसे िकया जाएगा। अ�ोहल 
के अणुओ ंमें पानी के प्रित प्रबल आकषर्ण होता है और इसिलए 
वे िनजर्लीकरण प्रभाव प्रदिशर्त करते हैं।हालांिक, कम सांद्रता 
वाला अ�ोहल (यानी, पानी की मात्रा अिधक होने पर) �ू��क 
एिसड के अपघटन में भूिमका िनभाएगा (पानी �ू��क एिसड 
का दु�न है) । 

जब कीटो ं को इथेनॉल में रखा जाता है, तो यह न केवल उ�ें 
संरिक्षत करने के िलए होता है, ब�� ऊतको ंको �स्थर करने के 
िलए भी होता है। ऊतक िवज्ञान में, हम आमतौर पर दो मह�पूणर् 
अवधारणाओ ंमें अंतर करते हैं: प्रवेश दर और �स्थरीकरण दर। 
यह सवर्िविदत है िक एक अ�े प�ररक्षक को ऊतको ंको �स्थर 
करने से पहले उनमें तेजी से गहराई तक प्रवेश करना चािहए। 
96% अ�ोहल के िलए, प्रवेश गुणांक लगभग 1.05 है (तुलना में, 
िपिक्रक एिसड के 0.75% जलीय घोल के िलए, प्रवेश गुणांक 0.45 
है, जबिक 3% पोटेिशयम डाइक्रोमेट घोल के िलए यह 1.45 है)। 

कीटिवज्ञािनयो ंके िलए, इथेनॉल में कीटो ंऔर अ� आथ्र�पोड्स 
को अिनि�त काल तक संरिक्षत रखना एक वा�िवकता है। 
भिव� के अ�यनो ंया शोधकतार्ओ ंके िलए फी� से प्रा� नमूनो ं
को सुरिक्षत रखना एक सराहनीय िवचार है। हालांिक, 
कोिशकािवज्ञानी या ऊतकिवज्ञानी के िलए यह संभव नही ं है। 
नमूनो ंको िफ�ेिटव में बहुत लंबे समय तक रखने से, उन पर 
दोबारा काम करना लगभग असंभव हो जाता है। यही कारण है 
िक 10 वषर् से अिधक पुराने नमूनो ंका उपयोग करना किठन या 

असंभव हो जाता है। 

एक और मह�पूणर् बात यह है िक िफ�ेटर के द्र�मान और 
आयतन के बीच का अनुपात िकतना होना चािहए। प्राणी िवज्ञान 
या िचिक�ा में, िफ�ेटर का आयतन िफ�ेटर के आयतन से 
60 गुना अिधक होना उिचत होता है। �वहार में, सू� 
आथ्र�पोड्स के िलए, िफ�ेटर के िलए िनधार्�रत आयतन के िलए 
कम से कम 4-5 गुना अ�ोहल िमलाना चािहए। �ान रखें िक 
अ�ोहल आथ्र�पोड के ऊतको ंमें मौजूद सारा पानी सोख लेता 
है, िजससे उसकी श�� कम हो जाती है। 

िन�षर् के तौर पर: 

- एिथल अ�ोहल एक अपचायक रासायिनक कारक है 
(इसिलए यह ऑ�ीकारक �स्थरीकरण पदाथ� के साथ 
असंगत है); 

- यह ऊजार्वान तरीके से प्रोटीनो ंको अवके्षिपत करता है और 
उ�ें िवकृत कर देता है; 

- यह कुछ जिटल िलिपड को घोलता है और �ाइकोजन को 
अवके्षिपत करता है; 

- इससे ऊतको ंमें तीव्र संकुचन होता है और वे स� हो जाते 
हैं। 

 

पोटेिशयम या सोिडयम हाइड� ॉ�ाइड के क्षारीय िवलयन: 

कीटिवज्ञान में इन समाधानो ंका उपयोग मु� रूप से पोटेिशयम 
हाइड� ॉ�ाइड पर कें िद्रत रहा है, लेिकन इसका कोई �� तकर्  
नही ंहै। 

सोिडयम हाइड� ॉ�ाइड [E524] िविभ� सांद्रताओ ं या अलग-
अलग नॉम�िलटी के साथ िवलयन में पाया जाता है। यह गोिलयो ंया 
��टर के रूप में उपल� होता है। इसकी प्रमुख कमी यह है िक 
यह अ�िधक नमी सोखने वाला (KOH से भी अिधक) होता है। 
जब यह प्रोटीन के साथ अिभिक्रया करता है, तो उ�ें घोल देता है, 
और वसा के साथ अिभिक्रया करके उ�ें साबुनीकरण के दौरान 
कठोर साबुन में बदल देता है (यह KOH से एक प्रमुख अंतर है, 
जो साबुनीकरण के दौरान तरल साबुन बनाता है) । 

पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड [E525] सांद्र िवलयन के रूप में 
उपल� है, लेिकन सबसे मह�पूणर् बात यह है िक यह लगभग 
0.1 ग्राम की गोिलयो ंके रूप में उपल� है, िजससे सटीक मापक 
तराजू की आव�कता न होने पर भी तनु िवलयन तैयार करना 
बहुत आसान हो जाता है। उदाहरण के िलए, 1 िमलीलीटर आसुत 
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जल में 0.1 ग्राम की 1 गोली डालने से 10% िवलयन प्रा� होता 
है। गोिलयो ंके रूप में पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड का दूसरा लाभ 
यह है िक यह काब�नेशन के प्रित कम संवेदनशील होता है (KOH 
िवलयन में CO2 को �स्थर करने की उ� क्षमता होती है, िजससे 
काब�नेट लवण बनते हैं)। 

इन प्रबल क्षारो ं का उपयोग वसा अ�ो ं को जल में घुलनशील 
साबुन में प�रवितर्त करके उ�ें घुलने यो� बनाने के िलए िकया 
जाएगा। यह �ान रखना मह�पूणर् है िक इथेनॉल जैसे �स्थरक 
पदाथर् ने नमूने में मौजूद कुछ वसा को घुलने यो� बना िदया था। 
हालांिक, नमूने को एक प्रबल क्षार के साथ जलीय मा�म में रखने 
पर वसा अ� (कमोबेश जिटल) अवके्षिपत हो जाएंगे। इस प्रकार 
प्रबल क्षार ठंडी साबुनीकरण प्रिक्रया को अंजाम देगा। कुछ 
मामलो ंमें, जब वसा ऊतक अिधक मात्रा में होते हैं, उदाहरण के 
िलए मिहलाओ ंमें, तो अिभिक्रया को सुगम बनाने के िलए तापमान 
को 35-40 िडग्री से��यस तक बढ़ाना या कमरे के तापमान पर 
संपकर्  समय को बढ़ाना लाभकारी होगा। 

 

रंगीन अ�ीय िवलयन/रंगहीन माकर् -आंदे्र िवलयन: 

यहां हम माकर् -आंदे्र िवलयन के लाभ और हािनयो ं का पता 
लगाएंगे। यह िवलयन chloral hydrate 
(ट� ाइ�ोरोएिसटै��हाइड मोनोहाइड� ेट), एिसिटक अ� और 
जल से बना होता है। यह िवलयन अ�िधक ऑ�ीकारक (अ� 
और ए��हाइड का िमश्रण) होता है। यह नमूनो ं में शेष बचे 
अित�र� पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड को िन��य कर देता है, िबना 
पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड के उपयोग के दौरान बनने वाले क्षारीय 
साबुनो ंको अवके्षिपत िकए। यह ऑ�ीकारक िवलयन काइिटन 
में बनने वाले �ूकोसामाइन के िद्वतीयक अ�ोहल काय� पर भी 
ऑ�ीकृत करके िक्रया करता है, िजससे काइिटन नरम हो जाता 
है। एक अ� िक्रया है इसमें मौजूद कुछ खिनज लवणो ं का 
िवघटन। 

जब माकर् -आंदे्र िवलयन को पहले से ही एिसड �ूिसन द्वारा रंगीन 
िकया जाता है (अथार्त ऑ�ीकृत अवस्था में), तो यह संरचना के 
िद्वतीयक अ�ोहल काय� पर �स्थर हो जाएगा। माकर् -आंदे्र 
िवलयन और नमूनो ंकी रंगीन अवस्था के संपकर्  समय के बाद, 
केवल इथेनॉल से ही धोया जाएगा। इस प्रकार नमूनो ं के 
िनजर्लीकरण की प्रिक्रया शुरू होती है। 

 

 

फ़ायदे: 

- अित�र� क्षारीय िवलयनो ंका उदासीनीकरण 
- िचिटन का िशिथलन 
- काइिटन की आंत�रक संरचनाओ ंका बेहतर आकलन करने 

के िलए काइिटन की रंगाई करना। 
-  
किमयां: 

Chloral hydrate एक स�ोहनकारी पदाथर् है और इसका 
उपयोग मानव िचिक�ा में िकया जाता रहा है। इसका उपयोग 
रासायिनक आवरण के अंतगर्त ही िकया जाना चािहए, और 
रासायिनक जो�खमो ंसे संबंिधत कानूनो ंका अनुपालन अिनवायर् 
है। 

 

िनजर्लीकरण समाधान: 

अनुभव से पता चलता है िक बहुत छोटे नमूनो ं के िलए, बढ़ती 
सांद्रता वाले अ�ोहल �ान के क्रम का पालन करना उपयोगी 
नही ंहै। यिद नमूना बड़ा है, तो हम 80% इथेनॉल से शुरू करें गे, 
िफर 90%, 95% और अंत में शुद्ध इथेनॉल का उपयोग करें गे। 
बहुत छोटे नमूनो ंके िलए, 90% इथेनॉल के �ान का उपयोग करें  
और िफर उसे शुद्ध इथेनॉल में डुबो दें। इस चरण में, हमें हमेशा 
याद रखना चािहए िक शुद्ध इथेनॉल वातावरण में मौजूद पानी को 
�स्थर करने का प्रयास करता है। 

कीट िवज्ञान प्रयोगशालाओ ं में नमूनो ं के िनजर्लीकरण को बीच 
के्रओसोट के घोल में डुबोकर अंितम रूप देने की परंपरा थी। 
आज, कीटनाशक, कवकनाशी और लकड़ी संरक्षक के रूप में 
�ापक रूप से उपयोग िकए जाने वाले इस अकर्  को इसकी गंध 
(पॉलीसाइ��क एरोमैिटक हाइड� ोकाबर्न) के कारण स�ी से 
हतो�ािहत िकया जाता है और इसे प्रजनन िवषैला, कैं सरकारी, 
एक स्थायी काबर्िनक प्रदूषक और जलीय जीवो ं के िलए 
पा�र�स्थितक िवषैला माना जाता है। 

नमूनो ंको तैयार करने के िलए हम जो समाधान प्र�ािवत करते 
हैं, वह है यूपराल® और यूपराल एसेंस (िजसका वणर्न अगले 
पैराग्राफ में िकया गया है) । यूपराल® और यूपराल एसेंस का 
िमश्रण बहुत अ�ी तरह से �ीकार िकया जाता है; 90% इथेनॉल 
�ान के बाद प्रा� नमूनो ंको बेहतर प�रणाम िमलते हैं। 
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प�र�शष्ट 2: प्रयुक्त अ�भकमर्कों क� संरचना। 
 
पोटेिशयम हाइड� ो�ाइड 10% 

पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड 10 ग्राम 

आसुत जल आव�कतानुसार 100 िमलीलीटर 

 

गम �ोरल माउंिटंग मीिडयम होयर मीिडयम 

आसुत जल 50 िमलीलीटर 

CHLORAL HYDRATE 200 ग्राम 

गोदं अरबी 50 ग्राम 

��सरॉल 20 िमलीलीटर 

 

माकर् -आंदे्र समाधान 

CHLORAL HYDRATE 40 ग्राम 

�ेिशयल एिसिटक एिसड 30 िमलीलीटर 

आसुत जल 30 िमलीलीटर 

 

आसुत जल में 1% फुचिसन अ� 

एिसड �ूिसन पाउडर 1 ग्राम 

आसुत जल 99 िमलीलीटर 

 

न घुलनेवाली तलछट-एंड� े के घोल को �ूिसन से रंगा गया 

माकर् -आंदे्र घोल 10 िमलीलीटर 

�ूिसन 1% 50 μL 

 
 
 
 

प�र�शष्ट 3: यूपरल®कनाडा बालसम, पॉल��वनाइल अल्कोहल या 
अन्य माउं�टगं घोल 
 
पॉलीिवनाइल अ�ोहल: जब उिचत िनजर्लीकरण के िलए 
आव�क उ�ाद उपल� न हो,ं तो यह आदशर् माउंिटंग मा�म 
है। इसमें पॉलीिवनाइल अ�ोहल को अ�ान के लै�ोफेनॉल के 
साथ िमलाया जाता है। हालांिक, इन िमश्रणो ंमें कुछ प्रमुख किमयां 
हैं, जैसे िक पानी के वा�ीकरण के कारण पॉलीिवनाइल अ�ोहल 
का सूख जाना या िक्र�लीकरण होना, या फेनॉल के ऑ�ीकरण 
से काला पड़ जाना। अ�कािलक माउंिटंग के िलए यह एक अ�ी 
तकनीक बनी हुई है। 

 

कनाडा बा�म: �ाइड और कवर��प के बीच माउंट करने 
के िलए इसका उपयोग करने हेतु माउंट िकए जाने वाले नमूनो ंको 
िनजर्लीकरण की आव�कता होती है। ज़ाइलीन या टो�ून का 
उपयोग असुिवधाजनक हो सकता है। 

 

Enecê medium: �ाइड और कवर��प के बीच माउंट करने 
के िलए, जैसे िक कनाडा बा�म, नमूने को िनजर्लीकरण की 
आव�कता होती है। एनेक फॉमूर्लेशन: शुद्ध सफेद कोलोफोनी 
(22 ग्राम); अ�ोहल में घुलनशील कोपल गोदं (12 ग्राम), शुद्ध 
अ�ोहल (20 िमलीलीटर), कपूर (10 ग्राम), तारपीन का एसेंस 
(10 िमलीलीटर), और यूकेिल�ोल (26 िमलीलीटर)। इसे तैयार 
करने के िलए, एक बतर्न, जैसे िक एल�नमेयर �ा� में, शुद्ध 
अ�ोहल और कपूर डालें। िफर कोलोफोनी और कोपल गोदं 
डालें। �ा� को ढ�न से बंद करके िहलाएं, और िफर इसे 
धीमी आंच पर बेन-मैरी में गमर् करें  तािक िमश्रण उबल न जाए। 
जब सामग्री पूरी तरह से तरल हो जाए, तो तारपीन का एसेंस डालें, 
िफर िमश्रण को गमर् रहते हुए छान लें, और अंत में, छने हुए घोल 
में यूकेिल�ोल िमला दें। जब मा�म कम तरल हो जाता है, तो इसे 
ईनेसी से पतला िकया जाता है, िजसका सूत्र िन�िल�खत है: शुद्ध 
अ�ोहल (30 िमलीलीटर), कपूर (17 ग्राम), तारपीन का अकर्  
(15 िमलीलीटर), यूकेिल�ोल (38 िमलीलीटर)। (सेरकेइरा, 
1943)। 

 

यूपरल®: यह एटलस टेट� ा��िनस आिटर्कुलाटा (वाहल, 1791) 
के सरू के पेड़ से प्रा� एक राल है, िजसका अ�यन और िवकास 
1906 में िगलसन द्वारा िकया गया था। इसका मु� लाभ यह है 
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िक यह बहुलिकत नही ंहोता है। �ाइड और कवर-��प के बीच 
लगे नमूनो ंको अ�ोहल या उससे भी बेहतर यूपराल® एसेंस की 
िक्रया से आसानी से पुनः  प्रा� िकया जा सकता है। यह राल, िजसे 
सैंडरैक भी कहा जाता है, 80% तक इथेनॉल को ग्रहण करता है। 

 

TRITON X100 का उपयोग: गैर-आयिनक जलीय िवलयन: 

TRITON X100 एक गैर-आयिनक जलीय िवलयन (4-(1,1,3,3-
टेट� ामेिथल�ूिटल) फेिनल-पॉलीइिथलीन �ाइकॉल िवलयन, या 
टी-ऑ��लफेनो�ीपॉलीइथॉ�ीएथेनॉल, पॉलीइिथलीन 
�ाइकॉल टटर्-ऑ��लफेिनल ईथर) के रूप में है, िजसका 
�ापक रूप से कोिशकीय और आणिवक जीव िवज्ञान में िडटज�ट 
के रूप में उपयोग िकया जाता है। यह कोिशका और नािभकीय 
िझ��यो ंके पारग�ता को बढ़ाता है। 

कई वष� तक अ�ोहल में संरिक्षत कीटो ंके नमूने आम बात हैं। 
दुभार्� से, अ�ोहल में संरक्षण सव��म नही ंहै, और इस प्रकार 
संरिक्षत आथ्र�पोड्स को सू�दश� से जांच के िलए तैयार करना 
बहुत मु��ल हो जाता है। नमूनो ंवाले �ा��क अ�र खराब हो 
जाते हैं, िजसके बाद अ�ोहल वा��त हो जाता है। दोनो ं ही 
मामलो ंमें, अ�ोहल के साथ लंबे समय तक संपकर्  या नमूनो ंका 
सूखना एक गंभीर सम�ा पैदा करता है। 2008 में, जॉनक ने 
फोटोग्रािफक िफ�ो ंके िलए उपयोग िकए जाने वाले एजपोन जैसे 
वेिटंग एजेंट के साथ मकिड़यो ं के पुनजर्लीकरण पर एक नोट 
प्रकािशत िकया [26]। इससे ऐसे वेिटंग एजेंटो ंका उपयोग करने 
का िवचार आया जो श��शाली िडटज�ट नही ंहैं। 

नीचे 0.5% जलीय िवलयन में TRITON X100 का उपयोग करने 
की प्रिक्रया दी गई है: 

- शु� नमूने को शुद्ध अ�ोहल से संतृ� िकया गया। 
- 0.5% सांद्रता वाले TRITON X100 िवलयन की आव�क 

मात्रा डालें तािक पूरा नमूना उसमें डूब जाए। 
- इसे लगभग 5 िमनट या उससे अिधक समय तक ऐसे ही 

रहने दें। सभी आथ्र�पोड को घोल में �तंत्र हो जाना चािहए। 
- TRITON X100 िवलयन को हटा िदया जाता है और उसके 

स्थान पर पोटेिशयम हाइड� ॉ�ाइड िवलयन डाल िदया जाता 
है। 

इसके बाद, ऊपर विणर्त प्रिक्रया का पालन िकया जाता है। 

 
 

प�र�शष्ट 4: यूपरल®या कनाडा बालसम माउं�टगं मी�डया को 
चरण दर चरण 
1. नमूनो ंको िनजर्िलत िकया जाना चािहए (धंुधला या दूिधया रंग 
अपयार्� िनजर्लीकरण का संकेत देता है) । 

2. एिथल अ�ोहल की सांद्रता बढ़ाकर िनजर्लीकरण िकया जा 
सकता है। 

3. नमूनो ं को 99% अ�ोहल या शुद्ध अ�ोहल से एक 
समाशोधक एजेंट में स्थानांत�रत िकया जा सकता है। 

प्रिक्रया: 

1. वय� बालू म��यो ंको 70% इथेनॉल में िव�ेिदत करें। 

2. इथेनॉल को हटा दें  और उसके स्थान पर 10% KOH डालें। 
बालू म��यो ंको कांच की �ाइड से ढक दें। 

3. कीड़ो ंके पारदश� होने तक उ�ें मसलें। 

4. KOH को हटा दें। 

5. नमूने को आसुत जल से ढक दें  और 30 से 45 िमनट तक 
प्रतीक्षा करें। 

6. पानी िनकाल दें  और आसुत जल से 30 िमनट तक दोबारा 
धोएं (समय नमूनो ंकी सं�ा पर िनभर्र करता है: िजतने अिधक 
नमूने एक साथ संसािधत करने होगें, उतना ही अिधक समय 
लगेगा। नमूनो ंकी सं�ा िजतनी कम होगी, िवशेषकर िज�ें 
अलग-अलग संसािधत िकया जाना है, उतना ही कम समय 
लगेगा) । 

7. पानी िनकाल दें  

8. माकर् -आंदे्र घोल (संभवतः  �ू��न एिसड से रंगीन) डालें और 
24 घंटे (एक िदन) प्रतीक्षा करें। 

9. माकर् -आंदे्र सॉ�ूशन को हटा दें। 

10. नमूने को आसुत जल से ढक दें  और 30 से 45 िमनट तक 
प्रतीक्षा करें। 

11. पानी िनकाल दें  और आसुत जल से 30 िमनट तक दोबारा 
धोएं। 

12. पानी िनकाल दें  

13. 70% इथेनॉल िमलाएं और नमूने का िव�ेदन करें। 
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क. िसर और पेट के िलए, िसर या पेट को छाती से धीरे से खीचंकर 
अलग करें। 

b. वक्ष के िलए, एक िचमटी से वक्ष को पकड़ें और दूसरी िचमटी 
से उपांगो ंके आधार को खीचंकर पंखो ंको हटा दें। रुिच के के्षत्रो ं
के आधार पर, वक्ष को बाएँ और दाएँ भागो ंमें िवभािजत करते हुए, 
सैिजटल िव�ेदन करना संभव है। 

14. जलीय एिथल अ�ोहल िवलयनो ंकी एक शंृ्रखला के मा�म 
से धीरे-धीरे िनजर्लीकरण करें। 50 – 80 – 95% तक जब तक िक 
पूणर् इथेनॉल प्रा� न हो जाए। 

15. नमूनो ंको 100% इथेनॉल से दो बार, प्र�ेक बार 10 िमनट के 
िलए धोकर िनजर्िलत करें। 

16. इथेनॉल को हटा दें  और नमूनो ंको कमरे के तापमान पर 15 
िमनट के िलए लौगं के तेल से ढक दें। 

17. लौगं के तेल से नमूनो ंको एक साफ �ाइड पर यूपराल® या 
कनाडा बालसम की एक बंूद में स्थानांत�रत करें। 

18. इ�ानुसार �व�स्थत करें : बालू म�ी के िसर, वक्ष और उदर 
को िव�ेदन सू�दश� के नीचे महीन सुइयो ं या िचमटो ं का 
उपयोग करके िव�ेिदत िकया जा सकता है। िसर को शरीर से 
इस प्रकार िव�ेिदत िकया जाना चािहए िक उसे अधर-पृ�ीय 
�स्थित में लगाया जा सके, अथार्त् प�कपाल िछद्र ऊपर की ओर 
होना चािहए तािक िसबे�रयम को सीधे उसके मा�म से देखा जा 
सके। 

यह िव�ेदन बालू म�ी माउंिटंग मीिडयम में िकया जाता है। 

19. नमूने को तब तक छोड़ दें जब तक िक सतह िचपिचपी न हो 
जाए। 

20. एक साफ कवर��प को शुद्ध अ�ोहल से गीला करें। 
कवर��प को कनाडा बा�म पर ितरछे कोण पर रखें। 

21. �ाइड को इस उदे्द� के िलए बनाए गए सूखे बॉ� में रखें। 
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