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وتثبیتھا على الشرائح الزجاجیة، وھي خطوة أساسیة للتعرّف الدقیق على    یقدمّ ھذا المقال دلیلاً شاملاً لمعالجة عینات ذباب الرمل الفلیبوتومي –  الملخّص 

ة لجمع الذباب الأنواع، وللكشف عن العوامل الممرِضة وعزلھا. ویستعرض مجموعة من التقنیات للعمل المیداني كما للمختبر. ویضمّ الدلیل إرشادات مفصّل
على المواد الكیمیائیة، إضافةً  (CO₂) ئمة، مع تفضیل التجمید الجاف أو استخدام ثاني أكسید الكربونالرملي والتعامل معھ وتغطیتھ وإنھاء حیاتھ بطریقة ملا

الإیثانول في  الحفظ  أو  البارد  التخزین  مثل  الحفظ  التناسلیة والرأس   .إلى طرق  الأعضاء  التشریحیة,وخاصة  البنى  المقال وسائل تحضیر  بعض  یصف 
ان ملاحظتھا مجھرّیاً بصورة صحیحة. كما یعرض خطوات معالجة العینات خطوةً بخطوة، بما في ذلك مرحلة التجفیف  والأجنحة, ھي العامل الحاسم لضم

مارك  محلول  استعمال  ثم  البوتاسیوم،  ھیدروكسید  على    وفیما. أندریھ–باستخدام  التركیز  مع  مختلفة،  تركیب  أوساط  بین  المقالة  تقارن  التثبیت،  یخص 
ولا سیما  -خصائصھا البصریة وقدرتھا على حفظ العینة. ویوصى بسائل ھویر (المعروف أیضاً بصمغ الكلورال) عندما تكون الحاجة إلى ملاحظة سریعة 

لعالیة، لكنھ لا یلائم الحفظ طویل الأمد. ومن الأوساط الأخرى المذكورة: كحول بولي  بفضل شفافیتھ ا  -(spermathecae)لبنى مثل الحویصلات المنویة  
وبلسم كندا   ®Euparal الذي یتحمّل الماء بقدر محدود، وبلسم كندا القابل للذوبان في المذیبات الھیدروكربونیة، حیث یوفّر كلّ من  ®Euparalفینیل، و

، MALDI-Tofوتقنیة  (DNA) ول المقالة تقنیات حدیثة في البیولوجیا الجزیئیة مثل تسلسل الحمض النوويكما تتنا .إمكانات أفضل للحفظ طویل المدى
مات إلى  وھي مقاربات تتطلّب عنایة خاصة في طریقة تجھیز العینات. وإلى جانب ذلك، أرُفقت مقاطع فیدیو قصیرة تشرح طرائق تثبیت متعددة، مع ترج

 لدلیل إلى احتیاجات المجتمع العلمي العالمي وتنوّع ممارساتھ، بما یضمن وصول ھذا اعدة لغات

المفتاح�ة  محلول مارك التثبیت على شرائح : ال�لمات  الفلیبوتومي، سائل ھویر،  الرمل  ذباب  فینیل، – زجاجیة،  بولي  الكلورال، كحول  أندریھ، صمغ 
Euparal® ،بلسم كندا، عزل اللیشمانیا، ظروف میدانیة، التشریح، البیولوجیا الجزیئیة ،MALDI-Tofعینات نمطیة ،.(Type-specimens) 

   



 

 

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. 

  

 المقدمة 

تعُدّ ذبابات الرمل الفلیبوتومیة حشراتٍ صغیرةً من رتبة ثنائیات الأجنحة، 
، ویعُرف Phlebotominaeفصیلة  -وتحت   Psychodidaeتنتمي إلى فصیلة

عن   یقلّ  لا  ما  [   1063منھا  ومسببات  21نوعًا  نواقلَ  الحشرات  ھذه  تعُدّ   .[
اللیشمانیا،  بینھا  من  مختلفة،  الفیروسات   لأمراض  وبعض  البارتونیلا، 

داء  اللیشمانیات،  داء  مثل  أمراض  عن  المسؤولة  وھي  (الأربوفیروسات) 
عملیة   وتعتمد  بالمفصلیات.  المنقولة  الفیروسیة  الالتھابات  وبعض  البارتونیلا 

الذباب أساسًا عن طریق فحصٍ مجھريٍّ دقیق، یتطلّب جمع    اھذالتعرف على  
العینات بعنایة، وحفظھا بطریقة مناسبة، وتحضیرھا على شرائح زجاجیة وفق 

 .تقنیاتٍ خاصة، لكلٍّ منھا مزایاھا وحدودھا
یعتمد تحدید ھویة ذباب الرمل البالغ على ملاحظة كلٍّ من البنى الخارجیة  

، والأعضاء التناسلیة الذكریة) والبنى الداخلیة   ا اللوامس(مثل قرون الاستشعار،  
المنویة). والحویصلات  والماضغ،  البلعوم،  البنى  (مثل  ھذه  تشریح  یساھم 

لمختلف الأنواع.   الداخلیة وعزلھا في تسھیل ملاحظتھا، وبالتالي في تحدیدٍ دقیق
ب ذباب  ، یتطلّ (Triatomine)  ولھذا، وعلى خلاف البعوض أو حشرة التقبیل

إجراء  قبل  وتغطیتھا  مجھریة  زجاجیة  شریحة  بین  تثبیتھ  الفلیبوتومي  الرمل 
 .المُعاینة من أجل التعرف علیھا

حتى ثمانینیات القرن الماضي، كانت الملاحظة المجھریة الوسیلة الوحیدة  
المتاحة للتعرّف على ذباب الرمل، ولا تزال حتى الیوم الطریقة الأكثر شیوعًا. 

اختی خیارین وكان  على  أساسًا  ویقوم  نسبیًا،  بسیطًا  آنذاك  التحضیر  ار طریقة 
في   تثبیت سریع  أو  للعینة،  المدى  الحفظ طویل  نھائي یضمن  تثبیت  متقابلین: 
وسط لا یضمن ذلك. فالتثبیت النھائي، مثلاً باستخدام مواد صمغیة كبلسم كندا، 

عینات، كما أنّ معامل الانكسار عملیةٌ تستغرق وقتاً طویلاً وتتطلّب تجفیفًا كاملاً لل
لھذا الوسط لیس دائمًا مثالیًا لتسھیل رؤیة الحویصلات المنویة. في المقابل، یتیح 
التثبیت في وسطٍ مائي (مثل محلول ھویر= مثبت للتحضیرات المجھریة، یتكوّن 
من الصمغ + الكلورال الممیَّھ + الغلیسرین، والماء) سرعةً أكبر في التحضیر، 

 ر رؤیةً أوضح للبنى ذات الانكسار العالي كالحویصلات المنویة، إلا أنھّ لا ویوفّ 

یضمن الحفظ طویل المدى، نظرًا لامتصاصھ الرطوبة من الجو. ویمكن الحدّ 
من ذلك بإغلاق الشریحة بطبقة من طلاء الأظافر بعد جفافھا التام. ولا یزال ھذا 

، مؤثرًّا في اختیار طریقة التثبیت التوازن بین السرعة والحفظ قائمًا حتى الیوم
 .بحسب الغایة من التحضیر

الرمل   ذباب  ھویة  تحدید  دراسات  بدأت  الماضي،  القرن  ثمانینیات  ومنذ 
تجمع بین المقاربات الشكلیة والبیوكیمیائیة. وكانت أولى ھذه المقاربات تحلیل  

الكیوتِكلیة    (أي cuticular hydrocarbon analyses الھیدروكربونات 
الخاصة بالقشرة الخارجیة للحشرة)، قبل أن تسُتبدل سریعاً بتقنیات البیولوجیا  

، (RAPD)الجزیئیة، مثل التضخیم العشوائي للحمض النووي متعدد الأشكال  
، وتضخیم الحمض النووي وتسلسلھ   (RFLP)  وتعدد أشكال أطوال القطع التقیید

 (NGS).، إضافةً إلى تقنیات الجیل الجدید من التسلسل الجیني  بطریقة سانغر
  توف   -مالدي    ، مثل  والیوم، تسُتكمل ھذه المقاربات الجزیئیة بطرائق بروتیومیة

MALDI-Tof   .  عن والكشف  جزیئیاً  الأنواع  تحدید  بین  الجمع  یمكن  كما 
ت  طریق  عن  المتسلسل  البولیمیراز  تفاعل  بواسطة  الممرِضة  ضخیم  العوامل 

النووي  والبارتونیلا،  (PCR) الحمض  والتریبانوسوما،  اللیشمانیا،  مثل 
باستخدام الفلیبوفیروس سواء  ما   التضخیم وفیروسات  أو الآني، وھو  التقلیدي 

]. وإلى جانب  32،  3یستلزم تكییف طرق الجمع والحفظ وفق الأھداف المحددة [
التمییز   في  المستخدمة  التقلیدیة  الشكلیة  اعتماد  الخصائص  یمكن  الأنواع،  بین 

للأجنحة الھندسي  الشكلي  القیاس  مثل  أخرى،  شكلیة  في   .مقاربات  واستناداً 
الغالب إلى خبرات المؤلفین الذاتیة وإلى الدراسات العلمیة المنشورة، تھدف ھذه  
الفلیبوتومي   الرمل  لتثبیت ومعالجة ذباب  تقدیم إرشاداتٍ معیاریة  إلى  الدراسة 

إنّ الحاجة   .ح تحسین التحلیلات الشكلیة والجزیئیة على حدٍّ سواءالبالغ، بما یتی
  = البروتینیة  أو  الجزیئیة  (كالدراسات  التحالیل  بعض  إجراء   / PCRإلى 

MALD-Tof للتعرّف یعُدّ ضروریاً  ) تفرض الاحتفاظ بجزءٍ من الحشرة لا 
وفي ھذا  .الشكلي، الأمر الذي یبرز أھمیة الاختیار الدقیق للبروتوكول المناسب

المقال، نركّز على طرائق التخدیر والقتل لذباب الرمل المصطاد حی�ا، وطرائق  
حفظھ، وآلیات تثبیتھ سواءً لأغراض التعرف السریع أو للحفظ طویل الأمد الذي 

 .یسمح بإجراء دراسات لاحقة



4    F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18 
 

 
 

والتنظ�م وفق    يُرا� الامتثال لمتطلبات السلامة تمه�د: 
ات    ( Safety Data Sheets)   السلامة ذات الصلة ��ش

 
شروط  وفق  الكیمیائیة  المواد  مع  التعامل  ضرورة  على  الدلیل  ھذا  یؤكد 
باستخدامھا   الخاصة  والسلامة  الصحة  بتعلیمات  والالتزام  صارمة،  سلامة 

اللازمة،   والتخلص من نفایاتھا. تتولى لجان السلامة مسؤولیة تقدیم المعلومات
بینما یقع على المستخدمین واجب الالتزام بممارسات المختبر الآمنة والقوانین 
بعض   في  قانوني  لتنظیم  المواد تخضع  أن بعض  إلى  یشیر  كما  بھا.  المعمول 

(مثل ھیدرات الكلورال). للتوضیح،  أن قائمة الاختصارات المستعملة في  الدول
 .1ھذا المقال مذكورة في الجدول 

 
 قائمة الاختصارات  .  1الجدول 

BME  وسط إیغل الأساسي 

CDC  مراكز مكافحة الأمراض والوقایة منھا 

CMCP أحادي كلوروفینول -كافور 

CMR  مادة مسرطنة، مطفِّرة، وسامّة للتكاثر 

COI جین الوحدة الفرعیة I  لإنزیم سیتوكروم c أوكسیداز 

CytB جین سیتوكروم b 
DNA  الحمض النووي الریبوزي منقوص الأكسجین 

ELISA اختبار المقایسة المناعیة المرتبطة بالإنزیم 

EtOH  إیثانول 

M199  199الوسط 

MALDI-ToF 
MS 

بمساعدة   باللیزر  الامتزاز  بالتأین/إزالة  الكتلة  مطیافیة 
 المصفوفة مع محلل زمن الطیران 

MEM  الوسط الأساسي الأدنى 

NGS  التسلسل من الجیل التالي 

NNN نیكول –ماكنیل–وسط نوفي 

PCR  تفاعل البولیمیراز المتسلسل 

Lao PDR  جمھوریة لاو الدیمقراطیة الشعبیة 

PNOC الجین الذي یشفر بریبرونوسیبسین 
(prepronociceptin) 

qPCR المتسلسل الكمي (الزمن الحقیقي) تفاعل البولیمیراز 

RAPD  تضخیم عشوائي للحمض النووي متعدد الأشكال 

RFLP  تعدد أشكال أطوال قطع التقیید 

RI  معامل الانكسار 

RNA  الحمض النووي الریبوزي 

RNases  إنزیمات الریبونوكلیاز 

RNASS محلول تثبیت الحمض النووي الریبوزي 

RT-PCR  البولیمیراز المتسلسل بالنسخ العكسيتفاعل 

TFA  حمض ثلاثي فلورو الأسیتیك 

 جمع أو إصط�اد ذباب الرمل  1

یمكن جمع ذباب الرمل البالغ حی�ا أو میتاً باستخدام طرق مختلفة، مثل مصائد  
، والمصائد اللاصقة، والشفاّطات المستخدمة  CDCالضوء المصغّرة من نوع  

، أو جمعھا مباشرةً من أماكن استراحتھا في البیئة (مثل  Shannonمع مصائد  
الم وضع  على  الطرائق  ھذه  وتعتمد  الحیوانات).  المواطن  حظائر  في  صائد 

المناسبة، وجذب ذباب الرمل بواسطة الضوء أو غیره من الجاذبات (مثل ثاني 
للتحلیل   لإخضاعھا  العینات  جمع  ثم  الكیمیائیة)،  الجاذبات  أو  الكربون  أكسید 

 ].49، 36، 32، 3، [2اللاحق، كما ورد في العدید من الدراسات 
لیل المخبریة لاحقا، في حین  یتیح جمع ذباب الرمل حی�ا إجراء جمیع التحا

أنّ  كما  الفیروسات.  أو  اللیشمانیا  عزل سلالات  یمنع  الموتى  الأفراد  جمع  أنّ 
بعض تقنیات الإصطیاد، مثل الأوراق اللاصقة، تؤدي في كثیر من الأحیان إلى 
فقدان بعض الأعضاء (قرون الاستشعار، الأجنحة أو الأرجل). إضافةً إلى ذلك،  

الخروع الحشرات،   یلتصق زیت  بجسم  اللاصقة  الأوراق  المستخدم في طلاء 
ویجب إزالتھ في بدایة المعالجة، وذلك عادةً بوضع العینات في حمّام متكون من 

 .دقیقة 15مزیج متساوٍ من الإیثانول والإیثر ثنائي الإیثیل لمدة 
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إن   الحي.  الرمل  ذباب  قتل  یتعین  الجمع،  الجمعبعد  طرق  (مثل  بعض 
المزوّدة بوعاء یحتوي على  CDC الأوراق اللاصقة أو مصائد الضوء من نوع

منظّف/مطھر أو إیثانول)، تكون الحشرات میتةً بالفعل عند اصطیادھا. ویمكن 
تطبیق تقنیات البیولوجیا الجزیئیة على العینات التي جُمعت مباشرةً في الإیثانول، 

ھا في الإیثانول بأسرع وقت ممكن. غیر أنّ أی�ا من أو على غیرھا شریطة حفظ
كما  .MALDI-Tofھذه الطرائق لا یسمح بمعالجة الحشرات باستخدام تقنیة  

الخرجیة الشكلیة  الصفات  بعض  فقدان  إلى  تؤدي  قد  القتل  وسائل  بعض    أنّ 
المھمة. لذلك، من الضروري استخدام عامل قتل معیاري مناسب یضمن تعریفًا 
للرجوع  المحفوظة  العینات  (أي  المرجعیة  للعینات  أو حفظًا طویل الأمد  دقیقًا 

 .إلیھا مستقبلاً أو للمقارنة)
یمكن استخدام مواد كیمیائیة مثل أسیتات الإیثیل، أو إیثر الإیثیل، أو رباعي 

الإیثان  في كلورو  بھا ووضعھا  قطعة قطن  بتشریب  وذلك  الكلوروفورم،  أو   ،
وعاء یحتوي على ذباب الرمل. ویجب التعامل مع ھذه المواد بحذر شدید ووفق  
باستخدام   نوصي  لا  ذلك،  ومع  لسمیتھا.  نظرًا  المصنّعة  الشركة  توصیات 

غیر متوافق جیداً مع    —بحسب خبرتنا    —الكلوروفورم لقتل ذباب الرمل، لأنھ  
دراسات البیولوجیا الجزیئیة. ونظرًا لخطورة ھذه المواد عمومًا وللشكوك حول 

 .ملائمتھا للتحلیلات الجزیئیة، ینُصح عادةً بتجنبّ استخدامھا
وتعُدّ الطریقة الأكثر استخدامًا أیضا، التجمید الجاف للعینات وھي طریقة  

لكن یجب تجمید تحافظ على البنیة الشكلیة والحمض النووي أو البروتینات، و
) جفاف 1العینات مدةً كافیة لإحداث التخدیر الكامل، و أي إطالة قد تؤدي إلى: (

) التأثیر سلباً في حیویة  طفیلیة اللیشمانیا إذا كان الھدف عزلھا  2الحشرات، أو (
مخبریًا من القناة الھضمیة لذباب الرمل. لذلك نوصي بفترة تجمید تتراوح بین 

°م، مع المراقبة المنتظمة للتأكد من أن - 20درجة حرارة  دقیقة عند    20و   15
 .الحشرات مُخدَّرة فقط دون قتل طفیلیات اللیشمانیا

أكسید   ثاني  باستخدام  الحشرات  قتل  یمكن  د،  مجمِّ توفر  عدم  حال  وفي 
، CO₂التي لا تتوفر فیھا أسطوانات    میدانیةوفي الظروف ال(CO₂). الكربون  

لتجاریة الصغیرة المستخدمة في أجھزة تحضیر ا CO₂ یمكن استعمال عبوات
ا. وكحلٍّ أخیر،   المشروبات الغازیة، مع الانتباه إلى القیود المحتملة على نقلھا جو�
یمكن قتل الحشرات بتعریضھا لدخان التبغ. في ھذه الحالة، یجُمع ذباب الرمل  

مصیدة   في  زجاCDCحی�ا  أنبوب  في  بھ  ویحُتفظ  بالشفاّطة  یلُتقط  ثم  جي، ، 
ض لدخان التبغ الذي یقتلھ خلال ثوانٍ. وتعُدّ ھذه الطریقة قابلة للتطبیق في  ویعُرَّ

ال الظروف  الأنبوب  میدانیةجمیع  أنّ  غیر  العزلة.  شدیدة  البیئات  في  حتى   ،
الزجاجي یتشبع بالدخان، ولا یمكن استخدامھ لاحقاً لجمع أو التعامل مع ذباب  

الحي دون تنظیفٍ دقیق. ومع   الشفاّطة نفسھا غیر الرمل  ذلك، یمكن استخدام 
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المنظّفة لقتل ذباب الرمل القادم من مصائد أخرى بغرض تثبیتھ. كما یجب التأكد  
عزل  مع  متوافقة  الطرائق  ھذه  وتعُدّ  الشفاّطة.  من  العینات  جمیع  إزالة  من 

 .اللیشمانیا عن طریق تشریح القناة الھضمیة

 
 حفظ العينات قبل المعالجة 3

 :رئیسیة لتثبیت العینات قبل المعالجة طرق خمس توجد

 التجم�د   1.3

°م. وتعُدّ  -80°م، أو الأفضل على  -20یفُضّل تنفیذ ھذه الطریقة على درجة  
ھذه الطرائق الیوم أكثر شیوعًا من التخزین في النیتروجین السائل. وفي جمیع  

تخدیر العینات. الحالات، یجب تطبیق الحفظ بالتجمید في أسرع وقت ممكن بعد 
ویتمیّز التخزین في المجمّد بالحفاظ الكامل على الحشرات نفسھا، وكذلك على  

فترة  (RNA & DNA) الحمض النووي والبروتینات بكامل سلامتھا طوال 
التخزین. في المقابل، قد یؤدي التخزین في النیتروجین السائل إلى تلف شدید في 

الاس وقرون  والملامس  والأرجل  فقدان  الأجنحة  أو  بترھا  یسبب  وقد  تشعار، 
بعض الصفات الشكلیة الأساسیة.  التجمید الجاف أقلّ إحداثاً للضرر، لكنھ لیس  
قد   التجمید،  إذابة  عند  أنھّ  إلى  التنبیھ  المھم  الھشة. ومن  الأعضاء  لحفظ  مثالیاً 
تلتصق الأجنحة أو قرون الاستشعار أو الأرجل بجدران الأنابیب، وقد تتمزق  

لتكاثف. كما أنّ التجمید لیس دائمًا ممكنًا في الدراسات المیدانیة لاحتیاجھ  بسبب ا 
 .إلى مجمّد أو حاویة نیتروجین سائل

العوامل   عن  الجزیئي  الكشف  مع  تمامًا  متوافقاً  بالتجمید  التخزین  یعُدّ 
الحمض   الكشف عن فیروسات ذات  أنّ  الحساسیة، غیر  فقدان  الممرِضة دون 

الریبي عند   RNA النووي  تخزیناً  یتطلبّ  النیتروجین -80وعزلھا  في  أو  °م 
السائل إذا كان التخزین الطویل الأمد مطلوبًا. ومع ذلك، فإنّ تجمید العینات لا 
یسمح بعزل اللیشمانیا عبر تشریح القناة الھضمیة، إلا إذا غُمِرت ذبابات الرمل 

لمحاكاة  ، السائل  النیتروجین  في  ثم  البخاري  الطور  في  بالتجمید    أولاً  الحفظ 
 .العمیق للیشمانیا

 
   2.3 ( ي ال�حول (الإيثانول أو ال�حول الأيزو�رو���ي

 الحفظ �ف

تعُدّ ھذه الطریقة على الأرجح الأكثر استخدامًا في حفظ ذباب الرمل، نظرًا 
لسھولتھا وإمكانیة تطبیقھا في المیدان حتى في ظروف صعبة دون مختبر. وھي 

ت الشكلیة للبنیة الخارجیة، إذ تبقى الأعضاء الھشة  مناسبة بشكل خاص للدراسا
(الأجنحة، الأرجل، قرون الاستشعار، أو الملامس) سلیمة ما دامت أنابیب الحفظ 
خالیة من الفقاعات الھوائیة. لذلك نوصي بسدّ الأنبوب بقطعة صغیرة من القطن 

 .)1 لإزالة أي فقاعات ھواء، ووضع بطاقة تعریف فوق سدادة القطن (الشكل
ولا یزال التركیز المناسب للكحول محلّ نقاش؛ فعمومًا لا ینُصح باستخدام  

]. وتحافظ التراكیز الأعلى على الحمض النووي 66،  45% [70تراكیز أقل من  
في   وتكسرًا  ھشاشة  أكثر  العینات  تجعل  لكنھا  أطول،  ولمدة  أفضل  بصورة 

إیثانول استخدام  ویضمن  الخارجیة.  للبنیة  الشكلیة  % 96بتركیز    الدراسات 
(الخلیط الأزیوتروبي) ثبات التركیز مع مرور الوقت، خصوصًا في المناطق 

% غالبًا ما یكون أسھل توفّرًا.  95الرطبة كالبلدان الاستوائیة، رغم أنّ إیثانول  
في  جیدة  بصورة  عادةً  النووي  الحمض  یُحفظ  التركیز،  عن  النظر  وبغضّ 

بالتجمید، خاصةً في تطبیقات الجیل الجدید  الإیثانول، وإن كان أقل كفاءة مقارنةً  
الدراسات   في  سیما  لا  بكثیر،  استقرارًا  أقل  فھي  البروتینات  أما  التسلسل.  من 

مثل الرمل  MALDI-Tof البروتیومیة  ذباب  على  شكلیاً  التعرف  ویمكن   ،
المحفوظ في الكحول لعدة أشھر، لكن لا یمكن الحصول على تسلسلات بروتینیة 

ه العینات.ویمكن تحسین الحفظ في الكحول أو حتى الحفظ الجاف  مرجعیة من ھذ
°م أساسًا في -20°م. ویسُھم التجمید عند  -20إذا أضُیف التخزین بالتجمید عند  

تحسین حفظ الجزیئات (كالحمضین النوویین) عبر إبطاء التحلل، كما یوفّر فائدة 
 ت، وإن كان تأثیره  ثانویة للحفظ الشكلي بتقلیل تدھور الأنسجة مع مرور الوق

 .ذباب الرمل محفوظ في الإیثانول .1الشكل 
 

على الحفظ الشكلي أقل من تأثیره على الجزیئي. كما یمكن استخدام الحفظ في  
الإیثانول للكشف عن الفیروسات ذات الحمض النووي الریبي  و الریبي منقوص 

تتجاوز بضعة    % ولفترة قصیرة لا70الأكسجین إذا استخُدم بتركیز لا یقل عن 
أشھر. وقد یتوفر الكحول الأیزوبروبیلي بسھولة في بعض البلدان، وھو یحافظ 
على الحمض النووي لكنھ یجعل العینات أكثر صلابة، كما أنھّ غیر قابل للاشتعال  
مثل الإیثانول، مما یسھل نقلھ. وإذا لزم الأمر، یمكن نقل العینات المحفوظة في  

الم أو  السائل  مساوئ  النیتروجین  بین  یجمع  مما  بالكحول،  لحفظھا  جافًا  جمدة 
 .الطریقتین

 
 
ي  الحفظ3.3   ي محلول تثب�ت الحمض النووي ال��يب

  (RNASS) �ض

م   ومصمَّ سام،  غیر  وھو  واسع،  نطاق  على  المائي  الكاشف  ھذا  یسُتخدم 
لتثبیت وحمایة الحمض النووي الریبي في الأنسجة والخلایا الحیّة حدیثة العزل.  
ویعمل على اختراق العینة سریعاً وتعطیل الإنزیمات الـمحلِّلة للحمض النووي 

مید العینة فوریا. ویعُدّ ، مما یمنع تحللھ دون الحاجة إلى تج (RNase)الریبي
التخزین في ھذا المحلول فعاّلاً عمومًا في الحفاظ على البنیة النسیجیة والخلویة 
لأغراض التقییم النسیجي اللاحق. ورغم أنّ ھدا المحلول مخصص أساسًا لتثبیت  

ولیس للتثبیت الشكل الخارجي للحشرات، فإنّ   (RNA) الحمض النووي الریبي
لى المتوسط الأمد یحافظ عادةً على السلامة البنیویة بصورة  التخزین القصیر إ

أیام،    7جیدة. ویسمح ھذا المحلول بتخزین العینات في درجة حرارة الغرفة حتى  
°م للحفظ طویل الأمد. وتعُدّ ھذه  -80°م/-20°م لعدة أسابیع، أو عند  4أو عند  

تي تفتقر إلى بنیة  الطریقة ذات قیمة خاصة في العمل المیداني أو في المراكز ال
عادةً إخراج  (RNA) تبرید متكاملة. ویتطلّب استخلاص الحمض النووي الریبي

 .العینات من المحلول ومعالجتھا وفق البروتوكولات الضروریة
 
ي درجة حرارة الغرفة4.3  

 الحفظ الجاف �ف

تعُدّ ھذه طریقة قدیمة، ولھا عیب رئیسي یتمثل في ضعف حفظ الأعضاء  
مثل الأجنحة والأرجل وقرون الاستشعار والملامس، خصوصًا عند حفظ الھشة  

باستخدام البروتینات  دراسة  تبقى  ذلك،  ومع  كاملة.    MALDI-Tof العینة 
ممكنة إذا أجُري التجفیف عند التثبیت باستخدام مادة مجفِّفة من نوع ھلام السیلیكا 

ال أكسید  ثاني  من  تتكون  سامة،  وغیر  مسامیة صلبة  وتسُتخدم  (مادة  سیلیكون 
بشكل واسع كعامل مجفف فعال لامتصاص الرطوبة وحمایة المنتجات من العفن 
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النووي  للحمض  المستھدفة  الجزیئیة  التحلیلات  تبقى  العكس،  وعلى  والتلف). 
وبكمیات منخفضة، مما  إذ یكون غالبًا مجزأً  العینات،  التنفیذ على ھذه  صعبة 

بالعینات الجدیدة أو المجمدة. ومع ذلك، یبقى    یجعل التحلیل أكثر تعقیداً مقارنةً 
 (museomics) استخدام تقنیات حدیثة مثل الدراسات الجینیة للعینات القدیمة

] العینات ممكنا  النوع من  الطریقة إلا عند  34على ھذا  لكنھ لا ینُصح بھذه   .[
 غیاب أي بدیل. ویمكن دمجھا مع التخزین البارد بوضع الأنابیب في مجمّد عند

°م. ویتمثل التحدي الأساسي في تحقیق تثبیت مناسب للعینات أو -80°م أو -20
للأجزاء الضروریة للتعریف. ولتحقیق ذلك، یعُدّ الترطیب المسبق أمرًا أساسیاً، 

وتختلف مدة الترطیب من بضع  . Triton X-100 ونوصي باستخدام محلول
اكتمال الترطیب، یجب    ساعات إلى عدة أیام، مع مراقبة منتظمة ودقیقة. وبعد

 .تنظیف العینات في ثلاث حمّامات مائیة متتالیة
 
شيح 5.3    الحفظ ع� أوراق ال�ت

تتمثل المیزة الرئیسة لأوراق الترشیح في الاستقرار طویل الأمد للحمض  
داخل خلایا العینات غیر المثبّتة والمجففة (سواء كانت    DNAالنووي الجینومي  

أجسامًا كاملة أو خلایا دمویة) المحفوظة في درجة حرارة الغرفة. وتأتي أوراق  
الترشیح بحجم بطاقات صغیرة، ما یسمح بتخزین مئات العینات في درجة حرارة 

ل   الغرفة ضمن حجم محدود. كما أنّ مصفوفة ورق الترشیح مشبعة بعوامل تعُطِّ
العوامل المُعدیة، وبذلك لا تعُدّ العینات خطرًا بیولوجیًا. وھذا یتیح تخزینھا ونقلھا  

 .]68دون الحاجة إلى احتیاطات بیولوجیة خاصة [

 
�ــــح العيّنات  4  ��ش

على عكس العدید من الحشرات الأخرى التي یمكن التعرف علیھا اعتماداً  
العینات   الظاھرة في  الخارجیة  الرمل على الصفات  فإن ذباب  المثبتّة،  الكاملة 

یتطلّب التشریح ووضعھِ على شرائح زجاجیة لدراسة الصفات التشریحیة بدقة  
طریقة  عن  النظر  وبغضّ  الأنواع.  مختلف  على  الصحیح  التعرف  أجل  من 
التحضیر أو التجھیز المعتمدة، فإن تقنیة التشریح نفسھا تسُتخدم دائمًا  (الأشكال  

 .   )https://zenodo.org/records/18198006()  3و  2

ي Triton X100   استخدام
ي غ�ي أيوئن

 :  محلول مائئ

أو   التي جُمعت حدیثاً  العینات  التركیب تخصّ  إلى أن عملیة  التنویھ  یجب 
الحشرات إمّا محفوظة  حُفظت بطریقة مناسبة. یحتفظ معظم الجامعین بعینات  

أو محفوظة في الكحول لسنوات طویلة. ولسوء  MALDI-Tof جافة لاستخدام
تصبح   حیث  الطویل،  المدى  على  مثالیاً  لیس  الكحول  في  الحفظ  فإن  الحظ، 
المجھري. ومن  للفحص  التحضیر  الطریقة صعبة  بھذه  المحفوظة  المفصلیات 

اویة للعینات، متبوعًا بتبخّر الكحول  الحوادث الشائعة تفكك المواد البلاستیكیة الح
مما یحد من وجھة استعمال ھذه العینات. ومن ھنا ظھرت فكرة الاعتماد على 
 عوامل ترطیب (مركبات كیمیائیة غیر قویة كتأثیر المنظفات). ویسُتخدم مركب

Triton X-100   من أیوني  غیر  مائي  محلول  ھیئة  - 1,1,3,3( -4نوع  على 
فینت بیوتیل)  غلیكول- یلترامیثیل  إیثیلین  -4)- =بولي 

(1,1,3,3tetramethylbutyl) phenyl-polyethylene glycol), ، 
وھو شائع الاستعمال في مجال البیولوجیا الخلویة والجزیئیة كمنظف، إذ یساھم   

 Triton في زیادة نفاذیة الأغشیة الخلویة والنوویة. فیما یلي بروتوكول استخدام
X100  تشبیع العینة الجافة بالكحول المطلق :% في محلول مائي0.5بتركیز. 

% بحیث 0.5بتركیز   Triton X100 إضافة الحجم اللازم من محلول -
  .تغُمر العینة بالكامل

دقائق إلى عدة أیام مع المراقبة المنتظمة، ویجب   5ترك العملیة من نحو  -
 .أن تنفصل جمیع المفصلیات تمامًا داخل المحلول

 .واستبدالھ بمحلول ھیدروكسید البوتاسیوم Triton X100إزالة محلول  -

 الرأس  1.4  
 

باستخدام إبر دقیقة أو دبابیس حشریة تحت المجھر یمكن إجراء التشریح  
 × 26G ":). ومن أكثر الإبر شیوعًا في الاستخدام3و  2التشریحي (الأشكال  

  0.5(25G x 5/8 ", )مم  0.3    ×13(30G × 1/2 " ,  )مم   13×    0.45(1/2
 ، كحدٍّ أدنى ،  ولتحضیر العینّة من اجل إجراء تعریف تصنیفي، یجب .  )مم  16×  

  Cibariumأس عن الجسم وتثبیتھ في وضع سفلي لإظھار الماضغفصل الر
، في حین یثُبَّت الصدر والبطن جانبیاً بعد التشریح. ویضمن Pharynxوالبلعوم  

 (occipital foramen) تثبیت الرأس في الوضع السفلي توجیھ الثقبة القذالیة 
لاحظة المباشرة ( فتحة تقع في مؤخرة رأس الحشرة) نحو الأعلى، مما یسمح بالم

البنى  ھذه  إلى  الوصول  تسھیل  في  للرأس  الكامل  الفصل  یسُھِم  كما  للماضغ. 
 .التشریحیة

 
 الأجنحة والصدر  2.4  
 

یجب تثبیت الأجنحة في وضعٍ ٍ مسطّح وممتد. ویمكن فصل كل جناح من  
الآخر  على  الإبقاء  مع  الجناحین  أحد  تثبیت  أو  مستقل،  بشكل  وتثبیتھ  قاعدتھ 
متصلاً بالصدر. وعند التخطیط لإجراء تحلیل القیاس الشكلي الھندسي، یعُدّ من  
الضروري تحدید الجناحین الأیمن والأیسر بدقة ووضع تسمیات واضحة قبل  

ینقسم الصدر إلى عدة أجزاء، یحتوي كلٌّ منھا على معلومات  .عملیة التركیب
، مما یسمح بفحص توزیع  تصنیفیة مھمّة. ویثُبَّت الصدر عادةً في وضع جانبي 

الشعیرات والالوان. ویمكن الاستعانة بندوبات الشعیرات في مناطق معینّة من 
كما یسُتخدم نمط  Brumptomyia, الصدر لتمییز بعض الأنواع التابعة لجنس  

أو   ، الجنس  مستوى  على  النیوُتروبي  الرمل  ذباب  بین  للفصل  الألوان  توزیع 
. وتجدر الإشارة إلى  [20]اع ضمن الجنس الواحدسلسلة الأنواع، أو حتى الأنو

أن شدةّ اللون لیست العامل الحاسم في ھذا السیاق، بل نمط توزیعھ. لذلك، فإن 
 لن تزیل الصباغ أو نمطھ.   (Clearing)عملیة تصفیة  او تفتیح العینات 

 
 الأعضاء التناسل�ة 3.4  
 

الأعضاء   تشریح  عند  خاصة  عنایة  إیلاء  الذكور  یجب  لدى  التناسلیة 
الأنواع.  وتحت  الذبابات  أنواع  تحدید  في  الأساسیة  لأھمیتھا  نظرًا  والإناث، 

 .وتتمیّز الأعضاء التناسلیة في كلا الجنسین بكونھا مزدوجة
 

 الذكور 1.3.4  
 

من   زوج  من  وتتكوّن  خارجیة،  الذكور  لدى  التناسلیة  الأعضاء  تكون 
ا مركّب  منھما  كلٌّ  یضمّ  (الحریقفة–لغونوكوكسیتالملاقط،  القلم -الغونوستایل 

ویحمل   البطني.  جزئھ  في  الإیبندریالي  والفصّ  الظھري،  جزئھ  في  التناسلي) 
الغونوستایل (القلم التناسلي) أشواكًا، وأحیاناً شعیرات، یجب عدھّا بدقة وتحدید 

بوضوح ارتكازھا  للغونوكوكسیت    .مواضع  الداخلي  السطح  فحص  یعُدّ  كما 
فة) أمرًا ضروریًا، والتي قد تحمل خصلةً من أشعارٍ ثابتة (غیر معنّقة)، (الحریق

وقد یكتفي غیر   . tubercule) [22]أو أشعارًا محمولة على فصّ (أي حُدیبة
المتمرّسین بإجراء تثبیت جانبي بسیط دون فصل الأعضاء التناسلیة عن نھایة  

، مما یقلّل من خطر  )https://zenodo.org/records/18311158(. البطن
تلفھا، رغم ما یترتبّ على ذلك من صعوبة في عدّ بعض الشعیرات الداخلیة. أمّا  

الأعضا  فتح  فیمكنھم  خبرة،  مركّبات  الأكثر  لفصل  نصفین  إلى  التناسلیة  ء 
الداخلیة  –الغونوكوكسیت الأسطح  ملاحظة  یسھّل  الذي  الأمر  الغونوستایل، 

أكبر بدقةّ  وأغلفتھا  جانبیة)  (رائدة   والبارامیرات 
)https://zenodo.org/records/18311158.( 
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 الإناث 2.3.4  
 

المنویة الحویصلات  من  ویتكوّن  داخلي،  الأنثوي  التناسلي   الجھاز 
(spermathecae)   الأغشیة عبر  ملاحظتھا  یجب  التشریح،  غیاب  في   .

وبغضّ النظر عن  مع تثبیت البطن في وضعیة بطنیة (teguments) الخارجیة 
المنویة بشكل صحیح، وسط التثبیت المختار، یمكن عمومًا ملاحظة الحویصلات  

تفتیحھا عملیة  وتمت  ملساء  تكن  لم  إذا  أن     (clearing) خاصة  غیر  جیداً. 
ملاحظة الحویصلات المنویة الملساء ذات الجدران الرقیقة قد تكون إشكالیة في 

 .الأوساط الضعیفة الانكسار
الحویصلات   قنوات  قاعدة  ملاحظة  فإن  ذلك،  على  علاوة 

أمرٌ أساسي لتحدید النوع، كما ھو الحال في  (spermathecal ducts),المنویة
, وھو الناقل الرئیسي  ]Larroussius   ]35  ,37  ,38 تحت الجنس لاروسیوس

في العالم القدیم.    (Leishmania infantum) لطفیلي اللیشمانیا الرضیعة     
ممكن غیر  العینة  تحدید  یبقى  الملاحظة،  ھذه  صعوبات   .وبدون  لتجاوز 

التناسلیة الملاحظة الشوكة  مركّب  فصل  ینبغي  المنویة–ھذه،   الحویصلات 
(Genital Furca- Spermathecae)   تكون الحویصلات المنویة   عن البطن.

 (genital furca)عادةً صعبة الملاحظة أثناء التشریح غیر أن الشوكة التناسلیة
.  )https://zenodo.org/records/18311106 (سھل تحدید موضعھا نسبیًا

ونظرًا لأن قنوات الحویصلات المنویة تفتح في الشوكة التناسلیة، فإن عزل ھذه  
الأخیرة یسمح عادةً بعزل الحویصلات المنویة. وإذا قطُعت الحویصلات المنویة 

الاست یمكن  إذ  تفُقد،  لا  فإنھا  العملیة،  أثناء  ضمن عرضًا  ملاحظتھا  في  مرار 
 ).4الشكل  (الغلاف البطني
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اللیشمانیا   طفیلیات  عن  للكشف  أساسیة  الھضمیة خطوة  القناة  تشریح  یعُد 
وعزلھا من إناث ذباب الرمل. یمكن إجراء العملیة في المیدان أو في المختبر 

 .  (vector competence)بھدف تقییم الكفاءة الناقلة 

اللیشمانیا   طفیلیات  عن  للكشف  أساسیة  الھضمیة خطوة  القناة  تشریح  یعُد 
وعزلھا من إناث ذباب الرمل. یمكن إجراء العملیة في المیدان أو في المختبر 

 .  (vector competence)بھدف تقییم الكفاءة الناقلة 

بالما الإناث  تغُسل  القتل.  إناث حدیثة  بتشریح  ملحي  یوُصى  بمحلول  أو  ء 
الحفاظ على  الزائد، مما یساعد على  الشعر  یحتوي على منظف خفیف لإزالة 
اللازمة  الشكلیة  الصفات  على  المحافظة  مع  الطفیلیات  لعزل  عقیمة  شروط 

بعنایة وتوضع في   (midgut) لعزل اللیشمانیا، تزُال الأمعاء الوسطى .للتعریف
. بعد ملاحظة الطفیلیات (NaCl 0.9%)قطرة واحدة من محلول ملحي معقم  

× تقریبي  (تكبیر  الضوئي  المجھر  تحت  حقنة 200المتحركة  بواسطة  تنُقل   ،(
 .)4.4.3أنسولین أو ماصة دقیقة إلى وسط الزرع (انظر 

الرأس  سائل (head) یثُبَّت  في  التناسلیة  -Marcوالأعضاء 
Andréملامسة    : مھم . لتوضیحھا عدم  لطفیلیات    Marc-Andréیجب 

 .للیشمانیا إطلاقًا لأنھ یسبب بقتلھاا
باستخدام شریحة واحدة أو شریحتین، ولكل طریقة  التشریح  یمكن إجراء 

  .)https://zenodo.org/records/18311154 ؛ 5(شكل  مزایا وحدود
 
 

ن  1.4.4  �حتني  ط��قة ال�ش

شریحة تحتوي على محلول ملحي معقم    :شریحتین منفصلتینیتم العمل على  
الوسطى الأمعاء  الرأس (midgut) ,لاستخراج  لتثبیت   (head) وشریحة 

المنویة محلول   (spermathecae) والحویصلات  تھدف   Marc-Andréفي 
في الظروف المیدانیة حیث ما یعمل اكثر  لتحدید نوع الفاصدة التي یتم تشریحھا.

، قد یسبب استخدام شریحتین ، بدلا من واحدة، أخطاء ناتجة عن من باحث سویة 
صعوبة في تتبع العینات  والربط بین شریحة الإمعاء الإیجابیة و شریحة تحدید  

 .)https://zenodo.org/records/18311154(النوع التابعة لھا 

  

 
(في حال استخدام زیت القرنفل  بئرًا وإبرة معقوفة  24صفیحة ذات   B:  مم)؛   12أو    10أغطیة زجاجیة دائریة (قطر  A:   :المواد اللازمة لتركیب ذباب الرمل. 2الشكل  

 E: تفاصیل رأس الإبرة المعقوفة؛ D: شرائح زجاجیة قابلة للعنونة؛ , C: لا تسُتخدم الصفائح الأكریلیكیة لتجنب تفاعل كیمیائي یتُلف العینات) ®Euparal أو خلاصة
جیة منحنیة بالتسخین ماصة زجا I: ماصة بلاستیكیة؛  H: ؛  Dumont ملقط G: زجاج ساعة أو وعاء مشابھ یحوي ذباب الرمل المراد معاینتھ؛  F: إبر موصولة بمحاقن؛ 
 لتسھیل شفط السوائل. 

https://zenodo.org/records/18311106
https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18311154


 

 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

السفلي   24صفیحة ذات    .3الشكل   الرأس وطرف  بئر على  بئرًا، یحتوي كل 
 لجسم لذباب الرمل. 

 
 

�حة الواحدة  2.4.4   ط��قة ال�ش

لكن   النتائج،  تتبع  سھولة  واحدة  شریحة  استخدام  اتخاذ یضمن  یجب 
للتعقیم صارمة  كحولي  .احتیاطات  جل  باستخدام  بانتظام  الیدین  تنظیف  یجب 

معقمة  .مائي مربعة  زجاجیة  وأغطیة  الحواف  معتمة  غیر  شرائح  تسُتخدم 
یجب استخدام إبرة  (Poupinel oven) .بالحرارة الجافة باستخدام فرن بوبینیل

ضع ذبابة الرمل تو .)25G Ø 0.5mm × 16mmمعقمة لكل عملیة تشریح (
مع  (head) یفُصل الرأس  .في قطرة محلول ملحي معقم في منتصف الشریحة

 sternites  thand 7 th(6إجراء شق بین القطعتین البطنیتین السادسة والسابعة  
and sternites) الھضمیة القناة  قطع  رفع    (digestive tract)دون  یمكن 

الحویصلات المنویة  .طویلة جداً (spermathecae) مستوى الشق إذا كانت 
بإبرة، ثم تسُحب القطع البطنیة الخلفیة بلطف لاستخراج   (thorax) یثُبَّت الصدر

البطن  .   (gut)الأمعاء نھایة  تثبیت  یمكن  الطریقة،  فشلت   (abdomen) إذا 
وإذا تعذر ذلك،  .من جزئھا الأمامي (Digestive tube) وسحب القناة الھضمیة

الخارجي (gut) الأمعاءتسُتخرج   الغلاف  من  ممكن  قدر  أكبر   بإزالة 
.(tegument) بعد استخراج الأمعاء (gut)  تفُصل القطع البطنیة الأخیرة بقطع ،
توضع الأمعاء في قطرة جدیدة من محلول ملحي معقم وتغطى    .القناة الھضمیة

قطرة من   والقطع البطنیة الأخیرة إلى (head) ینُقل الرأس  .بغطاء زجاجي معقم
Marc-André fluid  في الطرف الآخر من الشریحة، مع منع أي تماس مع

القذالیة.اللیشمانیا الثقبة  تكون  بحیث  الرأس  ھ   occipital foramen) یوُجَّ
المنویة  .للأعلى الحویصلات  التناسلیة (spermathecae) تعُزل  الشوكة   مع 

(genital furca) قي الجسم والأجنحة في یبقى با .وتغُطى بغطاء دائري صغیر
الشریحة  منتصف  في  الملحي  المحلول  قطرة 

)https://zenodo.org/records/18311154.( أو الإیجابیة  ثبوت  حال  في 
الصدر حفظ  یمكن  تصنیفیة،   (abdomen) والبطن (thorax) لأغراض 

لحفظ  .، كما یمكن تثبیت الأجنحة في وسط مائيلدراسات جزیئیة أو بروتینیة
فائض   استبدال  یمكن  مائي  Marc-André fluid المستحضر،  تثبیت  بوسط 

.  تم وضع (polyvinyl alcohol)أو وسط قائم على   (Chloral gum) مثل
 لذبابة تشریح الأمعاء الوسطى  :مقاطع فیدیو تفصیلیة تشرح ھذه الإجراءات  

وتشریح  ) ,https://zenodo.org/records/18303014 (midgut) (الرمل
اللعابیة ھنا, الرمل لذبابةglands    salivaryالغدد  شرحھا  یتم  لن   .لذلك 

)0https://zenodo.org/records/1830285(. 
 

 عزل وزراعة الل�شمان�ا من أمعاء ذباب الرمل 3.4.4   

یعُدّ عزل الطفیلیات من خلال تشریح إناث ذباب الرمل المصابة إجراءً دقیقاً 
یتطلب مھارة عالیة، وینبغي في البدایة التدرب علیھ باستخدام عینات خالیة من 
الطفیلیات. بعد التشریح، تنُقل الأمعاء إلى قطرة جدیدة من المحلول الملحي المعقم 

]. یمكن بعد ذلك 4لغسلھا [ Locke’s solution%) أو إلى محلول لوك  0.9(
حة بطریقتین  فحصھا تحت المجھر الضوئي لملاحظة (i :معالجة الأمعاء المُشرَّ

المراحل المختلفة لطور البرومیستیغوت لطفیلیات اللیشمانیا وتحدید تموضعھا،  
فتح الأمعاء لتسھیل خروج  (ii المعدي، و-مع إیلاء اھتمام خاص للصمام الفموي

[البرومی كبیرة  بكمیات  استزراعھا  یسھّل  مما  على 4ستیغوتات  العثور  یعُد   .[
التدریب  جلسات  فإن  ولذلك  نسبیاً،  نادرًا  أمرًا  المیدان  في  مُعدي  الرمل  ذباب 

 .الجیدة تزید من فرص نجاح عملیة العزل
إذا لوحظت طفیلیات اللیشمانیا في الأمعاء، فیجب استخدام إبر معقمة جدیدة،  

كمی إضافة  الزجاجي  مع  الغطاء  حول  المعقم  الملحي  المحلول  من  صغیرة  ة 
وبسرعة   بعنایة  الأمعاء  تمزیق  ینبغي  لتحریرھا.  الشعریة  الخاصیة  بواسطة 

بسعة   دقیقة  ماصة  باستخدام  الملحي.  المحلول  في  الطفیلیات   100لتحریر 
التوبركولین   محقنة  أو  الطفیلیات tuberculine syringeمیكرولتر  تجُمع   ،

 .ح في وسط زرعي موسوم بشكل صحیحوتلُقَّ 
المعزولة  الطفیلیات  تحُفظَ  للیشمانیا:  البرومیستیغوت  لطور  المخبریة  الزراعة 

–ماك نیل–أو في الوسط الصلب نوفي SNB-9 مبدئیًا على منحدرات آغار الدم
ألفا[16] (NNN) نیكول بوسط  إما  منھما  كل  ویغُطّى   ،-MEM ] ,  16معقم 

% من مصل عجل جنیني  10تدعیم كل منھما بنسبة    ، معM199 ] أو بوسط65
 %  2، وBME % فیتامینات1معقم ومعطَّل حراریًا لتعزیز نمو الطفیلیات، و
حقني مرشح  باستخدام  (مُعقَّم  بشري    مسام    ® Filtropurبول    0.2بقطر 

و أو    250میكرومتر)،   ) أمیكاسین  میكروغرام/مل    50میكروغرام/مل 
  Lغلوتامین     :المضادات الحیویة والأحماض الأمینیةجنتامیسین، أو مزیج من  

بعد  [47] .ملغ/مل)  10ستربتومیسین  –وحدة  10,000بنسلین  –ملي مولار  200
ثلاثة أیام، وفي حال عدم وجود تلوث، تعُلَّق المزارع في وسط تجمید مُحضَّر  

 ،  درجة مئویة لمدة تتراوح بین سنة إلى سنتین  80-بشكل مناسب، ثم تحُفظَ عند 
درجة مئویة للحفظ طویل الأمد والاستخدام   196-أو في النیتروجین السائل عند  

  [7].التجریبي المستقبلي 
 

 
 الغدد اللعاب�ة  5.4

–یعُدّ تشریح الغدد اللعابیة لذباب الرمل تقنیة أساسیة لدراسة تفاعلات الناقل
مثل   بالمفصلیات  المنقولة  الفیروسات  عن  للكشف  سیما  ولا  الممرض، 

].  75,  44(على سبیل المثال فیروس توسكانا) [ (Phlebovirus) الفلیبوفیروس
ت  عالیة  دقة  الإجراء  یتطلب  الرمل،  ذباب  حجم  لصِغر  المجھر نظرًا  حت 

اللعابیة  الغدد  لعزل  مجھریة  تشریح  إبر  أو  دقیقة  ملاقط  باستخدام  التشریحي، 
تمزقھا دون  تلویثھا  ,الرقیقة   ].  51,61[ أو 

)https://zenodo.org/records/18302850(.   سلامة على  الحفاظ  یعُد 
بعد   اللاحقة.  الجزیئیة  التحالیل  موثوقیة  لضمان  الأھمیة  بالغ  أمرًا  الغدد 

البولیمیراز تفاعل  باستخدام  وفحصھا  الغدد  تجانس  یمكن     الاستخراج، 
المتسلسل      (RT-PCR)العكسي  بالنسخ   المتسلسل   البولیمیراز  تفاعل  أو 

المناعی (qPCR) الكمي الریبي أو الاختبارات  النووي  الحمض  للكشف عن  ة 
المستضدات  (Viral RNA)الفیروسي   وجود 12[   (Antigens)أو  إن   .[

الدموي  الجوف  أو  الأمعاء  في  فقط  ولیس  اللعابیة،  الغدد  في  الفیروسات 
(الھیموسیل)، یؤكد أن العامل الممرض قد أتمّ فترة الحضانة الخارجیة وأصبح 

 [ 71]. الدمویةقابلاً للانتقال أثناء التغذیة  
متطلبة تقنیاً بسبب الحجم الصغیر   الرمل  لذباب  اللعابیة  الغدد تعُد عملیة التشریح  

]. إضافةً  51,  1جداً للغدد اللعابیة، مما یستلزم خبرة كبیرة لتجنب تضرر العینة [
إلى ذلك، قد تكون الحمولات الفیروسیة منخفضة، مما یستدعي استخدام طرائق  

الحساس عالیة  المتداخلكشف  المتسلسل  البولیمیراز  تفاعل  مثل   nested) یة 
PCR)   كما أن مخاطر التلوث تؤكد 54التسلسل عالي الإنتاجیة [أو تقنیات .[

الالتزام تؤثر  ضرورة  التقنیة،  التحدیات  جانب  إلى  الصارمة.  التعقیم  بتقنیات 
البیولوجیة بین   العوامل  النقل  كفاءة  تختلف  إذ  الكشف؛  نجاح  ذباب  في  أنواع 

  [61 ,33].   الرمل، كما تتباین معدلات العدوى تبعاً للظروف البیئیة والموسمیة
 
 

https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18303014
https://zenodo.org/records/18302850
https://zenodo.org/records/18302850
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حة وموضوعة في سائل. 4الشكل    (جمھوریة لاو الدیمقراطیة الشعبیة)؛   . Idiophlebotomus longiforceps :Aمن عینات طازجة أندریھ مارك حافظات منویة مُشرَّ

Sergentomyia minuta : B   (فرنسا)؛ Phlebotomus ariasi : C  (فرنسا)؛Sergentomyia anodontis : D  جمھوریة لاو الدیمقراطیة الشعبیة).( 
  
 

معطیات حاسمة حول مخاطر  اللعابیة  الغدد  في  الفیروسات  الكشف عن  یوفّر 
]. 15الانتقال، مما یتیح توجیھ برامج الترصد واتخاذ تدابیر المكافحة المناسبة [

فعلى سبیل المثال، أسھم التعرف على فیروس توسكانا في ذباب الرمل ضمن 
وإص التشخیص  بروتوكولات  تطویر  في  المتوطنة  الإرشادات  المناطق  دار 

] العامة  التفاعلات  18الصحیة  دراسة  تكشف  قد  ذلك،  على  علاوةً  بین  ]. 
 واللعاب عن أھداف جدیدة لتطویر لقاحات أو علاجات تعیق الانتقال الفیروس

كما یمكن استخدام الغدد اللعابیة لذباب الرمل كمصدر للمستضدات   [18 ,15].
(antigens)   قیاس الأجسام المضادة  ل (antibodies)   لدى العائل ضد لعاب

المناعیة   المقایسة  اختبار  ویفضّل  المناعیة،  الطرائق  باستخدام  الرمل  ذباب 
بالإنزیم تع (ELISA) . المرتبطة  تقییم  من  المقاربة  ھذه  العائل تمُكّن  رّض 

]  25لدغات ذباب الرمل، مما یدعم تقدیر فعالیة استراتیجیات مكافحة النواقل [
   [40].  وخطر انتقال اللیشمانیا

 
 تحد�د مصدر الوجبة الدم��ة  6.4

 
المعزولة من   (engorged females) یجب تشریح الإناث المحتقنة بالدم

الملتقطة   الاستعمالوذلك   العینات  أحادیة  أدوات   single-use)  باستخدام 
equipment)لمنع التلوث المتبادل .(cross-contamination) ینبغي فحص

لتقییم مرحلة ھضم وجبة (stereomicroscope) تحت مجھر تشریحي البطن
ف (blood meal digestion). الدم باختیار الإناث  اللواتي یظھر یوُصى  قط 

بطنھن باللون الأحمر أو البني المحمر أو الأحمر الداكن، دون وجود أي علامات  
یتم استئصال طرف البطن بما في ذلك   (egg formation). على تكوّن البیوض

 على  من أجل التعرف المورفولوجي (spermathecae) الحویصلات المنویة
والتصفیة الإزالة  عملیة  بعد  الجزء  (clearing). الأنثى  یوضع  ذلك،  بعد 

البطن  ®Eppendorf في أنابیب (spermathecae) من دون الرئیسي من 
 تعُد  .إلى حین إجراء التحالیل اللاحقة م° 20  -ویتم حفظھ عند درجة حرارة

 

 
الشائعة الاستخدام لتحدید مصدر وجبة  (genetic markers) الواسمات الجینیة

مثل الدم  ، PNOC [5, 30, 50] و  ،CytB [67]و  ،COI [13]  راسخة  ،
العلمیة؛ لذلك لن یتم التطرق    العدید من المنشوراتومشروحة بشكل موسع في  

ھذ في  تفاصیلھا  استخدام  (Figure 6). دلیلال  اإلى  یمكن  لذلك،  كبدیل 
العائلMALDI- Tof    (peptide mapping)تقنیة الدم  مصدر   لتحدید 

(host blood) . [31]أثُبت تجریبیاً أن ھذه التقنیة تمكّن من تحدید مصدر    وقد
، مما یجعلھا خیاراً مناسباً  الدم ضمن إطار زمني أطول بعد امتصاص وجبة الدم

خاصةً لتحلیل الإناث المحتقنة بالدم اللواتي یظُھرن مراحل أكثر تقدماً من ھضم  
كن الحصول على م ، إلا أنھ یم°4م أو  °20-یفضل حفظ العینات عند   .دم العائل

نتائج جیدة أیضاً من عینات حُفظت في درجة حرارة الغرفة لفترة قصیرة. یجب  
 فصل بطن الأنثى المحتقنة بالدم عن بقیة الجسم قبل التحلیل مباشرةً، ثم تجانسھ

(homogenization  متاحاً لإجراء   یبقى باقي جسم ذبابة الرمل. في ماء مقطر
 بعد أخذ جزء. ومورفولوجیة إضافیة (molecular analyses) تحالیل جزیئیة

المتجانس المستخلص  في (homogenate) من   MALDI-Tofلاستخدامھ 
peptide mapping  الحمض لاستخلاص  المتبقي  الجزء  استخدام  یمكن   ،

لتأكید تحدید مصدر الدم العائل و/أو للتحري عن  (DNA isolation) النووي
ضیر العینات وإجراء التحلیل قصیراً تح  وقت  یعُد   . Leishmania sp. وجود

 (DNA based). مقارنةً بالتقنیات الجزیئیة المعتمدة على الحمض النووي جداً 
 

،  3الأشكال   (معالجة العينات للدراسات المورفولوج�ة 5
 )4و  3، 2، 1؛ الملاحق 8و 7، 6
 

یستعرض ھذا القسم المبادئ الأساسیة لتحضیر عینة من ذبابة الرمل من 
المنھجیة أجل   تكییف  ذلك  یتبع  المورفولوجیة،  للدراسات  حصریاً  التثبیت 

لتطبیقات تتجاوز علم المورفولوجیا. ومع ذلك، فإن فھم ھذه المنھجیة یعُد أمرًا  
عند  المختلفة  العینات  أنواع  لتناسب  الإجراءات  تعدیل  یتیح  إذ  الأھمیة،  بالغ 

 .الحاجة
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 .منھجیة عزل اللیشمانیا .5الشكل 
 
 
 

ماصّات   باستخدام  والملء  الإفراغ  من  متعاقبة  خطوات  المعالجة  تشمل 
باستور المزودة بكرات مطاطیة مرنة. ویوصى بشدة باستخدام أوعیة زجاجیة 
الزجاج  یتمیز  كبیر.  بشكل  العملیات  ھذه  تسھّل  نظرًا لأنھا  مستدیر،  قاع  ذات 

 .خاملاً كیمیائیًا تجاه جمیع الكواشفبكونھ 
بشكل  ملئھا  وعدم  بأغطیة  الأوعیة  تزوید  یجب  الكواشف،  تبخر  ولمنع 
مفرط، لأن ذلك قد یؤدي إلى انسكاب عند الإغلاق أو الفتح، وكذلك لمنع سقوط  

العینات على  والتصفیة   .الغبار  الإزالة  لعملیات  اللازمة  الكیمیائیة  المواد 
 .2ي الجدول والمعالجة مبینة ف

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

  التوضيح   1.5

قبل تحضیر عینات ذباب الرمل للتثبیت الدائم على الشرائح الزجاجیة، یجب 
طریقة  باستخدام  الكیمیائي،  الھضم  بواسطة  التوضیح  لعملیة  أولاً  إخضاعھا 

بتركیز   أو  10مناسبة وعامل توضیح ملائم، مثل محلول حمض الأسیتیك   %
میائي مقیَّد المحتوي على كلورال ھیدرات، وھو مركّب كی مارك أندریھ محلول

تسھم عملیة  . الاستخدام في العدید من الدول، وذلك بھدف جعل العینات شفافة
التوضیح في إزالة الأنسجة ، والدھون، والإفرازات، والمواد الشمعیة، مما یجعل 
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العینة شبھ شفافة، ویسُھّل فحص البنى الخارجیة الھیكلیة، مثل مواضع ارتكاز 
كالملونات، إضافةً إلى البنى الداخلیة المرئیة الشعیرات، والخصائص السطحیة  

تعتمد عملیة التوضیح على  .عبر الغلاف الخارجي، مثل المستودعات المنویة
باستخدام   تبدأ  متتالیتین،  ھیدروكسید   يقاعد  محلولمرحلتین  مثل  قوي، 

البوتاسیوم، تلیھا مرحلة بحمض ضعیف، كحمض الأسیتیك ضمن محلول مارك 
مر ولكل  كیمیائيأندریھ،  دور  إذ  -حلة  مختلف.   ي القاعد  المحلولعمل  یحیوي 

القویة على تفكیك الأنسجة الرخوة، كالبروتینات والدھون والعضلات، من خلال 
الخارجي  الھیكل  الحفاظ على سلامة  مع  البروتینات،  وتمسّخ  التصبّن  عملیتي 

 .الكیتیني لضمان وضوح البنیة
بعد ذلك، یقوم الحمض الضعیف بمعادلة المواد المتبقیة، مانعاً حدوث المزید  
من التحلّل، كما یساھم في تبییض الكیتین وتحسین درجة الشفافیة. ومع ذلك، قد 

لمدة   المقطّر  بالماء  مرتین  العینات  غسل  لمعادلة   15یكون  أیضًا  كافیًا  دقیقة 
إزالة فعّالة للأنسجة مع الحفاظ اللطیف ویؤدي ھذا العلاج المتتابع إلى  . القاعدة

على البنیة، مما یضمن سلامة العینة على نحوٍ أمثل للفحص المجھري. ویوصى 
دقیقة في الماء المقطّر قبل الانتقال إلى المرحلة    20بإجراء غسلتین متتالیتین لمدة  

 .التالیة
 

ل الأ�سجة الرخوة   1.1.5 
�
 )8(الشكل تحل

 
ھیدرو من  كلٌّ  الصودیومیعُدّ  البوتاسیوم (NaOH) كسید   وھیدروكسید 

(KOH)   من العوامل الكیمیائیة الشائعة الاستخدام في الھضم الكیمیائي باستخدام
محلول قاعدي، إذ تطُبَّق بتراكیز ومدد زمنیة متفاوتة تبعًا لحجم العینات ودرجة 

من خلال   الأكثر فعالیة على تحلّل الأنسجة الرخوة  وتعتمد الطریقة  . ھشاشتھا
%، 10بتركیز   NaOH أو  KOH نقع ذباب الرمل في محلول قاعدي قوي، مثل

المثال   سبیل  على  المعالجة،  مدة  لتقلیل  التركیز  زیادة  یمكن  كما  اللیل.  طوال 
ساعات. ویمكن أیضًا تسریع ھذه العملیة   6% لمدة  20بتركیز     KOHباستخدام

 .°م37عن طریق التسخین عند درجة حرارة 
 

 التوضيح مع أو بدون تل��ن   2.1.5 
 

تعقب ھذه المرحلةَ معالجةُ التفتیح، والتي غالبًا ما تجمع بین حمض الأسیتیك  
عملیة  من  الانتھاء  وبعد  أندریھ.  مارك  محلول  في  كما  ھیدرات،  وكلورال 
التوضیح، یجب غسل العینات جیداً في حمّامین مائیین متتالیین، مدة كلٍّ منھما 

 .بقایا المواد الكیمیائیة  دقیقة، لإزالة 20
مارك أندریھ من عوامل التوضیح الشائعة في تحضیر عینات   یعُدّ محلول

إلحاق  من  الحدّ  التوضیح مع  في تسھیل عملیة  بفعالیتھ  یتمیّز  إذ  الرمل،  ذباب 
 .أضرار كبیرة بالبنى الھشّة، مثل الأجنحة والقرون الاستشعاریة

المحلول   استعمال ھذا  في وعاء محكم  وینبغي  أو حفظھ  التحضیر  حدیثَ 
الإغلاق لمنع التبخّر أو التحلّل. وتبرز فائدتھ بشكل خاص عند دمجھ مع تقنیات  
لتعزیز إبراز تفاصیل مورفولوجیة محددة. تعُرض تفاصیل  أو التلوین  التفتیح 

 .(2) تركیبھ وتحضیره في الملحق
ضروریاً لتحسین الرؤیة    في حالة العینات شدیدة الشفافیة، قد یكون التلوین

العدید من الأصبغة، یستھدف كلٌّ منھا مكوّنات كیمیائیة  التثبیت. وتتوافر  قبل 
محددة في الكائن. ومن المھم اختیار صبغة متوافقة مع طبیعة العینة ومع وسط  
التركیب المستخدم. كما یمكن تكییف ھذه المنھجیة الأساسیة حسب الحاجة، مثل 

 .% إلى محلول مارك أندریھ0.1مضي بتركیز إضافة الفوشین الح
للتركیب في أوساط   مائیة والمعدةّ  المحفوظة في محالیل  العینات  وتتطلّب 

تسُتعمل   (Resinous)  ذات أساس راتنجي أو اصطناعیة  (مادة لزجة طبیعیة 
لتثبیت العینات وحفظھا مجھرِیاً بعد تصلبّھا) إجراء عملیة تجفیف (انظر القسم  

نظرًا5.2 أو   )،  الطبیعیة  الراتنجیة  التركیب  أوساط  معظم  توافق  لعدم 
أشار وقد  الماء.  مع  قد  New (1974) الاصطناعیة  أن بعض الأصباغ    إلى 

  [53]. في أوساط تركیب معینّة فككت
الحمضي المستخدم مع بلسم كندا أیضًا    فعلى سبیل المثال، یمكن تثبیت الفوشین 

الحمضي تكون ®Euparalفي وسط   بالفوشین  المصبوغة  العینات  أنّ  ، غیر 

من آثار  بقاء  عند  سیّما  ولا  للبھتان،  كسائل  عُرضة  المستخدم  القرنفل  زیت 
توضیح نھائي. كما قد تظُھر العینات المخزّنة في زیت القرنفل تلاشیًا ملحوظًا 

 .خلال بضعة أیام
 
  التجف�ف   2.5

 
یجُرى التجفیف بنقل العینات تدریجیاً عبر سلسلة متدرجة من محالیل الإیثانول:  

%، على أن تستمر كل 100%، وأخیرًا  95% أو  %90،  %80،  %70،  50
دقیقة. وبما أن الإیثانول سریع التبخر، یجب إحكام   20مرحلة مدة لا تقل عن  

 المعالجة مؤقتاً  تعلیقتمال التجفیف، یمكن بعد اك  .إغلاق الوعاء أثناء المعالجة
خلاصة   في  أیام  أما  ®Euparalلعدة  القرنفل.  زیت  على  مفضلة  وھي   ،

الزان علىBeech creosote  كریوزوت  مستخدمًا  كان  الذي  واسع  ،  نطاق 
سام انھ  بسبب  حالیاً  تمامًا  حُظر  فقد  الغرض،  لھذا   .سابقًا 

السا الموجود داخل العینة مع وسطیجب أن تضمن عملیة التجفیف توافق   ئل 
التركیب، لتجنبّ التعكّر أو الانھیار الأسموزي أو التشوه، وھي عوامل قد تجعل  

 .العینة غیر صالحة للدراسة التصنیفیة
 

 
 أوساط التثب�ت المجهري 3.5   

 
ي تحض�ي العينات 1.3.5  

 اخت�ار وسط التثب�ت المجهري وتطب�قه �ض
 

یفُضَّل أن یكون لوسط التثبیت المجھري معامل انكسار قریب قدر الإمكان 
تقریباً   یبلغ  والذي  الزجاج،  انكسار  معامل  عدیم 1.5من  یكون  أن  كما یجب   .

الطویل.   المدى  الجفاف وعلى  بعد  الكاملة  ویحافظ على شفافیتھ  اللون، شفافاً، 
قادرًا على النفاذ والانتشار  وینبغي أن یكون متوافقاً مع الأصباغة المستخدمة، و

او   یشُكّل حویصلات  أو  بسرعة مفرطة  العینة، وألا یجف  أنسجة  داخل جمیع 
الجفاف بعد  ینكمش  وألا  التثبیت،  أثناء  التركیب    .فقاعات  وسط  اختیار  یعُد 

المناسب عنصرًا أساسیًا في تحضیر العینات، إذ لا یوجد وسط واحد مثالي لجمیع 
 :زن الاختیار بین عدة عوامل رئیسیةالأغراض. ویجب أن یوا

 
یجب أن یوفّر معامل الانكسار تبایناً وانكسارًا كافیین  :الخصائص البصریة -

الوصف   أو  التصنیفي  للتعریف  المھمّة  التشریحیة  البنى  لإظھار 
الكیسیة،   الحسیةّ  والأعضاء  المنویة،  المستودعات  مثل  المورفولوجي، 

 ، (Cibarium)الماضغ  وأعضاء نیوستید الحسیةّ، والأسنان العمودیة في  
البلعوم على (Pharynx)وأسنان  مباشر  بشكل  البنى  ھذه  رؤیة  وتعتمد   .

 .الخصائص البصریة لوسط التثبیت المجھري
 

  المرجعیة   بالنسبة للعینات النمطیة أو المواد المخصّصة للمجموعات : الحفظ -
 الدائمة، ینبغي أن یوفّر الوسط درجة عالیة من الثبات والمتانة على المدى  

الاستقصا الدراسات  في  أمّا  الوبائیة،  الطویل.  تتطلبئیة  لا  الحفظ    التي 
 .طویل الأمد، فقد تكفي أوساط تثبیت مؤقتة أو شبھ دائمةال
 

 متطلبات أوساط التثب�ت المجهري 2.3.5  

بحثیة   احتیاجات  لتلبیة  ومعقدّة  تثبیت مخصّصة  تقنیات  المختصّون  یطوّر 
محددّة. غیر أنّ ھذه الطرق كثیرًا ما تھُمل جوانب مھمّة، مثل الجودة الأرشیفیة،  
والتوافق، والتوحید القیاسي، وسھولة الاستخدام، وإمكانات الحفظ طویل الأمد، 

ع بھا   وتفرض   وجھود الصیانة المستمرّةممّا یصُعبّ دمج المجموعات المتبرَّ
التطبیقات العلمیة متطلبات مختلفة على أوساط التثبیت المجھري. فغالبًا ما یقوم  
علماء التصنیف بتثبیت عینات كاملة، ویفضّلون أوساطًا تحُدث ھضمًا كیمیائیاً  
یختلف  أن  ینبغي  كما  الكیتینیة.  البنى  لتعزیز وضوح  الداخلیة  طفیفا للأعضاء 

الزجاجیة   معامل والشریحة  العینّة  من  كلٍّ  معامل  عن  كافیة  بدرجة  الانكسار 
.لتحقیق أقصى وضوح بصري



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

الرمل 6. الشكل ذبابة  البیولوجیا   (Sand fly processing) معالجة  والبروتیومكس  (molecular biology) الجزیئیةلتطبیقات   ، (proteomics)   علم و/أو   ،
 .الفیروسات

 
 
 

معامل   من  قریب  انكسار  بمعامل  عادةً  التجاریة  التثبیت  أوساط  م  وتصُمَّ
– الزجاج، وذلك للحدّ من انكسار الضوء وتشتتّھ عبر نظام الشریحة الزجاحیة  

التثبیت المجال –وسط  ذي  الضوئي  المجھر  في  أنھّ  غیر  وغطائھا. 
للعینة  ، یمكن التحكّم في التباین الطبیعي   Brightfield microscopyالساطع

غیر المصبوغة من خلال اختیار وسط تثبیت ذي معامل انكسار یختلف قلیلاً  
 .عن معامل العینّة، ممّا یحُسّن تمییزھا عن الخلفیة

 
 ) 4و 3(الجداول أنواع أوساط التثب�ت المجهري 3.3.5  

 
كیفیة   یعتمد التصویر المجھري على معامل انكسار وسط التركیب لتحدید  

 انكسار الضوء عبر الشریحة الزجاحیة والوسط والعینة. وعندما یكون معامل  
 )، یمر الضوء  1.515الانكسار قریبًا من معامل زجاج غطاء الشریحة (حوالي 

ؤدي إلى تحسین  بشكل متجانس، مما یقلل من التشتت والتشوھات البصریة، وی
الدقة ووضوح البنى الدقیقة. وعلى العكس، فإن عدم تطابق معامل الانكسار قد 

یعُد اختیار  .یسبب ضبابیة أو ھالات أو یحجب تفاصیل العینات غیر المصبوغة
وجودة   والوضوح  التباین  لتحسین  الأھمیة  بالغ  أمرًا  المناسب  التركیب  وسط 

 .ف معاملات الانكسار بین الأوساط المختلفةالصورة العامة للعینة، نظرًا لاختلا
البنى  مدى وضوح  في  كبیر  بشكل  التركیب  لوسط  الانكسار  معامل  یؤثر 
قلیلة   الرقیقة  فالبنى  الشرائح.  على  للتركیب  الرمل  ذباب  تحضیر  عند  الدقیقة 
التصلبّ، مثل البنى المتصلّبة للسیباریوم، والمستودعات المنویة، وحلقات قرون 

ر، أوردة الأجنحة، قد تكون صعبة الملاحظة في أوساط ذات معامل الاستشعا
 –تشمل الأوساط الشائعة الاستخدام لذباب الرمل أوساط الغراء   انكسار مرتفع

 Enecê–Nelson Cerqueira (NC) الكلورال المائیة، وبلسم كندا، وراتنج
ب إلى أوساط التركی Rawlins [60] كأوساط قائمة على المذیبات. وقد صنّف

 أوساط دائمة، تتصلّب مع مرور الوقت وتناسب الحفظ طویل الأمد؛  :(1) نوعین
 .أوساط شبھ دائمة، لا تتصلّب تمامًا وتسُتخدم عادةً لأغراض مؤقتة( 2)



 

 

. 
.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 .الطریقة التقلیدیة لمعالجة ذباب الرمل 7.الشكل 
 
 

) سائلة، أو صمغیة،  Mounting mediaیمكن أن تكون أوساط التثبیت (
)، قابلة للذوبان في الماء، الكحول، أو مذیب آخر مثل resinousأو راتنجیة (

 ). 3التولوین أو الزایلین (انظر الجدول 
أوساط   باستخدام  الجوي  الغلاف  تأثیرات  عن  عزلھا  یجب  تطبیقھا،  بعد 

وللتمییز بوضوح بین أنواع أوساط التثبیت المختلفة،  حاشیة غیر قابلة للذوبان
 :یمكن اعتماد التصنیف الآتي

 
تذوب ھذه الأوساط بسھولة في الماء، مما یجعلھا مناسبة : الأوساط المائیة  )أ.(

للتثبیت المؤقت أو شبھ الدائم. وتمتاز عادة بسھولة التعامل معھا، غیر 
أنھا قد تتطلبّ إحكامًا جیداً لمنع تعرّضھا للرطوبة الجویة (مثل أوساط  

في  –الصمغ   سیّما  ولا  الكحول)،  فینیل  وبولي  المناطق   الكلورال 
 .الاستوائیة ذات الرطوبة المرتفعة

 تكون ھذه الأوساط أقل تأثرًّا بالماء، لكنھا  : الأوساط محدودة التحمّل للماء  )ب.(
 

 
 

لا تزال بحاجة إلى حمایة من الرطوبة المفرطة. وتوفّر ثباتاً أطول أمداً مقارنة  
 .تثبیت شبھ الدائمبالأوساط القابلة للذوبان في الماء، وتسُتخدم كثیرًا في ال 

الھیدروكربونات  )ج.( في  للذوبان  القابلة  في    :الأوساط  الأوساط  ھذه  تذوب 
وھي   النفطیة.  المذیبات  أو  التولوین  أو  الزیلین  مثل  عضویة  مذیبات 
الطویل،   المدى  على  ممتاز  بثبات  وتتمیّز  الدائم،  للتثبیت  مة  مُصمَّ

طویل  ل ، مما یجعلھا مناسبة لأغراض الحفظ افككومقاومتھا للرطوبة والت
 ).(مثل بلسم كندا المتعادل المدى

تعُدّ الأوساط القابلة للذوبان في الماء الأنسب للتثبیت المؤقت أو في    باختصار
الحالات التي تتطلّب سھولة إزالة العینّة. أمّا الأوساط محدودة التحمّل للماء، فھي 
ل  مناسبة للتثبیت شبھ الدائم الذي یتطلبّ درجة متوسطة من المتانة. في حین تفُضَّ

الھید في  للذوبان  القابلة  للحفظ  الأوساط  المخصّص  الدائم  للتثبیت  روكربونات 
 .طویل الأمد والأرشفة
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منظر مجھري  :ج, منظر مجھري لذبابة رمل جافة  :ب  (Hoyer), شرائح تالفة وجافة مُثبتة في وسط ھویر :أ   (Slide remounting).الشرائحإعادة تثبیت  8. الشكل  
رأس العینة   :ز,   (®Euparal)جسم العینة ب بعد إعادة تثبیتھا في یوبارال :رأس العینة ب، و :ھـ,حجرة رطبة تحتوي على شریحة جافة   :د,لذبابة رمل تالفة أخرى  

 (®Euparal).جسم العینة التالفة ج بعد إعادة تثبیتھا في یوبارال :تالفة ج، حال
  

 
 

 
 

ن وصف أوساط التثب�ت المو� بها 4.3.5  .  ) 4و 3(الجدولني

 الأوساط المستخدمة للملاحظة المؤقتة 
الكلورال   ھویر- الصمغ  =  معامل  (Hoyer) وسط/محلول  الانكسار 

ھو أفضل وسط للملاحظة  (Marc André fluid) سائل مارك أندریھ .) 1.48
قصیرة المدى (لساعات قلیلة، وربما أكثر قلیلاً إذا تم تخزین الشریحة في حجرة 

المنویة للحویصلات  التصویر (spermathecae) رطبة)  ذلك  في  بما   ،
الحویصلات المنویة بعد ملاحظتھا، ). أما لحفظ  4الفوتوغرافي أو الرسم (الشكل  

تثبیتھا إعادة  ذلك  بالتخزین  (remounting) فیتطلب  یسمح  مائي  وسط  في 
ممكنًا (Resinous)   متوسط المدى. قد یكون تجفیفھا لإعادة تثبیتھا في راتنج  

الكلورال صمغ  یعُتبر  الفقدان.  خطر  بسبب  مستحسن  غیر   Chloral) لكنھ 
gum)سائل ھویر و (Hoyer fluid) ھذا الوسط یسُتخدم عادةً   .متكافئین تقریبًا

وسرعة  تطبیقھ،  وبساطة  الماء،  مع  لتوافقھ  نظرًا  الداخلیة  الأعضاء  لملاحظة 
الذي یسھل فحص الھیاكل   (refractive index) استخدامھ، ومؤشر الانكسار

ومع ذلك، یحتوي صمغ الكلورال على مساوئ  .الرقیقة مثل الحویصلات المنویة
ة إذا لم یحُضّر بشكل مثالي أو یخُزن في ظروف رطوبة مضبوطة، وتشمل كبیر

المشكلات اللزوجة :ھذه  وفقدان  اللون،  تغیر  الغطاء عزل   .التبلور،  حافة 
لا تحل ھذه المشاكل، حیث قد یصبح الوسط مثقلاً بتغیر   (ringing) الزجاجي

 Ringing mediumاللون (أحیانًا أسود تقریبًا) نتیجة تفاعلھ مع وسط الحاشیة 
 ®Euparal.، خصوصًا عند استخدام 

 



 

 

 مكونات الكواشف المستعملة  .2الجدول 

 % في ماء مقطر 1فوشین حمضي  %10ھیدروكسید البوتاسیوم 
 غ  1فوشین حمضي (مسحوق)  غ  10ھیدروكسید البوتاسیوم 

 مل  99ماء مقطر  مل 100ماء مقطر كمیة كافیة حتى 

 Hoyer medium)(وسط ھویر  وسط تثبیت غراء الكلورال
ن بالفوشین الحمضي   أندري-محلول مارك  Marc-André ملوَّ

 مل 10أندري -محلول مارك مل  50ماء مقطر 
 میكرولتر 50% 1فوشین  غ 200لورال ھیدرات 

  غ 50صمغ عربي 
  مل 20غلیسرول 

 Marc-André  وسط إینیسي أندري-مارك محلول  Enecê  

 غ 22راتنج كولوفوني أبیض نقي  غ 40كلورال ھیدرات 

 غ 12صمغ كوبال قابل للذوبان في الكحول  مل 30حمض أسیتیك جلیدي 

 مل  20إیثانول مطلق  مل  30ماء مقطر 
 غ  10كافور  
 مل 10خلاصة التربنتین  
 مل 26أوكالیبتول  

  
 

ھویر اعتبار وسط  الرمل  (Hoyer medium) تم  لذباب  أفضل بصریًا 
صیغ  عدة  من  الوسط  یتكون  الغرض.  لھذا  تقلیدیًا  استخُدم  وقد  الفلبوتومیني، 
متقاربة تشمل الصمغ العربي، الغلیسرول، وكلورال ھیدرات. وقد تم سوء تفسیر 

 .]74المنشورات العلمیة [أو اقتباس بعض الصیغ في 
على الرغم من أن ھویر یعد وسطًا جیداً لملاحظة الحویصلات المنویة في 
للملاحظات  مثالي  إنھ  المدى.  للحفظ طویل  مناسب  غیر  أنھ  إلا  الرمل،  ذباب 
قصیرة المدى، بما في ذلك الصور الفوتوغرافیة أو الرسوم أو الصور الرقمیة. 

كیبات المؤقتة لكنھا لا تضمن الحفظ طویل المدى،  الأوساط المائیة مناسبة للتر
متانة ممتازة غالبًا لما قد یصل  (resin mounting) بینما یوفر التثبیت بالراتنج

انعكاس   لأن  المنویة  للحویصلات  الدقیقة  التفاصیل  یخفي  قد  لكنھ  قرون،  إلى 
یفقد فیھا غالبًا ما  الجف .الضوء   افیتحلل وسط ھویر مع مرور الوقت بسبب 

(dehydration)   بیضاء 8(الشكل صغیرة  بلورات  تكوّن  إلى  یؤدي  مما   ،(
الشرائح   من  العینات  استعادة  یمكن  ذلك،  ومع  ھیدرات.  كلورال  من  معتمة 

سلیمًا كیمیائیًا، رغم أن بعض  (cuticle) المتبلورة حیث یظل الھیكل الخارجي
ال  بعض  في  البلورات.  نمو  نتیجة  یحدث  قد  الفیزیائي  یمكن الضرر  حالات، 

إصلاح الشرائح المتبلورة عن طریق إعادة ترطیب وسط التثبیت في بیئة دافئة 
الثیمول مع  نقع  (thymol) ورطبة  یمكن  ذلك،  من  بدلاً  الفطریات.  نمو  لمنع 

العینات خارج صمغ الكلورال في الماء، وتجفیفھا في حمض الأسیتیك الجلیدي، 
 .ثم إعادة تثبیتھا في بلسم كندا

الانكسار=   DMHFوسط   (معامل  فورمالدھید  ھیدانتوین  میثیل  ثنائي 
] ، وسھل 72[ یعُدّ ھذا الوسط المائي فعالاً بصریاً مثل وسط بیرلیزي  ).1.48

الاستخدام، ولا یتعرض للاسوداد أو التبلور. ویعُد مناسبًا لذباب الرمل وأفراد  
  Psychodidae .فصیلة

=  أحادي  -كافور CMCP وسط الانكسار  (معامل     .)1.41كلوروفینول 
یسُتخدم لإعداد   قابل للذوبان في الماء،  وھو وسط تثبیت قائم على الغلیسرین، 
شرائح زجاجیة دائمة شفافة للعینات الحساسة. یمكن تثبیت العینات مباشرة من 

الكیوتكل   تلیین  على  یعمل  كما  الإیثانول.  أو  العینة   cuticuleالماء  وتوضیح 
، مما یساعد على ضبط الوضعیة التشریحیة، خاصة عند تشریح الأجنحة  بسرعة

مع ذلك، یحتوي ھذا الوسط على الفینول، وھو مادة سامة   .أو الأعضاء التناسلیة
 .ومھیجة تتطلب حذرًا في التعامل

 
 الأوساط المستخدمة للتثب�ت الدائم

  = الانكسار  (معامل  كندا  كندا .)1.54–1.52بلسم  بلسم  وصف   تم 
(Canada balsam) لأول مرة كوسط تثبیت مناسب للمجھر الضوئي المنقول 

(transmitted light microscopy) بواسطة أندرو بریتشارد (Andrew 
Pritchard)  الأوساط أكثر  من  یزال  ولا  عشر.  التاسع  القرن  ثلاثینیات  في 

عامًا من التطبیق   150ا نظرًا لجودتھ المثبتة في الأرشفة، مع أكثر من استخدامً 
ھویر .الناجح وسائط  ولا  (Hoyer fluid) على عكس  كندا  بلسم  یتبلور  لا   ،

الرطوبة قویة .یمتص  ذاتیة  فلورة  بـ  كندا  بلسم  یتمیز  ذلك،   strong)   ومع 
autofluorescence)قنیات المجھریة، وھو ما قد یكون أحیاناً عیبًا لبعض ت 

الزایلین [60]. یقلل من  (xylene) استخدام مذیبات غیر سامة بدل  یمكن أن 
مخاطر السلامة أثناء التحضیر، لكنھ قد یؤدي أیضًا إلى بعض العیوب مثل تبخر 

 .أبطأ وتغمیق الوسط في وقت مبكر
=   ®Euparal یوبارال الانكسار   ®Euparal یعُتبر  1.48) .(معامل 

للتثبیت الدائم، حیث یوفر  (Canada balsam) بدیلاً واسع الاستخدام لبلسم كندا
انكسار ومؤشر  المدى  طویل  ممتازًا  كندا ثباتاً  بلسم  مع   یمتلك  .مقارن 

Euparal® التالیة التجفیف :(1) الخصائص  إلى   dehydration) الحاجة 
requirement):    تجفیف العینة عادةً  النھائي لوسط التثبیت، یجب     قبل النقل

 : (2)و    ,٪ إلى كحول إیثیلي مطلق95عن طریق الانتقال من كحول إیثیلي  
extended processing time المعالجة زمن  في : طول  النھائي  التركیب 

، یتطلب التجفیف، مما  ®Euparal ، سواء كان بلسم كندا أو Resinousراتنج
باستخدام   .العیناتیزید من الوقت الإجمالي لتحضیر   عندما لا یكون التجفیف 

إیثیلي  كحول  من  المستخرجة  العینات  وضع  یمكن  ممكناً،  العضویة  المذیبات 
 Euparal و ®Euparal مطلق في محلول وسیط یتكون من خلیط متساوي من

essence قبل التثبیت النھائي. 



 

 

 .تركیبة بعض أوساط التثبیت المختارة . 3 الجدول
 

 ملاحظات  البولیمر أو ما قبل البولیمر المحتمل  المذیب  وسط التثبیت 
(Hoyer fluid) 

 كربوكسي ,ھویر = صمغ الكلورال
 CMCP-9 میثیل سیلیلوز فینول

  

   غلیسرول، ماء
 ٪) CMCP-9–60 : 51ماء (

   مركبات الصمغ العربي
 كحول بولي فینیل متحلل كلیاً 

)0 : CMCP-9–5 (٪ 

 عامل مُحلِّل للأنسجة: 
لزوجة   : كلورال ھیدرات
 منخفضة أو مرتفعة 

 ثنائي میثیل ھیدانتوین فورمالدھید 
DMHF 

میثیلول ثنائي میثیل ثنائي -ن،ن′ ماء
 (di-methylol DMH) ھیدانتوین؛ 

قلیلاّت مرتبطة بجسور إیثر أو  
میثیلین؛ شبكة بولیمریة متشابكة من  

 فورمالدھید –ھیدانتوین

 

 
(Canada balsam) 

 بلسم كندا 

؛ ومكونات متطایرة جزئیًا من كزیلیلین 
كارین، حمض لیفوبیماریك،  -3-البلسم (دلتا

- لیمونین، میرسین، حمض بالوستریك، بیتا
 بینین)-بینین، بیتا-فیلاندرین، ألفا

البلسم (أبیینول، حمض أبییتیك،  
حمض إیزوبیماریك، حمض  

 سانداراكوبیماریك) 

معادلة: كربونات البوتاسیوم؛  
 بلسامیا  راتنج من شجرة الأبیس
Abies balsamea 

 (Linné, 1758) 

 
®Euparal   

 یوبارال 

یوكالیبتول، بارالدھید؛ ومكونات متطایرة 
-جزئیاً من صمغ السندراك (لیمونین، ألفا 

 بینین) -بینین، بیتا

مركبات صمغ السندراك (حمض  
كومونیك، مانول، حمض  

بولیكومونیك، حمض  
-أسیتوكسي-12، سانداراكوبیماریك

انداراكوبیماریك، سوجیول، حمض  س
  تورولوزیك، تورولوزول، توتارول)

عامل إزالة: سالیسیلات المیثیل؛ 
اللون الأخضر: ملح نحاسي  

(أبییتینات النحاس)؛ راتنج السندراك  
 من شجرة تیتراكلینیس أرتیكولاتا 

copper salt (copper 
abietinate); sandarac resin 

from Tetraclinis articulata 
(Vahl, 1791)  

 إینیشي 
Enecê 

كحول إیثیلي مع كافور، یوكالیبتول وزیت 
 التربنتین 

مركبات صمغ الكوبال والكولوفونیا 
  (rosin) (الروزین)

 

 
 

Enecê یعُد  1.467)..(معامل الانكسار =   ینیسي إEnecê     وسط تثبیت
قائم على الراتنج یسُتخدم أساسًا للحشرات الصغیرة، ویحظى بشعبیة خاصة في 

وصمغ الكوبال مذابة  (colophony) البرازیل. یتكون أساسھ من الكولوفونیا 
الكحول التربنتین،  (gum copal)في  وزیت  الكافور،  إضافة  مع   ،
 Canada) م كنداكبدیل لبلس   Enecê Cerqueira [11]وصف   .والیوكالیبتول
balsam) الناضجة غیر  الأطوار  وبقایا  للیرقات،  الدائمة  الشرائح   لتثبیت 

(exuviae)  اعتماده على نطاق تم  الحین  ومنذ ذلك  البالغ،  البعوض  ، وحتى 
بدیلاً اقتصادیاً للتثبیت الدائم، مع توفیر   Enecê یقُدمّ .واسع لتثبیت ذباب الرمل

المدى وزمن جفاف كا الھیاكل  ثبات طویل  فٍ یسمح بإجراء التشریح وترتیب 
 .المورفولوجیة بدقة

 
ائح الزجاج�ة وتجف�فها  4.5    تحض�ي ال�ش

یعُدّ التجفیف السلیم لشرائح العینات أمرًا حاسمًا لضمان ثباتھا وحفظھا على  
تخزینھا   في  التفكیر  قبل  كاملاً  تجفیفاً  الشرائح  تجفیف  ویجب  الطویل.  المدى 
طویل الأمد. وللحصول على أفضل النتائج، ینُصَح بتجفیف الشرائح المُحضَّرة 

أسابیع، في حین قد   3–2ح بین  بوسائط تثبیت دائمة في وضع أفقي لمدة تتراو
بین   تتراوح  أقصر  مدة  دائمة  شبھ  بوسائط  المُحضَّرة  الشرائح    2–1تتطلب 

أسبوع. ولضمان عملیة تجفیف فعّالة، یُوصى باستخدام حاضنة مضبوطة على 
درجة حرارة مناسبة لنوع وسط التثبیت المستخدم، مع تجنبّ الحرارة المفرطة  

 37و  30ات. ویوُصى بنطاق حراري یتراوح بین  التي قد تلُحق الضرر بالعین
درجة مئویة. وتعُدّ ھذه الخطوة ضروریة لمنع تشوّه الشرائح، أو تدھور العینات،  

یجب دائمًا تدوین نوع وسط التثبیت   .أو عدم استقرار وسط التثبیت أثناء التخزین

أیضًا  الملصق  یتضمن  أن  ینبغي  أمكن،  وإذا  الشریحة.  ملصق    المستخدم على 
الوصفة المستخدمة، واسم الشخص الذي قام بالتحضیر، وتاریخ الإعداد. تحُضَّر 
الشرائح في البدایة كتحضیرات مؤقتة، ولا یقُصد بھا الحفظ طویل الأمد. غیر 

، فیجب  Specimen typeأنھ إذا تغیّرت وضع العینة، كأن تصُنَّف عینة  نمطیة  
ا حفظ  لضمان  دیمومة  أكثر  تثبیت  وسط  الدراسات استخدام  لأغراض  لعینة 

 .التصنیفیة المستقبلیة
 

 تقن�ات التثب�ت البد�لة: التثب�ت ع� البطاقات 5.5  

یعُدّ التثبیت على البطاقات تقنیة تسُتخدم في عدة مجموعات من الحشرات،  
حیث یمكن تثبیت العینات مباشرة على بطاقات حشریة أو لصقھا على سطحھا.  

مل والحاجة إلى فحص الأعضاء الداخلیة للتعرّف  ونظرًا لصِغَر حجم ذباب الر
)، فإن ھذه الطریقة غیر 5علیھا عبر عملیة التوضیح (انظر العنوان او العنصر  

 .مناسبة إطلاقاً لتثبیت ذباب الرمل

رة6.5   ّ  إعادة تثب�ت العينات المت�ض

القیّمة،   أو  النادرة  للعینات  وفقاً بالنسبة  الخطوتین،  إحدى  باتباع  یوُصى 
إعادة  .https://zenodo.org/records/18315029  1)للفیدیو المتاح على

لعدة   حامل  یوضع  الأولیة.  الملاحظات  بقراءة  للسماح  التفكیك  دون  الترطیب 
شرائح مجھریة داخل طبق بتري لیعمل كدعامة، ثم توضع الشریحة المراد إعادة 

https://zenodo.org/records/18315029


 

 

  [52]. ستناداً إلى ملاحظات غیر منشورة لعدد من الباحثینمزایا وعیوب بعض أوساط التثبیت المختارة المستخدمة في الشرائح المجھریة، ا .4الجدول 

 الاسم  المزایا  العیوب 
 .یحتوي على مكونات ضارة ویجب التعامل معھ تحت خزانة شفط -
 .یتطلب سلسلة تجفیف كاملة تستغرق وقتاً طویلاً  -
إلى  قد یؤدي التجفیف بالإیثانول والنقل عبر الزایلین أو زیت القرنفل -

 الأصناف ھشة؛ ویمكن أن تقلل البدائل جعل بعض 
دیوكسان،  -1,4بیوتانول، -الأیزوبروبانول، ن(:على سبیل المثال

 )  من التكسّر™سیلوسولف ,ھیستوكلییر، تیربینول
 .قد تسودّ العینات إذا استبُدل الزایلین بالفینول أو إذا بقیت بقایا -

 ھیدروكسید البوتاسیوم 
 .الانكسار المرتفعة البنُى غیر المصبوغةقد تحجب معاملات  -

 .قد یستغرق الجفاف التام سنوات دون استخدام صفیحة تسخین
یصفرّ الوسط ویغمق بمرور الوقت، خاصة عند التصفیة  -

 القرنفل .بزیت
أصبح  .تضعف بعض الأصباغ، وقد تتلاشى الأصباغ الكاتیونیة إذا -

 الوقت  وھو ما قد یحدث تلقائیاً بمرور —الوسط حمضیًا 

 سنة 150وسط عالي المتانة، بعمرافتراضي یتجاوز  -
یمكن تثبیت الشرائح باستخدام زیت القرنفل أو الفینول كعوامل  -

 تثبیت 

 *بلسم كندا 
(Canada 
balsam) 

 .یوفر  مقاومة ممتازة للتجاعید والثنیات مع أداء متین بعد الغسیل -
 .معتدلةشدید التفاعل، ویتصلب بسرعة عند درجات حرارة  -
یحافظ على قوة النسیج بشكل جید مقارنة بالراتنجات الفورمالدیھیدیة   -

 .القدیمة
قابل للذوبان في الماء وسھل التركیب مع أنظمة التشطیب النسیجي   -

 .القیاسیة
 .اقتصادي ویوفر أداء صناعي متسق -
 .متعدد الاستخدامات للقطن، والفسكوز، والكتان، والخلیط منھا -
فضة من الفورمالدیھید الحر لتلبیة العدید من متوفر بدرجات منخ -

 اللوائح 

یطلق الفورمالدیھید → مخاطر صحیة وسلامة واعتبارات  -
 .تنظیمیة

-Eco) یواجھ قیوداً تنظیمیة وقیوداً على الملصقات البیئیة -
label). 

 .یحتاج إلى محفزات حمضیة، مما قد یسبب تلف النسیج والتآكل -
 .الأقمشة الفاتحةقد یسبب اصفرار  -
 .قد یقلل من نعومة النسیج -
 .یتطلب مراقبة صارمة للعملیة -
ا تامًا من الفورمالدیھید -  .غیر مناسب في الحالات التي تتطلب خلو�

DMHF 
ثنائي میثیل  

ھیدانتوین  
 فورمالدھید 

 یحتوي على مكونات ضارة ویجب التعامل معھ تحت خزانة شفط 
 قد یؤدي التجفیف بالإیثانول والنقل عبر خلاصة یوبارال 

 Euparal Essenceإلى 

جعل بعض الأصناف ھشة ، لكن استخدام الأیزوبروبانول قد یقلل ھذه  
 المشكلة 

 .عامًا 50سط متین ذو عمر افتراضي یزید عن  -
% إیثانول (وفق توصیة 80یمكن التركیب مباشرة من محلول  -

 .الشركة المصنعة)
في البنى غیر المصبوغة، ولا یصفرّ أو یصبح ھشًا مع لا یخ -

 .مرور الوقت
لھ معامل انكسار أكثر ملاءمة من بلسم كندا بالنسبة للحشرات   -

  (Diptera) ثنائیة الجناح
یعمل جیداً مع العینات السمیكة بفضل الانكماش الضئیل وتجفیفھ   -

 .الخالي من الفقاعات
، مما یتیح إعادة التركیب %95یبقى قابلاً للذوبان في إیثانول  -

 .حتى بعد مرور سنوات عدیدة

 یوبارال  *
  (شفاف)

Euparal 

 .قد تنھار العینات النباتیة الرقیقة ما لم یضُف الوسط تدریجیاً، وھو -
 إجراء یستغرق وقتاً طویلاً 

 .سنوات 10قد تتكوّن تجاویف وبلورات خلال أقل من  -
 التعرض  قد یصبح الھضم مفرطًا حسب تركیز كلورال ھیدرات ومدة -
 قد تنفصل مكونات الوسط وتظھر حبیبات دقیقة خلال أشھر أوسنوات  -
 .تم الإبلاغ عن اسوداد الوسط -

مباشرة من الماء أو الإیثانول أو   .یمكن تثبیت العینات حیة أو -
 الفورمالدھید 

 جودة ممتازة للكیوتكل  .یؤدي النقع إلى -
تعزیزه بصبغة الیود لزیادة   .معامل انكسار مناسب ویمكنلھ  -

 التباین 
التركیبة أن یمددّ زوائد مفصلیات  یمكن لحمض الأسیتیك في -

 الأرجل 
 سنة 40-60لمدة  .قد تبقى بعض العینات مستقرة -
 .بإعادة التثبیت بسھولة .قابل للذوبان في الماء، مما یسمح -

 سائل ھویر
(Hoyer fluid) 

 )یتواصل في الصفحة التالیة (
 

 



 

 

 ) متواصل (   4.الجدول
 

 

 
 

 
 

حُجرة  لتكوین  المذیب  من  ملیمترات  ببضعة  بتري  طبق  یمُلأ  فوقھ.  ترطیبھا 
وقد  .(  8Dالشكل  ) رطبة، مع التأكد من عدم ملامسة الشریحة نفسھا للمذیب

تتراوح مدة إعادة الترطیب من یوم واحد إلى عدة أیام حسب حالة العینة. وتعُدّ  
المراقبة الیومیة والتحلّي بالصبر أمرین أساسیین. وبعد إعادة الترطیب الكافیة،  
قبل  ساعات  لبضع  الحاضنة  في  وتوضع  الرطبة  الحجرة  من  الشریحة  تزُال 

الرسم أو  التصویر  أو  المجھري  إرجاع . 2)  الفحص  یمكن  التثبیت،  لإعادة 
ویجُرى  اللیل.  طوال  أو  إضافیة  ساعات  لبضع  الرطبة  الحجرة  إلى  الشریحة 
الغطاء   إزالة  یجب  دقیقة،  إبر  وباستخدام  العینین.  ثنائي  مجھر  تحت  التفكیك 

 .الزجاجي بحذر شدید، مع التأكد من عدم التصاق أي أجزاء من ذباب الرمل بھ
 )https://zenodo.org/records/18315029(  الأجزاء تجُمع  ذلك،  بعد 

لتلك   مماثلة  صغیرة  عبوة  في  بالماء  وتشُطف  الرمل  ذباب  من  حة  المُشرَّ
المستخدمة في استخلاص الحمض النووي (انظر أدناه)، قبل التجفیف وإعادة  

وعند تفكیك شریحة ما، من الضروري ,  (Resinous)التثبیت في وسط راتنجي
تحدید وسط التثبیت الأصلي لاختیار المذیب المناسب؛ ففي حالة الأوساط المائیة 

 ®Euparal  مثل بلسم كندا أو یسُتخدم الماء، أما إذا كان وسط التثبیت راتنجیًا
معدات الوقایة فیسُتخدم الزیلین، وذلك تحت غطاء واقي مع الشفط ومع ارتداء  

  .الشخصیة المناسبة، بما في ذلك القناع
ولا یجوز إعادة تثبیت عینات النمط أو العینات المحفوظة في المجموعات   

 .إلا بعد الحصول على موافقة القیمّ و/أو المؤسسة المالكة للعینة
 

 تحد�د ه��ة العينات 6  
 

 الصفات المورفولوج�ة 1.6  
یعتمد تحدید ھویة ذباب الرمل أساسًا على فحص خصائصھ المورفولوجیة،  

بما في ذلك شكل الصدر والأجنحة والأعضاء التناسلیة والشعیرات، إضافةً إلى 
التصنیفیة،  المفاتیح  الباحثون  ویستخدم  البنى.  مختلف  بین  القیاسیة  العلاقات 

عة  والمجموعات المرجعیة، والأوصاف الأصلیة للأنواع لمق ارنة العینات المُجمَّ
الدمویة  الأوعیة  مثل  الرئیسیة،  التشخیصیة  السمات  وتعُدّ  المعروفة.  بالأنواع 
الذكریة،  التناسلیة  الأعضاء  وبنیة  الجنسین،  كلا  في  الرأس  وبنیة  للأجنحة 
وترتیب الحویصلات المنویة لدى الإناث، ذات أھمیة خاصة في تحدید الأنواع. 

حدید الدقیق فحصًا مجھریًا تفصیلیاً باستخدام مجھر مركّب وغالباً ما یتطلب الت
مجھر  أو  المنویة،  والحویصلات  التناسلیة  كالأعضاء  الدقیقة  البنى  لملاحظة 

 .تشریحي (ستیریو) لفحص السمات المورفولوجیة العامة
وقد سھّلت التطورات الحدیثة في تقنیات التصویر استخدام الصور الرقمیة  

ت في  الدقة  الرسومات عالیة  أو  الصور  مقارنة  یمكن  الرمل، حیث  ذباب  حدید 
تحدید  أنظمة  باستخدام  تحلیلھا  أو  المرجعیة  بالمواد  الرئیسیة  للسمات  الرقمیة 
التصنیف  في  الوصول  وسھولة  الدقة  یحسّن  مما  الحاسوب،  بمساعدة 

 .المورفولوجي
 

 هندسة الأجنحة  2.6  
 

الأنواع   وتصنیف  تحدید  في  تسُتخدم  أساسیة  سمة  الأجنحة  ھندسة  تعُدّ 
إذ  فریدین،  وبنیة  بنمط  الرمل  ذباب  أجنحة  وتتمیّز  الرمل.  ذباب  من  المختلفة 

). ویشُكّل ترتیب 10و  9تكون عادة طویلة وضیّقة ذات تعریق متطوّر (الأشكال  
الأنواع، مما یوفّر سمات  الأوعیة الدمویة نمطًا ممیزًا قد یختلف بین الأجناس و 

التحدید. وعلیھ، فإن دراسة ھندسة الأجنحة تقُدمّ معلومات  تشخیصیة قیّمة لعملیة  
 مھمة لأغراض تصنیفیة 

 الاسم  المزایا  العیوب 

من  قد یكُوّن بلورات ویغمق بمرور الوقت، وقد یھضم العینات أكثر  -
 المطلوب أحیاناً 

جیداً  إذا لم تحُكم حواف الشریحة جیداً، فإن العینات السمیكة لا تثبت  -
 بسبب الانكماش وتكوّن فراغات حول حواف غطاء الشریحة 

زمن الجفاف  غیر مناسب للعینات المصبوغة أو المواد المتكلسة و -
 CMC أبطأ من

یمكن تثبیت العینات مباشرة من أوساط مثل الماء أو الإیثانول أو  
الغلیسرول أو محالیل تحتوي على الفورمالدھید، ویمكن ھضم 

 یة عند الضرورة لتسھیل الفحص العام أو التحضیر الأعضاء الداخل

فینول كربوكسي  
 میثیل سلیلوز 

CMCP 

 .یحتوي على مكونات ضارة ویجب التعامل معھ تحت خزانة شفط -
 .یتطلب سلسلة تجفیف كاملة تستغرق وقتاً طویلاً  -
 غیر مثالي للعینات السمیكة بسبب الانكماش وتكوّن فقاعات غازي  -
 قد ینفصل غطاء الشریحة بمرور الوقت إذا لم ینُظف الزجاج جیداً  -

 ویحُكم إغلاقھ 
 .قد یظُھر بلمرة غیر مكتملة حول ألیاف الكولاجین -

 سنة 30وسط متین یدوم أكثر من  -
متوافق مع العدید من المذیبات للتثبیت، بما في ذلك الأسیتون،  -

وبروبانول، البنزین، الكلوروفورم، الدیوكسان، الإیثر، الأیز
 میثیل بنزوات، تیربینول، التولوین، والزایلین 

 یجف بسرعة ولھ درجة حموضة حمضیة قلیلاً  -
 لا یغمق بشكل ملحوظ مع التقدم في العمر -
مثل الفوشین، الھیماتوكسیلین، الأخضر ( مناسب لعدة أصباغ  -

 ).المیثیلي، البنفسجي المیثیلي، أزرق المیثیلین
 نوات بنقع طویل في الزایلین یمكن إعادة التثبیت بعد س -

وسط التثبیت  
 یوكیت  

Eukitt™ 

 .یتطلب سلسلة تجفیف كاملة تستغرق وقتاً طویلاً  -
 قد یؤدي التجفیف بالإیثانول والنقل عبر زیت القرنفل إلى جعل -

 بعض العینات ھشة 
 تستمر الحشرة في التوضیح ببطء شدید، مما قد یصعبّ رؤیة -

 (sensilla)التراكیب الصغیرة جداً مثل الحسّاسات  
 (simple setae).والشعیرات البسیطة (ascoids) ، الأسكویدات 

 على الأقل  .سنة 50وسط عالي المتانة یدوم  -
 .لا یغمق بمرور الوقت -
الحشرات داخل الوسط، ویوفر  أكثر لیونة، مما یسمح بتشریح -

 جیة وقتاً مناسباً لوضع التراكیب المورفولو 
 .منخفض التكلفة -

وسط التثبیت  
 إینیسي 

Enecê 

https://zenodo.org/records/18315029


 

 

 الق�اسات الشكل�ة الهندس�ة للأجنحة 3.6   
 

یستخدم الباحثون تقنیات مختلفة، مثل القیاسات الشكلیة الھندسیة، لتحلیل   .
 ومقارنة شكل وحجم الأجنحة بین أنواع أو تجمعات مختلفة من ذباب الرمل.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Trichophoromyia ininii.جناح خام لـ  إ9. الشكل 
 

والاماكن المفضلة  وتوُفّر دراسة ھندسة الأجنحة رؤى قیّمة حول السلوك،  
الطیران وقدرات  عند  .لھا،  وتصُبغ  بعنایة،  الأجنحة  ح  تشُرَّ النھج،  ھذا  في 

ر الشرائح المحضّرة تحت مجھر  الحاجة، وتثُبَّت مسطّحة على الشرائح. ثم تصُوَّ
الإجراءات   ھذه  وُصفت  وقد  الشكلي.  للتحلیل  وتخُضع  وترُقم،  تشریحي، 

]، مع التوصیة باستخدام الجناح  59،  57،  56،  42،  27،  6بالتفصیل في السابق [
التأثیرات   لتجنبّ  المزدوجة  الأعضاء  في  ثابت  بشكل  الأیسر  أو  الأیمن 

  [62]. السلبیة المحتملة  allometricالألومتریة
 

 تحض�ي الأجنحة للتحل�ل الشك�ي الهند�ي 
 

تنظیف   یجب  بالأجنحة،  الخاصة  الدمویة  للأوعیة  وضوح  أفضل  لتحقیق 
الأجنحة من القشور وصبغھا بشكل مناسب. ولتحضیر الأجنحة، تمُلأ أولاً انابیب  
وبدیل   الماء،  الإیثانول،  المیثیلین،  (أزرق  اللازمة  بالكواشف  صغیرة صغیرة 

% في درجة حرارة 70. یسُتخرج جناح محفوظ في إیثانول  ) xyleneالزیلین
یرُفع  ثم  صغیرة،  انابیب  فوق  محتواه  وإفراغ  إیبندورف  أنبوب  بقلب  الغرفة 
ر الجناح سریعاً من الإیثانول إلى  الجناح طولیًا باستخدام إبرة منحنیة دقیقة. یمُرَّ

ضع الجناح في أزرق الماء ثم یعود إلى الإیثانول لإزالة الشعیرات. بعد ذلك، یوُ
دقائق مع التأكد من بقائھ طافیاً أثناء الصبغ. ثم یسُتعاد الجناح    6المیثیلین لمدة  

بحذر ویغُمَر في بدیل الزیلین لمدة دقیقتین (حوالي ثلث مدة الصبغ). ویمكن للنقر 
الخفیف بالإبرة على جدران البئر أن یساعد الجناح على الاستقرار، حیث یعمل  

 ى تثبیت اللون. أخیرًا، یرُفع الجناح ویوُضَع على قطرة صغیرة منالزیلین عل
Euparal®   برفق الجناح  یفُرد  مكبّرة،  عدسة  وتحت  مجھریة.  شریحة  على 

تصلّب  قبل  سریعًا  الصور  التقاط  ویجب  بعنایة.  الزجاجي  الغطاء  ویوُضَع 
Euparal®  وضعیة على  طفیفة  تعدیلات  لإجراء  حاجة  ھناك  تكون  قد  إذ   ،

 .ناح تحت الغطاء لتحقیق المحاذاة المثلىالج
 
  Molecular biology تقن�ات البيولوج�ا الج��ئ�ة4.6  
 

إضافةً إلى التقنیات المورفولوجیة، أصبحت الطرائق الجزیئیة ذات أھمیة  
الدراسات التصنیفیة، والوراثة  بما في ذلك  متزایدة في أبحاث علم الحشرات، 

فضلاً   والتطوریة،  بالـحمض  السكانیة،  الأمراض  مسببات  عن  الكشف  عن 
النووي، وتحدید مصدر الوجبة الدمویة، وسلوك الناقلات، وھو أمر بالغ الأھمیة  

]. ویمكن استخدام تسلسل الحمض النووي الریبي منقوص  70في علم الوبائیات [
مما  الاوكسیجین وراثیًا،  المتقاربة  الأنواع  بین  التمییز  أو  الأنواع  لتأكید ھویة 

فّر وسیلة أكثر دقة وموثوقیة للتحدید. كما تكتسب التقنیات الجزیئیة المتقدمة یو
  وتقنیة  ، و  NGSتضخیم الجینات، وتسلسل الاحماض الامینیة، وتقنیات مثل

MALDI-Tof  MS متزایدة في التحدید السریع والدقیق للأنواع، مكمّلةً   أھمیة
، ة طورقنیات المت وعلى الرغم من ھذه الت].  46للطرائق المورفولوجیة التقلیدیة [

یظلّ التحدید المورفولوجي ھو المرجع الأساسي في التصنیف والأساس الذي 
 .تفُسَّر على ضوئھ البیانات الجزیئیة

 
ي للأحماض النوو�ة1.4.6    الاستخلاص التدم�ي

 
یعُدّ استخلاص الأحماض النوویة خطوة روتینیة في العدید من الدراسات  
منقوص   النووي  الحمض  لعزل  متعددة  طرائق  رت  طُوِّ وقد  البیولوجیة، 

[ الاوكسیجین الحیویة  المواد  من  48من  العدید  تتوافر  كما   التجاریة  العدد]، 
(commercial kits)  ] العملیة  ھذه  الشائعة 14لتسھیل  الطرائق  أن  غیر   .[

ما غالباً  المورفولوجي  التحدید  لأغراض  الأرجل  مفصلیات  تعُیق   لتحضیر 
].  10التحلیل الجزیئي، إذ قد تتُلف أو تدُمّر الخصائص الفیزیائیة الحرجة للعینة [

النووي الـحمض  استخلاص  بروتوكولات  ذات  ومعظم  الحشرات  أنسجة  من 
] تدمیریة  قد 43طبیعة  حیث  الصغیرة،  للعینات  بالنسبة  خاصًا  قلقًا  یثیر  ما   ،[

]. 72بسمات مورفولوجیة مھمة [  یؤدي حتى أخذ جزء محدود منھا إلى الإضرار
الـجینات  عزل  طریقة  اختیار  في  رئیسیاً  دورًا  وحالتھا  العینة  نوع  ویلعب 

  [29].المناسبة الوراثیة
وقد أدتّ الحاجة إلى التحدید الدقیق لذباب الرمل، وفھم دینامیات التجمعات،  

المستھدفة غیر  التأثیرات  أد non-target impactsوتقلیل  تطویر  إلى  وات ، 
] جزیئیة  واسع 23تشخیص  نطاق  على  الیوم  الجزیئیة  المقاربات  وتسُتخدم   .[

 لتكمیل الطرائق التصنیفیة المورفولوجیة في تحدید  
للحشرات   barcodingذباب الرمل. فعلى سبیل المثال، یعتمد الترمیز الشریطي  

، وتسلسلھ، مع فقدان العینة الأصلیة. ومن ثمّ  على استخلاص الـحمض النووي
تبرز الحاجة الملحّة إلى استكشاف طرائق غیر تدمیریة لاستخلاصھ و للمحافظة 

 .على المادة الحیویة وسلامتھا المورفولوجیة
ذباب  على  النوویة  الأحماض  استخلاص  طرائق  من  العدید  طُبّقت  وقد 
التحلیل  نوع  على  المطلوبة  النوویة  الأحماض  وجودة  كمیة  وتعتمد  الرمل. 

 ]. 9إذ تختلف التقنیات في حساسیتھا ومتطلبات النقاوة [ الجزیئي اللاحق، 
عملیة تضخیم الجینات    تمنعفعلى سبیل المثال، ثبت أن عیون ذباب الرمل قد  

 الحمض النووي إلى جانب فحص المیكروبات الممرضات، یسُتخلص.  ]69[
طرق   لذباب استخدام  ویمكن  انواعھا.  تحدید  لغرض  روتینیةً  كعملیة  الرمل 

عدلّ   مختلفة وقد  التقنیات.  بین  والجودة  المردود  اختلاف  مع  للاستخلاص، 
] الرمل  ذباب  لتلائم  الصناعیة  البروتوكولات  بعض  حسّن  8الباحثون  مما   ،[

] المستخلصة  النوویة  ]، كما یمكن تطبیق 69،  9،  8مردود وجودة الأحماض 
أخرى   أرجل  لمفصلیات  طُوّرت  [  غیرتعدیلات  الرمل  تعُدّ 76،  58ذباب   .[ 

تضخیم الحمض النووي التعریفیة التي تستھدف مقاطع میتوكوندریة  تفاعلات
متوافقة عمومًا مع طرائق الاستخلاص التي تحُدث   CytBأو  COIصغیرة مثل  

ذات القراءات  NGS تفتتاً عالیًا في الـحمض النووي، في حین تتطلب تقنیات
التفتت   Oxford Nanopore  PacBio الطویلة من  أدنى  والحمض حداً 
الدورانیة   النووي الجودة. وتنتج طرائق الأعمدة  عادةً  Spin columnsعالي 

النووي  قطعا الحمض  إلى   من  تصل  یمكن   60الجینومي  بینما  كیلوباز، 
]. 77كیلوباز [  150تصل إلى    قطعاكلوروفورم أن ینُتج  –لاستخلاص الفینول

رمل ویبیّن ما إذا لذباب ال الحمض النووي تقنیات استخلاص  5ویلُخّص الجدول  
 كانت قد أدُخلت تعدیلات منھجیة لتناسب ھذه الحشرات.ولا تعُرض المردودات

نظرًا لاعتمادھا على حجم العینة وطریقة تحضیرھا. وتشیر   من الحمض النووي
خانة «التعدیل» إلى تكییف البروتوكولات لذباب الرمل أو لمفصلیات الأرجل 

ا  .الصغیرة الأخرى ختیار طریقة الاستخلاص عدة معاییر، ویجب أن یراعي 
مثل عدد العینات، ومدة الاستخلاص، والتقنیة الجزیئیة اللاحقة. وبینما تتطلب 

جمیع   NGS DNA تقنیات استخدام  یمكن  الجزیئي،  الوزن  عالي  جینومیاً 
وعلاوةً على ذلك، .القیاسیة الطرائق المعروضة ھنا في تطبیقات تضخیم الجینات

من  سات طرائق غیر تدمیریة لاستخلاص الحمض الـنووياستكشفت عدة درا
جافةّ،  المحفوظة  المتحفیة  والعینات  الصغیرة،  البریة  الأرجل  مفصلیات 

 .]63، 55، 28، 26، 19ومفصلیات الأرجل رخوة الجسم [
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 Phlebotomus ariasi.جناح ملوّن لـ  10. الشكل 
 
 
 .متوسط التكلفة، والتطبیق، وتكییف البروتوكول لاستخلاص الحمض النووي الجیني من ذباب الرمل الفلیبوتومي .5لجدول ا
 

 
   

ي للأحماض النوو�ة 2.4.6    الاستخلاص غ�ي التدم�ي

یعُدّ الحفاظ على العینات لإدماجھا في المجموعات الحشریة أحد التحدیات 
إذ  الرمل.  ذباب  سیما  ولا  الأرجل،  لمفصلیات  الجزیئي  التحلیل  في  الرئیسیة 

بروتوكولات   معظم  الـنوويتتطلب  الحمض  مما  استخلاص  الأنسجة،  سحق 
مت طرائق  صُمِّ ذلك،  من  النقیض  وعلى  الأصلیة.  العینة  حفظ  عملیة  یصعب 
الوراثیة دون إحداث تلف مادي   المادة  التدمیریة لاستخراج  الاستخلاص غیر 
بالعینة أو تغییر مورفولوجیتھا. وتعُدّ ھذه الطرائق ذات قیمة خاصة عند التعامل  

ثمینة أو محدودة، مثل ذباب الرمل، حیث یعُدّ الحفاظ على السلامة   مع عینات
البنیویة أمرًا ضروریًا لأغراض تصنیفیة أو مورفولوجیة أو تشخیصیة مستقبلیة. 
ومن التقنیات الشائعة طریقة «الحمّام غیر التدمیري»، حیث تثُبَّت ذباب الرمل  

الب مدمر  یحتوي على  تحلّل  محلول  في  بلطف  بروتینازوتغُمَر   . Kروتینات = 
بنجاح على ذباب الرمل،  (mild-vectolysis) وقد طُبّقت تقنیة التحللّ اللطیف

]. وتعتمد ھذه التقنیة على طقم من الأعمدة الدورانیة  24ولا سیما عینات نمطیة [
شركة DNeasy Blood and Tissue kitالتقلیدیة   من   ،   QIAGEN  ،

دون تدمیر العینة. وتتُیح   على الحمـض نووي  مع تكییفات تسمح بالحصول ألمانیا 
] تحریر 17خطوات التحللّ المعدلّة (حجم محلول التحلّل وإضافة خطوة تجمید) [

]. وبالنسبة لذباب الرمل، 24الأحماض النوویة مع تقلیل الضرر المورفولوجي [
 Bento)( لاستخلاص الحمض النووي   HotSHOT یمكن أیضًا استخدام طقم

Bioworks Ltdوھو سریع ومنخفض التكلفة، [73] (، لندن، المملكة المتحدة ،
شطف   ذلك  بعد  ویمكن  محدودة.  وبتكلفة  بسرعة  العینات  بمعالجة  یسمح  ما 
العینات الحشریة المخصّصة للتحدید المورفولوجي. وتصُفّى العینات المعالجة 

معالجة  أندریھ، في حین تكون العینات ال-باستخدام محلول مارك DNeasy بطقم
في   HotSHOT بطقم ویفضَّل،  أو،  مائي  في وسط  لتثبیتھا  یكفي  بما  مُصفّاة 

 ]. 73وسط راتنجي بعد التجفیف، وفقاً للبروتوكول المفصّل في ھذا المقال [
 

 
 

 ویمكن بعد ذلك إخضاع المادة الوراثیة المستخلصة للتحلیلات اللاحقة، مثل
واسمات التدمیریة   تضخیم  غیر  الاستخلاص  طرائق  وتعُدّ  محددة.  جینیة 

ضروریة لدراسة الخصائص الوراثیة لذباب الرمل، بما في ذلك تحدید العوامل 
الممرِضة المحتملة التي قد یحملھا. ومن خلال الحفاظ على سلامة العینة، یمكن  

لإج بالعینة  الاحتفاظ  مع  قیّمة  جینیة  معلومات  على  الحصول  راء  للباحثین 
 .تحلیلات أو دراسات إضافیة

 
  MALDI-Tof MS     تقن�ة5.6   

 
تقنیة وقت  MALDI-Tof MS تعُدّ  وقیاس  باللیزر  المواد  تحلیل  (تقنیة 

الكتلة قائمة على مطیافیة  تقنیة  الجزیئات)   ،  Mass Spectrometryوصول 
وقد   الحیویة.  للعینات  الفریدة  البروتینیة  البصمات  وتحلیل  لاكتشاف  مت  صُمِّ

معترفاً بھا بشكل متزاید كأداة مھمة لتحدید مفصلیات   MALDI-Tof أصبحت
الأرجل ذات الأھمیة الطبیة والبیطریة. وقد أثبتت ھذه التقنیة فعالیتھا في تحدید  

بم الرمل،  لذباب  المختلفة  التطوریة  البالغة المراحل  غیر  الأطوار  ذلك  في  ا 
والوجبات الدمویة لدى الإناث، كما استخُدمت بنجاح للتمییز بین الأنواع الذكریة  

]. وتوفّر ھذه 74،  73،  30،  28والأنثویة تحت ظروف تخزین وتجھیز مختلفة [
والتجمعات.  والأنواع  الأجناس  تحت  مستوى  على  عالیة  تمییز  قدرة  الطریقة 

من تحقیق تحدید سریع ودقیق للأنواع، وھو أمر أساسي لفھم    وتمُكّن الباحثین
بین  التمییز  نقل الأمراض. ومن خلال  الرمل وسلوكھ ودوره في  توزّع ذباب 

دورًا محوریًا   MALDI-Tof الأنواع استناداً إلى البصمات البروتینیة، تؤدي
تقنیة عیبین  غیر أن لھذه ال .في الدراسات الوبائیة واستراتیجیات مكافحة النواقل

رئیسیین یحداّن من تطبیقھا الروتیني. أولھما توافر أجھزة قیاس الكتلة الجزیئیة 
ذباب  أنواع  تحدید  لغرض  بسھولة  اقتناؤھا  یمكن  التكلفة ولا  مرتفعة  تعُدّ  إذ   ،
الرمل وحده (أو نواقل المفصلیات عمومًا). ولحسن الحظ، یمكن تجاوز ھذا القید  

تشغیل   وقت  على  مرافق  بالحصول  في  المتاحة  الكتلة  قیاس  أجھزة  على 

 تكییف البروتوكول للحشرات المفصلیة الصغیرة  (Application) التطبیق (Cost) التكلفة (Protocol) لبروتوكول
  Spin column 3.55 – 2.5 كولومنسبین US$ [39] PCR, NGS [9] 

  Phenol-chloroform 0.24 كلوروفورم-فینول US$ [69] PCR, NGS [9] 

  HotSHOT 0.01> ھوت شوت US$ [69] PCR – 

  Salting out 0.12 سالتیغ أوت US$ [69] PCR – 
  Chelex 0.02 تشیلكس US$ [41] PCR [41, 76] 
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تمثیل  ضعف  فھو  الثاني  العیب  أما  السریریة.  التشخیصات  أو  البروتیومیات 
بیانات ذباب الرمل المرجعیة في قواعد البیانات مفتوحة الوصول، مما یستلزم  
إنشاء قاعدة بیانات داخلیة تضم أطیافًا مرجعیة مستندة إلى عینات محددة الھویة  

لا لبس فیھ، ویفضَّل أن یكون ذلك بمزیج من التقییم المورفولوجي وتسلسل    بشكل
ومن المؤمّل أن یعُالَج ھذا  .(أو غیره cytB أو COI واسم جیني مناسب مثل

في   الداخلیة  المرجعیة  الرمل  ذباب  لبیانات  التدریجي  الإدراج  قریبًا عبر  القید 
العامة   MSI منصة باریس  لمستشفیات  (فرنسا)، جا  –التابعة  السوربون  معة 

وعند  BCCM/IHEM/Sciensano ومجموعة (بلجیكا).  بروكسل  في 
، یفُضَّل تخزین MALDI-Tofالتخطیط لاستخدام توصیف البروتینات بتقنیة  

% بدرجة نقاوة جزیئیة، مع عدم تعریضھا 70العینات مجمّدة جافة أو في إیثانول  
وحّدة لتحضیر العینات، ینُصَح لدرجات الحرارة المحیطة. وفي غیاب إرشادات م

الأسیتونتریل   من  مائي  محلول  /60باستخدام   %TFA 0.3%   حمض مع 
) مصفوفة  30السینابینیك  لتحضیر  جعل  MALDI-Tofملغ/مل)  بھدف   ،

 .الأطیاف البروتینیة قابلة للمقارنة مع البیانات المنشورة سابقاً لذباب الرمل
 

 )7الشكل  MALDI-Tof MS (تحض�ي العينات لتقن�ة
 

تجُفَّف العینات الحشریة، المحفوظة تحت ظروف خاصة، ھوائیاً في درجة 
ح. ویزُال الرأس والبطن للحصول على أجزاء الجسم التي   حرارة الغرفة ثم تشُرَّ
الزجاجیة   الشرائح  على  لتثبیتھا  الأساسیة  المورفولوجیة  السمات  على  تحتوي 

، MALDI-Tofستخدام الصدر لتقنیة  وإجراء التحلیل المورفولوجي. ویمكن ا
الـنووي الحمض  لاستخلاص  البطن  من  تبقّى  ما  یحُفظَ  وللتوصیف   .بینما 

مل باستخدام مدقاّت    1.5البروتیني، یجُانس الصدر یدویًا في أنابیب دقیقة سعة  
میكرولتر من محلول التجانس. ویسُتخدم عادةً   10وحبیبات أحادیة الاستعمال مع  

 %.25س: ماء مقطّر معقمّ وحمض الفورمیك بتركیز محلولان للتجان
 

 الخاتمة  7  
 

ھدفنا في ھذا العمل ھو تزوید الباحثین بأكثر الطرائق فعالیة لتثبیت, تشریح 
یتلائم بما  الرمل،  ذباب  تصنیف  لتسھیل   و  وذلك  المختلفة،  البحث  أھداف  مع 

التحدید الدقیق والكشف عن الممرضات. ولا توجد طریقة واحدة مثلى عالمیاً؛  
وسلبیات ممیزات  منھا  لكل  طرائق،  عدة  تتوافر   .بل 

التثبیت  تقنیات  لمختلف  مفصّلة  بروتوكولات  قدمّنا  المرفوقة،  الملحقات  وفي 
لرمل. وتوفّر ھذه البروتوكولات، بما في المستخدمة في تحضیر وتحدید ذباب ا

ذلك مقاطع الفیدیو التعلیمیة، إجراءات خطوة بخطوة مكیّفة لأھداف متعددة، بما 
یضمن نتائج دقیقة وموثوقة. ومن خلال إتاحة ھذا المورد الشامل، نھدف إلى 

 .دعم الباحثین في اختیار وتطبیق تقنیات التثبیت الأنسب لاحتیاجاتھم الخاصة
 

  شكر والتقديرال
 

  وزوي جاي آدامز (Richard Lane) یشكر المؤلفون ریتشارد لین
 (Zoe Jay Adams) على   من المتحدة  المملكة  لندن،  في  الطبیعي  المتحف 

 .مراجعتھم الممتازة التي ساھمت في رفع جودة ھذا المخطوط
 

  التم��ل
 

- 404395/2024(رقم الحالة:   CNPq نشكر وكالات التنمیة البرازیلیة  
أراوكاریا4 ومؤسسة   ( (Araucária)   :الحالة على   (PDI 433/2025رقم 

 AJA.تمویل أبحاث 
 

  تضارب المصالح
 

دیباكوي  جیروم  مجلة   (Jérôme Depaquit) یعُد  في  مشاركًا  محررًا 

Parasite ؛ ولم یكن لھ أي تأثیر على عملیة المراجعة أو اتخاذ القرار بشأن ھذا
 .المخطوط. یصُرح باقي المؤلفین بعدم وجود أي تضارب مصالح

 
 ب�ان إتاحة الب�انات 

 
  Zenodo الفیدیوھات على

  https://zenodo.org/records/18198006 :1الفیدیو 
  https://zenodo.org/records/18311158 :2الفیدیو

  https://zenodo.org/records/18311106 :3الفیدیو 
  https://zenodo.org/records/18311154 :4الفیدیو 
  :zenodo.org/records/18303014//https :5الفیدیو 
  https://zenodo.org/records/18302850 :6الفیدیو 
    https://zenodo.org/records/18315029 :7الفیدیو 

 
   الإضاف�ةالمواد 
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  : الأسس النظ��ة ال��م�ائ�ة الحي��ة1الملحق 
 

الفكرة         توسیع  یمكن  ذلك،  ومع  الرمل.  ذباب  ھي  المعنیة  الحشرات 
عبر  إلا  تحدیدھا  یمكن  لا  التي  أخرى  شائعة  مفصلیة  لتشمل حشرات  العامة 
الداخلیة تكون   بالصدفة، بعض الأعضاء  الداخلیة.  المورفولوجیة  الخصائص 

بب من  جزئیاً متصلبة بالكیتین، وتوفر مورفولوجیاتھا معلومات قیمة. لھذا الس
مع جمیع   .المھم جداً ملاحظة مضخات الطعام والحویصلات المنویة وأنابیبھا

تثبیت   مرحلة  من  أنھ  أبداً  ننسى  ألا  یجب  سنراجعھا،  التي  الكیمیائیة  المواد 
والاختزال الأكسدة  تفاعلات  بتطبیق  ببساطة  نقوم  التجمیع،  إلى   الحشرات 

.(redox reactions)  الاحتیا أو  الوحیدة  ھي الفكرة  اتباعھا  یجب  التي  طة 
 .تجنب خلط المواد المختزلة مع المواد المؤكسدة

 
  (Ethyl alcohol; ethanol) الإیثانول

 
الكحول میل قوي         المادة بطرق مختلفة. لجزیئات  یتم استخدام ھذه 

للماء، وبالتالي لھا تأثیر تجفیف. ومع ذلك، الكحول ذو التركیز المنخفض (غني 
الماء ھو عدو الأحماض  (ء) یلعب دورًا في تحلل الأحماض النوویة  جداً بالما

بل  ) النوویة فقط حفظھا،  الھدف  لیس  الإیثانول،  في  الحشرات  توضع  عندما 
في علم الأنسجة، نمیز عادة بین مفھومین مھمین: معدل  .أیضًا تثبیت الأنسجة

الجید یجب أن یخترق  من المفھوم جیداً أن المثبت   .الاختراق ومعدل التثبیت
تثبیتھا قبل  بسرعة  للكحول   .الأنسجة  تقریباً  96بالنسبة  الاختراق  معامل   ،%

، محلول  0.45% →  0.75(للمقارنة: محلول حمض البیكریك المائي    1.05
 ) 1.45% → 3ثنائي كرومات البوتاسیوم 

إلى أجل غیر         الحفاظ علیھا  الحشرات في  الحشرات وعلماء  رغبة 
مسمى في الإیثانول ھي واقع شائع. الفكرة نبیلة للحفاظ على العینات المیدانیة 
علماء   أو  للسیتولوجیین  بالنسبة  ممكنة  غیر  لكنھا  المستقبلیة،  للدراسات 

بح عملیاً غیر إذا تم الاحتفاظ بالعینات في المثبت لفترة طویلة، تص .الأنسجة
العمل لإعادة  من   .قابلة  الأقدم  العینات  السبب،  أو   10لھذا  صعبة  سنوات 
 .مستحیلة الاستخدام

في الممارسة   .اعتبار آخر ھو نسبة كتلة الحشرة إلى حجم المثبت        
ضعف حجم العینات المراد    60البیطریة أو الطبیة، ینُصح بتخطیط حجم المثبت  

أضعاف   5–4ة العملیة، للعضویات الصغیرة جداً، أضف  في الممارس .تثبیتھا
یجب تذكر أن الكحول یفقد قوتھ أثناء إزالة الماء من  .حجم العینة من الإیثانول

 .الأنسجة
 :الخلاصة 

 
 ).غیر متوافق مع المثبتات المؤكسدة (الإیثانول عامل مختزل  -
 .یترسب البروتینات ویغیر بنیتھا -
 .رسب الجلیكوجینیذیب بعض الدھون المعقدة وی -
 .یسبب انكماش الأنسجة وتصلبھا -
 

 :محالیل ھیدروكسید البوتاسیوم أو الصودیوم الأساسیة
   
بدون  KOH استخدام ھذه المحالیل في علم الحشرات ركز أساسًا على        

 .مبرر واضح
 [E524]  NaOH        یوجد في محلول، بتراكیز مختلفة أو بتنوع في

شدیدة الامتصاص   :حبیبات أو رقائق لامعة. أھم عیوبھ  النورمالیة، على شكل
الدھون   KOH). أكثر من (للرطوبة یذیبھا، ومع  البروتینات  تفاعلھ مع  عند 

 .یحولھا إلى صابون صلب أثناء التصبن
[E525] KOH         متاح كمحلول مركز، لكنھ ممیز بوجوده على شكل

  1میزان دقیق. مثال:    یسھل تحضیر محالیل مخففة بدون : جم    0.1حبیبات  
أقل حساسیة  : ( %. المیزة الثانیة10محلول    ,ماء مقطر   mL 1جم في    0.1حبة  

 CO2 .أقل یمتص) للكربنة 
إلى          وتحویلھا  الدھنیة  الأحماض  لإذابة  القویة  القواعد  ھذه  تسُتخدم 

بالماء للذوبان  قابل  الدھون   .صابون  قد ذوب بعض  الإیثانول  أن  تذكر  یجب 

عند وضع العینة في وسط مائي مع قاعدة قویة، ستترسب الأحماض   .مسبقًا
أحیاناً، إذا كانت الدھون زائدة، مثلاً في الإناث،   .الدھنیة → یحدث تصبن بارد

الحرارة   رفع  في    °م 40–35یفضل  التلامس  تمدید زمن  أو  التفاعل  لتسھیل 
 .الغرفةدرجة حرارة 

 
 :الملون/عدیم اللون Marc-André محلول

 .Marc-André ھنا، سنستعرض مزایا وعیوب استخدام محلول       
ھیدرات كلورال  من  المحلول  ھذا  ھذا   یتكون  والماء.  الأسیتیك،  حمض   ،

الزائد   KOH المحلول قوي التأكسد، أي مزیج من حمض وألدھید. یقوم بتعادل
 الذي قد یبقى في العینات، دون أن یترسب الصابون القلوي الناتج عن استخدام

.KOH   الثانوي في الكحول  أیضًا على وظائف  المؤكسد  المحلول  یعمل ھذا 
تلیین   إلى  یؤدي  مما  أكسدتھا،  طریق  عن  للكیتین  المكوّنة  الجلوكوزامینات 

الموجود المعدنیة  الأملاح  بعض  یذیب  كما  العینةالكیتین،  في  ن   .ة  یلُوَّ عندما 
 محلول

 Marc-André   فإنھ المؤكسدة،  الحالة  مسبقًا بحمض فوشسین، أي في 
فترة  بعد  البنیة.  في  الثانوي  الكحول  وظائف  على  التثبیت  على  قادرًا  یصبح 
التلامس مع المحلول وحالة تلوین العینات، یتم الشطف باستخدام الإیثانول فقط،  

 .رحلة تجفیف العیناتوبھذه الطریقة نبدأ م
 

 الفوائد:  
 تشمل تحیید المحالیل القاعدیة الزائدة،   -
 تلیین الكیتین،   -
 .تلوین الكیتین لتسھیل تقییم الھیاكل الداخلیة المتصلبة بالكیتین -
 

 العیوب: 

ھیدرات مادة منومة وقد استخدمت في الطب البشري. یجب    كلورال     
استخدامھا تحت غطاء كیمیائي، ویجب الالتزام بالتشریعات الخاصة بالمخاطر 

 .الكیمیائیة
 

 : محالیل التجفیف

تظُھر التجربة أنھ بالنسبة للعینات الصغیرة جداً، لا فائدة من اتباع         
الإیثانول   أحواض  بـ  تسلسل  نبدأ  كبیرة،  العینة  كانت  إذا  متزایدة.  بتركیزات 

ثم  80 إیثانول،  للعینات  %95،  %90  بالنسبة  المطلق.  الإیثانول  وأخیرًا   ،%
% إیثانول یلیھ الغمر في الإیثانول المطلق. في 90الصغیرة جداً، یسُتخدم حمام  

ء الموجود  ھذه المرحلة، یجب دائمًا تذكر أن الإیثانول المطلق یسعى لتثبیت الما
  .في الجو

التقلید في مختبرات علم الحشرات كان إنھاء تجفیف العینات باستخدام        
بشدة . الكریوزوت beech creosoteحمام   المادة  ھذه  استخدام  یمُنع  الیوم، 

نظرًا لرائحتھا (ھیدروكربونات عطریة متعددة الحلقات)، ویفُترض أنھا سامة 
   .مستمر، وسمیة بیئیة للكائنات المائیةللخصوبة، مسرطنة، ملوّث عضوي 

 Euparalو ®Euparalالحل المقترح لتحضیر العینات للتثبیت ھو         
essence (موضح في الفقرة التالیة). یقُبل خلیط Euparal® و  Euparal 
essence  90بشكل جید جداً؛ ویتم استخدامھ للعینات بعد حمام إیثانول.% 

 

 تركيبة المواد ال��م�ائ�ة : 2الملحق 

 %10ھیدروكسید البوتاسیوم 
 جم  10ھیدروكسید البوتاسیوم 

 مل  100ماء مقطر حتى 
  Hoyer medium (Gum chloral) وسط التثبیت

 مل  50ماء مقطر 
 جم 200كلورال ھیدرات 



26    F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18 
 

 
 

 جم 50صمغ عربي 
 مل 20غلیسرول 

 
  Marc-André محلول

 جم 40كلورال ھیدرات 
 مل 30الأسیتیك الجلیدي حمض 

 مل  30ماء مقطر 
 

 % في الماء المقطر 1حمض فوشسین 
 جم  1مسحوق حمض الفوشسین 

 مل  99ماء مقطر 
 

 ملون بالفوشسین Marc-André محلول
 مل Marc-André 10 محلول

 میكرولتر 50% 1فوشسین 
 
  

التثب�ت3الملحق   أوساط   : Euparal®, Canada balsam, 
Polyvinyl alcohol  

تتوفر  لا  عندما  للتثبیت  المثالي  الوسط  ھو  ھذا  الكحول:   بولیفینیل 
مع الكحول  بولیفینیل  یخُلط  الصحیح.  للتجفیف  اللازمة   المنتجات 

lactophenol Amman.   ،ومع ذلك، تظھر لھذه التركیبات عیوب رئیسیة
ند أكسدة  مثل الجفاف أو تبلور بولیفینیل الكحول بسبب تبخر الماء أو السواد ع

 .الفینول. تظل ھذه التقنیة جیدة للتثبیت قصیر المدى
استخدامھ للتثبیت بین الشریحة والغطاء   Canada Balsam: كندا بلسم

الزجاجي یتطلب تجفیف العینات أولاً. استخدام زیلین أو تولین لیس خالٍ من 
 .العیوب

 ما فيللتثبیت بین الشریحة والغطاء الزجاجي، ك  Enecê: وسط إینیسي 
Canada Balsamتركیب العینة.  تجفیف  یتطلب   ، Enecê:   كولوفونیا

جم)؛ إیثانول   12جم)؛ صمغ كوبال قابل للذوبان في الكحول (  22بیضاء نقیة (
(  20مطلق ( (  10مل)؛ كافور  تیربینتین  مل)؛ ویوكالیبتول    10جم)؛ زیت 

نول  ، ضع الإیثا Erlenmeyer مل). لتحضیره، في وعاء مثل قارورة  26(
المطلق والكافور، ثم أضف الكولوفونیا وصمغ الكوبال. تغلق القارورة بسدادة 

بدرجة حرارة خفیفة دون غلیان. بعد أن  bain-marie ویھُز، ثم یسُخن في
لا  المزیج  بینما  یصُفى  ثم  التیربینتین،  زیت  یضُاف  بالكامل،  المزیج  یذوب 

عندما الیوكالیبتول.  یضُاف  وأخیرًا  أقل سیولة،   یزال ساخنًا،  الوسط  یصبح 
جم)،    17مل)، كافور (  30بالتركیبة التالیة: إیثانول مطلق ( Enecê  یخُفف بـ

 (Cerqueira, 1943). مل) 38مل)، یوکالیپتول (  15زیت تیربینتین (
 ھذه راتنج  مستخلص من شجرة السرو الأطلسیة ®Euparal :یوبارال 

Tetraclinis articulata (Vahl, 1791)  ،  1906ودرُست وطُورت في 
استعادة   .Gilson بواسطة یمكن  بالبلمرة.  تتصلب  لا  أنھا  الرئیسیة  میزتھا 

العینات المثبتة بین الشرائح والغطاء الزجاجي بسھولة باستخدام الكحول أو  
باستخدام أیضًا .Euparal® essence أفضل  الراتنج  ھذا   یسُمى 

sandarac ، 80ویقبل الإیثانول من.% 
 

 :X100 Triton :ام محلول مائي غیر أیونياستخد
 X100 Triton   على شكل محلول مائي غیر أیوني 

  (4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene glycol,  
 .، لتقسیم الصدر إلى جانبي الیسار والیمین حسب المناطق الأكثر أھمیة

 

واسع  t-octylphenoxypolyethoxyethanol أو نطاق  على  یسُتخدم 
كمُنظف في علم الأحیاء الخلوي والجزیئي. یسمح بزیادة نفاذیة أغشیة الخلیة  

 .والنواة
العینات الحشریة المحفوظة في الكحول لسنوات عدیدة شائعة، لكن الحفظ   

جھري صعبًا.  في الكحول لیس مثالیًا، وتجعل ھذه الطریقة التحضیر للفحص الم
الكحول،   العینات، ویتبخر  المحتویة على  البلاستیكیة  العبوات  تتحلل  ما  غالباً 
مشكلة   العینات  جفاف  أو  للكحول  الطویل  التعرض  یشكل  الحالتین  كلتا  وفي 

في   نشر 2008كبیرة.   ،  Jonque العناكب ترطیب  إعادة  حول  ملاحظة 
فلام الفوتوغرافیة، المستخدمة في الأ  Agepon باستخدام عوامل ترطیب مثل

 .مما أدى إلى فكرة استخدام عوامل ترطیب غیر قویة كمُنظفات
 :% مائي0.5بنسبة  Triton X100 الإجراء باستخدام محلول

 
 یشُبع العینة الجافة بالكحول المطلق، -
اللازم من محلول %  - الحجم  حتى  Triton X100 0.5ثم یضُاف 

 .لكامل-تغمر العینة با
ق أو أكثر حتى تصبح جمیع المفصلیات مستقلة في  دقائ  5یتُرك لمدة   -

  .المحلول
ویسُتبدل بمحلول ھیدروكسید   Triton X100 بعد ذلك یزُال محلول -

 البوتاسیوم،
 

 .ویتُبع باقي التقنیة كما ھو موصوف أعلاه
 

  
 Canada أو ®Euparal  : خطوات تثب�ت العينات باستخدام4  الملحق

Balsam 
العینات (المظھر الغائم أو الحلیبي یدل على تجفیف  یجب تجفیف   .1

 .غیر كافٍ)
 .یمكن إجراء التجفیف عن طریق زیادة تركیز الإیثانول تدریجیًا .2
% أو الإیثانول المطلق إلى عامل  99یمكن نقل العینات من إیثانول   .3
 .تنظیف

 :الإجراء التفصیلي
 .%70تشریح الذباب الرملي البالغ في إیثانول   .1
قم بتغطیة الذباب بشریحة   KOH 10إزالة الإیثانول واستبدالھ بـ % .2

 .زجاجیة
 .سحق العینات حتى تصبح شفافة .3
  KOH. إزالة .4
 .دقیقة 45إلى  30تغطیة العینة بالماء المقطر والانتظار من  .5
دقیقة (مدة الغسل    30إزالة الماء وإعادة الغسل بالماء المقطر لمدة   .6

دد العینات؛ كلما زاد العدد، زادت مدة الغسل؛ والعكس صحیح  تعتمد على ع
 .للعینات الفردیة)

 .إزالة الماء .7
(قد یكون ملونًا بحمض الفوشسین)   Marc-André  إضافة محلول .8

 .ساعة 24والانتظار 
  Marc-André. إزالة محلول .9

 .دقیقة 45إلى  30تغطیة العینة بالماء المقطر والانتظار من  .10
 .دقیقة 30إزالة الماء وإعادة الغسل بالماء المقطر لمدة  .11
 .إزالة الماء .12
 .% وتشریح العینة70إضافة إیثانول  .13

 a. للرأس والبطن، اسحب الرأس أو البطن برفق من الصدر. 
 b.  وسحب بملاقط  الصدر  إمساك  عن طریق  الأجنحة  أزل  للصدر، 

 Sagittal قاعدة الزوائد بملاقط أخرى. یمكن إجراء تشریح سھمي
تجفیف العینات تدریجیًا عبر سلسلة من محالیل الإیثانول المائي:     .14
 .% حتى الوصول إلى الإیثانول المطلق95 –% 80 –% 50

دقائق لكل غسلة، بالإیثانول    10تجفیف العینات بغسلھا مرتین،      .15
100%. 
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دقیقة في    15الة الإیثانول وتغطیة العینات بزیت القرنفل لمدة  إز    .16
 .درجة حرارة الغرفة

من    .17 نقطة  إلى  القرنفل  زیت  من  العینات   أو ®Euparal نقل 
Canada Balsam  على شریحة نظیفة. 

والصدر      .18 الرأس  تشریح  یمكن  الرغبة:  حسب  العینات  ترتیب 
قط تحت مجھر تشریح. یجب فصل الرأس والبطن باستخدام إبر دقیقة أو ملا

 عن الجسم لتثبیتھ في الوضع البطني الظھري، أي یجب توجیھ الثقبة القذالیة
(occipital foramen) رؤیة لتمكین  من   cibarium للأعلى  مباشرة 

 .خلالھا
 .یجُرى التشریح داخل وسط تثبیت الذباب الرملي       

 .السطح لزجًاترك العینة حتى تصبح     .19
ترطیب غطاء شریحة نظیف بالإیثانول المطلق، ووضع الغطاء      .20
 .على زاویة  Canada Balsam  على
 تخزین الشرائح في صندوق جاف مخصص لھذا الغرض.     . 21

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 


